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1. 61 R S

Proteinler, canl: organizmanin cok onemli biv parcasina teskil
ederler. Proteinler, hayat icin son derece gerekli organik
bilegsiklerdir. Canliligin baslica dzelliklerinden olan; buylme,
cogalma ve kendi kendini onarma sirecleri protein ve proteinler -
den meydana gelen bilesiklerle yakindarn ilgilidir.Hayat icin son
derece gerekli olan proteinleri amino asitler olusturmaktadir.
Dogal olarak meydana gelen proteinlerin yapisinda yirmi amino
asitin,defisik saylr ve sekillerde siralanmasi sonucu protein

ve protein tirleri meydana gelir.

Proteinlerin yapisinda yer alan bu aminocasitlerden 10'nu
(ar jinin, histidin, izolésin, l&sin, lizin, methonin, fenilala-
nin, thr%nin, triptofan ve valin) temel aminoasitler, diger
10%u isecalanin, asparajin, aspartik asit, sistein, glutamik
asit; glutamin, glisin, prolin, serin ve tirozin) temel olmayan
aminoasitler olarak siniflandirilmaktadir. Temel amincasitler,
organizma tarafindan sentezlenemediginden mutlaka disaraidan
alinmasi: gerekmektedir (Emil.L.Smith vd 1983).

Proteinlerin sindirimi genel olarak midede baslar. Burada
mide asidi ve pepsin, oniki parmak barsadindan salgilanan tripsin
ve kimotripsin enzimlerinin yardimiyla protein malekiilleri,
polipeptidlere ve aminocasitlere parcalanarlar. Folipeptidier,
pankreasin karboksipeptidaz ve ince barsakta amino ve tripeptidaz

enzimlerinin etkisiyle aminoasitlere kadar hidroliz olmaktadir.

’mm@ [0 )] RS ey
CouEk. EOTOFHRARD:



Bu yolla ayrailan amincasitler ince barsaktan kalaylikla absor -

be olarak kana karismaktadirlar. Kana karisan aminoasitler,
alyuvarlarda intra ve ekstraselliiler sivida serbest alarak de-—
polanirlar. Organizmada serbest halde depolanan aminocasitler,
cesitli amaclar icin kullanilmaktadir. Serbest aminoasitler;

doku ve kan proteinlerinin, hormonlar ve enzimierin vapiminda
temel yapi taslarini meydana getirmelerinin yaninda, protein ol-
mayan fakat azot iceren ve organizmanin biyolojik islevlerinde
énemli rol oynayan: niikleik asitler, purinler, primidinler, ke-
ratin ve hormonlarin yapiminda gérev yapmaktadirlar. Ayrica, lire
ve amonyadin sentezinde,organizmanin ener ji gereksinimini sagl aya
lipid ve karbohidratlaran yapiminda, transaminasyon yolu ile tenme
clmayan aminoasitlerin sentez edilmesinde énemli rol oynamaktadir
(Leninger.A.L. 1970).

Biyolojik acidan énemli olan amino asitlerin belirlenmesi,
canlinin biyimesi ve gelismesinde énemli rol oynamaktadir. Klasik
olarak amino asit analizleri kromoto@rafik ve spektrofotomety ik
olarak yapilmaktadir. Bu tekniklerin temel ilkeleri ve uygul anma
prensipleri ileriki bélimde detayl: olarak aciklanmaya calisil-
maktadar.

Proteinlerin; elektroma@netik spektrumun Ultraviyole balge-
sinde sojurum yapmasi, protein yapisinda yer alan Fenilalanin(Phe
yTriptofan (Trp) ve Tivozin(Tyr) amino asitlerinden ileri gel -
mektedir. Protein yapisinda yer alandier bir amino asit olan
Sisteinin ise bu bé&élgade

*



sogurma o6zelligi cok zayiftair.

Bu iic amino asitin 200-300 nm arasinda aktif bir sekilde
absorplanmal ar indan dolayi spektrumlar dst idste cakismis olarak
belirlenmektedir, bu nedenle Ust Uste cakisan bu spektrumlaraTi-
rev Spektrofotometresi ile birbirinden ayirdetmek mimkin alabilme
tedir.

Tirev Spektrofotomeresinin ilkeleri 19507 1i yillarda HAMMON
ve PRICE ile TANNENBAUR ve MORRISON adli bilim adamlari tarafin-
dan ileri siirilmesinden sonra bir cok analitik tekniklere
uygulanabilecek alana sahip olmustur. Fakat diger tekniklere
nazaran daha cok UV/VIS alaninda gdrillmesi, bu bélgede lUst lste
gelen spektrumlarin daha sik gérilmesinden kaynaklanmaktadir.

Tilrev Spektrofotometresi yayvan maksimumlari daha iyi
belirleme imkani1 vermekte, ayni zamanda zayi1f piklerin ve
omuzlarin da ortaya cikmasina yol acmaktadir. Béylece spelitrum
daha net bir sekilde gérilebilmektedir.

1976 yilindan beri Tirev Spektrofptometresinin bircok
konulara uygulanabilirliginin artmasi, makro analiz ve mikro
kimyadaki calismalari gerektiren problemlerin gincelligi ile
elektronik alanindaki hi1zli1 gelismesine dayandirilabilir.

Bu calismada, Phe, Tyr ve Trp dcli aminoasitlerin,UV/VIS-Ti-
rev Spektrofotometresi ile kantitatif olarak analizlenmesi icin
gerekli optimum kosullarin belirlenmeye calisilarken,biyckimyasal
érneklerden olan yem proteinlerinde bulunan bu dc¢ amino asit mik

miktarlarainin saptanmasina calisimaktadar.



2. TEORiK KISIM

2.1 Klasik Yéontemlerle Amino Asit Analizleri

Proteinlerde ve serhest halde bulunan aminocasitlerin kantitatif
olarak belirlenmesi icin spektrofotometrik ve kromotoarafik
teknikler uygulanmaktadir. Bu amacla kullanilan spektrofotomet-
rik ve kromotografik tekniklerin temel ilkeleri asadidaki sekil-

de anlatilmaya calisilmaktadir.

2.1.1 Spektrofotometrik Olarak Amino Asit Analizleri

Amino asitlerin kimyasal yollarla analizlerij; Minhidrin, Z2-nid-
roksi—-S—nitrobenzil bromid, p-dimetil amino benzaldehit gibi be-
lirteclerle olusturduklari komplekslerin U /VIS bélgede sojurum—
lari gerceklestirilerek yapilmaktadir. Bu amac icin uygulanan
metodlarin temel ilkeleri asajdidaki gibidir.

Ninhidrin Metodu(Concon, 1975): serbest amino asitlerin, N-termi-

nali ile ninhidrin reaksiyona girerek elde edilen kompleksler
farkli1 dalgaboylarinda sofurum yapmaktadir. Bu metod sirasinda
uygulanan islemler kisaca siyle ozetlenebilir. Serbest veya dena-
tirasyon sonucunda serbest hale gecen amino asitler, formik asit
HCl cédzeltisindeeki ninhidrin ile muamele edilir. Elde edilen
kompleksin farkli dalgaboylarinda so8urumlari clcilerek kantita-
tif analiz yapilir. Oornedin, Triptofanin ninhidrin ile vaptig:
kompleks mavi renke olup 390 nm de maksimum sodgurma yapmaktadir.

Koshland Metodu(Friedman ve Finley, 1975): Bu metod da 2Z-hidroks)



—~S-nitro benzil bromid komplekstirici olarak kullanilmaktadir.
Froteine baglia amino asitler 24 saat 37 C° de dre ile muamale
edilerek serbest hale gelirilirler. Elde edilen serbest amino
asitler 2-hidroksi-S5-nitro benzil bromid ile etkilestirilerek
meydana gelen cdkelek alkolle yikanir. Cdkelek HC1 de cézilerek
absorbans élcimleri alinir ve kantitatif olarak amino asit mikta-
ri1 hesaplanir.

P-Dimetil Benzaldehit(DAB) Metodu(Concon, 1975): bu metod,saflas-
tiri1lmamis proteinlerdeki amino asit miktarlarinin saptanmasinda
da iyi sonuc vermektedir. Protein denatirasyonu enzimler aracai-
1181 ile yapildidinda daha iyi sonuclar elde edilmektedir. Fro-
teinler enzimlerle hidroliz edildikten sonra DAR ile etkilestiri-
lerek kompleks olusturulur. Meydana gelen kompleksin farkl: dal -
gaboylarindaki sodurumlarindan yararlanilarak kantitatif analiz
yapilir.

1.2 r k i Asit Analizleri

Amino asit analizlerinde kullanilan b;§11ca kromotografik
teknikler; Yiksek Performansla: sivar kvomotografisi (HPLO),
iyon—-degisim kromotog@rafisi, Kadit elektroforezi ve ince tabaka
kromotografisi kullanilmaktadir. 15 yildan beri iyon—dedisim
kromotografisi standart teknik olarak kullanilmaktadir. Bu tek-
niklerin temel ilkelerini kisaca soyle ozetleyebiliriz.

HPLC Kromotof@rafisi(Henschen.A 1985): Aminoasitlerin polar olma-

yvan sabit faz lzerinde ayrilmasinin temel ilkeleri Molnar ve Hor-—



vath tarafindan ileri sirvidlmektedir. Sirukleyici faz olarak; pH
0.2 ile 2.0 arasindaki tampon cozicluler kullanilmaktadar. Bu tur
tamponlarda, amino asitlerin karbolsillik gruplara genellikle
cézinmezler ve bunlarin alikonma zamanlari artarvalabilmektedir.
Dedeksiyon islemi 200 nm de yapilmaktadir. Amino asitler alkil
grubunda yer alan karbon atomlarinin sayisina gére absovplan-
maktadirlar ve yiksek ‘polariteye sahip hidrofillik amino asit-
ler, hidrofobik sabit faz lzerinde hareketleri geciktirilmekte—
‘dir. Hidrofillik amino asitlerin ayrilmasi icin bir cok polar
sabit faz kullanilmaktadir. Bunlar; Ters—faz, NH=—kolonlara,
iyon—ci fti kompleks faz gibi sabit fazlar kullanilmaktadair.

iyon—degisim Kromotof@rafisi(Lehninger.A.L 1975): iyon—degisim

kromotodrafisinin temel ilkeleri ilk kez W.Cohn tarafindan ile-
ri sirilmistir. Bu ybdntemde, cézeltideki molekillerin yapisinda
bulunan asit ve bazlarain davranislarindaki farklilaklar ile bir-
birlerinden ayrilmalari saBlanmaktadir. Béyle bir proses icin;
deGisebilir gruplar: iceren recine tanecikleriyle doldurulmus
kolonlar kullanilmaktadar. iyon-de@isim kromotoarafisinde genel-
likle iki tir recine kullanilair. Bunlar, katyon ve anyon degic-
tirici recinelerdir. Amino asit analizlerinde daha cok katyon
degistirici recineler kullanilmaktadir. Kolonlarj; analiz yapil-
madan once NaOH ile dengelenmis polist{;en recine tanecikleriy—

le doldurulmustur. Recinedeki sulfonik asit gruplarina Na* iyonu

baglanmistir.Sodyum bagli recine, asit cozeltisiyle(pH 3) i1le yi-



kanir. Daha sonra amino asit karisimi kolondan gecirvilir. pH 3 de
amino asitler genis bir pozitif yuk ar?l1§1na sahiptirler. Bu pH
da daha biyik pozitif yik tasiyan(lizin, ar jinin ve histidin) da-
ha sonra ise en az pozitif yidk tasiyan(glutamik ve aspartik asit
amino asitler, recine tanelerine farkli1 kuvvetle baglanirlar.Reci
neye baglanan amino asitleri farkla fraksiyonlar halinde toplamak
icin farklyr pH ve farkl:i1 derisimlerde Nal eklenirv. Elde edilen
amino asitler ninhidrin, fluoresamin ve ftalaldehit ile tirevlieri
olusturularak kantitatif analiz yapilmaktadir. Butin bu analitik-
sel islemler olany; her amino asitin ayri bir fraksiyonda toplanma
s1, eklenen NaCl miktari, pH, verilerin degerlendirilmesi ve kan-
titatif analiz otomatiklestirilmesinde olusan sistem "Amino Asit
Analyzer"” olarak adlandirilmaktadair.

Kagit Elektroforezi ve ince Tabaka Kromotografisi: Amino asit kar

simlarinin tayini icin diger bir yéntem ise kagit elektroforezidi
Bu yontemde; elektroforez kabina yerlestirilen kagit (Whatman vio),
kabin her iki ucundaki tampon cdzeltiye batirilarak i1slatilair. Ka
8i1din orta bﬁlgesine’bir damla amino asit karisima ilave edilir.
Elektroforez islemi degisik pH larda yapilarak amino asitlerin
anoda veya katoda hareket edilmeleri saglanir. Biéylece amino
asitler yik degerliine bagl: clarak yavas veya hizli hareket
ederler. Kaditlar kurutulduktan sonra ninhidrin ile boyanarak
amino asitlerin lekeler halinde ortaya cikmasi saglanir. Amino

asitlerin analizi ve taninmasi referans kagitlaraindakilerle kar _



si1lastiri1larak yapilmaktadir.

ince Tabaka Kromotodrafisinde ise kagit yerine uzeri slika-
Jel, alimuna veya seluloz ile kaplanmis cam tabakalar kullanilar.
Amino asit karasamlari, uygun bir cozgen sistemiyle(buzlu asetik
asit—-blitanoli:su) hareket ettirilerek ninhidrin ile boyanmaktadir.
Gerekti1iginde lekeler bir spatir ile kazilarak analiz yapilar.
2,2 UV/VIS Bélgede Sofurma(Karagézler.E 1986)
Elektromagnetik spektrumun 400-800 nm arasindaki bolgesi insan
adzinin duyar oldugu bélgedir. Gorinir bolgeye komsu fakat
dalgaboylari daha kiiciik olan i1sinlari kapsayan balge
Ultraviyole(UV) bélge olarak adlandiriliv. UV-gorinidr bidlge
1isinlarainin poliatomik molekilller tarafindan so8urulmasa,
molekidlin elektronik ener ji dizeyleri arasinda gecislere neden

olur. Bu nedenle bazan bu tir temel ilke oclarak kullanan
yontemlere, elektronik spektroskopi ile de anilmaktadirlar.

Bir molekillin toplam ener jisi,
E = E-l-ktroul.k + E.l!r--&m + Edunm-

ile ifade edilir. Burada Eeiexernie)molekilin elektronik

ener jisini, Eciereswsmjmolekillin titresim ener jisini, Equrnmmw 158
donme ener jisini tanaimlar. Bir molekdlin her bir ener ji dizeyi
icin birkac titresim ener ji dizeyi, her bir titresim ener ji
dizeyi icin ise sayisiz donme ener ji dizeyi vardir. Bu nedenle,

bir molekiill muhtemel ener ji dizeyleri sayisi, atomik bir



parcacikla karsilastirildiginda oldukca fazladir. yine bu nedenle
molekil spektrumlara keskin ve belirgin bir cizgiler iceren atomil
spektrumlarla karsilastirildidinda oldukca genis bir dalgaboyu
araligina yayilan absorpsiyon pikleri icerir. Verilen bir
elektronik de§eri icin bir seri titresim ve diénme ener jilerinin
varligi nedeniyle molekill, ener jileri cok kicik farkliliklar
gosteren bir seri Ener ji de§erine sahip olur. Sonuc olarak
molekiliin spektrumu birbirine cok yakin bir seri absorpsiyon

piki gosterir(Sekil.2.1. 1.a). Ancak; ayirma gicii yeter derecede
yiksekaygitlar kullanmilmadidinda spektrumda(Sekil.2.2.1.b)birey-
sel pikler yerine , bireysel piklerin ist iste binisimiyle genis-
leyen dizgin eariler gézlenir. Bundan baska kondense fazda ve coz-
gen molekilleri yaninda bireysel pikler daha da genisleyerek sekil

-2.1 1.b’ de gézlenen tirde egriler ortaya cikar.

1 3

Al @ Al (b)

-

-
4
E

220 260 300 220 260 300

Sekil.2.2.1 Absorpsiyon Spektrumlar:

L=
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2.2.1 Lamb = Yas

Bir sogurma hicresi (kati, sivi ve gaz) blokunu dikkate

dx
| | \W - | o

N
b

Sekil.2.2.1.1 Sogurma hiicresi

o

s

sekil.2.1.1.1 de gorildiai gibi bu hilcrenin blok ylzeyine dik
disen monokromatik 1sainin baslangicta Io olan qiici, b yolunu
aldi1§inda absorpsiyon nedeniyle azalarak I degerini alir. Bu bloaol
icinde kesiti 8 ve kalinligi,d., olan son derece kiclik kismi1 goz
oniine alalim. Bu kisimdaki absorplayici parcaciklarin sayis:

d, olsun ve her bir parcacikta fotonlarin yakalandigi ylzeylerin
varoldugunu savyalim. Ea@er bir foton bu yizeylere ulasirsa derhal
absorplanacaktir. Bu kisimdaki yakalayici yiizeylerin toplam
alani ds ile oésterilecek olursa, bu kisimda tek bir fotonun
yakalanma olsali1§1 ds/5 ile verilebilir. ote yandan bu kisma
girmekte olan i1sinin glicunid X, ve bu kisimda absorpsiyon
nedeniyle azalan glicini dI,. ile gdsterirsek, yakalanan fotonlarar

kesri —dI./I,. ile ifade edilebilir ve bu terim yakalanma

clasali18ixna esittirdWillard vd 1981).
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olasaligina esittirdWillard vd 1981).

~dIx ds
- = 1)
Ix =4

yakalayic1 ylzeylerin toplam alana bu kisimdaki absorplayic:

taneciklerin sayisy ile orantilai clmalaidir.
ds = dn 2)

C1) ve (2) esitlikleri birlestirelecek ve si1fir ile n araliginda

integre edilecek olursa;

dIu o dn
-y T = ) TemTmmeTTT (3
‘ ) =

elde edilir ve bunun integrasyonu ile,

1 o n
-in = — ()
1o 5

esitligi elde edilir veya logaritmik terim 10 tabanaina gire yazi!

va isareti dedistirilecek olursa 9
I X n
10g =————m—=—— I s ——— S
Io 2.303 8

elde edilir. Burada n, hicredeki sogurma yapan taneciksayisidir.
Blok kesitini S, blodun hacmini V ve derinlidini b cinsinden ifa

eder sek

S e E)
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yazilabilir. Bu bayiaklilk (5) esitliginde yerine konulacak clursa

log——————— R o s e e s 7>
lo 2.303 b

elde edilir. Burada n/V crani molar konsantrasyon verecek sekild

uygun bir dénilisime ugratilacak olursa,

C ®m e e e e 8)
6.02%10=2 Y

ve bu esitlik (7) de yerine konuldugunda

I £.02%¥102%x b C
log ————=—— = e (5)
Io 2.303 1000

elde edilir. Tim sabitler birlestirildiginde

log -———— = ¢b C=A (10)
esitligi bulunur.
Yukari1daki esitlik Lambert—Beer, Beer-Bouguer veya sadece
Beer yasasi olarak ifade edilen yasanin matematiksel ifadesidir.
Logaritmik terim absorbans olarak isimlendirilir. Burada C,malar
derisim, € molar absorptivite, b ise 1s1k tarafindan alinan yolu

cm cinsinden ifade edilmektedir.
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‘ ert— d ozlenen Sapmalar

Cozeltilerde Beer yasasindan goézlenen sapmalar U¢ katagoride
toplanabilir.

a)Gercek sapmalars Beer yasasi 107"M veya daha seyreltik

cozeltilerin absorpsiyon davranislarini aciklamakta basarailaidar.
Derisik cbézeltilerde (1072M), coézeltideki sogurum yapan tanecikle
aralarindaki ortalama uzaklik, biribirlerinin yik dagilaimini ve
sonuc olarak biribirlerinin absorplama yeteneklerini defistirecek
oalcide kaisaltmislardair.Yani Beer yasa§1 seyreltik cozeltiler icin
gecerlidir.

blAletten kaynaklanan sapmalar: Heer yasasi gercek anlamda
monokromatik yani tek dalgaboylu 1sin kullanilmasi halinde
gecerlidir. Oysa pratikte bu teknikte kullanmilan optik diuzenek
ile elde edilen isinimin belli bir dalgaboyu genisligi vardar.
Eger bu dalgaboyu arali@inda sofurma katsayisi dedisiyorsa, 6lc-
iilen absorbans deferi Beer yasas:inda hesaplanandan farkli clacak-
tir. Bu nedenle kantitatif analizde absorpsiyon dlcimleri, mimkin
oldudu élcide maksimum pik veren dalgaboyunda yapilmalidir. Aksi
halde konsantrasyon ile absorbans arasindaki iliski lineerlikten
sapma gosterir. Bu ise konsantrasyonda yiksek ba&il hatalara nede
olur.

c)Kimyasal Sapmalar: Dissosiasiyasyon, assosiasiyasyon,piime

zasyon ve solvatasyon gibi kimyasal etkiler Beer yasasindan sapma
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ra neden olur. drnedin benzoik asit derisik cozeltide kismen, seyr

tik cozeltide ise oldukca ayrisir (Galen vd 1975).

CeHaCOOH m=mmm=a=z== CgHaCOO~ + H*
CA many 2730m) CA maxy 268nm)
CE mar, 370 ) (€ manyIE0 )

Yukari1daki denklemde goriildigi gibi, CaeHsCOOH 273nm de maksimum
absorbans goéstermektedir. Eger ortamda, su varsa CaHsCOOH
hidroliz olarak CgHsCO0™, benzoat iyonu meydana getirir. Bu da
268nm de maksimum absorbans gésterir. Sonug olarak CeHesCOOH'1
hidroliz olayindan dolayir 273 nm de tamamini tayin etmek mimkin

olmamaktadar.

Tara LI s
UV—-goritnilr bolge i1sinimin absorpsiyonu ile molekillin dis
kabuk veya bad elektronlari daha yiiksek ener ji dizeyine
uyarilairlar. Bitin organik molekiiller, daha yilksek ener ji
dizeyine uyarailabilen dederlik elektronlara tasimalaraindan atiri
elektromagnetik isinimir absorplar. Tekli badlar olusturan
elektronlarlnluyarxlmalar1 oldukca ener ji gerektirir( 180rnm) .
Uy biélgenin dalgaboyu 180nm den kicik olan bidlgesi vakum
Ultraviyole olarak isimlendirilirv. Cinki atmosfer bilesenleri de
bu bdélgede oldukca siddetli absorpsiyon gésterirler. Vakum
Ultraviyole bdlgesinde deneysel olarak calismak oldukca gic

oldugundan, cofu spektrofotometrik calismalar 180nm den daha
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yiksek dalgaboylarinda gerceklesir. Dalgaboylari 180nm den bilyiik
UV a1sanimlar bagil olarak disik uyarilma ener jisine sahip
degerlik elektronlarai tasaiyan sinirli sayida fonksiyonel gruplar
tarafindan absorplanir. Bu gruplar kromofor olarak
isimlendirilmektedir. Kromofor terimi eski yunancada renk
tasiyici anlamina gelmekte olup, or jinal olarak bir maddenin
renkli géridlmesine neden olan gruplar icin kullanilmistair.

Organi k maddelerin absorpsiyon karakeristigini ener jisi en
diusiik molekiller orbittaldeki bir elektronun ener jisi en disiik
ve dolmamis durumdaki orbitalle dénmesiyle olusan eneji farkindan
dolay:1 absorbans yapmasindan kaynaklanmaktadir.

Atomlar arasinda bad olusumuna katilan elektronlar (o ve w
orbitallerindeki elektronlar) ile dis kabuktaki bag yapmamis
(ortaklanmamis) Oksi jen, kikirt ve azot gibi atomlar dzerinde
olan elektronlar( n elektronlari) arasinda meydana gelen, w—w",
o-a™, N—u* ,W.-%s , bad-antibad orbitalleri arasindaki elektroni
gecislere neden olmaktadir. Ba§—antibad orbitalleri arasindaki en
Ji farklari dedisik olduundan, organik maddelerin farklidalgaboy

larainda absorbans yapmasina yol acmaktadir.

2:2.4 Isanimin Anorganik Tirler Tarafindan Sofurumu(Karagézler 19

Cézeltideki inorganik tiirlerin goériinilr bélge spektruml ara
organik molekillerde oldugu gibi, ince yapi géstermeyen genis

bantlar verirler. Ancak bazi lantanit ve aktinitler bunun aksine
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davranislar gésterdiklerini not etmeliyiz.

Analitik acidan énemli olan anorganik tirlerin en
onemlilerini 1. ve 2. sira gecis metalleri olusturur. Bu 18
metalin iyonlari ve kompleksleri, metalin bazi oksidasyon
sayilari haric renklidir. 1. ve 2. sira gecis metallerin
karakteristigi kismen dolu Sd orbitallerine sahip olmalaradar.
Bu metal iyonlarainin spektral dzellikleri,ener ji diuzeyleri farkl
d orbitalleri arasindaki elektronik gecisten kaynaklanair.

Dis magnetik ve elektrik alanlarin yokludunda (seyreltik gaz
hali) Sd orbitallerinin ener jisi ozdestir. Fakat cézelti halinde
metal iyonu su veya baska ligand molekiilleri ile kompleks olustu
rur ve ligand elektrvon cifti ile cesitli d orbitallerindeki elek
ronlar arasindaki itme, d orbitali en;rji dilizeyinde yarilmalara
den olur.

Bu yarilmanin biyaklagda, 2, metal iyonunun coksidasyon sayls
ve peryodik cizelgedeki konumuna bagli olmakla birlikte, ligand:
tiirine de bagladar. Bu acidan bakildiginda ligandlari, Ligand
'alani kuvvetlerine gére siralamak mimkindiir; I->>Br€>SCN%>C1_>
Hz0 > NHa') etilendiamin o-fenontrolin ™y NOz—") CN—, ligand alan

kuvveti fazla olan ligand, daha biyik A degerlerine neden olur.

Anorganik tirlerin analitik acidan en anemli tarid yidk
transfer absorpsiyonudur. Bu tiir absorpsiyon bantlarinin

siddetleri oldukca yiiksek (Emax10000) oldugundan, absorplayici
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tirlerin oldukca duyar bir sekilde tayini olasidiv. Pek caok
anorganik ve organik kompleksler ylk transfer absorpsiyonunu
gosterirler ve bu nedenlede yik transfer kompleksleri olarak
adlndairalarlar.

Bir kompleksin yik transfer spektrumu gostermesi icin
kompleks bilesenlerinden birinin Lewis bazi digerinin ise Lewis
asidi karakterinde olmasi gerekir. Kompleksi olusturan ikl
molekiller tirden vericinin(Lewis baz1) dolu bagi yapmayan
orbitali, alicinin (Lewis asidi) bos orbitalleri ile biniserek
iki yeni molekiiller orbital olusturur. Béle bir kompleks uygun
dalgaboyundaki isinim: absorplandigindan verici tarafaindan
saglanan elektron, yeni olusan ve daha cok aliciya ait olan
orbitale uyarilar. Yani uyarailmis hal, bir tir ic redoks olayinar

sonucudur .

2.2.5 UY/VIS Spektrofotometresinde Kalitatif ve Kantitatif{ Anali:
Kalitatif Analiz : Absorpsiyon spektroskopisinin organik

molekiillerde en cok dikkate alinan gecisleri n—-7v" ve w—7"
gecislerdir. Bunlarain ener jileri badil olarak daha dusiik
oldugundan bu gecislere karsilik gelen pikler spektrumun deneyse!l
olarak uygun olan 200-700 nm aralidinda ortaya cikar.

n—w" gecislerine karsilik gelen piklerin molar

absorptiviteleri, tim gecisler icerisinde en kicik olanidir.
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gecislerinin molar absorptivite deferleri i1se bundan 100-1000 kerz
daha buylktir. Bu iki gecis arasindaki bir diger anemli fark ise
cozgenin bu gecislere olan etkisidir. Cozgen polaritesi
artirildikca n—w* gecislerine karsilik gelen pik maksimumlara
daha kisa dalgaboylarina kayar. w7 gecislerinde ise genellikle
bunun tersi yonde, yani uzun dalgaboylarinda bir kayma gézlenir.
Organik molekillerin UV bdlgedei spekirumlarina
aciklayabilmek icin dnce bir ana sistem belirlenir. Ana sistemler
icin genellikle kojuge dienler, benzen halkasi ve kojuge karbonil
sistemleri benimsenmistir. Yani spekrumunu alacajimiz molekilliin
yapisainda yer alan sistemlerden yalnizca ana sisitemi biliyoruz.
Molekiildeki diger sistemlerin, ana sistemin pik maksimumunu ne
kadar degistirecedi hesaplanarak molekilin yapisi hakkinda bilgi
sahibi olunabilir. Bu ana sistemlere dider sistemlerin katilmas-—
iyla oclusan yeni sistemlerin spektral karakteristikleri verilmis
ise de UV—gdrinir bidlge spektroskopisi,organik yapi analizi saz
konusu oldudu zaman IR ve NMR gibi tekniklerle karsailastavaldigar
da oldukca yetersiz kalir. Bununla birlikte saflastirilmis ornek
maddesinin spektrumu, saf maddelerin spektrumlara: ile karsilaita-
rilarak ya da cesitli atlaslardaki spektrumlarla karsilastairilare
kalitatif analiz yapilabilir.dzellikle atlaslardaki verilerle kar
si1lastirma halinde her iki maddenin spektrumunun ayni kosullarda

alinmas1 gerekmektedir.
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Kantitatif Analiz : Absarpsiyon spektroskopisi kantitatif
analizde kimyaciya en yararli tekniklerden birisidir. (Cok genis
bir uygulama alani vardir. ozellikl=2 anorganik tirlerin yiik
transfer komplekslerinin cldukca yliksek molar absorptiviteye
C(e=10000-40000) sahip olmalarindan bu tir maddelerin 107%-107"9M
derisimde rahatlikla analizlenebilmektedir. Bazi1 yapi turlerinde
ise 1077M derisimlerinin bile tayin edilmesi mimkin olmaktadar.
Ayrica deneysel parametrelerin dikkatli bir sekilde ayarlanmasa
ile analitin secimli olarak analizi gerekir. Tekni@in do§ruludu
%#1-3 mertebesindedir, ancak dzel metodlarla binde birden daha
disiik bir mertebeye indirilebilir.

UV—goérianiir bélgede absorpsiyon gésteren organik, anorganik
kromoforlarin ve yik transfer komplekslerinin sayisi oldukca
fazladir. Ayraca 200-800 nm arali18inda absorpsiyon goéstermeyen ya
da zayif absorpsiyon gosteren pek cok inoranik ve az sayida
organik tirler, cesitli komplekstiriciler yardimiyla anilan
bélgede absorplayici hale getirilebilir.

Bir maddenin absorbansining cézgen tiri, cézeltinin pH’s),
si1caklik, elektrolitin derisimi ve girisim yapan maddelerden
etkilenecegi hatirdan cirkaralmamalidair. Bu de8iskenlerin etkileri
gézonline alinarak analitik calisma kosullari belirlenmelidir.
Girisimden kacinmak icin gerekirse, pik maksimumundan baska bar

dalgaboyunda calisilmalidair.

Kantitatif analiz; absorbans ile derisgim érasxndaki
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iliskiden yararlanilarak yapailir. Ancak bu iliski basit bir
iliski olmadi8indan deneysel oclarak belirlenmelidir. Bunun icin
segilen bir dalgaboyunda srnek ve standart maddeleri icin alcdler
absorbans dederleri, derisime karsi grafide gecirilerek elde
edilen kalibrasyon efrileri kullaniliv. Analiz icin secilen
dalgaboyu, hem Beer yasasina uygunlugu saglamalil hemde
derisimdeki birim defisme ile absorbanstaki maksimum dedismeyi

sagdlayan pik maksimumun karsilik gelen dalgaboyu olmalidiv.

2.2.6 Proteinlerin VIS Bolae Sogurumlary

Bitiin Protein ve proteinlerden meydana gelen bilesikler, UV
bélgede absorbans yapmaktadirlar. Proteinlerin bu bilgede
absorbans yapmalarinin nedeni yapilarinda yer alan aromatik
aminoasitlerden kaynaklanmaktadir. Bunlar fFenilalanin(Phe),
Triptofan(Trp) ve Ti;ozin(Tyr) aminoasitleridir. Bu

aminoasitlerin acik formilleri asafidaki sekildedir.

?HZ
NH; — CH,-C-COOH
i
o~ CHy-C-COOH h
| H
X ’ 1
OH
Fenilalanin{Phe) Triptofani{Trp)
NH,
——C -CH, -C-COOH
C-H  H
\N/
|
H

Tirozin(Tyr?

4]



Phe 240 ile 260nm arasinda, Tyr ve Trp ize 270-280nm daloaboyu
arali@inda absorbans yapmaktadair. Butin proteinlerin vapirsinda bu
iic aminocasitin de varclmasindan dolayl; protein spektrumlar1 UC
ayri absorbans bandinin iist dstte cakismasindan meydana
gelmektedir

Bu tir spektrumlar kantitatif analiz acaisindan analitik bir
problem olarak ortaya cikmaktadir. UV/VIS Spektroskopi ancak tek
bilesenli maddelerin kantitasyonu icinuyararlx bir tekniktir.
Dolayisiyla proteinlerdeki aromatik aminoasitlerin absorbansla-
rindan meydana gelen idcli bilesimlerin kantitatif analizi mimkin
olmamaktadir.

Bu tir spektrumlar kantitatif analiz acisindan analitik bir
problem olarak ortaya cikmaktadir. UV/VIS Spektroskopi ancak tek
bilesenli maddelerin kantitasyonu icin yararli bir tekniktir.
Dolayisiyla proteinlerdeki aromatik aminoasitlerin
absorbanslarindan meydana gelen iiclii bilesimlerin kantitatif

analizi miamkin olmamaktad:ir.

/VIS Turev ktrofo tresi

1950711 y§llarda HAMMOND, PRICE, TANNENBAUR ve MORRISON (Talsk
1978a); Turev Spektrofotometresinin ilkelerini ortaya koymuslard)
Daha sonraki yillarda deneysel olarak cizilen spektrumlarin tire
lerinin alinmasiyla bircok analitik problemlerin cézimlerine

uyqul anmaya baslandi. Tirev islemlerini kullanabilen analitik e



22

temler asadidaki sekilde verilebilir.
-UV/VIS Absovpsiyon Spektrofotometrisi
~IR ve RAMAN Spektrometrisi
~NMR Spektrometrisi
-Alev yayim ve Alev Atomik Soaurma Spektrvometrisi
~Liminesans Spektrometrisi
— Atom ve Molekilller Flouresans Spektrometrisi
- fGaz Kromotodrafisi
— Potansiyometrik titrasyon ve diger analitik
yontemler

- Reaksiyon kinetiginin arastirilmasi(katalimetri)

Diger spektroskopik tekniklere nazaran Tirev Spektrofoto-
metresinin daha cok UV/VIS alaninda uygulamaya girmesinin nede-
ni,sivi ve coziinmis maddeler buhar halindeki maddelere nazaran
UV/VIS Spektrofotometresinde daha keskin cizgiler yerine cogu
raman az karakteristik olan az veya cok yayilmis spektrumlara
verdikler onceki bdlimde bahsedilmisti.Yani UV/VIS bélgesinde
ist iiste cakisan spektrumlarin daha saik giovillmesinden kaynaklan-
maktadir. Diger bir neden ise, UV/VIS Spektrofotometresinde ay)r—
rim giciiniin zayifli181 yaninda sinyal /giiriil ti oraninda disik olu-
sudur . Tirev uygulamalari bu sorunlarain tumine belli oranda cozuw
getirebilmekte,karakteristik pikleri az olan spektrumlarin ayicu

giiciinii oldukca disik bir bedelle artirabilmektedir. ddenen bedel
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ise sinyal/girilti oraninda bir azalmasin baslamasa, pik
sekilerinde bozulma ve donium noktasi kaymalaradar.

1976 yilindan beri Tirev Spektrofotometresinin bircok
konulara uygulanabilirli@inin artmasi ve bu konularan daha cok
mikroanalitik ve mikrokimyasal cozimler icin kullanilmas:
teknidin gincellesmesine neden oldu(Talsky 1980).

Bu gin UV/VIS Spektrofotometresinin baslica kullanim
alanlari séyle saralanabilir,
—Eser analiz (Organik ve inorganik)
~-8aflik ve Kalite kontrol
-Spot testlerin belirtilmesinde
~Adsorplanan maddelerin kontrol edilmesi

~Farkli: fonksiyonlarain belirtilmesinde

1980'1i yillarda Tirev Spektrofotometresi, elektronikteki
gelismelere paralel olarak hizla gelismeye uagradg. Elektroniktela
gelismeler sonucunda aninda turev alinarak piklerin ayrilmas:
saglanmistir. Bunun sonucunda tirevlendirilme ile spektrum daha
detayli ve net bir gdrinim saglamaktadir. Bilindigi gibi IR
spektrumlari cok pik géstermektedir. Bayle bir spektrumun tidminin
tirevlendirilmesiyle pik sayilarinda artis gizlenerek, spektrum
daha karmasik hale gelmektedir. Dolayisiyla spektrumlara
degerlendirmek oldukca zorlasir. Ancak inceleme konusu dar bir

bélge icin uygulandiinda yarar saglar. Buda gintmizde bilgi
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islem teknolojisi ile bellege alinan verilerin istendi&i qibi
dilimlenmesi, biyiitilmesi v.s gibi islemler yardimiyla kolayca
amaca varilabilir.

Spektrumun tireviendirilmesiyle maksimum absorbansa karsai—
11k gelen dalgaboyunda, maksimum—minimum absorbans degerleri
kar akteristik 8zellik tasimaktadir. Kantitatif analizde bu fark-

lar degerlendirilerek sonuca gidilir.

2.3.1 Tirevin acikl asi

Matematiksel olarak tirev, bir edrinin veya onun fonksiyonun

bir noktasindan gecen tegetin edimini vermektedir. Bir spektrumun
belli bir néktaslndaki egimin hesabi igin gerekli koordinat
sisteminit dalgaboyu(h) ve absorbans(A) dejiskenleri

olusturmaktadir(Talsky 1978b).

Lamber t—-Beer yasasinhin gecirgenlige gére ifadesi,

I
__ e ———————— = BT Enc (1)

1o

Burada, lotgelen isinin siddeti, I:ayrilan i1sinin siddeti
C:Cozeltinin derisimi(mol/1t),b:Isanin aldigr yol {cm)
gz2Molar absorptivite

geklinde tanimlanmaktadar.

Bsyle bir fonksiyonun 1. tirevi alindi1gainda,
dI

g A de

— e s e e Skt s s

1 - dA

i
o
I
i
|
1
}
f
~
N
b
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esitligi elde edilir.

Birinci tirevde, herbir dalgaboyunda(dalgaboyundaki birim
dedisim) derisimle orantilidir. Spektrumun déniim noktasindadyani
maksimum absorbansa karsilik gelen dalgaboyunda) de/d) orana
en biyik deger almaktadair.

Benzer sekilde ikinci tirev alindiginda,

d=1
d)A= de d=e

———————————— = CApR(~—-—=)2~ C b ————m (3
I d A dA=

i fadesi elde edilir.

Eger, e€'nmin birinci tirevi vani de/dl sifira esit ise, ilk
terim safir clacagindan €’nin ikinci tirevi yine derisimle
dogrudan orantilaidar.

Uclincii tirev ise,

d=>1

aX= d®¢ de d=¢ de
———————————— = —C b ——=—= 4 3C2pR——meme + CIGI(——=)Z (4)

I dA\@ dx dX\= dA

seklindedir.

Burada de/dXx(e’nin birinci tirevi) sifir ise derisime lineer
bir bagimlilik sdézkonusudur.BGeriye kalan terim(-Cb d@e/d)} @ )
oldudundan €’nin 3. tirevi sézkonusudur. Dolayisiyla spektrumda
cok kicik kivrimlar, omuzlar ve yatay egimler dahi ortaya

L=

cirkmaktadir.
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£ger 1. tiirev si1fir de@ilse lineerlikten sapmalar
gozlenmektedir.

4, tirev ayni sekilde,

d=1I

dA ® d=e de d® ¢ d=e¢ de
———————————— = —Cb————— + 4C2h2——————— + BCTHR(~———)2 — CHHh= (-

I dX = dAd 2™ dA = d A

seklinde gidsterilebilir.

4. tirevin derisimle lineer bir bagimlilik gédstermesi icin
de/d N ve d®e/dA=® oranlarinin sifir olmasi gerekmektedir. 4.
tirevde cok hassas e&im defisimleri ve omuzlar ortaya

cikmaktadair.

2.3.2 Analitik Bandlaran tirevieri

Bir Absorpsiyon bandi ayni zamanda analitik band olarak da
adlandirilmaktadir. Absorpsiyon spektrumlarinda, absorban(Ad
dalgaboyunun(A) fonksiyonu oldugundan bu tir spektrumlara tearik
olarak bir fonksiyonun denklemine uydurmak mimkindir. Srnedin,
analitik spektrumlar Gauss ve lorentz fonksiyonlarinda yaklasik

olarak ve ayn: zamanda Cauchy dadilim: ilede ifade edilebilir.

Gauss’'a gére bir analitik bandin absorbans:i,E ve dalgaboyu

ise,
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Z
E = Emawe-C A
yvazilabilir.
Burada; Emmx: maksimum absorbans
E : herhangi bir dalgaboyundaki absorbans
C : derisim
Maksimum absorbans, doéniin noktasinin apsise olan uzakligina

da badlidir ve bu yarim uzaklik olarak tanimlanmakta, S ile

gosterilmektedir. Buna gorej;

seklinde i fade edilebilir.

Sekil.2.3.2.1.a da Gauss fonksiyonuna uyan basit bir analiti
bandin ayristairilmalari grafiksel olarak verilmektedir. Temel
pikin maksimumu, tek sayili tirevlerde (1.,3.)Bcjsavsse) sifara
cift sayili tirevlierde (2.,4.,6.,....) ise minumum ve makeimuimn-—
lary gostermektedir.s Tirev sayisi artikca bandlar keskinlesmekte
ve bantlarin genisli@i daralmaktadir. Temel bandin dinim noktasi
tek sayilir turevlierde maksimumui, cift cayila turevlerde saifar
noktasini: vermektedir. Tiirev sayisi arttikca temel banda karsin
asir1i uclar artmaktadir. Burada gérinmeyen uclar sdzkonusudur, ki
bunlar temel spektrumda gérilmez. Ancak spektrumun dénim noktal a-
rinin tireviendirilmesiyle mimkiin olmaktadir. Bu bir taraftan
dénim noktalarinin daha iyi belirlenmesine ve spektrumun daha

iyi coézilmesini saglarken, dider taraftan eksiremlerin cogalma-
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sina yol acgmaktadir. Bir maksimumun n defa tirevi alindiginda n+l
kadar ekstrim vermekte, fakat artan tirevle olayin berraklian
kaybolmaktadir (Owen 1387).

Turev spektroskopisinin diger bir avantajla tarafi ise, eger
spektrumda iki veya daha fazla analitik bandin cakismasi durumu-
nun arastirilmas: isteniyvorsa yani Gauss diagramin olusmasinda

(Talsky 1978);
Ecr>» = Ezcdor> *+ Ezcdo -8

Ec » >:tMaksimum absorpsiyon

Eicrod: da maksimum absorpsiyon banda

E ; ¢ne—a)) : Absorpsiyon bandi ki maksimumu orani
kadar kaymis.

Eger enazindan yaraim genislik degeri 5, ise u durumda iki
esit BGauss diagraminda maksimum absorpsiyondan bahsedilir. Bu
durumda 3. ve 4. tirevlerde dbénim noktasi ortaya cgikar. Sayet
yarim genislik de@eri daha kicik ise bu durumda bantlar farkl:
maksimum ordinatlary ile ckisairve omuz genislemesi ortaya cikar .
Bantlar birbirine daha yaklasacak olursa omuzlar tepe noktasina
yaklasair, ki bu bir tir dordinci donum noktasinain ortaya
cikmasina badlidir(sekil.2.3.2.1.b).
maksimum ordinatlara ile ckisirve omuz genislemesi ortaya caikar .
Bantlar birbirine daha yaklasacak olursa omuzlar tepe noktasina

yaklasir, ki bu bir tir dérdinci donim noktasinin ortaya



cikmasina baglidir¢sekil.2.3.2.1.h).

Sekil.2.2.2.1

azrAnalitik bkandin yani bir Gauss diagramintirevi
temel spektrum ve 1.,2.,3.,4. tirev spektruml ar1

b:Esit olmayan iki Gauss diagraminl n cakismas)
ci1Ust uste cakismis ve esit oclmayan iki Gauss

diagramin tirevi,temel spektrum ve i.,2.,3.,49.
tirev spektrumlar:

29
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Eger enazindan yarim genislik degeri §, ise u durumda 1ki
esit Gauss diagraminda maksimum absorpsiyondan bahsedilirv. Bu
durumda 3. ve 4. tiurevlerde diniim noktas: ortaya cirkar. Sayet
yarim genislik dederi daha kiglk ise bu durumda bantlar farkla
maksimum ordinatlari ile ckisirve omuz genislemesi ortaya cikar
Bantlar birbirine daha yaklasacak olursa omuzlar tepe noktasina
yaklasir, ki bu bir tir dérdinci dinim noktasinin ortaya
cikmasina baglidar(sekil.2.3.2.1.b).

Béyle bir temel spektrumun tirevi alindiginda, tepe
noktalarinin tek sayili tirevierinde ekstrim bir de§er elde
edilir. ornedin 3. tirevin asiri maksimumunda oldudu gibi bu
paralelde spektrumun daha iyi cézilmesine ve her iki bilesenin
kantitatif bir deferlendirilmesine de imkan tanimaktadir(sekil
2:.3.2.1.C),

Yukaridaki Gauss diagramlarindanda goradidi gibi spektrumun
déniim noktalarinda dalgaboyunun birim dedisimine karsilik
absorbans veya dider bir debisken, o6rnegin i1sima(E) safar
gosterece§inden bu noktada teget edim sifir yani apsise paralel
olur. o6zetle, tirev e@risi s)firdan gecer.Hirinci tlrev
spektruml ar inda mutlak deder olarak pik biyidkliagia + ve — iki
dénim noktasi arasinda or jinai pikin aynisi kalarsa da, orjinal
pike gére yari yariya kiicilmiis iki piky verir. Bunun yaninda

or jinal pikin donim noktasa kaybolur ve o dalgaboyunda apsisi



J
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absorbansindan dolayi, £ sogurma katsayisinin karakteristik
olmas: piklerin birbirlerinden ayrilmalarini saglamaktadir.

Kalitatif analizde, saf madde veya bilesenlerin tirev
spektrumlari1 (daha cok ylksek dereceden n 2 ) ile analizlenecek
madde veya bilesenlerin tirev spektrumlarinin karsilastirilmas:
ile analiz yapilmasi miimkiin olmaktadir.Fakat her iki analiz de
ayni kosullarda yapilmaladar.

Tiirev Spektrofotometresinde kalitatif analiz yvardimiyla,
ézellikle kalite kontrol gibi analizlerin hazli bir sekilde
analizlenmesi saflanarak yapilmas: bilyiilk bir avantaj
sajlamaktadair.

Kantitatif Analiz @ Bellirli kosullarda I/Io"in tirevleri

derisimle do@ru orantilidir. Bu iliskiden yararlanilarak
kantitatif analiz yapilmaktadir. Birinci ve ikinci tiarev
spektrumlar inda ordinat dedisimleri normal spektrumdaki ordinat
degerlerinin biyikligi ile dedil, edim dedisimi ile iliskili
oldugu nedeniyle tirev egrisinin absisteki konumu ile déniim
noktalarainin birbirine karsi durumlari karakteristik olur.
Kantitatif analizde bitisik, pes-pese alt ve ist naoktalavinan
mutlak de@eri 6lcilerek sonuca gidilir. Fratikte genellikle
iki yéntem kullanmilir(Talsky 1981a).

1-Pikten—-Pike olcim:yanyana olan maksimum -—minumum

farki &lciillerek, standart piklere kars) degerlendirilir(Turbid
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drneklerde saydam standartlar kullanilav).

2-Egim Yontemi: Pespese gelen iki maksimum (zerinden
gecirilen tefetin izdisumi noktasinda, arada kalan uzakligi veya
iki minimumdan gecen tegetin aradaki maksimuma izdisim
noktasindaki uzaklid: élcillir. Uzaklik, standartlar:in esdejer
piklerine cizilen tefete karsa degerlendirilerek sonuca agidilir.
Cogu zaman cok bilesen iceren analizlere uygulanir.

Bu tc yontemin grafiksel olarak gosterilmesi asa8idaki

sekilde verilmistir.

N

e —— — —— —— ——

t

RS ———

Sekil.2.3.3.1. Tiurev spektrumlarainin degerlendirilmes:i
Egim yontemi (t)
FPikten—-Pike G6lcum(p)
Si1fir—-Pik maksimumu ydintemi (z)
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Cok szel durumlarda Sifair—Pik maksimumu-yontemi (pik—Zerro)
kullanilir. Burada sifir dofrusundan dikeyin uzakiliga
belirlenerek sonuca gidilir. Bu yintem absise simetrik sinyaller
ile ylksek tiurevlierin degerlendirilmesinde, ayni zamanda
birbirlerini srtmeyen tek spektrumlara daha iyi uygulanir.

2.3.4 Tare k si Uyqulama Alanlara

Tirev Spektroskopisnin uygulama alanlari, UV/VIS
Spektroskopisinden daha genistir. Tlrev Spektroskopisinin
multibilesenli sistemlere uygulanmasi, kalite kontrol gibi gincel
konulara uygulanabilirli@inin artmasindan dolaya hizla
gelismektedir. Tirev Spektroskopisinin uygul ama alanlari ve

uygul anan konular asaBidaki tabloda verilmistir

Tablodanda gériildii@iu gibij; Gida kimyasinda insanlarain
beslenmesinde yer alan diyetlerin kontrolii, teknolojik acaidan
snemli rol oynayan Bentonitler ve polimer kimyasi, sagl:ik
acisindan 6nemli olan protein ve aminoasitlerin belirlenmesinde

tirev spektroskopisi dnemli rol oynamaktadar.

Analitik acidan bakildiginda, cesitli bilesenlerin
karekterize edilmesi, eser dizeydeki element veya organik
bilesenlerin tayini ve tayinleri gic olan bilesenlerin tayininde

Tirev Spektrofotometresi snemli bir yer teskil etmektedir.
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Tablo.2.3.4.1 Tirev Spektroskopisinin Uygulamalar:

|
|Uygul ama | Uygulanan Konular
| alan: |
e et trerasa st e | m—— e e e — e | e e T |
IMikroanali_ |a) Eser inorganik analiz
Itik kimya Ib) Eser organik analiz

| i ——— | e e et e e e e e e o e
Protein ve sentetik Makro
molekillerin farklalandivil

Bentonitleri aktiflestirilme
parametrelerinde Fe(ll) ve
Fe(iII)'in farklilandirilmasa

I
|
l —_—
|Girda Kimyasi| Kolada sakkarin tayini

I |Meyva sularainda C vitamini

| lanalizleri

| ] et et e e e e e e

onal wvd 1987 |

Richard 1986 |
ozdemir ve Gucer |
1987 |

IKlinik iHemoglobin ve Miyoglobin fark_ Talsky 1983a |
|Kimyasa jli1landiralmasa |
| iy - e e e [ e e e el e e e |
|IProtein IProteinlerin farklilandirilma_|Balestraeri 1978 |
|Kimyasa |s1 ve Ar.aminoasit tayinleri |
I o | o e o 22 T |
| Cevre |Su,hava ve toprak kirliligi Talsk 1982b !
IKimyasi | i
| | - —— e e i
|Polimer |Azogruppenhaltigen polycarbo_ Talsky 1979
lkimyasi Inaten

| |ISitiren/polisitiren

| ‘ jakrilamid/poliakrilamid
| lgibi poemrlerin kontrolii

|
|
Nuyken vd 1980 |
|
|
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2.4 Yemdeki Protein Kaynaklari ve Proteinlerinin Saflastirilmas)

Canlilarain biyumesi ve gelismesi icin proteinlerin cok
gerekli oldudu daha énce belirtilmisti.Ginimizde bicok evcil
hayvanin blyimesi, gelismesi daha verimli bir sekilde bunlardan
yararlanilmas: icin protein ve diger besi elementlerince zenqgin
maddeler kullanilmaktadir. Yem de bu amacla kullanilan
maddelerden birisidir. Yemdeki proteinler dejisik kaynaklardan
elde edilmektedir. Bunlar baslica bitkisel ve hayvansal kiékenli
maddeler kullanilmaktadir.

Civciv yeminde kullanilan protein kaynaklari sunlardir.

a)Bitkisel kdkenliler: Bufdaygiller,misir,kispeler (aycicedi,
pamuk kiuspesi, soya kispesi),kepek ve yonca unu

b)Hayvansal kékenliler: Et—kemik unu ve balik unu

Goraldudi gibi yemlerde cok de@isik proteinler
kullanilmaktadir. Dolayisiyla yemi, farkl:i protein siniflarindan
olusan bir karisaim olarak tanimlayabiliriz. Hilindigi giba
proteinler cesitli ézelliklerine gére siniflandivilmaktadarlar.
(Kachmar vd 1976).

Yem proteinleri bu dirt ayra ciézgenle ekstrakte edilerek
icerdikleri protein siniflari dolaysiyla birbirinden ayrilmasi
saglanmaktadar

Proteinlerin defisik cozeltilerdeki cézinirliklerini ve

protein sainiflariny gésteren tablo asadida gasterilmistir.
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Tablo.2.4.1 (dzidnidrliklerine gore protein siniflara

| Coézgen | Protein Sainafa |
| 0.05 M (NHa»aS0a  [Albuminler,Histoniar |
i Iprotaminler |
lo.1 M NaC1 aloburinine |
0.1 M NaoH “\aluteinier, Frotaminier |
:270:;0 Etil ;lkol _:;rolam;;;;: ______________ :

l —— s e s I N ——— l

Basit siniflara ayrilan proteinler icerdikleri hayvansal ve
bitkisel hammade kaynaklarina gdz atacak olursak; albuminler ve
globulinler bitkisel ve hayvansal organizmalarda genis oranda

bulunurlarken, Glutelinler daha cok bitkisel kaynakli(Bugdaydaki
glutenin), prolaminler ise genellikle bitkilerin tohumlarinda

bulunurlar (Misida zein, buddaydaki glutenin ve arpadaki hardein)

3.DENEYSEL CALISMALAR

S:1. Metaryal ve metod

Calismamizda; normal spektrumlar PERKIN ELMER 550 Model
Spektrofotometre ile Tirev spektrumlar: ise Talsky(Talsky 1981b)
tarafindan verilen sema ile bdllimumuzde yapilan elektronik tlarev
alici devre(sekil.3.1.1) yardimiyla alinmigtir. Ayrica; analiz

islemlerinde Nivefilj) 650 Model Santy Gfij(S000rpm) ve Hetofring
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Maraka Calakalayicir (160 rpm) gibi yardimci alaetlerde kulla-

nilmistar.

Biitiin spektrumlarin ciziminde; Spektrofotometre hiza
120nm/dak ve Linear model kagit hizar ise 6cm/dak olarak ayar -

lanmistar.

1
| R
Ce .
— 11
o —ull N .
‘ oy e i
f//r“ '
U e~ i
1 o -
o .

1 ensaihr, R Direns
Cs Kondans R :

OF Entegre

Sekil.3. 1.1 Elektrnik tirev alaci devre

3.1.1 Stok Aminocasit cézeltilerin hazarlanmas:

1000 ppm Fenilalanin:0.1gr L-Fenilalanin(Nutritional Biochemi-

cals Corp:4327) balojojede deiyonize suda coézilerek 100 ml ye

tamamlandi.

1000 ppm Triptofan: O.1gr L-Triptofan(Nutritional Biochemicals
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Corp; 5460 ) 20 wml 0.1 N NaOH de ¢ozilerek balonjojede 100 ml ye
deiyonize su ile tamamlandi.

00 m Tirozin: O.1gr L-Tirozin(Nutritional Biochemicals Corp:
8307) ise 20 ml 1 N NaDH de cézilerek balonjojede 100 ml ye
deiyonize si ile tamamland:.

Fenilalanin(Phe) ve Triptofan(Trp) stok cézellilerine bellirli
miktarlarda fosfat tamponu ilave edilerek; pH metre(Nel narkad
pH=7 ye ayarland:i.

Tirozin(Tyr) stok codzeltisine ise bellirli miktarda Borik asit-

NaOH tamponu ilave edilerek pH=10'a ayarland:i.

< | i O il inin hazairlianmasi(Perrin 1974)

<

pH=7 icin fosfat tamponu kullanild:1:0.02 M 13.96ml
KHaFOL(Merck:S5101) + 0.01 M 24.04 a1l NazHFOs(Merck:6576)

pH=10 icgin Borik asit—NaOH tamponu kullanildi: [O.1 M S0
mlBorik asit(Merck:160) + 0.1 M KCl(Merck:4935)1 + 0.1 M 43.7 ml

NaOH (Merck:6462)

i.3. Standar ozel erin_hazairlanmasi

Amino asitlerin biitiin standart cozeltileri 1000 ppm’lik staok
cozeltilerinden hazairlanda.
Standart Phe cozeltileri: 50 100 200 400 (ppm),pH 7 de
Standart Trp cdzeltileri: 40 60 80 100 (ppm),pH 7 de

Stantart Tyr coézeltileri; 40 60 80 100 (ppm),pH 10 d:
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3.1.4. Kullanilan Difer Cézeltiler

a)Proteinleri ekstrakte etmek amaciyla:

0.05 M (NH4) 2504 (Merck:B6642)

|

0.1 M NaCl (Merck:6400)
- 0.1 M NaOH (Merck:6462 )
— % 70-80 '"lik etil alkol
b)Protenleri denatire etmek amaciyla:
- 8 M Ure (Merck:B486)
c)Proteinleri Coktirmek amaciylaj;
-%20'1ik Trikloro Asetikasit(Merck:810)

gibi cozeltiler kullanildi.

3.2 Deneysel islemler

Malatya Yem Sanayi A.S tarafaindan iiretilen civciv yeminden 10 gr
alinarak; 100’er ml G.05 M (NH4) =504, 0.1 M NaOH , 0.1 M NaCl ve
%70-80 lik etil alkol ile, 30 dakika 160 rpm de calkalayarak pro_
teinlerin ekstrakte edilmeleri saglandi. Daha sonra kaba sizgec
kadirdindan siizillerek elde edilen cézelti, 60 C° ye kadar isitila-
rak proteinler pihtilastirildi. Pihtilastirilan protein cozelti-
sine 25 ml %20'lik Trikloro asetik asit(T.C.A) ilave edilerek
proteinler coktiraldia. S000 rpm de protein cozeltileri santri-

fiijlenerek proteinler elde edildi. Elde edilen proteinler kuru-
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tulduktan sonra 25 ml B M ire ilave edilerek 8 C° de 24 saat

bekletilir(Ichikawa, 1979). Biylece prcteinler amine asitlerine

kadar parcalanarlar. Elde edilen cozelti iki kisma ayrailda. KEi--

vinci kisimda Phe ve Trp analizleri icin pH 7 ye, ikici kisimda

ise Tyr analizi igin ortamin pH s1 10'a ayarlandi. Standart kat-

ma yontemiyle kantitatif analiz yapildi. islem basamad:i: su sekilds

sematize edilebilir.
10gy numune(civeiy yemi)

[
I
100ml gézgen
i
|
30 dakika calkalama(i6Q rpm)d
|
|
Siizme
I
i
60 C®ig1tma
l
|
25m1 X20%1ik T.C.A
i
Santrufiijleme (5000 rpm)
i
H
Kurutma
l
i
23ml 8 M idre
|
|
24 saat 8 C°de bekleme
{
t
pH ayarlrnmas:
|
Standart ekleme yéontemiyle UV/VIS-Tirev
Spektrafotometresi ile 2.tirev spektrumlar:
alainarak kantitatif analiz yapilda.
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3.3 Yemde Bulunan Protein sinaflaranin Elde Edilmesi

10 gr yem numunesi ;3 100 'er ml 0.05 M (HLY=S0., 0.1 M NalH,

0.1 M NaCl ve % 70-80 lik etil alkolle ekstrakte edilerek, yemde
bulunan protein siniflarai birbirlerinde ayrarlarak elde edilen

miktarlar Tablo.3.3.1 de gosterilmeektedir.

Tablo.3.3.1 10 gr yemdeki protein sinmiflaranan miktarlar:
gr olarak verilmistir.

i ‘ i e i —— l e e e i e et e e l

Cozgen | Protein sinaf: lelde edilenl
l Iprotein,gr |
=1 ——— | e i

|8rnek No

i
i |
i {
i 1 i 0.08M |Albuminler,Histonlar | 0.74 |
i | (NHa)=250. {ve Protaminler 1 |
! ! i ——— | [
| 2 | 0.1 M NaCl |Glebulinler | 1.18 l
| | { | |
i - | | - -—1 - d
i 3 ] ©O.1 M NaOH |Glutelinler ,Protamin_{ 0.96 !
i { iler | |
{ i | | ——=—————— i
i 4 | 4£70-80 Alkol (Prolaminler i ©.00 {
i | | s e e - — | e |
{Toplam protein ! 2.88 i
i
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IV. TARTISMA

Yemde bulunan protein siniflari denatire sdildikten sonra,
fenilalanin(Phe), triptofan(Trp) ve tirozin(Tyr) aminc asitleri-
nin kantitatif olarak analizlenmesi icin yapilan calismalar ve

elde edilen sonuclar ara besliklar halinde tartisilmaktadair.

4.1. Aromatik Amino Asitlerin Temel ve Tirev Spektrumlarinin
Degerlendirimesi

Froteinlerin yapisinda yer alan ic¢ aromatik amino asitinde 200-

300 nm de sodurum yaptiklari daha dnceki bdlimlerde vurgulanmis-
t1. Ust lstte cakisan spektvumlari birbirvinden ayird etmek icin,
her bir amino asitin temel ve 2. tirev spektrumlar: alinarak Fhe

Trp ve Tyr amino asitlerinin spesifik pikleri belirlendi.

E

1.04

i

260 260 280 300 A (orm)

Sekil.4.1.1 Aminocasitlerin temel spektrumlari
(=e=e=.-)Phe’'nin pH 7 deki temel spektrumu
(= JTrp'nin pH 7 deki temel spektrumu
(———)Tyr'nin pH 10 daki temel spektrumu
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Bunun icin pH deki 6.0%10~2M Phe ve 4.9%107*M Trp cézeltiler:
ile pH 10 daki S5.0#107"*M Tyr coézeltilerinin temel ve turev
spektruml ar:1 asafidaki sekilde tartisilmaktadir.

Sekil.4.1.1 de de gordldiadii gibi, bu ic amincasittinde
birarada varolmas: nedeniyle spektrum daha karmasik bir hale
gelmektedir. 2.tirev spektrofotometresi ile spektrum daha detayl:
bir sekilde ortaya cikmaktadair.
2.tiirevde Phe'nin 253-254 nm deki spesifik piki ortaya cikarak
diger iki amincasitten ayrilmasi saglanmaktadir. FPhe’'nin pH 7

deki 2. tiarev spektrumu gésterilmektedir.

A

d A2

220 260 300 A (nm)
Sekil.4. 1.2 Phe’nin pH 7 deki
(——) Temel spektrum
i ) 2.tiurev spektrumu
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Sekilde de goérialdiga gib: A-B araligindaki maksimum-minumum
absorpsiyon fark: derisimle dogrudan orvantilaidar.

Diger ikl aminoasit ise 276-280 nm de absorbans yaparak iist
listte cakismigstair. Bu iki aminoasit spektrumlarinin birbivinoden
ayrilmasi icin deg@isik pH larda 2. tiirev spektrumlari alinarak
gerceklestirilir. Bunun icin Trp pH 7 de, Tyr ise pH 10 daki
spektrumlari: alinarak gerceklestirilir. Biylece Trp 276-278 nm
de/C—-D arali1§i), Tyr ise 278-28B0 nm(E-F) araliginda spesifik pik-
leri ortava cikmaktadir. Asagidaki sekillerde bu aminoasitlerin
Z.tirev spektrumlar: gorilmektedir.

| |

—_———

d a2

=[]

S eI OSSa,. SUmayy
h‘

L, \

20 260 280 300 (¢ ‘ Bl
(nm) 240 280 280 300 A(nhm)

Sekil .4.2.3 Sekil.4.2.4

Trp'nin pH 7 deki 2Z.tirev Tyr'nin pH 10 daki

spektrumu Z.tirev spektrumu
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4,2. Aromatik Aminoasit Karaigaimlarainin Analizi

Uclii aromatik aminoasit karisamlarainin birbirvlerinden ayril-
masi1 icin ancak bellirli mol oranlarinda olmasi gerekmektedir
(Talsky 1984). Bu amacla FPhe, Trp ve Tyr sairasayla aminoasitle-
rinin toplaminin 10 ml (a+b+c=10) olacak sekilde 36 seri stan-
dart coézelti hazarlanmistir. Phe 6.0%¥10"® M, Trp 4.9%107° M ve

Tyr ise 5.0%10"*M standart cézeltileri kullanilmistar.

Ly 0.

1 —

290 A (nm)

k| '

250 270

Sekil.4.2.1

B8:1:1 mol oranindaki arcmatik aminoasitlerin pH 7 deki

temel spektrumu (s =a=a=a"s"n)
2.turev spektrumu ( )
4.tirev spektrumu (——————————— )



Biitiin bu standart cézeltilerle hazirlanan kavisaimlarin temel,

ikinci tirev ve 4. tirev spektrumlara(4,tirev spektrumlara di ji-
tal olarak Sinclear Marka bilgisayarda alinmistir) deerlendiril-
diginde B8:1:1(Phe:Trp:Tyr) mol oraninda her aminoasit icin karek-
teristik olan pikler birbirinden ayrilmaktadir.

sekil.4.3.1 de gérildifiii gibi, 2. ve 4. tirev spektrumlarind:

A-B aralig: Phe, C-D arali181 Trp ve E-F arali1gr ise Tyr
aminoasitlerinin karakteristik piklerini géstermektedir. Aromatik
aminoasitlerin birlerinden tamamen ayrilmasi icin 8:1:1 mol

oraninda olmasi en iyi ayrilmayi sadlamaktadair.

t klerin
Bélium 3.3 deki sekilde elde edilen protein simiflaraindan prot-
aminler hem amonyum sill fatta hemde NaOH de cézindikleri icin
birbirlerindeen ayrilmasi gi¢c olmaktadir. %Z70-B0O lik etil alkol
ekstraksiyonunda elde edilemeyen prcolaminlerin ise, yemde yete-
ri kadar olmadidindan bulamadiBimizi séyleyebiliriz.

Béliim 3.1 de deginien Spektrofotometre ile belirlenen
kosullarda alinan, denatiire edilmis proteinin spektrumu asadgrdalki
sekilde gisterilmektedir.

Sekilden de gbriildiigii gibi karmasik bir spektrum ortaya
cikmaktadir. Spektrumda kac bilesenin oldudu hakkinda bir yorum
yapmak olanaksizdir. Bu spektrumun ikinci tirevi alindiginda

spektrum daha detayl: bir sekilde bilesenler ortaya cikmaktadir.
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Sekil.4.3.1 B M iredeki denatiire edilmis proteinin temel
spektruau

| S ’ e
220 260 300 A(nm)

gsekil .4.3.2
8 M Uredeki denatiire edilei:s proteinin pH 7 deki
2.thirev spektrumtu
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Denatiire edilmis protein cozelticine bellirli miktarlarda
standart amino asit ilave edilerek spektrum degerlendirildiginde
Spektrumda A piki Phe’ini, B piki Trp’yi ve C piki ise Tyr(C’'nin

pikini gistermektedir.

4.4. Aminoasitlerin Kalibrasyon Grafiklerinin Cizimleri

Bélim.2.2 de de belirtildigi gibi 2.tidrev derisimle dojrudan
orantaladar. Bu iliskiden yararlanarak kantitatif analiz
vapirlmaktadir. Phe icin 253-254mn,Trp icin 276-278nm ve

Tyr icin 278-280nm dalgaboylar:i araesinda karekteristik olan
maksimum—minumum absorbans farki ile derisim arasinda grafikler

cizilerek sonuca gidilmektedir.

Bu amacla G¢ aminocasitin standard cdzeltilerinin 2. tirev
spektrumlari ve kalibrasyon grafikleri asadidaki sekillerde gds-—
terilmektedir. Kalibrasyon grafikleri derisime karsi pik yiksek-

1igi (cm) olarak cizilmistir.

Denatiire edilmis proteinlerde aminocasit miktarlarinin
belirlenmesi icin standart ekleme methodu kulianilmistair.
Standart ekleme methodu ile cizilen calisma grafigikler asa-

8idaki sekildedir.
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Sekil.4.3.1
Phetnin defisik standartlarla
pH 7 deki 2.tarev spektrumlar:

X!
<Q

Pik yUks_gkligi(cm)
(s))

&
L4

50 100 200 400(sg/it)

Sekil.4.3.2

Phe igin calisma ve kalibrasyon grafikleri
(%) 3 nolu drnek, ( )} 2 nolu drnek

£.) 1 nolu ornek , ¢ A )} standart FPhe



T
a1
d%A
d a2 100ppm
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60ppm
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260 280 300 A (nm)
Sekil.4.3.3

Trp'nin dedisik standartlarla
pH 7 deki 2.tirev spektrumlar:

20

-
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Pik yUksekligi(cm)

T

40 60 80 100 (pg/tt)

Sekil.4.3.4

Trp icin calaisma ve kalibrasyon grafikleri
(#) 32 nolu drnek, ( ) 2 nolu drnek

(.) 1 nolu ornek , ( & ) standart Trp

el UNEVEE&E&L‘:I‘TEL“JL
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Sekil.4.3.5

Tyr'nin defisik standartlarla
pH 10 daki 2.tirev spektrumlara

&

Pik ylksekligi(cm)
» ® O R

0 6 80 100@o/l)

Sekil.4.3.6

Tyr icin calisma ve kalibrasyon grafikleri
MC)
¢

(¥) 3 nolu érnek,
(.> 1 nolu ornek

-

) 2 nolu drnek
& ) standart Tyr

S2
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4.5 Yem proteinlerindeki Aminoasit Miktarlar:

Yemde bulunan proteinlerdeki herbir amino astin kantitatif
analizi icin, éicimlerin alindi1gi dalgaboyu araliai, pH, yian-—
tem ve geri kazanma verimleri gibi parametreler asadidaki tab-—

loda gosterilmistir.

Tablo.4.5.1 Aminovasit coézeltilerinin parametreleri

iAminoasit | Dalgaboyu arala@i| pH | Yéntem | % verim |
| phe | 253-254nm | 7 | e | 120 |
£ | 276-276mm R T
E | 278-280mm | 101 pop 1 108 |

l - - -_— B I

P-P:Pikten—-Pike dlciim methodu

Tabloda gérillecedr gibi, amino asitler icin hesaplanan geri ka_
zanma verimlerinin 100 den bilyilkk olmasinin nedeni; eslektronik
devreden kaynaklanan girilti sinyallerinden geldirg:, dolayisiyla
amino asitlefiﬁ-abéorpsiyon piklerinin birbirnden iyi bir sekil-
de ayrnlﬁanasxndan olabiliecedi disinilmektedir.

Standart katma methoduyla yemdeki aminoasit miktarlar:

asagidaki tablolarda gésterilmistir.
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Tablo.4.5.2 10gr yemde denatiire edilmis proteinlerdeki
aminoasit miktarlara(ugr/10gr) %95 giuvenirlilk
si1nirl ileverilmistir.

| |
|ornek |Deney | Trop H Tyr i Phe [protein |
Ino Isayisi| | | imik.agr |
| == | === | wommimeaaa | e | SE———— |
| 1 T - | 1191+13.6 |516+27.2 |833+68.2 | 0.74 |
R | =———mm e P — | —— e !
I 2 i S5 11754+23.6 |6735+23.6 1541+68.2 | 1.18 |
R s | s o v v s e e === | === |
I 3 1 S | 62+12.2 |766+12.2 |750+118B.31 0.96 |

Tablodan da gérilecegi gibi; amino asit miktarlarainin
belirlenmesinde gercek sapmalarin disik olmasi, yintemin tek-
rarlanabilirligini gdstermektedir. Fenilalanin miktarlarindaki
gercek sapmalaran, diger amino asitlerden daha bilyilk oclmasi ise;
yemlerde bulunan miktarin 8:1:1 oranina uyum saglamamasindan ve
elektronik devredeki giriltilerden geldigi séylenebilir.

Yemlerdeki aminocasitleri Uluslararasi birim olan 100gr
yemdeki miktar colarak gésterirsel;

Tablo.4.5.3 100 gram yemdeki aminocasit miktarlari mg olarak

verilmistir.

l _________
| ornek No

|
|
|
1
|
i
|
i
!
]
|
|
!
|
|
|
I

|

|

|
| 1 9.1640.272| 1.91+0.13€ | B.33+ 0.68B2 |
| — s e —— |
| 2 6.75+0.236| 1.75+0.236 | 5.41+ 0.682 |
- |- e e |
| 3 | 7.66+0.122] 0.62+0.122 | 7.50+ 0.118 |
| R — R—— [
| Toplam 119.57+0.62 | 4.28B+0.494 | 21.24+ 1.48 |
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V. SONUC

Canli: organizma icin gerekli temel amino asitlerden, triptofan ve
fenilalanin belirlenmesi bilyiik bir énem kazanmaktadir. Calisma
konumuz olan triptofan, fenilalanin ve tivozin amino asitlerinin
metabolizmalarini kisaca dzetleyecek olursak; triptofan ,protein-
lerin yapiminda temel unsuru teskil etmektedir. Ayrica bitkilerin
gelismesi ve memelilerin beyin fonksiyonlarinda triptafan metabo-
lizmasindaki gesitli metabolik Grunler dnemli rol oynamaktadairlar
Fakat triptofamin,bir cok fonksiyonu heniz bilinmemektedir.
Tirozin temel olmayan amino asitlerrin icerisinde yer almak
tadir ve organizma tarafindan kolaylikla sentezlenebilmektedir.
Tirozin, troid bezinin ic salgis: olan trioksinin, adrenalin ve
neropinefrin gibi hormonlarin 8n maddesini teskil eder.
Fenilalanin ise proteinlerin yapisindaki temel gdérevi yanin-
da, trozine doénlismesi ve yikim metabolizmasi sanunda meydana ge-
len metabolik drinler organizmada onemli vol aynemaktadirlar.
Canli1 organizma icin gerekli olan bu amino asitlerin tayin
edilmesi biyilik ¢nem kazanmaktadir. Bolum .2.1 de amino asitlerin
kantitatif analizi icin uygulanan teknikler anlatilmista. ozellil
kalite kontrol amaciyla yapilan calismalarda hizla ve pratik telk-
niklere ihtiyac duyulmaktadir. Bu yiontemler bu tilr drneklere uygl

landiginda bircok problemler ortaya cikmaktadir. Bu problemleri
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kisaca dzetleyecek olursak; cok sayidaki drneklerle calisildigin-
da zaman acisindan kullanissiz olmasi ve kimyasal madde tiaketimi
acisindan da maliyetlerin yiiksek olmasi, el becerisi ve hiner ge-
rektirmeleri gibi ornekleri sairalayabiliviz.

iste bu acidan her labaratuvarda Bulunabilen spektrofotomet -

relerin, tirev devreleriyle donatilmasiy halinde tirev spektrumlar:

analitik acidan yeni ufuklar acmistir.

Tirev spektrofotometresi; molekiller tanamlama yaninda, cok-
lu bilesen analizi ve hatta normal spektrum ile kalitatif analiz-
in zor coldudu durumlarda dahi uygulama alani bulmaktadar.

Diger tekniklerde kullanilan céziciniin saf olmasi ve aminc
asitlerincesitli yéntemlerle fraksiyonlar halinde toplanmasi ve
daha sonra analizlenmesi gerekmektedir. Halbuki Tirev Spektrofo-
tometresinde, drneklerin on islemsiz, direk olarak kantitatif .-
nalizi mimkindir.

6zellikle kalite kontrol gibi gilincel konulardaki uygulama-
larda oldukca pahali olan bu ydéntemlere alternatif olarak tiirev
spektrofotometresi daha pratik ve ucuz yéntemdir. Bitiin bunlara
ek olarak tirev spektrofotometresinin hizli bir teknik olmas:
1se bilyiik bir avantajdir. Orned@in HPLC de Phe ve Tyr amino asit-—
lerinin analizlenmesi icin S0-60 dakika, Amino Asit Analyzer ile
20—-30 dakika gibi bir zaman gerekmesine karsin UV/VIS tiirev

spektrofoto metresi ile bir amino asitin kantitatif analizi,
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spektrofotometrenin tarama hizina badl: olarak -6 dakika qibi
bir zaman almaktadir.

Sonuc olarak Tirev Spektrofotometresinde; UV/VIS bélgede
absorbans yapan veya bu bslgede aktif olarak absorplanmalarin:
sa8layarak cok bilesenli sisteaslerin kalitatif ve kantitatif
olarak analizlenmesi, bircok analitik problemlere ¢izim
getirebilmektedir. Ginimizde elektronikteki hizla gelismelere
paralel olarak teknidin de haizla gelismesi; hazla, uﬁuz-ye pratik

uygulamalara énemli dlcide katkida bulunacaktair.
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OZET

Bu cal:ismada; yemlerdeki proteinler, cézinirlilkklerine gére
cesitli cozgenlerle basit siniflara ayrilmistir. Basit siniflara
ayrilan bu proteinler Ure ile muamele edildikten sonra,aromatik
aminoasitler olan Fenilalanin(Phe), Triptofan(Trp) ve Tirozin(Tyr)
nin tayinleri yapailmistir.Aminoasit tayini icin UV/VIS Tirev

Spektrofotometresi Kullanilmistar.

Fenilalanin(Phe) ve Triptofan(Trp) amincasitlerinin Z.tirev
spektrumlary: pH 7 de, Tirozin(Tyr)'in 2.tiirev spektrumu ise pH 10
da alinmistir. Basit proteinler olan; Albuminler, Histonlar,
Protoaminler, Globulinler ve Glutelinler deki bu iic aminocasitin
miktarlari, standart katma methoduyla 2. tiirev spektrumlara

deerlendirilerek sonuca gidilmistir.
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SUMMARY

In this Work, proteins in animal foods has been clasiiied acco-
rding to their solubility in di fferent solvents. There after
Phenylalanine(Fhe), Tryptophane(Trp) and Tyrosine(Tyr) amino
acids has been determined by UVY/V1S Spectrophotometer techniq-
ues after treatmant with Urea. |
Second derivative spectré of Phe and Trp amino acids has
been recorded of pH 7 and of Tyr at pH 10. Amonts of the amino
acids in Albumins, Histons, Protamsins, Slutelins and Globulins
which are basic proteins far living things has been determined
<

by standart addition method. In these determinations second

derivative spectra have been used for the interprotation of the

results
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