AMINO ASIT VE PROTEINLERIN KALITATIF, KANTITATIF YONTEMLERI

Amino asitler; kati, renksiz, suda ¢Oziinen fakat organik c¢oziiciilerde ¢oziinmeyen
biyomolekiillerdir. Erime noktalar1 ¢ok yiiksektir, ugucu degillerdir. Bu nedenle erime
noktalarimin tizerinde 1sitilirlarsa bozunurlar. Amino asitler sulu ¢ozeltilerinde i¢ tuz olarak

bilinen, iyonlasmis halde bulunurlar.

Amino asitlerin “standart amino asitler” olarak bilinen 20 tanesi, DNA tarafindan
kodlanan ve proteinleri olusturan birimlerdir. Standart amino asitler, ayni1 karbon atomuna
baglanmis bir amino grubu ve bir karboksil grubu igerirler. Ug harfli kisaltmalar ve tek harfli
sembollerle gosterilirler. Amino asitler R yan gruplarinin polaritesine gore veya biyolojik pH'de
su ile etkilesme 6zelliklerine gore (asidik, bazik) simiflandirilabilirler.

“Standart olmayan amino asitler” ise standart amino asitlerin protein yapisina girdikten

sonra yapilariin degismesi sonucu olusurlar.
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Sekil 1. Amino asitlerin genel formiilii

1.Amino Asitlerde Izoelektrik Nokta

Amino asitler yapilarinda bulunan amino (-NH2) ve karboksil (-COOH) gruplar
nedeniyle hem asit hem de baz 6zelligi tasirlar. Yani asidik ortamda baz, bazik ortamda asit gibi
davranmalari nedeni ile amfoterik maddelerdir.Cozeltideki bir amino asit molekiilii izerinde net
yiikiin sifir oldugu pH degeri, izoelektrik nokta (pI) olarak adlandirilir ve her aminoasit igin

spesifik bir degerdir.

pKa1 + pKa
pH=pl=
2

Asit —baz titrasyonu, protonlarin derece derece ilavesini veya ayrilmasini kapsar.



Glisin, (Gly ya da G) formiiliit NH2CH2COOH olan apolar bir aminoasittir. Yapisal olarak
proteinlerde bulunan 20 amino asit arasinda en basit olanidir. Yan zincirinde sadece bir hidrojen
atomundan bulunur. Glisindeki a-karbon atomu da bir hidrojene bagli oldugu icin, glisin optikce
aktif degildir, diger bir deyisle optik izomeri bulunmamaktadir. Cok diisitk pH'de, glisinin
hakim olan iyonik formu *HsN-CH2-COOH yani tamamen protonlanmis formudur. Herhangi bir
titrasyonda, titre olmaya baslayan protonlasmis grubun pKa degerinin pH’ye esit oldugu yerde
orta noktaya ulasilir. Glisin i¢in orta noktada pH 2.34’tiir. Glisin titrasyonunda bir diger onemli
nokta pH'nin 5.97'ye ulastigi noktadir. Bu noktada ilk protonun ayrilmas: tamamlanmis ve
ikincisinin ayrilmas1 baslamistir. Titrasyonun ikinci evresi glisinin -NHs* grubunun protonunu
kaybeder ve ortamin pH’s1 -NHs*grubunun pKa2 degerine esittir.

2. Proteinler, Proteinler, amino asitlerin, belirli sayida ve belirli dizilis sirasinda
karakteristik diiz zincirde birbirlerine kovalent ve kovalent olmayan baglar ile baglanmasiyla

olusmus polipeptitlerdir.

Peptitler, bir amino asidin a-karboksil grubu ile diger amino asidin a-amino grubu
arasinda bir molekiil H20 ¢ikmas ile meydana gelen peptit baglar ile olusurlar.
Iki amino asitten dipeptit, ii¢ amino asitten tripeptit, 10’a kadar olan amino asitten
oligopeptit, daha ¢ok amino asitten ise polipeptit meydana gelir.
Proteinlerde birincil (primer), ikincil (sekonder), {iiglinciil (tersiyer) ve dordiinciil
(kuarterner) yap1 olmak iizere dort yap: bulunur.
Proteinlerin metabolizmadaki gorevleri su sekilde siralanabilir;
(1) Proteinler organlarin ve yumusak dokularin yap1 unsurudur,
(2) Biiytime ve erginlik donemlerinde yeni dokularin olusumunda etkindirler,
(3) Yipranan dokularin onarilmasi islevine sahiptirler,
(4) Enzimlerin ve hormonlarin yapilarinda bulunurlar,
(5) Sinirsel uyarilarin iletiminde rol oynarlar,
(6) Canliya destek olma ve hareket olanag1 saglamada gorev alirlar,
(7) Viicudun hastaliklara karsi dayanikliifinda ve hastalik etkenlerine kars:
korunmada kullanilirlar,
(8) Oksijen ve diger maddelerin vaskiiler yolla tasinmasinda gorev alirlar,
(9) Kanin pihtilasmasinda rol oynarlar,
(10) Su ve elektrolit dengesinin korunmasinda dogrudan ya da dolayli olarak

gorevleri vardir.



Patolojik hallerde idrarda en ¢ok rastlanan protein tiirii albumin oldugundan klinikte
idrarda protein varligini ifade eden “proteiniiri” terimi yerine ¢ogu kez “albuminiiri” terimi

kullanilir.

2.1. Kan Proteinleri
Kan plazmasi, %91 su, %8 organik maddeler ve %1 inorganik maddelerden olusur. Organik
bilesenlerin tamamina yakini, proteindir. Plazmanin ii¢ temel proteini albumin, globulin ve

fibrinojendir. 100 mililitre plazmada 4.5 g albumin, 2.5 g globulin ve 0.3 g fibrinojen bulunur.

Albiimin: Latince “albus” (beyaz) sozciigiinden gelen “albumen” (yumurta beyazi)
sozciiglinden tiiremistir. Serumda bulunan en yaygin protein de bu ozellikleri tasidigindan
"serum alblimini" adi verilmistir. Kanin osmotik basincinin dortte {iglinii albiimin saglar.
Osmotik basing sayesinde kan-plazma orani korunur. Albiimin karacigerde fiiretilir. Kan

proteinlerinin %601 olusturur.

Globulin: Plazma globulinlerinin bir¢ok farkli tiirti vardir. Elektroforez metoduyla

globulinler a-, f- ve y- tiirlerine ayrilabilir.

Fibrinojen: Kan pihtilasma mekanizmasmin en son basamaginda gorev alir. Fibrinojen

molekiilleri fibrin liflerine doniiserek pihtilasma meydana gelir.

3.Kromatografi

Kromatografi, ozellikle fiziksel ve kimyasal nitelikleri ¢cok benzeyen maddelerin ayrilma

islemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kromatografi tekniginin temel prensibi, bir karisimdaki gesitli maddelerin hareketli bir faz
yardimi ile sabit bir faz iizerinden gecirilmeleri ve bu gecis sirasinda farkli hizlarla hareket etmesi

esasina dayanuir.

* Sabit faz: "Kat1" veya "kat1 destek iizerine emdirilmis bir siv1 tabakasindan" olusur.

* Hareketli faz: Bir "siv1" veya "gazdan" olusur.

Kagit Kromatografisi; Bu yontemde kalin bir siizge¢ kagid1 destek; ve gozeneklerine yerlesen
su ise, sabit "s1v1 faz1" olusturur. Hareketli faz bir yiiriitiicii tank igine yerlestirilmis uygun bir siv1

ya da s1v1 karisimidir.



Kagit tizerinde ilerleyen ¢oziicii, karisimdaki bilesenleri bunlarin sabit faza olan ilgileri ile
iligkili olarak farkli hizlarla siiriikler ve birbirinden ayirir. Kagit veya lehva iizerinde, belli bir
siire sonra, bilesenlerin yol aldig1 uzaklik ile ¢oziiciiniin ulastigr uzakhigin orani, “Rf degeri”

olarak bilinir ve bu degerler kalitatif analizde kullanilir.
4. Deneysel Calismalar

4.1. Amino Asitlerin Kalitatif Tayinleri

Deney.4.1.1. Ninhidrin Reaksiyonu

Deneyin prensibi: Amino asitlerin, ninhidrin ile mor renkli kompleks olusturmalar1 prensibine

dayanur.
Deneyin yapilisi:

I.Asama (yumurta albumini ¢6zeltisinin hazirlanisi): 1 adet yumurta aki 250 mL’lik bir behere
alinir, tizerine 100 mL distile su ilave edilir. Cok kisik alevde kaynatilir. Bu esnada yumurta

akinda bulunan avimisin ¢oker. Soguduktan sonra tistteki ¢ozelti kullanilir.

II. Asama: Yumurta albumini ¢ozeltisinden bir deney tiipiine 2 mL alinir, 0.5 mL ninhidrin
¢ozeltisi ilave edilir. Kaynar su banyosunda 10 dk bekletilir. Tiip sogumaya birakilir ve mavi-

menekse rengin olusumu gozlenir.
Cozeltiler:

Ninhidrin ¢ozeltisi: Etil alkolde %0.1’lik ninhidrin ¢6zeltisi hazirlanir.

Deney 4.1.2. Ksantoprotein Deneyi ninhidrin

Deneyin prensibi: Fenilalanin, tirozin, triptofan gibi aromatik halka iceren aminoasitler ve
proteinlerin nitrik asit ile nitrolanarak sar1 renk olusturmasi, olusan sar1 renkli tiirevin baz ilavesi

ile portakal rengine doniismesi esasina dayanair.

Deneyin yapilisi: Bir deney tiipiine 2 mL yumurta albumini ¢ozeltisi alinir, iizerine dikkatlice 1
mL derisik nitrik asit ilave edilir, karistirilir ve beyaz renkli ¢okelek olusumu gozlenir. Tiip su
banyosunda sar1 renkli bir ¢okelek olusuncaya kadar isitilir. Daha sonra musluk suyu altinda
sogutulur. Damla damla %33 lilk NaOH ilave edilerek, ¢okelegin renginin saridan portakala

doniistimii gozlenir.



Deney 4.1.3. Biiire Deneyi

Deneyin prensibi: Peptit baglar1 nedeni ile proteinlerin Cu?* iyonlar1 ile bazik ortamda

karakteristik menekse renkli kompleksler vermesi esasina dayanuir.

Deneyin yapilisi: Bir deney tiipiine 3 mL yumurta albumini ¢dzeltisi alinir. Uzerine 1 mL 2.5 N
NaOH ilave edilerek karistirilir. 2-3 damla CuSOs ¢ozeltisi damlatilip tekrar karistirilir. Menekse

rengin olusumu gozlenir.
Cozeltiler:

2.5 N NaOH: 10 g NaOH tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.
0.01 M CuSOs: 0.16 g CuSOutartilarak distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.

Deney 4.1.4. Kagit Kromatografisi ile Amino Asitlerin Kalitatif Tayini

Deneyin prensibi: Cesitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla, sabit bir faz tizerinde, degisik

hizlarla hareket etmeleri esasina dayanur.

Deneyin yapilisi: Whatman kromatografi kagidi iizerine kisa kenardan 2 cm igeriden olacak
sekilde kursun kalemle hafifce bir ¢izgi cizilir (baslangi¢ ¢izgisi). Bilinmeyen amino asit
karisimini igeren Orneklerden belirli bir miktar damlatilir ve kurutulur. Bu sekilde hazirlanan
kurutulmus kromatografi kagidi baslama cizgisi disarida kalacak sekilde ¢oOziicii sistemine
daldirilir. Coziicii sistem yiriitiildiikten sonra kagit ¢oziicli sistemden ¢ikartilarak tekrar
kurutulur. Kurutma islemi sonrasi tizerine ninhidrin piiskiirtiiliir ve 70-80°C lik etiivde, ayrilan
amino asit lekeleri olusuncaya kadar bekletilir. Lekeler isaretlenir ve her madde i¢in Rf degeri

hesaplanur.

Cozeltiler:

Arginin ¢dzeltisi: 5 mg/mL'lik ¢ozeltisi
Prolin ¢dzeltisi: 5 mg/mL'lik ¢ozeltisi
Fenilalanin ¢6zeltisi: 5 mg/mL’lik ¢ozeltisi
Coziicii: n-butanol/asetik asit/su (16:4:20)

Ninhidrin: %0.3’1iik asetondaki ¢ozeltisi



Deney 4.1.5. Glisin’in izoelektrik Noktasinin Tayini

Deneyin yapilisi: 20 mL 0.1 N Glisin ¢ozeltisinden 10 mL bir behere alinarak pH metre yardimi
ile pH 6l¢iiliir. Daha sonra 0.1 N HCl ile titre edilir. Her 1 mL asit ilavesinden sonra pH ol¢iimii
yapilir. Isleme pH goreceli olarak sabit kalincaya kadar devam edilir. Daha sonra 0.1 N NaOH ile
titre edilir. Her 1 mL baz ilavesinden sonra pH &lgiimii yapilir. Isleme pH goreceli olarak sabit
kalincaya kadar devam edilir.

Milimetrik grafik kagidi kullanarak x eksenine eklenen asit ve eklenen baz hacmini, y
eksenine ise Olglilen pH degerleri yazilarak grafik c¢izilir ve grafikten pKa, pKb ve pl degerleri

bulunur.

Cozeltiler:

0.1 N Glisin ¢6zeltisi: 0.710 g glisin tartilip distile su ile 100 mL"ye tamamlanir.
0.1 N NaOH: 0.4 g NaOH tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanair.

0.1 N HCI: %37 lik HCl ¢ozeltisinden 0.8 mL alinarak 100 mL’ye tamamlanur.

4.2. Amino Asitlerin Kantitatif Tayinleri

4.2.1. Lowry (Folin-Fenol) Yontemi

Deneyin prensibi: Alkali ortamda Cu*? iyonu proteinlerdeki peptit baglar1 ile bir kompleks
olusturur ve Cu* e indirgenir. Indirgenen bakir ve proteinlerin yan zincirinde bulunan Tirozin,
Triptofan ve Sistein aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden olur.
Olusan rengin siddeti de protein konsantrasyonu ile dogru orantiidir ve 750 nm’de

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Deneyin yapilisi: BSA ile tabloya gore hazirlanan standart ¢ozeltiler 30 dk bekledikten sonra
olusan mavi rengin yogunlugu 750 nm de Olgiiliir. Metodun hassasiyeti yaklagik 10-200 pg
protein/mL’dir.

Standartlarin A7zso degerlerine karsi konsantrasyon grafigi cizilerek bilinmeyen numunenin

konsantrasyonu (pug/mL) bulunur.



Standart kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

Tip Standart H20 mL | Low. Reak. (C) | Low. Reak. (D)
protein mL
Kor 0.00 0.50 2.5 0.25
Standart 1 0.10 0.40 2.5 0.25
Standart 2 0.15 0.35 2.5 0.25
Standart 3 0.20 0.30 2.5 0.25
Standart 4 0.25 0.25 2.5 0.25

Numunenin konsantrasyonunun belirlenmesi

Tiip Numune mL | H:20 mL Low. Reak. (C) Low. Reak. (D)
Numune 0.20 0.30 2.5 0.25
Cozeltiler:

Standart protein: 0.4 ug BSA / mL

Lowry reaktif (A): 20 g NaxCOs, 1L 0.1 N NaOH (4 g NaOH/L) icerisinde ¢oziiliir. 4°C’de

polietilen sisede saklanir.

Lowry reaktif (B1): 2 g CuSO4.5H20 100 mL H20 4 °C’de saklanur.

Lowry reaktif (B2): 2 g NaKCsH1O6.4H20 100 mL H20 4 °C’de saklanur.

Lowry reaktif (C): B2: B1: A 1:1:100 oraninda karistirilir (Taze hazirlanmalidir).

Lowry reaktif (D): 2 N Folin reaktifi su ile 1 N’e seyreltilir (Koyu renkli sisede saklanir).

4.2.2. Biiire Deneyi

Deneyin prensibi: Bazik ortamda Cu?' iyonlarinin amonyumlu bilesiklerle (amino asitler,

peptitler, proteinler ve biiire) mavi-mor renkli kompleks olusturmasi esasima dayanir.

Deneyin yapilisi: Uc adet deney tiipii alinir. Bunlar, kér, standart ve drnek tiipleri olarak

isaretlenir ve asagidaki gibi hazirlanir.




Cozeltiler Kor Standart tiipii Ornek tiipii

Standart ¢oz. - 0.1 mL -
Calisma ¢oz. 5 mL 5 mL 5 mL
Serum - - 0.1 mL

Tiipler ayr1 ayr1 karigtirilir, 30 dk oda sicakliginda bekletilir ve spektrofotometrede 545 nm dalga

boyunda optik yogunluklar 6l¢iiliir (Rengin kalicilig1 30 dk’dur).
Hesaplama:

OD 6mek

g/L protein= —— x 100
OD standart

Cozeltiler
Standart ¢6zelti: Kazeinin sodyum tuzu (100 g/L)
Bazik ayirag: 9 g sodyum potasyum tartarat, 0.2 g sodyum hidroksit ve 5 g potasyum iyodiir 1 L

suda ¢Ozuniir.

Renk ayiract: Bakir siilfat ¢ozeltisi (150 g/L)

Calisma ¢ozeltisi: 5 mL renk ayiraci 1 L bazik ayirag ile tamamlamr.
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