T.C.
ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

ORGANIK KIMYA VE BIYOKIMYA
UYGULAMALARI

)
“'4\
|

Do¢.Dr. Mustafa ALTINISIK

AYDIN
2007



ICINDEKILER DiZiNi

1. LABORATUVAR ARAC VE GERECLERI
1.1. Cam, Porselen, Plastik ve Diger Malzemeler
1.2. Ol¢ii Sistemleri

1.3. Agirlik Olgiimii ve Araglari (Teraziler)

1.4. S1v1 Hacim Olgiimii ve Araglari

1.5. Kimyasal Maddeler (Kimyasallar)

1.6. Laboratuvarda Giivenli Calisma

2. COZELTILER, KONSANTRASYONLAR VE COZELTI HAZIRLAMA
2.1. Cozeltiler
2.2. Cozelti Konsantrasyonlari

3. pH, ASITLIK-BAZLIK VE TAMPON COZELTILER
3.1. pH

3.2. Asitler ve Bazlar

3.3. Tamponlar

4. BIYOKIMYA LABORATUVARLARINDA KULLANILAN TEKNIiKLER-MIKTAR
TAYINI YONTEMLERI

4.1. Kimyasal Yontemler

4.2. Fiziksel Yontemler

5. KARBOHIDRAT DENEYLERI
5.1. Monosakkarid Deneyleri

5.2. Disakkarid Deneyleri

5.3. Polisakkarid Deneyleri

6. AMINO ASIT DENEYLERI

6.1. Amino Asidler ve Ozellikleri

6.2. Amino Asidlerin Kimyasal Tepkimeleri
6.3. Amino Asidleri Tanimlama Deneyleri

7. PROTEIN DENEYLERI

7.1. Proteinler ve Ozellikleri

7.2. Proteinlerin Siiflandirilmalar:

7.3. Proteinleri Tanimlama Deneyleri

7.4. Proteinleri Ayirma ve Saflagtirma Deneyleri

7.5. Proteinlerin Amino Asit Dizilerini Tayin Deneyleri

8. ENZIM DENEYLERI
8.1. Enzimler ve Ozellikleri
8.2. Enzim Kinetikleri

8.3. Enzim Deneyleri



9. LIPID DENEYLERI
9.1. Lipidler ve Ozellikleri
9.2. Lipidleri Tanimlama Deneyleri

10. SAFRA DENEYLERI
10.1. Safra ve Ozellikleri
10.2. Safra Deneyleri

11. IDRARIN FiZIKSEL BAKISI
11.1. idrarin Fiziksel Ozellikleri
11.2. idrarin Fiziksel Ozelliklerinin incelenmesi

12. IDRARIN KIMYASAL BAKISI

12.1. Idrarin Kimyasal Yapist

12.2. Normal Bir Idrardaki Maddeleri Tanimlama Deneyleri
12.3. idrarda Patolojik Maddeleri Arama Deneyleri

12.4. Idrar Yollar1 Taslarmnin incelenmesi

13. IDRAR SEDIMENTININ INCELENMESI

14. SUT DENEYLERI
14.1. Siit ve Ozellikleri
14.2. Siit Deneyleri

15. MIDE SIVISI DENEYLERI
15.1. Mide Sivisi ve Ozellikleri
15.2. Mide Sivist Deneyleri

16. KLINIK BIYOKIMYA LABORATUVARI VE ISTENEN BAZI TESTLER
16.1. Klinik Biyokimya Laboratuvari

16.2. Klinik Biyokimya Laboratuvari i¢in Numuneler

16.3. Klinik Biyokimya Laboratuvarinda Numunelerin Islenmesi

16.4. Klinik Biyokimya Laboratuvarindan istenen Baz1 Testler

16.5. Klinik Biyokimya Laboratuvarinda Analizleri Etkileyen Faktorler

16.6. Klinik Biyokimya Laboratuvarinda Kalite Kontrol ve Standardizasyon

II



1. LABORATUVAR ARAC VE GERECLERI

1.1. Cam, Porselen, Plastik ve Diger Malzemeler
1.1.1. Deney Tiipleri:

Uzun, i¢i bos, silindir seklinde cam malzemelerdir. Atese dayanikli olanlar payreks
camdan yapilmiglardir. En sik kullanilanlar 15x1,5 cm boyutunda olanlardir.
Isitma veya kaynatma deneylerinde tiip hi¢gbir zaman Y4’den fazla doldurulmamalidir.
Tiip 1sitilacaglr zaman tahta bir masa kullanmak en uygun yoldur. Masa yoksa tlip agzina
yakin bir yerden basparmak iistte, isaret ve orta parmak altta olacak sekilde tutulur. Tiip
alevin ustiinde yaklasik 45”lik bir agiyla tutulmalidir. Tiiple yapilan isitma deneylerinde
tiipiin agzi deneyi yapan kisiye veya bir baskasina yonelik olmamalidir. Isitma sirasinda
tiipiin ¢atlamamasi i¢in hafifce sallanmalidir.
1.1.2. Santrifij Tipi:

Santrifiijde karsilasacaklar1 basinca dayanikli cam veya plastikten yapilmis kisa
tiiplerdir. Konik veya silindiriktirler.
Genel maksatlar icin kullanilan tiiplerin temizlenmesi:
1) Tiip icerigi, acik musluk altinda tiip fir¢cas1 da kullanilarak bosaltilir.
2) Tiipler %5’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi i¢ine konur ve 25 dakika siireyle kaynatilir.
3) Tiipler, kaynatildiklar1 kaptan musluk suyu ge¢irmek suretiyle sogutulur.
4) Tipler, musluk suyu ve fir¢a ile iyice yikanir.
5) Tiipler, %2-5’lik HCI ¢ozeltisinde 15 dakika birakilir.
6) Tiipler, 6nce musluk suyu ile daha sonra distile su ile iyice durulanir.
7) Tipler, lizerlerindeki su siiziilmeye birakilir ve daha sonra bir etiive konularak kurutulur.
*Sodyum, Potasyum, kalsiyum, kursun, civa gibi metal iyonlarimin miktar tayinlerinde
kullanilan cam malzeme iyice temizlendikten sonra %20 lik nitrik asit ¢ozeltisinde 12-24 saat
bwrakilir; 3-4 defa distile su ile yikanir; sonra sicak etiive konularak kurutulur.
1.1.3. Kadeh:

Agizlar1 genis, dipleri dar olan cam kaplardir. Genellikle idrar koymak icin
kullanilirlar.



1.1.4. Beherglas:

Silindir seklinde, icindeki sivinin kolayca aktarilmasini saglamak icin iist kenarinda
oluklu ¢ikintist bulunan, altlar1 diiz cam veya plastik kaplardir. Hacimleri 5 ml’den 5000
ml’ye kadar degisir. Adi cam veya atese dayanikli payreks camdan yapilirlar.
1.1.5. Erlen (erlen mayer):

Agizlan dar, konik cam kaplardir. Cesitli hacimlerde olurlar. Fazlaca buharlagmasi
istenen ¢oOzeltilerin (soliisyonlarin) kaynatilmasinda, titrasyonlarda ve genel amaclarla
kullanilirlar.

1.1.6. Huniler:

Dar boyunlu kaplara sivilarin aktarilmasinda ve siizme (filtrasyon) isleminde
kullanilirlar. lyi bir siizme icin en uygun huniler 58° acili olanlardir. Hunilerin gaplari
degisiktir.

Stizme isleminde siizge¢ kagitlar1 kullanilir. Stizgeg (filtre)kagidi doérde katlanarak bir
kare elde edilir, sonra karenin serbest uclarindan ¢eyrek daire seklinde kesilir. Stizge¢ kagidi
bir tarafa bir kat, diger tarafa ii¢c kat olacak sekilde ayrilir ve huni igine yerlestirilir. Tyi bir
siizme yapmak icin siizge¢ kagidi huninin kenarlarin1 agsmamali, biraz asagida kalmalidir;
konan sivi da hi¢gbir zaman siizge¢ kagidinin seviyesini gegmemeli, hi¢ degilse birkag mm
asagida kalmalidir.

1.1.7. Krozeler:



1.1.8. Kapsiiller:

Cesitli biiytlikliikte, agizlar1 daha genis, dip kisimlar1 dar, cam veya porselenden

yapilmus kaplardir.

1.1.9. Baget:

Karigtirma, sivi aktarma gibi islerde kullanilan i¢i dolu cam ¢ubuklardir. Cesitli boyda
ve ¢apta olurlar.
1.1.10. Balon:

Alt kism1 genis ve siskin, iist kismi ince bir boyun seklinde cam kaplardir. Alt1 diiz
veya yuvarlak olabilir. Cesitli hacimlerde olabilirler.

Cozeltilerin hazirlanmasinda, 1sitilmalar1 gerektiginde bir amyant iizerine konularak
kullanilabilirler.
1.1.11. Reaktif Siseleri:
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Silindirik sekilli, dar boyunlu, renksiz veya koyu renkli camdan yapilmis, cam veya
bakalit kapakli siselerdir. Hazirlanan reaktiflerin saklanmasinda kullanilirlar. Reaktiflerin
biliyiik cogunlugu 1siktan etkilenip bozunduklarindan 1sik gecirmeyecek renkli siselerde
saklanmalar1 gerekir.



1.1.12. Damlahkh Siseler:

Renksiz veya koyu renkli camdan yapilmis siselerdir. Genel olarak 50 ml’liktirler.
Bazilarinin kapaklari olukludur; sise egildigi zaman igindeki sivinin damla damla akmasini
saglar.

1.1.13. Saat Camu: R
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Kat1 maddeleri tartmak i¢in kullanilan cam malzemedir.
1.1.14. Termometre:

P

Sicaklik 6l¢iimiinde kullanilan araglardir.
1.1.15. Piset:

Distile su kullanimi i¢in gerekli kaplardir. Cam veya plastik olabilir; plastik olanlar
stkmakla su verir.

Az miktarda su eksikliklerini tamamlamada kullanilirlar.
1.1.16. Siipor (Port-tiip):
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Deney tiiplerinin konulmasina yyan tat, metal veya plastikten yapilmis araglardir.
Degisik ebatta olurlar.



1.1.17. Havanlar:
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Kat1 maddeleri kiigiiltiip toz haline getirmeye yaradiklar1 gibi, kati bir maddeyi bir siv1
icinde ezerek dagitmaya ve boylece ¢oziinmesini kolaylastirmaya yararlar. Cilasiz porselen,
cam, celik gibi ¢esitli maddelerden yapilirlar.

Havanlar kullanildiktan sonra hemen yikanmalidir.

1.1.18. Masalar:

Isitilacak bir kab1 emniyetle tutmaya yararlar. Metal veya tahtadan yapilirlar.
1.1.19. Fircalar:
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Tiip ve diger cam malzemelerin mekanik temizligi i¢in kullanilan araclardir.
Bir ¢calismada kullanilan cam malzemeler hemen akan su altinda yitkanmali ve firca
ile mekanik temizligi yapilmalidir. Daha sonra 6zel metotlarla malzemeler temizlenir.

1.1.20. Spatiil:

Toz veya kiiclik pargalar halindeki maddeleri almak i¢in kullanilan metal veya
porselenden yapilmis araglardir.

Kimyasal madde icine sokulacak spatiiliin ¢ok temiz olmasi gereklidir.
1.1.21. Amyant Tel:

Isitma deneyi yaparken cam malzemenin 1sidan etkilenmesini 6nlemek amaciyla
kullanilirlar.



1.1.22. Uggen Tel:

Isitma deneyi yaparken cam malzemenin 1sidan etkilenmesini O6nlemek amaciyla
kullanilirlar.
1.1.23. Sac Ayagr:

Isitma deneylerinde ispirto lambasi veya bek alevi iizerine konur, ilizerine amyant tel
veya liggen tel yerlestirilir, cam malzeme bunun {izerine konarak i¢indeki madde 1sitilir.
1.1.24. Bek:

Hava gazi, dogal gaz veya biitan gazi ile ¢alisarak alev saglayan aletlerdir. Isitma
deneylerinde kullanilirlar. Alt taraflarinda bulunan metal disk saga sola ¢evrilerek alevin ¢ok
veya az havali yanmasi saglanabilir. Bazen bekler i¢ten yanar ki bu durumda bek sondiiriiliip
havasini ayarlayan disk tamamen kapali duruma getirildikten sonra yeniden yakilir ve gaz
gelisi istenilen sekilde ayarlanir.

1.1.25. Statif:

Biiret ve diger cam malzemelerin tutturulmasi i¢in metalden yapilmis, ayak ve ¢ubuk
kismindan ibaret aletlerdir.



1.1.26. pH Metre:

Cozeltilerin pH’larim1 6lgmede kullanilan cihazlardir. Hidrojene hassas bir elektrodu
vardir; bu elektrot, cabuk kurudugu i¢in siirekli olarak su i¢cinde tutulmalidir.
Elektrodun kalibrasyonu pH’1 bilinen standart ¢dzeltiyle yapilir; yumusak bir bezle silindikten
sonra pH’1 Olclilecek olan siviya daldirilir. Skalada okunan sayi, o ¢ozeltinin pH’1dir. Distile
suyla iyice yikandiktan sonra elektrot, su dolu kabin i¢inde olacak sekilde statifine
(sabitlestirici) yerlestirilir.
1.1.27. pH kagitlar:

Baz1 analizlerde, hazirlanan deneyin belli bir siire, belli sicakliktaki suda inkiibasyona
birakildigi aletlerdir. Tank igindeki suyun sicakligi 0-100°C arasinda kontrol edilebilir.
Calkantili olanlarda cihaz, dakikada 0-200 aras1 salinim yapabilir.



1.1.29. Distile Su Cihaz:

Distile su elde etmeye yarayan cihazdir. Cesme suyu bir hortumla distile su cihazinin
igine girer, resiztanslar ile 1smir ve buharlagir, su buhar1 borulardan gegerken sogur ve
yogunlasir. Aletin ucundaki hortum araciligi ile yogunlasan su disar1 alinir.

1.1.30. Deiyonize Su Cihaz:

Deiyonize su elde etmeye yarayan cihazdir. Uzun kolonlar1 vardir, bu kolonlar igine
iyon degistirici recgineler konmustur. Su kolonlardan gecerken igindeki iyonlar regineler
tarafindan tutulur. Sonugta elde edilen su iyonlarindan arinmistir.

1.1.31. Vorteks:

Deney tiipiine veya santrifiij tlipline konan ¢ozeltilerin tam olarak karistirilmasinda
kullanilan cihazdir.
1.1.32. Shaker:

T | -
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Hazirlanan deney tiiplerinin bir siire i¢in belli bir hizda calkalanmasini saglayan
cihazdir. Calkalama siklig1 ayarlanabilir. Inkiibasyon sirasinda ¢alkalama isteyen deneylerde
kullantlir.



1.1.33. Manyatik Karistirici:

Hazirlanan bir ¢ozeltide bulunan maddelerin iyice ¢oziinmesi ve karigmasini saglamak
icin kullanilan aletlerdir. Sicaklik ve devir sayisi ayarlanabilir.

Cozeltinin icine, iyi karismayi saglamak i¢in bakla (stir bar) atilir ve manyetik
karistiricinin iizerine konur, alet ¢alistirilir.
1.1.34. Desikator:

Bir kapak, bir de alt kismina siilfiirik asit, anhidr kalsiyum kloriir gibi kurutucu madde
konan genis cam kaplardir. Bazi desikatorlerin kapaginda havayi bosaltmaya yarayan
musluklu bir cam boru vardir; bu tip desikatdrlere “vakumlu desikatdr” denir. lyice
kapanmasini saglamak i¢in kapak ylizeyi traslidir. Hava gegisini dnlemek i¢in kapak kenarlari
vazalinlenir.

Reaktifleri ve diger maddeleri rutubetten korumak i¢in kullanilirlar.

1.1.35. Etiiv:

Yikanmig malzemelerin kurutulmasinda, hazirlanan deneylerin belli bir siire belli bir
sicaklikta inkiibasyona birakilmasinda, bakteriyolojide sterilizasyon isleminde kullanilan
cihazlardir. Uzerinde 1s1 ve zaman ayar1 yapilabilecek diigmeler vardir.



1.1.36. Santrifiij:

Bir sivi-kat1 karigimindaki kati maddeleri sivi kisimdan kabaca ayirmakta kullanilan
cihazdir. Maddelerin yogunluklarina goére ayrimini saglar. Bir¢ok ¢esitleri vardir. Sogutmali
olanlar, sicakligin -15°C’den 25°C’ye kadar istenen bir sicaklikta tutulmasini saglarlar.

Tiim santrifiijler bir rotor veya santrifiij kefesi, ¢cevirme mili ve motordan olusurlar.
Rotor, bir kapak ve mandalla hazirlanan bir odada bulunur. Cogu santrifiijlerde acma
diigmesi, zaman gostergesi, hiz kontrolii, takometre ve fren vardir.

Santrifiijler rotorlarina gore horizontal baslikli (agilimli baslik) ve sabit agili baslikli
(acilimsiz baglik) olmak tizere iki tiptirler. Horizontal basliklilarda rotor dinlenme
halindeyken vertikal (dikey) pozisyonda, hareket halindeyken horizontal (yatay)
pozisyondadir. Sabit agili basliklilarda tiipler, rotasyonun vertikal aksina 25-40° agida sabit
(fiske) halde tutulur.

Santrifijje tiipleri yerlestirirken hepsinin esit agirlikta olmalarina ve alete tam karsilikl
yerlestirilmelerine dikkat etmek gerekir.

Dakikadaki donme hiz1 ve siiresi ayarlanir.

Santrifiijiin ayirma giiciinii belirleyen, rolatif santrifugal giic (RCF) ve dakikadaki
devir sayis1 (rpm)’dir.

Rolatif santrifugal giic (RCF) birimi, yer¢ekiminin (gravite) katlar1 ile (500 g gibi)
ifade edilir. Mikrohematokrit santrifiijlerde 11.000-15.000 rpm veya 14.000 g’de eritrositler
ayrilir. Ultrasantrifiijler, genellikle arastirmalarda kullanilan, 90.000-100.000 rpm veya
178.000 g saglayabilen santrifiijlerdir.

1.1.37. Spektrofotometre:
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Spektrofotometreler, madde renginin yogunlugunun Ol¢iilmesiyle madde miktarinin
veya konsantrasyonunun bulunmasini saglayan cihazlardir.

Isik, insan goziiyle gorilebilir dalga boylarindaki elektromanyetik radyasyon
enerjisidir. Dalga boyu, iki dalga piki arasindaki mesafedir ki genellikle nanometre (nm),
bazen angstrom (A°) ve milimikron (mp) olarak ifade edilir.Glines 15181 veya bir tungsten
lambadan sacilan 151k, insan goziiniin beyaz olarak tanimladig, farkli dalga boylarindaki 151k
enerjilerinin bir karigimidir.

Insan gozii, yaklasik 380-750 nm arasinda dalga boylarma sahip olan 151k enerjilerine
cevap verebilmektedir.

<380 nm dalga boyundaki 151k Ultraviyole (Mor-6tesi, U.V.)

380-440 nm dalga boyundaki 1s1tk  Menekse

440-500 nm dalga boyundaki 15tk Mavi

500-580 nm dalga boyundaki 151tk Yesil

580-600 nm dalga boyundaki 151k Sar1

600-620 nm dalga boyundaki 1gtk ~ Turuncu

620-750 nm dalga boyundaki 151tk Kirmizi

>750 nm dalga boyundaki 151k Infraruj (Kirmizi-6tesi, IR) olarak tanimlanur.

Bir madde elektromagnetik dalga spektrumunda 380-750 nm uzunlugundaki goriiniir
isinlarin - hepsini  gegiriyor veya yansitiyorsa beyaz gOriiniir; hepsini  soguruyorsa
(arbsorbluyorsa) siyah goriiniir. Goriinlir spektrumda mavi rengi soguran bir made sar1 renkli,
sar1 rengi soguran bir madde mavi renkli goriiniir; yesil rengi soguran bir madde kirmizi
renkli, kirmizi rengi soguran bir madde yesil renkli goriiniir.

%% g}ﬁ‘
&

%
S &

Green Surface

Sari-mavi ve kirmizi-yesil renk ciftlerine tamamlayict renkler denir; bu renklerin
uygun oranda karigmmi ile diger renkler meydana gelir. Ug temel renk, sari, gok mavisi ve
morumsu kirmizi (pembe)’dir.

Icerisinde organik molekiiller bulunan bir ¢dzeltiden UV-gériiniir bolge 1smlart
gecerse, ¢ozelti bu 1sinlarin bir kismint se¢imli olarak sogurur (absorpsiyon), digerlerini ise
cok az sogurur veya oldugu gibi gegirir (transmisyon).
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Bir kiivet i¢ine konmus renkli bir ¢ozeltiden ¢ikan 1s1k siddeti (I), ¢ozeltiye giren 151k
siddetinden (I,) daha kiigiiktiir.

abzorbing sample of

I concentration c I
]

) =

-4— path lengthb —»

Cozeltiden c¢ikan 151k siddetinin ¢Ozeltiye giren 151k siddetine orani (I/1),

transmittans (T) olarak tanimlanir. Transmittans, genellikle %Transmittans (%T) olarak
ifade edilir.

1

T=—
Ilo

1
%TZEXH)O

Transmittansin tersinin logaritmasi Absorbans (Optik dansite, A) olarak tanimlanir ki

bu, cozeltinin icinden gegen 151¢mn ne kadarmin absorbe edildiginin (soguruldugunun)
ifadesidir.

1 1
A=log— =—logT =—log—
og og og

Bir c¢ozeltide ¢Oziinmiis olan maddenin miktart veya konsantrasyonu ile

%Transmittans (%T) arasinda dogrusal olmayan bir iliski oldugu halde Absorbans (A)
arasinda dogrusal bir iliski vardir:
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% Transmittance
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Absorbans (A), ylizde transmittans (%T7T) ve ¢ozeltideki maddelerin konsantrasyonu (c)
arasindaki iliskiyi Lambert-Beer yasasi ifade eder: I¢inde ¢ozelti bulunan bir kiivetten
gecen 1s181n transmittansi (I/1,), 151k yolu veya kiivet ¢capimin (1) artmasiyla azalir; ayrica
dilite ¢ozeltinin absorbansi (A), ¢ozeltinin konsantrasyonu (c) ile dogru orantihdwr. ¢
absorpsiyon katsayisi (ekstinksiyon katsayisi) olarak gosterildiginde Lambert-Beer yasasinin
matematiksel ifadesi su sekilde olur:

I
A=10g70=8-c-1

Cozelti icindeki madde miktarini ¢dzeltinin renginden faydalanarak 6lgme islemine
kolorimetri, bu tip 6lgiimde kullanilan cihazlara da kelorimetre denir. Kolorimetrik dl¢iimde,
konsantrasyonu 0l¢iilecek ¢ozeltinin rengi degisik konsantrasyonlardaki standartlarin rengiyle
karsilastirilarak degerlendirilir.

Colorimeétre

’ @ Alinentationds
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Comnestions & ® @

Linterface | )
Cve pour
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Cozelti icindeki madde miktarimi ¢ozeltiden gecen veya ¢ozeltinin tuttugu 151k
miktarindan faydalanarak 6l¢me islemine fotometri, bu tip 6l¢iimde kullanilan cihazlara da
fotometre denir. Fotometrik 6l¢limde, renksiz ¢6zeltilerin konsantrasyonu da 6l¢iilebilir.

&
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Analiz edilen 6rnek iizerine 151k demetinin bir kismini filtreler kullanarak ayiran ve
gonderen aletler kolorimetre veya fotometre olarak adlandirilirken, yariklar ya da prizmalar
araciligi ile bu seg¢iciligi yapan aletler spektrofotometre olarak adlandirilirlar.

Spektrofotometrelerde konsantrasyonu bilinen bir standart ¢ozeltinin absorpladigi 151k
miktar1 (absorbans, optik dansite) ile konsantrasyonu bilinmeyen ¢ozeltinin absorpladig 151k
miktar1 karsilagtirilir. Kullanilacak 1s1k, c¢ozeltinin kuvvetli absorpladigi dalga boyunda
secilir; ornegin kirmizi renkli sivi icin yesil dalga boyunda ( yesil renkli sivi i¢in kirmizi
dalga boyunda), mavi renkli siv1 i¢in sar1 dalga boyunda (sar1 renkli siv1 i¢in mavi dalga
boyunda) 151k segilir.

Detector

Exit slit

Dispersion device

Entrance slit

o

Source

Spektrofotometrelerde ¢ozeltideki madde i¢in uygun segilen dalga boyundaki 15181
orege ve standarda (bilinen konsantrasyondaki c¢ozelti) ait absorbanslari veya optik
dansiteleri (A, OD) karsilastirilip matematiksel islemler yapilarak Ornekteki maddenin
konsantrasyonu bulunur:

As=g€-¢cs5-1

Astd = € Cstd° 1

A €-Cs-1
Astd € - Cstd - 1
A _ Cs
Astd Cstd

Co = (Aﬁ/ Astd) * Cstd

Co = (Cstd/ Astd) : Aé
cs = (Faktor) - As
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Istenirse, cesitli konsantrasyonlardaki standart ¢dzeltilerin, belirli uygun bir dalga
boyunda 151k i¢in absorbans degerleri bir kore (absorbansi sifir kabul edilen) karsi ayr1 ayri
Olciiliip bir grafik kagidina konsantrasyonlara karsi isaretlenerek standart grafigi cizilir.
Ornegin absorbans1 da aymi kore (absorbansi sifir kabul edilen) karsi dlgiiliir ve 6lciilen
absorbansa kars1 gelen konsantrasyon standart grafikten bulunur.

Standard 1

Standard 2

Standard 3

Absorbance

Standard 4

Concentration of

Concentration (mol/L)

1.2. Olcii Sistemleri
Metrik Sistem: Uzunluk birimi metre (m), agirlik birimi gram (g), hacim birimi litre (1) olan
Olcti sistemidir.
SI Sistemi: Temelde yedi birim ve bunlardan tiiretilmis birimlerden olusur.
Uzunluk birimi: metre (m)
Agirlik birimi: kilogram (kg)
Zaman birimi: saniye (s)
Elektrik akim1 birimi: amper (A)
Sicaklik birimi: Kelvin (K)
Parlaklik yogunlugu birimi: Candela (cd)
Madde miktar1 birimi: mol (mol)
Temel Birimlerin Kiiciilen ve Biiyiiyen Katlarinin Onekleri:
Kiiciilen Katlar Onekleri:
Desi (d): 10™
Santi (c): 107
Mili (m): 107
Mikro (p): 10°°
Nano (n): 107
Pico (p): 107"
Femto (f): 107"
Atto (a): 107"*
Biiyiiyen Katlar Onekleri:
Deka (da): 10"
Hecto (h): 10
Kilo (k): 10°
Mega (M): 10°
Giga (G): 10°
Tera (T): 10"
Peta (P): 10"
Exa (T): 10"
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1.3. Agirlik Olgiimii ve Araglar: (Teraziler)
Agirlik 6l¢limlerinde kullanilan 6l¢ii birimi gram (g) olarak ifade edilir.
Desigram (dg) = 10" g
Santigram (cg) = 107 g
Miligram (mg) = 10~ g
Mikrogram (pg) = 10° g
Nanogram (ng) =107 g
Pikogram (pg) = 10" g
Femtogram (fg) = 107" g
1.3.1. Teraziler: Tartim isleminde kullanilan cihazlardir.

Adi Teraziler: Gramin 1/10’unu dogrulukla tartabilen terazilerdir.
Adi terazi ile tartim islemi:
1) Terazinin skalasinin “0” noktasinda duragan bulunup bulunmadigina bakilir ve degilse
ayarlanir.
2) Her iki kefeye esit ebat ve agirlikta iki adet kagit veya tart1 kab1 konur.
3) Sag kefeye agirlik takimindaki gramlardan tartilmak istenek kadar konur.
4) Sol kefeye tartilacak maddeden, terazinin ibresi “0” noktasinda dengeye gelinceye
kadar azar azar konur.
5) Tartim islemi bittikten sonra terazi kefeleri bir firca ile temizlenir, gramlar da
kutusuna yerlestirilir.
Hassas Teraziler: Analitik teraziler, semi-mikrokimyasal teraziler, mikrokimyasal teraziler
diye bilinen ¢esitleri vardir.
Analitik teraziler, 200 g agirlik tartacak kapasitededir ve hassasiyetleri 0,1 mg’dir.
Bazi analitik terazilere tartma 6zelliklerini gelistirmek ve Omiirlerini uzatmak i¢in bir takim
ilaveler yapilmistir. Analitik teraziler, ideal olarak 1s1 ve rutubet degisikliklerinin minimum
oldugu klimali bir odada bulunmalidir; hava akimindan, direkt giines 1sigindan, etiiv ve
Benmari’den kaynaklanan 1s1 ve tahrip edici dumanlardan korunmalidir.
Semi-mikrokimyasal terazilerin kapasiteleri 30-50 g ve hassasiyetleri 0,02-0,01
mg’dir.
Mikrokimyasal terazilerin kapasiteleri 20 g ve hassasiyetleri 0,001 mg’dir.
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1.4. Stvi Hacim Ol¢iimii ve Araclari
S1vi hacim 6l¢limlerinde kullanilan 6l¢ii birimi litre (1) olarak ifade edilir.
Desilitre (dl) = 10" 1
Santilitre (cl) = 107 1
Mililitre (ml, cc) =107 1
Mikrolitre (ul) = 10°1
Nanolitre (nl) = 107 1
Pikolitre (pl) = 10" 1
Femtolitre (fl) = 107" |
1.4.1. Pipetler: Bir ¢ozeltiden belli hacimde s1vi almaya ve baska bir kaba aktarmaya yarayan
6zel cam borulardir.

Biillii Pipet:

" ‘.\
% TR
\ Y

Ortalarinda biil denilen siskin bir kisim bulunur. Ug kisimlar ise ince ve uzundur. Ince
kisimlardan birinin iizerinde bir ¢izgi bulunur; biiliin lizerindeki sayi, bu cizgiye kadar
alabilecek s1vi hacmini gosterir. Bir biillii pipet ka¢ ml hacimdeyse o kadar sivi alinabilir;
daha az veya cok miktarda sivi Ol¢iimii miimkiin degildir. Biillii pipetler, biiyiikk bir
hassasiyetle ¢caligsma gerektiginde kullanilirlar.

Dereceli (taksimatl) Pipetler:

Diiz ve dar bir bosluklari vardir. Taksimatlar1 suya gore yapilir; dogruluklari,
maksimum kalibrasyon c¢izgisine gore garanti edilmistir. Dereceli bir pipetin total hacmi {ist
ucunda yazilidir. Baz1 pipetlerde ise iist ucta “0” rakami vardir; bu tip pipetlerin total hacmi
alt uctaki en son taksimattan anlasilir; alttaki taksimatta goriilen say1 kendinden sonra gelen
tam sayiya tamamlanarak pipetin hacmi saptanir.

Dereceli pipetler, degisik hacimlerde olurlar; en ¢ok 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml ve 25 ml
hacimde olanlar kullanilir.

Dereceli pipetler, biiyiik bir hassasiyet gerektirmeyen hallerde kullanilirlar.
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Sulandirma Pipetleri:

Eritrosit ve 10kosit sayiminda kullanilirlar. Ucunda 0,1°den 1’e kadar derecelenmis bir
kapiller boru ile bu borunun agildig1 genis bir bosluktan olusur. Eritrositler sayim icin en az
100 defa, 10kositler ise en az 10 defa sulandirildig1 i¢in siskinlik 16kosit pipetinde daha
kiiciiktiir. Sigkin kistmda bulunan cam boncuk (eritrosit pipetlerinde kirmizi, 16kosit
pipetlerinde beyaz) sulandirma ¢ozeltileri ile kanin karigmasini saglar.

Mikropipetler:

Genellikle 10-500 pl hacimlerdeki pipetlerdir.

Mikropipetlerin iist kismindaki basma butonu iki asamalidir. Olgiim yaparken; pipet
once almak istenen miktara ayarlanmali, butun ilk asamaya kadar basildiktan sonra pipetin
ucu siviya daldirilmali ve yavasca butondaki baski azaltilarak sivinin pipete dolmasi
saglanmalidir. Daha sonra buton ikinci agamasina kadar iyice bastirilarak pipetin ucundaki
stvinin bosaltilmasi saglanmalidir.
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Semiotomatik Pipetler ve Dispensirlar (dagiticilar):

1 ml’den 20 ml’ye kadar ¢esitli biiyiikliiktedirler. Hacmi dijital olarak gosteren
modelleri de vardir. Numuneyi igine ¢eken kisim cam, silikonize cam vaya plastik olabilir;
genellikle i¢ ylizeyinde camdan daha az miktarda sivi tutmaya meyilli olan dispozibil (tek
kullanimlik) plastik bir maddeden yapilir.

Dispensirlar, belli miktarda sivinin ¢ok sayidaki tiiplere esit hacimlerde dagitimin
saglayan aletlerdir. 1 pl-20 ml aras1 hacimlerde sivi dagitimi yapabilirler. Dispensir, dagitimi
yapilacak siv1 ile kopiik yapmadan doldurulmalidir ve hava kabarciklarini ortadan kaldirmak
icin ilk attm mutlaka sivinin ana kabma yapilmalidir. Sonraki atimlar seri halde kopiik
olusturmadan yapilmalidir.

Pipet ile bir ¢cozeltiden belli hacimde sivi alma ve aktarma:

%

b

1) Olgiilecek hacme uygun pipet segilmelidir. Pipetin ucuna yakin bdlgelerin
hassasiyeti daha az oldugu i¢in alt ugtan 6lgiimler yapilmamalidir.

2) Pipet, iist ucuna yakin kismindan basparmak ile son {i¢ parmak arasinda tutulur.
[saret parmagi, siviy1 g¢ekince akmamasi igin iist ucu kapatacak sekilde hazir
olmalidir.

3) Pipetin bosaltma ucu, alinacak sivinin i¢ine daldirilir. Bu esnada pipet yeter
derecede sivinin i¢ine girmelidir ve pipete sivi ¢ekerken hava girmemesine dikkat
etmelidir.

4) Siv1, hafif bir emme ile pipetin agiz ucu tarafindaki seviye isaretinin {ist kismina
kadar c¢ekilir ve pipetin agiz ucu isaret parmagi ile cabucak kapatilir.

5) Pipetin bosaltma ucu sivi alinan kaptaki sivi i¢inde iken, pipetin agiz ucunu
kapatan isaret parmagina hafif gevseme hareketleri verilerek sivi seviyesi istenilen
isaret ¢izgisine kadar distriiliir. Bu esnada isaret parmagi pipetin agiz ucundan
uzaklastirilmamalidir.
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6) Pipet s1v1 alinan kaptan disar1 alinir ve pipetin disinda bulunan fazla siv1 bir siizgeg
kagidi veya temiz bir tiilbent ile silinir.

7) Pipet, alinan sivinin konulacagi kaba tasinir ve pipetin bosaltma ucu bu kabin
kenarina temas ettirilir.

8) Pipetin agiz ucundan isaret parmagi uzaklastirilir ve pipet igeriginin bosalmasi
beklenir. Pipet iceriinin tam olarak bosalmasi i¢in pipetin dikey tutulmasi
gereklidir.

9) Pipet igerigi tamamen bosaldiktan sonra, pipetin ucunda kalan damla gerekirse
iflenerek alinir; pipetin agiz ucu tarafindaki bir halka, pipetin tiflenmesinin gerekli
oldugunu gosterir.

Pipetlerin temizlenmesi:

1) Pipetler, kullanildiktan sonra serum, kan ve kimyasal ¢ozelti kalintilarinin pipet
icinde kurumamasi i¢in hemen musluk suyu ile dolu bir silindire konulurlar.

2) Iginde kan pihtis1 bulunan pipetler, %10’luk Potasyum hidroksit ¢ozeltisi iginde 12
saat birakilirlar.

3) Yagl pipetler, bikromat temizleme ¢ozeltisinde 12-24 saat birakilirlar.

4) Pipetler, iclerinden musluk suyu gecirmek suretiyle iyice temizlenirler. Eger
otomatik pipet yikayici varsa pipetler otomatik yikayicinin tasiyicisina bosaltma
uclar1 yukari gelecek sekilde konur ve pipet tasiyict da yikayici kaba konur; bundan
sonra musluk suyunun akisi yikayici saatte 8 defa dolup bosalacak sekilde
ayarlanir; 3-4 saat sonra pipet tasiyicisi ¢ikarilir.

5) Pipetler distile su ile 3 defa durulanir.

6) Pipetlerin lizerlerindeki suyun akmasi i¢in en az 10 dakika beklenir.

7) Pipetler, 90°C’lik bir etiivde yaklasik 1 saat birakilarak kurutulur.

1.4.2. Biiretler:

S
* p s e St §
i ‘:

Bir ¢esit pipettirler, fakat bunlarin bosaltma ucunda sivinin akigini kolayca kontrol
edebilmek i¢in bir kapama muslugu vardir. Cesitli biiyiikliikte biiretler vardir; kapasitesi 2 ml
vaya daha az olanlarina mikrobiiret denir.

Titrasyon isleminde kullanilirlar. Biiretler yagdan tamamiyla temiz olmalidir. Sivinin
biiretin icini 1slatmasindan kaynaklanan hatalar1 engellemek i¢in sivinin akis hizi yavas
olmalidir.

Biiretlerin i¢ine konan ¢dzeltiler genellikle “normal” ¢ozeltilerdir.
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Biiret ile titrasyon yapilmasi:
H

NaOH 0.05M

1) Biiret 6nce “0” ¢izgisini asacak sekilde bir huni yardimiyla doldurulur.

2) Huni ¢ikarilir ve alttaki musluk saga-sola g¢evrilerek icindeki sivi bir miktar akitilir,
bdylece biiretin hi¢bir kisminda hava kabarcigi kalmamasi saglanir.

3) Alt musluk agilarak sivi yiizeyinin konveksligi sifir ¢izgisine teget olacak sekilde
ayarlanir. Boylece biiret titrasyona hazir hale getirilmis olur.

4) Titrasyon daima oturarak yapilmalidir. Titrasyon sirasinda musluk, sivinin damla
damla akmasi i¢in hafifce acilirken titrasyon kab1 boyun kismindan serbestge tutularak
diizenli bir sekilde calkalanir.

1.4.3. Dereceli Silindirler (Ol¢ii Silindirleri, Meziirler):

Silindir bi¢iminde, ¢esitli ¢ap ve boyda, hacim 0Olgen, lizerlerinde hacim gostergesi
cizgiler bulunan cam veya plastik kaplardir. Kapakli veya kapaksiz olabilirler. Bazilarinda iist
tarafta igindeki s1viy1 bosaltmaya elverisli bir ¢ikint1 vardir.

Meziirler, biiylik bir hassasiyetle calismayr gerektirmeyen Ol¢lim islerinde
kullanilirlar.
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1.4.4. Balon Joje (Olcii Balonlan):

Belli hacimde, alt kisimlar1 yuvarlak ve siskin, iist kisimlar1 ince uzun boyunlu kapakli
cam veya plastik kaplardir. Boyun kisminda bir kalibrasyon ¢izgisi bulunur; bu ¢izgiye kadar
aldiklar1 s1vi miktar tizerlerinde yazilidir. Cesitli hacimlerde bulunurlar.

Hassas ¢ozeltiler va ayira¢ hazirlanmasinda, bir maddeyi belli bir oranda seyreltmek
gibi islemlerde kullanilirlar.

St hacmini olcerken dikkat edilecek noktalar:

1) Damla olusumu 6nlenmelidir. Eger pipet veya biiret tam olarak temiz degilse, alt ucunda
damla olusumuna yol acarak sivi dl¢iimiinde hatalara yol acar. Bunun 6nlenmesi i¢in, pipet ve
diger cam malzemeler yagdan tamamen temizlenmis olmalidir. Bu amagla bikromat
temizleme soliisyonu kullanilmalidir.

Bikromat temizleme ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

a) Istya dayanikli 1000 mL’lik bir cam balona 500 mL su konur.

b) Cam balondaki su lizerine 250 mL konsantre siilfiirik asit, devamli karistirma

suretiyle eklenir.

¢) Cam balonun agz1 bir beherle kapatilir ve soguyuncaya kadar {lizerinden soguk

¢esme suyu gegcirilir.

d) Cam balondaki karisima 100 gram potasyum bikromat eklenir ve tamamen

¢oziiliinceye kadar karigtirilir.

e) Voliim, su ile 1000 mL’ye tamamlanir.

2) Meniskiis ¢izgisine dikkat edilmelidir: Ozellikle kiigiik ¢apl tiiplerde, yiizey geriliminden
dolay1r sivilarin kavis olusturan iist ylizeyine meniskiis ¢izgisi denir. Eger sivi iginde
bulundugu kabr 1slatiyorsa (6rnegin su) meniskiis ¢izgisi konkavdir; civa 6rneginde oldugu
gibi sivi bulundugu kabi islatmiyorsa konvekstir. Biitiin Ol¢limler, meniskiis ¢izgisi goz
hizasina getirildikten sonra yapilmalidir.

Meniscus \ =

50

Eye level

i

Li

Renksiz sivinin seviyesi, meniskiis ¢izgisinin altindan okunmalidir.

Renkli sivinin seviyesi, meniskiis ¢izgisinin iistiinden okunmalidir.

Civanin seviyesi, meniiskiis ¢izgisinin iistlinden okunmalidir.
3) Hacmi o6l¢iilecek sivinin sicakligi, dl¢ii aleti iizerinde yazili olan kalibrasyon sicakligi
(genellikle 20°C’dir) ile ayni olmalidir.
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1.5. Kimyasal Maddeler (Kimyasallar)
1.5.1 Yapilarima Gore Kimyasal Maddeler

1.5.1.1. Elementler: Ayni cins atomlardan meydana gelen saf maddelerdir.

Atoen Ho
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Grap (1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1424 3B 4B SB 6B 7B 8B 1B 2B 3A 44 |5A 6A TA | 8A
Perivad

. 1 2
H He

2 |34 5 6 |7 ‘s 5 10
Li Be BE C N O F |He

3 |11[12 13 R . 17 | 12
Al B P 01 | A

Ha Mg
4 21 (22 23 |24 (25 26 (27 | 2B [ 29 |30 |31 3% | 33 35 | 38
s Ti ¥V Cr |Mn Fe |Co | Hi |[Cu | 2Zn Ga Ge | As Br | Er
37 |38 39 40 41 42 (43 44 (45 46 | 47 42 49 S0 51 52 (53 | 54
= Eh | B Y Z Hb Mo Te Ru Bh | Pd Az Cd [Im 2n | 83b | Te I |XHe

6 ST S S R o e S S A B - i R = A 7 B - . S i ]
Csz Ba Lu Hf Ta W Re Oz Ir |Pt Auw Hg TI Pb  Bi Fo &t En
8T | BE 103 104 105 106 107 108 1089 |110 111 |112 |113 114|115 |11&a 117 |11E
Fr Ra Ly |Rf Db | 3g Bh Hs Mt |Uun Uwm Uub | Uut Uug Uup Uuh Tus Tuo

Lonfaidler * 57 8 59 60 61 62 63 64 65 66 67 63 69 70
antanidlel Lz Ce Pr Nd Pm Sm Ew Gd Th Dy Ho Er Tm Thb

Altimidler || 5 |98 51 [927[93 94 [95 [96 [97 [98 [99 100 [101 [102
Alktmidler Ac |Th Pa | U Np Pu Am Cm Bk | Cf Es Fm Md | No

1A 0

1 2

b 11 * 11 IVA WV VI VIl i
1,008 A A s A A [1IA | 4,003
3|4 EI m 1. f L f s BollEE Y | 10
] ements o IT€ s pepzye1:e »
6.941 | 9.012 10,81 | 1201 1401 1600 1900 20,18
11 12 13 14 15 16 17 18
Na Mg Al Si P S Cl Ar
2299 2431 WIB IVB VB VIB VIIB VIIB B B | 2698 2809 3097 3207 3545 3995

19 20 21 22 23 et | 25 26 27 28 29 | 31 32 L] 3 35 6
K Ca Sc Ti v Cr  Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As  Se Br Kr
3010 4008 4496 4787 5094 5200 5494 5585  S803  SRG0 6355 6530 | 6972 | 7261 7492 TRO6 7990 8380
a7 8 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 30 51 52 53 5
Rb Sr Y ir Nb Mo Te Ru Rh Pd Ag Cd In Sn Sh Te 1 Xe
$5.47 | 87.62 | 8891 | 91,22 | 9291 | 9594 | (98) | 101.1 | 1029 1064 | 1079 | 1124 | 114.8 | 1187 1218 | 127.6 | 1269 | 1313
55 56 57+ 72 73 74 75 76 17 78 79 80 8l 82 83 84 85 86
Cs Ba La Hr Ta W Re 0s Ir Pt Au Hg T Ph Bi Po Al Rn
1329 | 137.3 | 1389 1785 1809 | 1838 | 1862 | 1902 | 1922 1951 | 197.0 | 200.6 | 204.4 | 2072 2000 209)  (210) | (222)
87 88 89 |04 105 106 107 108 109 1o 11 12 | 113 14 | 115 e 117 118

Fr Ra Ac RI Dh Sg Bh Hs Mt

(223) | (226) | (227) | (261) | (262) | (263) | (264) | (265) | (268)  {269) | (272) | (277} (285) (28Y) (293)

58s 350 60 61 62 63 64 65 6 67 68 69 70 71
Ce Pr Nd Pm  Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er  Tm Yb Lu
1401 | 1409 | 1442 | (145) | 1504 1520 157.3 1589 | 1625 | 1649 | 1673 1689 173.0 1750
D=2 9] 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103
Th Pa U Np Pu Am Cm Bk Cr Es Fm Md No Lr
2320 | 231 1 2380 | (237) | (244) | (243) | (247) | (247 | (251) | (252) | 257y | {25%) | (259) | (262)

Most abundant, essential for all organisms: C, N, O, P, S, H

Less abundant, essential for all organisms : Na, Mg, K, Ca, Cl

Trace levels, essential for all organism: Mn, Fe, Co, Cu, Zn

Trace levels, essential for some organisms: V, Cr, Mo, B, Al, Ga, Sn, Si,
As, Se, 1,
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+1 42 +4 -1 -2 -3
Li+1 r.uﬂrgﬂ ’&J+3 F—1 D—E N-ﬂ
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pi+! Bat? Cr3 Br SDf P
AgH Z+2 E Silfat | Fosfat
Cut! Mi+? OH- 802
NHT ote Hidroksit [ oj|fit
Amoryum _ ND; | CDZ
Hg+e Mitrat |Karbonat
Mo, | Cr0;
Mitrit |Kromat
G
Siyanr
CHSCCID'
Azetnt

Alkali Metaller (Na, K....):

Cok aktif maddelerdir. Hava ortaminda saklanamazlar. Petrol eteri i¢inde saklanirlar.
Bu metaller, su ile, sulu asitler ile ¢ok siddetli ve patlamalar seklinde ekzotermik tepkimeler
vererek H gazi ¢ikarirlar; ¢cikan H, gazi kendiliginden tutusarak yangina neden olabilir.
Toksik Metaller:
Civa

En 6nemlileri civa, kursun, kadmiyum ve nikeldir.

Civa, oda sicakliginda sivi olan bir metaldir. Kolay buharlasir ve civa buharlar1 ¢ok
zehirlidir.

Kursun, yumusak ve kolay islenebilme o6zelligi nedeniyle bir¢ok kullanim alani
bulmustur. Kimyasal aktivitesinden dolayr hava oksijeni ile birleserek iizeri koruyucu bir
oksit tabakasi ile kaplanir.

Kadmiyum, Giimiis renginde bir metaldir. Havada kolaylikla oksitlenir.

Arsenik: Yar1 metal O6zellik gosteren bir elementtir. Erime noktasi diisiiktiir ve kolay
buharlasir. Arsenik buharlari, solunum yollariyla alindiginda ¢ok siddetli zehir etkisi gosterir.
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Bakar: Elektrigi diger biitiin metaller i¢inde giimiisten sonra en iyi ileten kirmizimsi bir
metal.

Cinko: Mavimsi acik gri renkte, kirilgan bir metal. Normal sicaklikta havada birakilan
metalin yilizeyinde koruyucu bir tabaka olustugundan bu sicaklikta halojenlere bile
dayaniklidir. HCI gazi ¢inkoyu ¢ok ¢abuk korozyona ugratir.

Demir: Demir, tiim metaller i¢inde en ¢ok kullanilandir ve tiim diinyada iiretilen metallerin
agirlikca %95'ini olusturur.

Kiikiirt: Limon sarisinda ametal, yalin kati maddedir.

Brom:

Oda kosullarinda koyu kizil renkli sividir. Halojen ametaldir. Molekiiler brom oldukg¢a
reaktif oldugu i¢in, sivi halde cilde temasindan kesinlikle kaginilmalidir. Gaz haldeki bromun
solunmasindan kaginmak gerekir; solunum sistemini tahris eder.

Iyot:

Koyu gri-koyu mor bir kati olan iyot, 1sitildig1 zaman siiblimasyonla burnu tahris
edici, pembe-mor bir gaza doniisiir. Suda az ¢6ziiniip sar1 bir ¢ozelti olusturur.
Fosfor:

Oda kosullarinda beyaz, kirmiz1 ve renksiz kat1 ametaldir. Son derece yanict olan
beyaz fosfor ¢cok defa, sis meydana getirmek i¢in kullanilir.
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1.5.1.2. Bilesikler: Birden fazla elementin belirli oranlarda kimyasal yollarla bir araya
gelerek, kendi 6zelligini kaybedip olusturduklari yeni saf maddelerdir.

Bilesik adi Formiil Molekiil agirhigr | Ekivalan agirhig:
Hidroklorik asit HCI 36,46 36,46
Siilfiirik asit H,S0, 98,08 49,04
Fosforik asit H;PO, 98,00 32,67
Nitrik asit HNO; 63,01 63,01
Amonyum hidroksit NH,OH 35,04 35,04
Sodyum hidroksit NaOH 40,00 40,00
Potasyum hidroksit KOH 56,10 56,10
Bakir 1 hidroksit CuOH 80,55

Bakir 2 hidroksit Cu(OH), 97,55

Sodyum karbonat Na,CO; 106,00 53,00
Sodyum bikarbonat NaHCO; 84,00

Sodyum kloriir NaCl 58,45 58,45
Potasyum kloriir KCl 74,55 74,55
Kalsiyum kloriir CaCl, 111,00 55,50
Amonyum kloriir NH,CI 53,49

Baryum kloriir BaCl, 208,24

Demir 3 kloriir FeCl; 162,21

Potasyum iyodiir KI 166,00

Sodyum iyodiir Nal 149,89

Bakair stilfat (susuz) CuSO, 159,6 79,8
Bakair siilfat pentahidrat CuSO045H,0 249.7

Giimiis nitrat AgNO; 160,88 160,88
Sodyum nitrat NaNO; 84,99

Sodyum nitrit NaNO, 68,99

Potasyum permanganat KMnOy4 158,03

Bakir 1 oksit Cu,0 143,09

Bakir 2 oksit CuO 79,55

Civa 1 oksit Hg,0 417,18

Civa 2 oksit HgO 216,59

Okzalik asit (COOH), 90,04

Okzalik asit dihidrat (COOH),-2H,0 126,06

Asetik asit CH;COOH 60,05

Kursun asetat Pb(C,H;03,), 325,20

Glukoz C6H1206 1 80,00

Sukroz C12H22011 341 ,99

Glisin NH,CH,COOH 75,07

Ure (NH,),CO 60,07

Molekiil agirligi, bir maddenin molekdiliiniin yapisina katilan tiim atomlarin agirliklarinin
toplamidir. Ornegin suyun (H,0) molekiil agirhgs; 2 x 1,008 + 16,00 = 18,016°dir.

Molekiil agirliginin gram cinsinden ifadesi mol olarak tanimlanir. 7/1000 mol=1 mmol veya 1

mol=1000 mmol.
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Ornegin 1 mol (1000 mmol) su, 18,016 gram su demektir veya 18,016 gram su 1 mol’diir.
Gergekte 1 mol (1000 mmol) suda Avogadro sayis1 (6,023 x 10*) kadar su molekiilii bulunur.

Ekivalan agirlik (esdeger agirlik), bir element veya bilesigin 1 mol hidrojen ile birlesen veya
onun yerine gegebilen miktarini ifade eder; molekiiler agirligin valansa (degerlik) boliimiine
esittir.

Ekivalan agirligin gram cinsinden ifadesi, ekivalan sayis1 (Eq) olarak tanimlanir. 7/71000
Eq=1 mEq veya 1 Eq=1000 mEq.

Ornegin 1 ekivalan HCI, 36,46 gram HCI demektir veya 36,46 gram HCI, 1 ekivalan HCIdir.
Ayni sekilde 1 Eq (1000 mEq) kalsiyum, 40,08/2=20,04 gram kalsiyum demektir veya 20,04
gram kalsiyum 1 Eq (1000 mEq) kalsiyumdur.

Valans (degerlik), bir asit icin molekiildeki yer degistirebilen H atomlar1 sayisi, bir baz igin
molekiildeki yer degistirebilen OH™ iyonu sayisi, bir tuz i¢in molekiildeki (+) yiiklii iyonlarin
yerine gecebilecek H™ iyonu sayisi, oksidan bir madde igin reaksiyon sirasinda almip verilen
elektron sayisidir.

Asitler:

i 1.08450.1000

— s
_ Saigetersiun ¢

|

\

Deriye temas ettiginde, solundugunda, agiz yoluyla alindiginda kuvvetli tahris edici
maddelerdir. Derisik asitler seyreltme amaciyla suyla karistirilinca ekzotermik tepkime
sonucu ¢ok biiyiik 1s1 agiga ¢ikar ve sigramalara neden olur. Asitler, birgcok metal kaplari, bazi
plastik kaplar kolayca ¢ozerler; giysilere bulastiklarinda yakici, delici 6zellik gosterirler.

Asitlerle temas edildiginde eger giysilere bulasmissa hemen c¢ikartilmalidir. Asidin
bulastig1 bolge bol su ile iyice yikanarak temizlenmelidir. Su yoksa, asidin bulastig1 bolge
seyreltik NaHCOs3 ¢ozeltisi (%1°lik) ile notiirlestirilmeli veya pamuk, sargt bezi gibi emici
maddelere emdirilerek temizlenmelidir.

Bazlar:

-

Cietg 09 ;fJ
SODIUM HYDROXIDE zﬁj

Bl
PITASSILM HY DROXIDE 5
Las Grade i ‘sbGrade

|

o

NaOH, KOH gibi anorganik bazlar ve bir¢ok organik bazin derisik ¢ozeltileri kuvvetli
tahris edici ve asindiricidir. Bunlarla ¢alisirken deriye temas etmemesine dikkat edilmeli,
kaza aninda bol su ile yikanarak temizlenmeli veya seyreltik asetik asit ¢ozeltisi (%1°lik) ile
notiirlestirilmelidir. Asit ve baz ¢ozeltilerini seyreltirken asla su iizerine dokiilmemelidir.
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Giimiis Nitrat:

Cozeltisi, goz ve solunum yollarinda tahrise neden olur. Deriye temas ettiginde Ag,O
olusumu nedeniyle deriyi siyah renge boyar.
Bakir Siilfat:

Goztas1 olarak da bilinir. Mavi ve kokusuz bir maddedir. Cilde temas ettiginde hafif
irritasyona neden olabilir. Goze temas ettiginde korneada hasar meydana gelebilir. Yanlislikla
icildiginde veya yutuldugunda : mide agrisi, kusma, ishal, kan basincinda diisme
(hipotansiyon), carpinti, asidoz, bayilma sikayetleri ortaya ¢ikabilir. Kisa siire i¢erisinde 6liim
meydana gelir.

Eter:

Bir oksijen atomunun iki organik kokle baglandigi (R-O-R) organik bilesik sinifi. En
yaygin olarak kullanilan iki eter; dietil eter (veya etil eter, ,CoHsOC,Hs). Kolay buharlagsan
maddelerdir. Eterle calisirken eter buharlarinin solunmasi sonucu zehirlenmeler olabilir.
Cerrahide kullanilan ilk anestezi maddesidir. Yanmaz oldugundan Obiir anestezi
malzemelerinin yerini almistir. Bayiltma i¢in kullanilir.
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Kloroform:

CHCL, 0 e

Chloroform’/

ek

Anestezik (uyusturucu) etkisi olan bir kimyasal. Kimyasal formiilii CHCI; olup,
triklormetan da denir. Agir, renksiz bir sivi olup 61°C'de kaynar. Kolay buharlasir. Yaglar
cozer. Kimyasal islemlerde ¢ok kullanilir.

Karbon Tetrakloriir:

i
|, CARBON
JETRACHLORINE

e |

Laboratuarlarda genellikle ¢oziicii olarak sik¢a kullanilir. Karaciger metabolizmasini

bozup yaglanma yapar.
Asetik Asit:

CH;COOH formiillii bir organik asittir; sirkeye eksi tadini ve keskin kokusunu
vermesiyle bilinir. Suda tamamen ¢6ziiniir. Tuz ve esterine asetat denir. Yogun asetik asit
cildi yakar, géze kalic1 zarar verir ve ciltte kabarciklar olusmasina neden olur.

Okzalik Asit:

_ .i\m“\ . X ’ --'k'

HO,CCO;H formiilld, iki karboksil gurubunun direkt olarak baglanabilmesi ile olusan
tek bilesiktir. Bu yiizden en kuvvetli organik asitlerden biri olarak bilinir. Kristal yapili (erime
noktas1 189°C), renksiz ve zehirli bir organik karboksilik asittir. Kendisinin, potasyum veya
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kalsiyum tuzu halinde bazi bitkilerde bulunur. Kolayca yiikseltgenebilir ve bu 6zelliginden
dolay1, beyazlatma , pas ve miirekkep lekesini ¢ikarma gibi islemlerde kullanilir.
Glukoz (Glikoz):

Alt1 karbon atomu ve bir aldehid grubuna sahip bir basit sekerdir (monosakkarid).
Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi’'nin (IUPAC) 06nerdigi adlandirma
kurallarina gore "glikoz", monosakkarid yerine kullanilan bir sozciiktiir, glukoz ise burada sz
konusu olan seker tiiriidiir. Glukoz, yasam i¢in en énemli karbohidratlardan biridir.

1.5.2. Tehlike Ozelliklerine Gore Kimyasal Maddeler
1.5.2.1. Patlayic1 (Explosive, E) Maddeler:

Is1, 151k gibi termik enerji ile veya vurma, siirtme, ¢arpma gibi mekanik enerji ile
molekiil yapilar1 bozulup ¢ok miktarda 1s1, gaz ve yiiksek basing olusturarak ekzotermik
tepkime veren madde ve karigimlaridir.

Iyot benzen, etilnitrat, etilnitrit, pikrikasit, trinitrobenzen, trinitrotoluen,
trinitrogliserin (nitrogliserin) patlayict maddelerin bazilaridir.
1.5.2.2. Oksitleyici (Oxidising, O) Maddeler:

Ozellikle yanic1 maddelerle veya hava oksijeni ile yanmayan bazi maddelerle temas
edince onlar1 yiikseltgeyerek ekzotermik bir tepkime veren ve bu tepkimede indirgenebilen
madde veya karisimlardir.

Organik peroksitler, peroksiasetikasit, permanganat, kromat, nitrik asit, nitratlar,
nitritler, anorganik peroksitler, kloratlar, perkloratlar oksitleyici maddelerin bazilaridir.
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1.5.2.3. Alev Alic1 Maddeler:

Kolayca buhar haline gecen ve buharlart hava ile kariginca patlayic1 karigimlar
olusturan maddelerdir. Ug grupta toplanirlar.
Asirt Alev Alict (Extremely Flammable, F') Maddeler: Tutusma sicakliklari 0°C’nin
altindadir. Propan, siklopropan, biitan, pentan, dimetileter, dietileter, propilamin, etilamin,
trimetilamin asir1 alev alict maddelerin bazilaridir.
Kolay Alev Alici (Highly Flammable, F) Maddeler: Hava ile temas ettiklerinde
kendiliginden 1sinan ve hava oksijeni ile reaksiyona girerek alevlenebilen veya ates kaynagi
ile kisa siire temas ettignde tutusup yanmaya devam eden madde va karigimlaridirlar. Bunlar
ii¢ grupta toplanirlar.

Oda sicakhiginda kendiliginden tutusabilen maddeler. Ornegin metalkarbonil
bilesikleri.

Tutusma sicakligs <21°C olan sivilar. Ornegin metil alkol, etil alkol, propil alkol, butil
alkol, pentil alkol, aseton, benzen, toluen, etil asetat.

Nemli hava veya su ile temas ettiginde kimyasal bir tepkime sonucu g¢ok kolay
tutusabilen gaz olusturan madde ve karisimlari. Ornegin alkalimetaller, beyaz fosfor.
Alev Alct (Flammable) Maddeler: Tutusma sicakligi 21°C ile 55°C arasinda olan sivi
haldeki madde ve karisimlaridirlar. Bunlarda tehlike sembolii kullanilmaz. Ornegin
metilstiren.
1.5.2.4. Toksik (zehirleyici) Maddeler:

Biyolojik bir sistemdeki normal fonksiyonlar1 bozabilen ve bu nedenle saglhiga zarar
verebilen maddelerdir. Toksik maddelerin biyolojik etkisi doz ile belirtilir; 6ldiiricii doz
(Letal Dose, LD), canlinin viicut agirhiginin kg’1 basina mg olarak alman miktardir. Bir
defada alinan ve 14 giinliik gbzlem sonucunda deney hayvanlarinin yarisinin 6lmesine neden
olan doz 6ldiiriicti doz olarak kabul edilir ve LD50 ile gosterilir. Toksik maddeler, ¢ok toksik
madde ve toksik madde olarak iki sinifta toplanmustir.

Cok Toksik (Very Toxic, T*) Maddeler: Cok az miktarda (eser miktarda) solundugunda, agiz
yoluyla alindiginda veya deri yoluyla emilerek alindiginda insan sagligi iizerinde akut veya
kronik rahatsizliklara veya 6liime neden olan madde ve karigimlaridirlar. Potasyum siyaniir,
hidrojen siilfiir, azot dioksit, hidrojen floriir, brom, fosgen, tetraklor etan, dimetil siilfat,
nitrogliserin, nitrobenzen, nitroanilin, metilcivakloriir cok toksik maddelerin bazilaridir.

Toksik (Toxic, T) Maddeler: Az miktarda solunum, agiz ve deri yoluyla alindiginda canli
sagligr tlizerinde akut veya kronik rahatsizliklara veya Oliime neden olan madde ve
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karisimlaridirlar. Kiikiirtdioksit, klor, amonyak, klorasetikasit, karbon tetrakloriir, fenol,
krezol, anilin, dimetilanilin, diaminobenzen toksik maddelerin bazilaridir.
1.5.2.5. Saghga Zararh (Harmful) Maddeler:

Solunumla, ag1z yoluyla veya deri yoluyla alindiginda insan saglig: lizerinde akut veya
kronik rahatsizliklara veya 6liime neden olan madde ve karigimlaridir. Toluen, diklormetan,
kloroform, okzalik asit, glikol, siklohekzanol, benzaldehid, benzil alkol, aminofenol,
mangandioksit, iyot, potasyum floriir sagliga zararli maddelerin bazilaridirlar.

Tahris Edici ( Irritant, Xi) Maddeler: Deri ile veya mukoza ile dogrudan temas ettiginde
dokundugu yeri tahris ederek gegici veya kalici rahatsizliklara neden olan maddelerdir. Bir
kimyasal maddenin tahris edici sayilabilmesi i¢in deri ile temasinda en az 24 saatlik siire
icerisinde etkisini gOstermesi gerekir. Zayif organik asitler, asitanhidritler, bazlar, alkoller,
aminler, asit ve baz ¢ozeltileri tahris edici maddelerin bazilaridirlar.

Hassasiyet Verici (Sensitising, Xn, Xi) Maddeler: Hidrazin, formaldehid, siyanamid,
tetrakloronitrobenzen, akrilat, deride alerjiye neden olan hassasiyet verici maddelerin
bazilaridirlar. Kobalt, nikelsiilfat, fitalik asidin anhidriti solunum yollarinda alerjiye neden
olan hassasiyet verici maddelerin bazilaridirlar.

1.5.2.6. Asindirici1 (Corrosive, C) Maddeler:

Deri ile temas ettiginde derinin asinmasina ve tahrip olmasina neden olan; goz,
akciger, mide gibi organik dokulara zarar veren; metalleri ve bazi yapi1 malzemelerini
asindiran maddelerdir. Bunlar, deride yaptiklar1 tahribata gore asindirict (korozif) ve ¢ok
asindirict (¢cok korozif) olmak iizere iki grupta toplanirlar.

Asindirict Maddeler: Deriye temas edince 4 saat icinde etkisini gosteren asindirici
maddelerdir. Hidroklorik asit, hidroflorik asit, fosforik asit, ¢inko kloriir, aset anhidrit,
amonyak ¢6zeltisi, benzilamin, kalay tetrakloriir asindirict maddelerin bazilaridirlar.

Cok Asindirict Maddeler: Deriye temas ettiginde 3 dakika icinde asindirict etkisini gdsteren
maddelerdir. Siilflirik asit, nitrik asit, hidroflorik asit, potasyum hidroksit, sodyum hidroksit,
formik asit, asetik asit, triklorasetikasit, trictilamin ¢ok asindirict maddelerin bazilaridirlar.
1.5.2.7. Kanserojen (Carcinogenic) Maddeler:

Solunum, agiz ve deri yuloyla alindiginda kanser olusumuna neden olan veya kanser
olusumunu hizlandiran maddelerdir. Agir metaller ve bilesikleri, halojenli hidrokarbonlar,
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aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler, epoksitler, N-nitrozaminler, alkilleyiciler, lifli
maddeler kanserojen maddelerdirler. Kanserojen maddeler genellikle ii¢ ana grupta
toplanirlar.

Al Grubu (Kategori 1) Kanserojen Maddeler; Kotii huylu tiimorler olusturdugu bilinen
maddelerdir. Ornegin asbest, kromatlar, kadmiyum kloriir.

A2 Grubu (Kategori 2) Kanserojen Maddeler: Deney hayvanlarinda kanser olusturdugu
bilinen ve insanlarda da ayni tehlikeyi yaratacag diisiiniilen maddelerdir.

B Grubu (Kategori 3) Kanserojen Maddeler: Kanser yapma tehlikesi olan maddelerdir.

Kotii huylu tiimorlerin olusumuna neden olan maddelere mutajenler denir. Anormal
dogumlara neden olan maddelere teratojenler denir.

Mutajen Maddeler, solunumla, agiz yoluyla ve deri yoluyla alindiginda kalitimsal ve
genetik bozukluklara neden olan maddelerdir. Akrilamit, etilen oksit, etilen imin, dietil siilfat
Al ve A2 grubu mutajenik maddelerin bazilaridirlar. Atrazin, ziran, thiran B grubu mutajen
maddelerin bazilaridirlar.

Ureme Agisindan Toksik Maddeler, solunum yoluyla, agiz yoluyla veya deri yoluyla
alindiginda erkek ve disilerin iireme organlara etki ederek kapasitelerini azaltan, anormal
dogumlara neden olan maddelerdir. 2-etoksietanol, 2-etoksietilasetat, benzopiren Al ve A2
grubu lireme agisindan toksik maddelerdendirler. Kursun asetat, nitrotoluen, nitrobenzen,
dialkil kursun, kursun kromat B grubu iireme acisindan toksik maddelerdendirler.
1.5.2.8. Cevre Icin Tehlikeli (Dangerous for the Environment, N) Maddeler:

Cevreye yayildiginda insan, hayvan, bitki, su, toprak ve hava gibi c¢evre
elemanlarindan birine veya birkagina veya tiimiine birden kisa siireli ya da uzun siireli
tehlikeli olan ve zarar veren maddelerdir.

Denizler, goller ve nehirlerde yasayan c¢esitli canlilara zarar veren maddelerin
ornekleri; amonyak, anilin, klorasetikasit, halojenler, sodyum nitrit, bakir siilfat, nitrotoluen,
tiyoiire, monoklormetandir.

Havadaki ¢esitli gazlara ve 6zellikle ozon tabakasina zarar veren maddelerin 6rnekleri;
kloroflorohidrokarbonlar, karbonmonoksit, azot oksitleri, karbon tetrakloriir, trikloretandir.
1.5.2.9. Radyoaktif Maddeler:

Atom ¢ekirdeklerinin kararsizligit nedeniyle daha kararli hale ge¢cmek icin
kendiliginden bozunarak a, B, v, B gibi cesitli 1sinlar yayan maddelerdir. Uranyum, toryum,
polonyum, radyum, radon, "*C ¢ok bilinen radyoaktif maddelerdir. Ayrica insan aktiviteleri
sonucu meydana gelen yapay radyasyonlar da vardir.
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Radyoaktif maddelerin yaydigi dogal radyasyonlar ve yapay yollarla olusturulan
radyasyonlar, canli varliklarin biinyelerinden gegerken bir¢ok kimyasal, fiziksel ve biyolojik
degisimlere neden olurlar.

Radyasyondan korunmanin birinci énlemi bu maddelerden uzak durmaktir.

1.6. Laboratuvarda Giivenli Calisma

Laboratuvar ¢alismalarinda giivenlik esastir. Calismaya baslamadan 6nce laboratuvar
kosullarmin degerlendirilmesi yapilmali, deneyde kullanilacak madde ve malzemelerin
degerlendirilmesi yapilmalidir. Laboratuvarda giivenli c¢alisma kurallarina uyulmalidir.
Laboratuvarda temizlik kurallarina uyulmalidir.
1.6.1. Laboratuvar Kosullarinin Degerlendirilmesi: Laboratuvarimizin fiziki durumunu iyi
tanimal1 ve tehlike aninda nasil davranilacagi dnceden tasarlanmalidir. Bunun i¢in asagidaki
durumlar dikkate alinmalidir.

1) Yangin ¢ikis kapisi ve yangin merdiveninin kontrolii yapilmalidir.

2) Alarm sisteminin kontrolii yapilmalidir.

3) Yangin sondiiriiciilerinin yerleri ve nasil kullanilacagi bilinmelidir.

4) Gaz ve su vanalarinin yerleri ve nasil kapatilacagi bilinmelidir.

5) Elektrik ana salterinin yeri ve nasil kapatilacagi bilinmelidir.

6) Gaz tiiplerinde kagak olup olmadig1 kontrol edilmelidir.

7) Calisma ortaminin havalandirmasi yapilmalidir.

8) Ceker ocaklarin yerleri ve acil kullanima hazir olup olmadiklar1 kontrol edilmelidir.

9) Isiklandirmanin kontrolii yapilmalidir.

10) Basingl1 gaz tiiplerinin saglam ve destege bagli olup olmadiklari kontrol edilmelidir.

11) Atiklarin muhafaza edilecegi yerler kontrol edilmelidir.

12) Raflar ve malzeme dolaplarinin giivenli olup olmadig1 kontrol edilmelidir.

13) Tehlikeli kimyasal maddelerin konuldugu kaplar, siseler, tiipler iizerindeki gerekli

uyart isaretleri kontrol edilmelidir.

14) Calisma yapilacak ortamda patlayici, alev alici, yanici, yakict ve diger tehlikeli

maddelerin olup olmadigi kontrol edilmeli ve gerekli 6nlemler alinmalidir.

15) Santriflij makineleri, basin¢l kaplar, vakum pompalar1 kontrol edilmelidir.

16) Kaza aninda kullanmak i¢in ilk yardim malzemeleri bulundurulmali ve bunlarin nasil

kullanilacagi 6grenilmelidir.

17) Her 6grenci igin laboratuvar gozligi bulundurulmalidir.

18) Revir, hastane, itfaiye gibi yardim istenecek kurumlarin telefonlari

bulundurulmalidir.

19) Biitiin personel ve dgrenciler laboratuvar giivenligi konusunda bilgilendirilmelidir.
1.6.2. Deneyde Kullanillacak Madde ve Malzemelerin Degerlendirilmesi: Yapacagimiz
deneyin en ince ayrintilarina kadar onceden iyi planlanmasi hayati 6nem tasir. Deneye
baslamadan once 6zellikle asagidakiler yapilmalidir.

1) Yapacagimiz deneye ait deney foyii ¢ok dikkatli okunmali, deneyin hangi asamalardan

geemesi gerektigi ve bu asamalarin bir listesi yapilmalidir.

2) Deneyde kullanilacak malzemelerin listesi yapilmalidir.

3) Deneyde kullanilacak malzemelerin saglam ve gilivenli olup olmadiklar

belirlenmelidir.

4) Kullanilacak malzemelerden kaynaklanabilecek kazalar ongdriilmeli ve tedbirler

alimmalidir.

5) Deneyde kullanilacak kimyasal maddelerin listesi yapilmalidir. Bu maddelerin

ozellikleri aragtirilmali ve bu yonden tedbirler alinmalidir. Kimyasal madde etiketlerinde

bulunan R isaretleri, kullaniciy1r hem tehlike sembollari acisindan hem de tehlikenin
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niteligi acisindan uyarir; S isaretleri ise bu maddelerle calisirken ortaya ¢ikacak saglikla

ilgili tehlikelerden nasil korunulacag: ile ilgili giivenlik onerilerini belirtir. Ornegin R1-

Kuru halde patlayicidir, R10-Alevlenebilir, R20-Solunumla alinirsa sagliga zararhidir,

S1-Kapali yerde saklayin, S3-Serin yerde tutun, S24-Cilt ile temastan kaginin,...

1.6.3. Laboratuvarda Giivenli Calisma Kurallari: Laboratuvarda giivenli c¢alisma igin
mutlaka asagidaki kurallara uyulmalidir.

1) Laboratuvarda mutlaka onliik giyin.

2) Laboratuvarda hi¢bir zaman yiyecek ve igecek bulundurmayin ve tiikketmeyin.

3) Laboratuvarda hicbir zaman sigara igimeyin.

4) Her tiirlii 6rnek ya da reaktifi potansiyel olarak infeksiy6z nitelikte kabul edin.

5) Deney sirasinda 6rnek ve reaktiflere direkt olarak temas etmeyin; eldiven kullanin.

6) Reaktif iceren siseleri ya da cam malzemeyi hi¢bir zaman boyun kismindan tutmayin;

malzemenin boyutuna gore bir ya da iki elinizle ana gévde kismindan tutun.

7) Asit iceren bir soliisyon hazirlarken asidi yavas yavas ve sik sik karigtirarak suyun

iizerine ekleyin; hi¢gbir zaman derisik asit iizerine su eklemeyin.

8) Agiz ile pipetlemeden miimkiin oldugu kadar kaginin.

9) Herhangi bir infeksiyoz materyalin ya da reaktifin dokiilmesi durumunda laboratuvar

sorumlusu asistanla temasa ge¢ip uygun dezenfektanla temizligi yapin.

10) Herhangi bir madde ile direkt temas sonrasinda mutlaka ellerinizi yikayin.

11) Deneyiniz bitince kullandiginiz tiipleri hemen musluk suyu ile ¢alkalayip yikayin.
1.6.4. Laboratuvarda Temizlik Kurallari: Laboratuvar temizliginde kimyasal temizlik ve
bakteriyolojik temizlik olmak iizere iki temel kavram s6z konusudur. Biyokimya
Laboratuvarlar i¢in kimyasal temizlik asagidaki basamaklardan gegilerek saglanir.

Kaba Temizlik Basamagi: laboratuarda kullanilan her tiirli alet, tiip, cam ve porselen

kaplar, pipet ve biiretler oncelikle musluk suyu ile bol miktarda g¢alkalanmali ve

yikanmalidir.

Kurumus Protein ya da Lipid Artiklarinin Temizlenmesi Basamagi: Kurumus ve

yerlesmis protein artiklari i¢in %10’luk KOH ¢dzeltisi ile uzun siire temas ve ardindan

musluk suyu ile yikama gerekir. Gozle fark edilen lipid kirleri i¢in KOH’in alkoldeki
cozeltisini uygulamak ve ardindan yine musluk suyu ile yikamak gerekir.

Diger Kirlerin Temizlenmesi Basamagi: Bu tip temizlik i¢in kromstlfiirik asit ( siilflirik

asit+potasyum bikromat)cozeltisi ve seyreltik nitrik asit ¢ozeltisi kullanilir.

Kimyasal Deterjanlarla Temizleme: Bu islemde kullanilan deterjanlar kuvvetli alkali

ozellik tagirlar, noniyoniktirler ve metal icermezler.

Distile Sudan Gegirme Basamagi: Yukaridaki basamaklarin ardindan malzemeler akan

distile suyun altindan gegirilerek ¢alkalanir.

Kurutma: Temizlikten sonra cam kaplar, pipetler, biiretler tam olarak kurutulur. Bunun

icin kurutma etiiviinde 100-150°C’de 2-3 saat tutulurlar.
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2. COZELTILER, KONSANTRASYONLAR VE COZELTi HAZIRLAMA
2.1. Cozeltiler

Cozeltiler, iki veya daha fazla maddenin homojen karigimlaridirlar.

Genel olarak bir ¢6zeltinin bilesenleri (komponentleri); ¢c6zen madde (¢dziicii, ¢ozgen,
solvent, dispersiyon ortami) ve ¢dziinmiis madde veya maddeler (¢éziinen, soliit, substrat,
dispers fazr)’dir. Coziicii genelde sivi ve sudur; alkol, kloroform gibi sivilar da olabilir.
Cozlinmiis maddeler kati, s1vi, gaz olabilir.

-

Solvent

Bir ¢oOzeltideki ¢Oziinmiis madde miktarmin  fazla olmasi, ¢o6zeltinin
konsantrasyonunun (derigiminin, yogunlugunun) yiiksek oldugu ve c¢ozeltinin konsantre
(derisik, yogun) oldugu seklinde ifade edilir; bir ¢ozeltideki ¢oziinmiis madde miktarinin az
olmasi, ¢ozeltinin konsantrasyonunun diisiik oldugu ve ¢ozeltinin diliie (az yogun, seyreltik)
oldugu seklinde ifade edilir. Derisik ¢ozeltilerde ¢oziinmiis madde miktar: fazladir, seyreltik
cozeltilerde ¢oziinmiis madde miktart azdir.
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Bir c¢ozeltide ¢oziinmiis madde miktari, belli bir degerden daha fazla olamaz.
Cozlinmiis maddenin maksimumunu (azamisini, bulunabilecegin en fazlasini) i¢eren ¢ozelti,

doymus ¢Ozelti olarak tanimlanir.

Bir maddenin 20°C” deki doymus ¢ozeltisinin 1 litresinde bulunan substratin gram
veya mol olarak miktari, maddenin c¢éziiniirliigii olarak tanimlanir; bir madde igin

¢Oziiniirliik, g/l veya mol/L olarak ifade edilir.

I
3 | ¥
: Saturated solution
R g contsining 100 mL Ha0

+ b 3 = ‘ and 36.0 g NaCl
:!:. 3
' o ~{— The addtionsl
s 7 . T
> T Y 40gNach
40.0 g MaCl 100 mL Hq remains undissalved

Doymus ¢ozeltiye eklenecek daha fazla soliit, ¢oziinmeden ¢ozeltinin dibinde ¢okelti

olarak kalir.

5% @
Soo G
@® W [S—
o% @
unsaturated o® 8%
solution ﬂ;—= o®
maore solute P =
dissalves Sl ||
2@
@ supersaturated
2 )
solution
gaturated @
solution added crystals
no more solute @ grow
dissolves

Dibinde c¢okelti olmayan doymus c¢ozeltiye ¢oziicii eklenmesi, ¢ozeltiyi daha az
konsantre veya seyreltik hale getirir. Sicaklik degisiklikleri de ¢ozeltinin doymuslugunu

7o o

degistirir.

et

s
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2.2. Cozelti Konsantrasyonlari

Bir ¢ozeltinin konsantrasyonu, ¢ozeltinin belirli bir voliimii i¢inde ¢oziinmiis olan
substrat miktaridir. Cozeltilerdeki ¢oziicii genelde sudur, sudan baska bir sivi ise bu ayrica
belirtilir.

Cozelti  konsantrasyonlari, % konsantrasyon, molar konsantrasyon, molal
konsantrasyon, normal konsantrasyon gibi degisik sekillerde ifade edilebilir. Cozeltiler de
buna gore % cozeltiler, molar ¢ozeltiler, molal ¢ozeltiler, normal ¢ozeltiler gibi cesitli
siniflara ayrilirlar.

2.2.1. % Cozeltiler

g solute
oA £ solution 2SO0
3 types of
. ml solute
trati -
concentration (V) mL Solutlonx 100%
percentages:

wpyy  gsolute e

mL solution

% w/v ¢ozeltiler: Konsantrasyonu, 100 mL ¢ozeltideki ¢oziinmiis madde miktar1 gram olarak
ifade edilen c¢ozeltilerdir. Ornegin %35°lik glukoz ¢ozeltisi dendiginde, ¢ozeltinin 100
mL’sinde 5 gram glukoz bulundugu anlasilir. Cozeltilerdeki ¢oziicli genelde sudur, sudan
baska bir s1v1 ise bu ayrica belirtilir.

% w/v cozeltilerin hazirlanmasi:

1) Hazirlanacak ¢ozelti voliimii i¢in uygun volimde kuru ve temiz bir balon joje

alinir.

2) Balon jojeye bir miktar ¢oziicii konur.

3) Hazirlanacak voliimde ¢6zeltide bulunmasi gereken soliit miktar1 hesaplanir:

Istenenkonsantrasyon(%)

100

4) Hesaplanan miktarda soliit tartilir ve balon jojedeki ¢oziiciiye eklenerek karistirma
suretiyle ¢oziiliir.

*KOH ve NaOH gibi alkalilerin ¢oziinmeleri sirasinda agiga ¢ikan fazla miktarda 1s1
balonun asirt 1isinma ile ¢atlamasina neden olabilir. Bu durumda sogutmak amaciyla balonun
disi, akan c¢cesme suyu altinda tutulmali; fakat bu swada balonun igine g¢esme suyu
kacmamasina dikkat etmelidir.

5) Balon jojenin isaret cizgisine kadar ¢oziicii eklenerek voliim istenilen degere
tamamlanir ve balonun agzi kapatilarak alt-list etme suretiyle iyice karigsma saglanir.

Ornek: 250 mL voliimde % 5 lik glukoz ¢ézeltisinin hazirlanmast:

1°) 250 mL’lik kuru ve temiz bir balon joje alinir.

2°) Balon jojeye bir miktar distile su konur.

x Istenen voliim(mL) = g tartilacak soliit miktart

5
3°) Too ™ 250 = 12,5 g glukoz tartilir ve balondaki suya eklenerek ¢oziiliir.

4°) Balonun isaret ¢izgisine kadar distile su eklenerek voliim 250 mL'ye tamamlanir
ve balonun agzi kapatilarak alt-iist etme suretiyle iyice karisma saglanir.
%w/w cozeltiler: Konsantrasyonu, 100 g ¢ozeltideki ¢6zlinmiis madde miktar1 gram olarak
ifade edilen ¢ozeltilerdir. Ornegin %5 w/w’lik glukoz ¢ozeltisi dendiginde, ¢ozeltinin 100

39



g’inda 5 gram glukoz bulundugu anlasilir. Cozeltilerdeki ¢oziicii genelde sudur, sudan baska
bir s1v1 ise bu ayrica belirtilir.

(w/w) unless stated otherwise

1 ppm = lg solut(.e _ 1mg solulte
10¢ g solution 1 kg solution

for cute aqueous solutions, ppm ~ mg
solutel, solution

%v/v cozeltiler: Konsantrasyonu, 100 mL ¢ozeltideki ¢oziinmiis madde miktar1 mL olarak
ifade edilen sivi-sivi ¢ozeltileridir. Ornegin %70 v/v’lik etil alkol ¢ozeltisi dendiginde,
¢Ozeltinin 100 mL’sinde 70 mL etil alkol bulundugu anlasilir. Cozeltilerdeki ¢oziicii genelde
sudur, sudan bagka bir s1v1 ise bu ayrica belirtilir.

(v/v) ppm is sometimes written ppmv
1 ppmv = 1 pL solute/1 L solution.

2.2.2. Molar cozeltiler: Konsantrasyonu, 1000 mL ¢ozeltideki ¢oziinmiis madde miktar1 mol
olarak ifade edilen ¢ozeltilerdir. Ornegin 2 molar (2M) glukoz ¢ozeltisi dendiginde, ¢dzeltinin
1000 mL’sinde 2 mol glukoz bulundugu anlasilir. Cozeltilerdeki ¢oziicii genelde sudur, sudan
baska bir s1v1 ise bu ayrica belirtilir.

moles of solute

molarity (M) = liters of solution

1 liter mark
Glucose
MW=180g
NacCl
MW=58. 59

1 mol madde, Avogadro sayis1 (6,023x10>) kadar birim pargacik (atom, molekiil veya
iyon) i¢eren miktarda maddedir ve 1 mol maddenin kiitlesi, gram cinsinden birim pargacik
kiitlesine esittir. Ornegin;

1 mol (1000 mmol) Ca, 40,08 g Ca (Kalsiyumun atom agirligi 40,08)
1 mol (1000 mmol) glukoz, 180 g glukoz (glukozun molekiil agirlig: 180)
1 mol (1000 mmol) Na", 22,99 g Na" (Sodyumun atom agirlig1 22,99)

40



Kati maddelerin molar ¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

1) Hazirlanacak ¢ozelti voliimii i¢in uygun voliimde kuru ve temiz bir balon joje

alinir.

2) Balon jojeye bir miktar ¢oziicii konur.

3) Hazirlanacak voliimde ¢ozeltide bulunmasi gereken soliit miktar1 hesaplanir:

Istenen voliim(L) x Istenen molarite(M) x Molekiil agirligi(g) = g tartilacak soliit

4) Hesaplanan miktarda soliit tartilir ve balon jojedeki ¢oziiciiye eklenerek karistirma
suretiyle ¢oziiliir.

*KOH ve NaOH gibi alkalilerin ¢oziinmeleri sirasinda agiga ¢ikan fazla miktarda 1st
balonun asirt 1sinma ile ¢atlamasina neden olabilir. Bu durumda sogutmak amaciyla balonun
disi, akan cesme suyu altinda tutulmali; fakat bu swada balonun igine g¢esme suyu
kacmamasina dikkat etmelidir.

5) Balon jojenin isaret cizgisine kadar ¢oziicii eklenerek voliim istenilen degere
tamamlanir ve balonun ag21 kapatilarak alt-iist etme suretiyle iyice karlsma saglanir.

)|
dissolve et dilute to i
completely ‘ the mark 0.100M
1 L —_ . CUSC)q_

250g
CuS80,5H,0

Ornek: 250 mL (0,250L) voliimde 2M Itk NaOH ¢ézeltisinin hazirlanmasi:

1°) 250 mL’lik kuru ve temiz bir balon joje alinir.

2°) Balon jojeye bir miktar distile su konur.

3°) 0,250 x 2 x 40 = 20 g NaOH tartilir ve balondaki suya eklenerek ¢oziiliir.

4°) Balonun isaret ¢izgisine kadar distile su eklenerek voliim 250 mL'ye tamamlanwr
ve balonun agzi kapatilarak alt-iist etme suretiyle iyice karisma saglanir.

Swvi asitlerin molar ¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

1) Hazirlanacak ¢ozelti voliimii i¢in uygun voliimde kuru ve temiz bir balon joje

alinir.
2) Balon jojeye bir miktar distile su konur.
3) Hazirlanacak voliimde ¢6zeltide bulunmasi gereken siv1 asit miktar1 hesaplanir:

istenenmolarite( M )xmolekiilerag(g)xistenenvoliim(L) )
= mL alinacak siv1 asit

dansitexkonsantrasyon(%)

4) Hesaplanan miktarda sivi asit alinir ve balon jojedeki suya eklenerek karistirma
suretiyle ¢oziiliir.

* H,SOy gibi asitlerin ¢oziinmeleri sirasinda agiga ¢ikan fazla miktarda 1s1, balonun
asiry 1sinma ile ¢atlamasina neden olabilir. Bu durumda sogutmak amaciyla balonun disi,
akan ¢esme suyu altinda tutulmali;, fakat bu sirada balonun igine ¢cesme suyu kagmamasina
dikkat etmelidir.

5) Balon jojenin isaret cizgisine kadar distile su eklenerek volliim istenilen degere
tamamlanir ve balonun agzi kapatilarak alt-list etme suretiyle iyice karigsma saglanir.

Ornek: 500 mL (0,500 L) voliimde 2M’lik HCI ¢ozeltisinin, dansitesi 1,19 olan %
38’lik (0,38) konsantre HCI den hazirlanmasi:

1°) 500 mL’lik kuru ve temiz bir balon joje alinir.

2°) Balon jojeye bir miktar distile su konur.
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2x36,46x0,500
1,19x0,38

0

= 80,63 mL konsantre HCI alimir ve balondaki suya eklenerek

coziiliir.
4°) Balonun isaret ¢izgisine kadar distile su eklenerek voliim 500 mL’ye tamamlanir
ve balonun agzi kapatilarak alt-iist etme suretiyle iyice karisma saglanir.

Molar ve % konsantrasyonlarin birbirine ¢evrilmesi
mol/L konsantrasyon x molekiil agirligi1 = g/L konsantrasyon
mMkonsantrasyonxmolekiilag
10 -
Yomgkonsantrasyonx10

mg/dL konsantrasyon

- mM konsantrasyon
molekiilag

2.2.3. Molal cozeltiler: Konsantrasyonu, 1000 g ¢oziiciide ¢Oziinmiis madde miktar1 mol
olarak ifade edilen ¢ozeltilerdir. Ornegin 2 molal glukoz ¢ozeltisi dendiginde, 1000 g
¢oziiciide 2 mol glukoz ¢6ziindiigii anlasilir. Cozeltilerdeki ¢oziicii genelde sudur, sudan
baska bir s1v1 ise bu ayrica belirtilir.

molality = mol solute

kg solvent

Molalite, sicaklik degisimine bagimli degildir. Konsantrasyon birimi olarak molariteye
oranla daha duyarlidir. Buna ragmen klinik laboratuvarlarda kullanimi yaygin degildir. Klinik
laboratuvarlarda kullanilan c¢ozeltiler sulu c¢ozeltiler olduklarindan molalite ile molarite
arasinda pek biiyiik fark yoktur.

Vsoln > 1.00 L Vialn = 1.00 L
Vig,0 added = 1.00 L Vi,0 added < 1.00L
0.1 molal solution 0.1 malar solution

2.2.4. Normal c¢ozeltiler: Konsantrasyonu, 1000 mL c¢ozeltideki ¢6ziinmiis madde miktari
ekivalan gram sayis1 (Eq) olarak ifade edilen ¢ozeltilerdir. Ornegin 2 Normal (2N) H,SO,
cozeltisi dendiginde, ¢ozeltinin 1000 mL’sinde 2 ekivalan (2 Eq=2000 mEq) H,SO4
bulundugu anlasilir. Cozeltilerdeki ¢oziicii genelde sudur.

equivalents of sohie

N i
® liter of solution
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Kati maddelerin normal c¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

1) Hazirlanacak ¢ozelti voliimii i¢in uygun voliimde kuru ve temiz bir balon joje

alinir.

2) Balon jojeye bir miktar ¢oziicii konur.

3) Hazirlanacak voliimde ¢6zeltide bulunmasi gereken soliit miktar1 hesaplanir:

Istenen normalite(N) x Ekivalan gram(g) x Istenen voliim(L) = g tartilacak soliit

4) Hesaplanan miktarda soliit tartilir ve balon jojedeki ¢oziiciiye eklenerek karigtirma
suretiyle ¢oziiliir.

*KOH ve NaOH gibi alkalilerin ¢oziinmeleri sirasinda agiga ¢ikan fazla miktarda is1,
balonun asirt 1sinma ile ¢atlamasina neden olabilir. Bu durumda sogutmak amaciyla balonun
disi, akan cesme suyu altinda tutulmali; fakat bu siwrada balonun igine g¢esme suyu
ka¢mamasina dikkat etmelidir.

5) Balon jojenin isaret ¢izgisine kadar ¢oziicii eklenerek voliim istenilen degere
tamamlanir ve balonun agzi kapatilarak alt-iist etme suretiyle iyice karigma saglanir.

Ornek: 500 mL (0,500 L) voliimde 2,5 N’lik NaOH ¢ézeltisinin hazirlanmasi:

1°) 500 mL’lik kuru ve temiz bir balon joje alimir.

2°) Balon jojeye bir miktar distile su konur.

3°) 2,5x 40 x 0,500 = 50 g NaOH tartilir ve balondaki suya eklenerek ¢oziiliir.

4°) Balonun isaret ¢izgisine kadar distile su eklenerek voliim 500 mLye tamamlanir
ve balonun agzi kapatilarak alt-iist etme suretiyle iyice karisma saglanir.

Swvi asitlerin normal ¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

1) Hazirlanacak ¢ozelti voliimii i¢in uygun voliimde kuru ve temiz bir balon joje

alinir.

2) Balon jojeye bir miktar distile su konur.

3) Hazirlanacak voliimde ¢6zeltide bulunmasi gereken sivi asit miktar1 hesaplanir:

istenennormalite( N ) xmolekiilerag(g)xistenenvoliim( L) )
= mL alinacak siv1 asit

valansxdansitexkonsantrasyon(%)

4) Hesaplanan miktarda sivi asit alinir ve balon jojedeki suya eklenerek karistirma
suretiyle ¢oziiliir.

* H)SOy gibi asitlerin ¢oziinmeleri sirasinda agiga ¢ikan fazla miktarda 1s1, balonun
asiry 1sinma ile ¢atlamasina neden olabilir. Bu durumda sogutmak amaciyla balonun disi,
akan ¢esme suyu altinda tutulmali; fakat bu sirada balonun igine ¢cesme suyu kagmamasina
dikkat etmelidir.

5) Balon jojenin isaret cizgisine kadar distile su eklenerek voliim istenilen degere
tamamlanir ve balonun agzi kapatilarak alt-list etme suretiyle iyice karigma saglanir.

Ornek: 250 mL (0,250 L) voliimde 0,1 N’lik HCI ¢ozeltisinin dansitesi 1,19 olan
%38’lik (0,38) konsantre HCI’den hazirlanmasi:

1°) 250 mL’lik kuru ve temiz bir balon joje alinir.

2°) Balon jojeye bir miktar distile su konur.

». 0,1x36,46x0,250 .
3%) = 2,02 mL konsantre HCI| alimir ve balondaki suya eklenerek
1x1,19x0,38

coziiliir.
4°) Balonun isaret ¢izgisine kadar distile su eklenerek voliim250 mL’ye tamamlanir
ve balonun agzi kapatilarak alt-iist etme suretiyle iyice karisma saglanir.
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Normal, Molar ve % konsantrasyonlarin birbirine ¢evrilmesi
mEq | LkonsantrasyonxMolekiilerkiitle

= mg/dL konsantrasyon

10xValans
mg | dLkonsantrasyonx10xValans
Molekileriiitle = mEq/L konsantrasyon
M konsantrasyon x Valans = N konsantrasyon
Nkonsantrasyon

= M konsantrasyon
Valans

2.2.5. Konsantrasyonlara hidrasyon suyunun etkisi: Kristal seklindeki bilesiklerde
molekiile bagli su, hidrasyon suyu olarak bilinir.

Kati maddelerin ¢ozeltilerini hazirlarken yapilacak hesaplamalarda kullanilan
formiiller, hidrasyon suyu olmayan maddelere gore yazilmistir. Hidrasyon suyu olan kristal
seklindeki kati maddelerin ¢ozeltilerini hazirlarken, formiille maddenin susuz haline gore
gerekli miktar1 bulduktan sonra, basit oranti ile kullanilacak kristalli hal i¢in gerekli miktar1
hesaplamak gerekir. Ornegin; 250 mL %10’luk CuSOy ¢dzeltisini hidrasyon suyu olmayan
bakir stilfattan (CuSO4, molekiil agirligi 160) degil de 1 molekiil hidrasyon suyu olan bakir
stilfattan (CuSO4-H,O, molekiil agirligi 178) ile hazirlayacaksak tartacagimiz CuSO4-H,O
miktari,

istenenkonsantrasyon(%)

100

X istenen voliim(mL) = g tartilacak soliit miktart

formiiliine gore bulacagimiz 100 250 =25 g degildir;

160 g CuSOy4’ten 25 g gerekirse
178 g CuSO4-H,O’dan X =? g gerekir basit orantisina gore

17825

160
X =27,81g’dr.

2.2.6. Cozeltilerin seyreltilmeleri ve ¢ozelti karisimlari

—
A
] [\ g, LI am
[ st

Cozeltilerin  seyreltilmeleri, konsantrasyonlarinin azaltilmasi, bdylece derisik
(konsantre) bir ¢ozeltinin seyreltik (diliie) bir ¢ozelti haline getirilmesi demektir.

Bir ¢ozeltinin 1/2 oraninda seyreltilmesi deyince 1 voliim ¢dzelti ile 1 volim
seyreltme sivisinin karistirilacagi anlagilir.

1 voliim ¢ozelti ile 2 voliim seyreltme sivisinin karistirilmasi, 1/3 oraninda seyreltme
demektir.
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Seyreltme sivist genellikle sudur ve bu nedenle seyreltme islemleri genellikle
sulandirma veya diliisyon olarak adlandirilirlar; seyreltme sivist da diliient olarak
adlandirilir.

sample e

OWm\E

9.9 ml

110100 "

dilution

Seyreltilen ¢ozeltilerin ilk voliim (V)), ilk konsantrasyon (C,), seyreltildikten sonraki
voliim (V) ve seyreltildikten sonraki konsantrasyon (C,)’lar1 arasinda,

Vi x C; = V; x C; seklinde bir bagint1 vardir. Konsantre bir ¢dzeltiden
belli voliimde ve belli konsantrasyonda seyreltik c¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in konsantre
cozeltiden alinacak miktar1 hesaplamada bu bagint1 kullanilir.

Ornek: % 981ik alkol ile 250 mL % 70’lik alkol ¢dzeltisi hazirlamak igin;

V1 X Cl = V2 X Cz

Vi x98=250x 70

250x70
' oog

V= 178,57 mL % 98’lik alkol alinir ve toplam voliim 250 mL olacak
sekilde distile su ile karigtirilir.

Bir maddenin voliimii V; ve konsantrasyonu C; olan ¢ozeltisi ile volimii V, ve
konsantrasyonu C, olan ¢ozeltisi karistirildiginda karigimin voliimii (V5,) ve konsantrasyonu
(C142) ile karisimi olusturan ¢ozeltilerin voliim ve konsantrasyonlari arasinda,

(Vi+2) X (C142) = V1 x C; + V; x C; seklinde bir bagint vardir.

2.2.7. Seri diliisyonlar
2mL 2ml. 2mL 2mL
DDw  DDW DDW  DDW

2mL 2 mL 2 mL 2 mlL
100%% 50%% 25% | 12.5%

100% 50% 25% 12.5% 6.25%

Seri dillisyonlarda her diliisyondan sonra elde edilen yeni ¢ozelti tekrar diliie edilir ve
bu islem ard1 ardina tekrarlanabilir. Ornegin;
0,5 mL serumun 0,5 mL fizyolojik NaCl ¢ozeltisi ile karistirilmasiyla serum
1/2 oraninda diliie edilmis olur.
1/2 oraninda diliie serumdan 0,5 mL alip 0,5 mL fizyolojik NaCl ¢ozeltisi ile
karistirirsak tekrar 1/2 oraninda diliisyon yapmis oluruz.

1 1
Art arda iki defa 1/2 oraninda diliisyon, toplam olarak —x 2= oraninda

diliisyon demektir.

45



3. pH, ASITLIiK-BAZLIK VE TAMPON COZELTIiLER

3.1.pH
Bir ¢ozeltideki H' iyonlar1 konsantrasyonunun eksi logaritmas ¢dzeltinin pH’1 olarak
ifade edilir.

pH = log,¢(1/[H]) = —log;s[H™]

25°C’de nétral bir ¢ozeltinin pH’1 7°dir. Bir ¢ozeltinin pH’1 7°den kiigiikse (H™ iyonu
konsantrasyonu daha yiiksek), ¢ozelti asidiktir. Bir ¢ozeltinin pH’1 7°den biiyiikse (H" iyonu
konsantrasyonu daha diisiik), ¢ozelti alkali veya baziktir.

Increasing concentration Increasing concentration
i of hydrogen ions [H ] of hydroxide jons [OH™ |
s acid base y
\ fise TR
| I
!
i
{
i
[H"]
| |
i [OH
|
| | it |
NGRS e e R e R S e e O N O S R
4 Ld i 4
|
battery milk of ™,
acid magnesia
| , “nousehold
most acidic maogt I ammania
raintall fishes die MR
recorded \ e
\ so0da
stomach human
acid | blood
pure water
{neutral pH)

Bir su molekiilii, ¢ok az sayida bile olsa komsu su molekiilii lehine bir proton
yitirebilir ve bdylece bir hidronyum iyonu (H;O0") olusturabilir. Sonug olarak su, az da olsa
hidronyum ve hidroksil iyonlarina ayrisir.

»>Q—-» q

Hydronium  Hydroxide
ion (H,0%)  jon (OH")
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Sulu ¢bdzeltilerde, saf suda oldugu gibi H™ ile OH’nin konsantrasyonlar1 esit
oldugunda, ¢dzeltinin nétral pH’da oldugu ifade edilir. Nétral pH’da H' ile OH’nin
konsantrasyonu birbirine esit ve 10"M’dur.

H,0 + H,0 = H;0* + OH-
H,0 —H* + OH-

Keq= [H*] [OH] Koq=1.8 X 10-16M
[H,0] [H,0] = 55.5 M

[H,0] K, = [H*] [OH]
(1.8 X 10-15M)(55.5 M ) = [H*] [OH]
1.0 X 1014 M2 = [H*] [OH] = K,
If [H*]=[OH] then [H*] = 1.0 X 107

3.2. Asitler ve Bazlar
Asitler proton vericisi (dondr), bazlar proton alicisidirlar (akseptdr).

Water acting as a base

HCl(ag) + H>O(h —— H;0%(ag) + Cl (ag)
Acid Base
{Proton donor) (Proton acceptor)

Water acting as an acid

NHs(aq) +  HyO(l) —— NH; (ag) + OH (ag)
Base Acid
(Proton acceptor) {Proton donor)

Hem proton vericisi (dondr), hem proton alicist (akseptdr) olan maddelere amfoter
maddeler denir.

e
CHs;—{CH2)10— CH>— IT~I+— CH;—CooQ
CHs

Bir proton donérii ve ona uygun proton akseptorii, bir konjuge asit-baz ¢ifti
olustururlar.
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HA + H,O0 =2 A- + H3;0"

HA—/— A- + H*

HA = Conjugate acid ( donates H*)(Bronstad Acid)
A- = Conjugate base (accepts H*)(Bronstad Base)

Proton Proton
donor aceeptor
CH,COO0H (acetic acid) CH,CO0O
H<PO, (phosphoric acid) H.POZ
H;PO; (dihydrogen phosphate) HPO;
HPO3 ™ (hydrogen phasphate) PO3-
NH; (ammonium) NH,
H,CO, (carbonic acid) HCO,
HCOj3 (bienrbonate) CO¥-
“NH. “NH
b, o bl
CH. - % (glycine) Hz—(‘.\
OH 0~
T NH
T‘la Py Yo &o
'H'.'.—C\ Cl lu_(.':\
0- ()

Biyokimyacilar i¢in, suda ¢oziindiiklerinde tamamen iyonize olmayan zayif asit ve

bazlarin davranigi 6nemlidir.

HA + H,0 == A" + H,;0"

HA— A+ H’

HA = Conjugate acid ( donates H*)(Bronstad Acid)
A- = Conjugate base (accepts H*)(Bronstad Base)

K, & pK, value describe tendency to

K. = [H1A] loose H*
[HA]
large K, = stronger acid
small K, = weaker acid
pK, = -log K,
Acid K, (m) pK,
HCOOH (formic acid) 178 x 104 3.95
CH,CO0H (acetic acid) L7T4x10 " 4.76
CH,CH_COOH (proplenic =cid) 133 x 10-% 187
CHCHIOHXCOOH (lactic acid) 138 x 10°¢ 3,86
H,P0, (phosphoric acid) 7.25 X 10-? 214
H,PO; (dihydrogen phosphsate) 138 x10 7 6,50
HPO{ (monohydrogen phesphate) 398 x 10- 124
HC0, (carbonic acid) L70x 104 LN
HCO3 (bicarbonate) 831 x 1074 102
NH| (ammonium) 662 x10-" 0.25
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Zay1f asitlerin pKa degerleri, titrasyon grafigi ¢izilerek bulunabilir. Bunun i¢in, belirli
voliimdeki asit 6rnegi, konsantrasyonu bilinen kuvvetli bir baz (genellikle NaOH) ¢ozeltisi ile
titre edilir. NaOH, bir indikator boya veya bir pH metre ile ndtralizasyon saglandigi
anlasilincaya kadar, aside yavas yavas ilave edilir. Asidin belirli bir voliimiine belirli
miktarlarda NaOH eklendik¢e pH 6l¢limii yapilir.

= Burette contains
the base

O o e

"\, <= The flagk contains
! Y the acid with a
{ —"50 suitable indicator.

Eklenen NaOH miktarlarina karslilk pH degerlerinin grafigi ¢izilir.

9
CH3COO™

=
.

pH

pH 4.76

3

| CH4COOH
1

0.5 1.0
Equivalents of OH™ added

Buradaki grafikte bulunan pH degeri, zayif asidin pKa degeridir. Zayif asidin pKa
degerine esit pH’da, zayif asit ve bunun konjuge bazi esit konsantrasyonlarda bulunur. Daha
diisiik pH’larda asit konsantrasyonu fazladir; daha yliksek pH’larda ise asidin konjuge bazinin
konsantrasyonu fazladir.

pH

\

Conjugate base
exhausted

Conjugate acid
exhausted

| [Acid] = [Base]

Base Added —
=—— Acid Added
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3.3. Tamponlar
Zayif bir asit (proton donorii) ve onun konjuge bazini (proton akseptoril) esit
miktarlarda igeren karisimlar tampon sistemi olarak bilinirler.

Conjugate

Tamponlar, kiiciik miktarlarda asit (H') veya baz (OH) eklendiginde pH
degisikliklerine kars1 koyma egiliminde olan sulu sistemlerdir. Bir tampon sisteminin
tamponlama 6zelligi, iki reverzibl reaksiyonun sonucudur.

K,=[H"][OH]

Acetate
(CH,CO0")

Acetic acid
(CH,COOH)

OH" H,0
HAc Ac™
Hi
_ [H'][Ac]
Ka= TlHAd

pH, zayif asit ile onun konjuge bazinin bir karigiminin tamponlama etkisi ve zayif

asidin pKa’s1 arasindaki kantitatif iliski, Henderson-Hasselbalch denklemi ile ifade edilir.
pH = pK, + log 7[HA]

He e |neeskate]

" Tacetic acid]
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8| | eHyc00 |
[CH,COOH] = [CH,C00 | |

| —— pH 5.76

| Bulering regio
pH

- pH 3.76

pH = pK, = 4.76

*—— CH,CO0H |

ol L 1 1 L 1 | L
0 01 02 03 04 05 06 0.7 08 09 10

OH  added {equivalents)

| J
0 50 100K
Percent titrated

Henderson-Hasselbalch denklemi, her hangi bir pH’da proton dondr ve proton
akseptdriin molar oranimi hesaplamaya da yarar. Ornegin; asetik asidin pKa degeri 4,76
olduguna gore asetat ve asetik asitten pH’1 5,30 olan asetat tamponu hazirlamak icin gerekli
asetat ve asetik asidin molar konsantrasyon orant:

TS e e
e
7 [asatie acid]

PH =pi, +1

[sacetile]

of —————— = pll — pi
[acetic scid] ¢ px

=Bl — 456 = .34

o

|acotnte]

PETIOAE ancilog 0.04 = 3,27
[ S § el Do [ of

Buna gore; pH’1 5,30 olan asetat tampon hazirlamak icin 1 litrelik ¢cozeltide 1 M asetik asit ve
3,47 M asetat olmasi gerektigi anlagilir.

Henderson-Hasselbalch denklemi, ayni zamanda, verilen bir pKa ve molar orana gore
bir asit-baz ciftinin pH’1n1 hesaplamaya yarar.

Case where 10% acetate 1on 90% acetic acid

14 1
124 Midpoint
[CH,COOH] = [CH,C009)]
0.1 07 eki=48
* pH=pK, +log, 11 8
‘ - [0.9] = Endpoint —=—
L 6
e pH=476+(095) 1.
4 -
« pH =381 1 l
2- | :
| I
0 ’. i

0 05 1.0
Equivalents of OH®
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Hem asitlerle hem bazlarla tuz olusturabilen maddelere amfolitler veya amfoter
elektrolitler denir.

Amfolitler, amfolitin izoelektrik noktasi denen bir pH ortaminda, esit sayida negatif (-)
ve pozitif (+) yiik icerirler (H'A"). Amfolitler, izoelektrik noktadan diisiik pH ortaminda (asit
ortam), katyon (pozitif yiiklii iyon, H,A) halinde bulunurlar; izoelektrik noktadan yiiksek pH
ortaminda (bazik ortam) ise anyon (negatif yiiklii iyon, A") halinde bulunurlar.

COOH coo~
I | .
HN —C — H -2 sy —c—H O
I +H'ab | *H*
1 R 2 R 3

Indikatérler: Sulu cozeltide ortamm H' iyonu konsantrasyonuna (pH’ma) gore renk
degistiren maddelerdir; titrasyonlarda sik kullanilirlar.

Indikatorler, genellikle amfoter maddelerdir. Litmus, zayif bir asittir; iyonlagmamis
halde kirmizi, iyonlanmis halde mavi renklidir. Methylorange, zayif bir asittir; iyonlagmamig
halde kirmizi, iyonlanmis halde sar1 renklidir. Phenolphthalein, zayif bir asittir; iyonlagmamis
halde renksiz, iyonlanmis halde pembe renklidir.

HUljag) =

- = = H'aqg + = Meorjag
Py | = Hg + [

H¥[agq) + Lt Jaq)
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Indikatériin renk degistirdigi noktaya doniim noktas1 denir.

indic ator pEsda pHrange
itmus .3 -8
methyl orange 27

phenclphthalein | 9.3

pH 14

-
]

itmus rmethyl orange phenolphthalein
Sulu ¢ozeltilerin pH’1, genellikle bir amfolit olan ve ortamm H' iyonu
konsantrasyonuna (pH’1na) gore renk degistiren indikator boyalar yardimiyla 6lgiilebilir. Bu
yontemlere kolorimetrik yontemler denir.

[ ]

Sulu c¢ozeltilerin pH’1, elektrometrik yontemler denen, iki elektrot arasindaki
potansiyel farkinin bir galvanometre ile 6l¢iilmesi esasina dayanan yontemlerle daha hassas
olarak oOlgiilebilir. pH metre denen aletlerde elektrottan ¢ikan sinyal, siddetlendirilir ve pH’1
bilinen bir ¢ozelti tarafindan olusturulan sinyal ile karsilastirilir.
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4. BIYOKIMYA LABORATUVARLARINDA KULLANILAN
TEKNIKLER-MIKTAR TAYINIi YONTEMLERI

4.1. Kimyasal Yontemler

4.1.1 Titrimetri (voliimetri): I¢inde ¢dziinmiis maddenin konsantrasyonu bilinmeyen bir
¢Ozeltinin belirli bir voliimiiyle reaksiyona girebilen bir baska maddenin bilinen
konsantrasyonlu ¢ozeltisinin volliimlerini karsilastirma suretiyle c¢ozelti konsantrasyonu
tayinidir.

Normalitesi bilinen bir asit ¢dzeltisi yardimiyla bir alkali ¢dzeltinin normalitesini tayin
alkalimetri olarak bilinir. Normalitesi bilinen bir alkali ¢ozeltisi yardimiyla bir asit ¢ézeltinin
normalitesini tayin asidimetri olarak bilinir.
4.1.1.1. HCI Titrasyonu Deneyi

Amag: HCI c¢ozeltisi, NaOH ¢ozeltisi ile titre edilerek noétralizasyonun saglandigi
nokta bir indikatdr yardimiyla gosterilecek; titremide kullanilan asit ve baz voliimlerinin
Olctimleri yapilarak titrasyon yoluyla voliim ya da konsantrasyon hesaplamasi gosterilecektir.

Materyal: 0,1 N HCI, 0,1 N NaOH, Metilen kirmizisinin  suda %1’ lik
cozeltisi.

Metod: 1) Bir erlenmayere 10 cc 0,1 N HCI ¢ozeltisi ve 2-3 damla metil kirmizisi
¢Ozeltisi konur.

2) Ortama biiretten damla yoluyla 9,8 cc 0,1 N NaOH ¢ozeltisi eklenir. Bu
anda elde edilen pH yaklasik 3’diir; daha fazla NaOH eklenmesiyle pH giderek artar.

3) Ortama biiretten damla yoluyla 0,1 N NaOH c¢ozeltisi eklenerek titrasyon
yapilir.

4) Indikatdriin renginin kirmizidan sarrya dondiigii ilk anda titrasyona son
verilir.

5) Titrasyonda kullanilan NaOH’in volimi olgiiliir ki her iki ¢dzeltinin de
normalitesi tam olarak 0,1 N ise, kullanilan NaOH’in voliimii de 10 cc’dir.

Tartisma ve Sonug: Titrasyonda kullanilan ¢ozeltiler 1 ve 2 olarak adlandirilirsa
asagidaki formiil yazilabilir.

N1 X V1 = Nz X V2

Buna gore; normalitesi ve hacmi bilinen bir ¢ozeltiyi titre ederken kullanilan ikinci
¢ozeltinin normalitesi biliniyorsa titrasyon i¢in kullanilan hacim gz oniine alinarak normalite
hesaplamalar1 yapilabilir.

4.1.2 Oksidimetri: Oksitlenme reaksiyonlarina dayanan miktar tayin yontemidir;
manganometri ve iyodometri 6nemlidir.

4.1.3 Cokeltme yontemleri: Cokelme reaksiyonlarina dayanan miktar tayin yontemidir;
argentometri ve cuprometri onemlidir.

Cokeltme  yontemlerinin uygulanmasinda, miktar1 bulunmasi istenen maddenin
¢ozeltisinin belli bir voliimii, bu maddeyi gii¢ ¢6zliniir bir ¢okelek halinde ¢oktiirebilecek ve
konsantrasyonu bilinen ikinci bir madde c¢ozeltisi ile titre edilir. Esdegerlik noktasina
ulasildiginda tepkimeye son verilir. Esdegerlik noktasinin belirlenmesi i¢in, tepkimeye giren
maddenin tiikendigini ve ortamda diger madde c¢dozeltisinin fazla olarak bulundugunu
gosterebilecek indikatorler kullanilir.
4.1.3.1. Idrarda Kloriir Tayini (Mohr Deneyi)

Amag: Konsantrasyonu bilinen, giimiis iyonlu ¢ozelti yardimiyla bir ¢6zeltinin klortir
iyonu miktar1 tayin edilecektir.
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Materyal: 1drar (kloriir iyonu igeren ¢ozelti ornegi olarak), 0,1 N AgNO;

potasyum kromat ¢ozeltisi ve aktif kdmiir.

Metod: 1) Bir erlenmayere 10 cc idrar, spatiil ucu kadar aktif komiir ve indikator
olarak 2 damla potasyum kromat ¢6zeltisi konur.

2) Karisim devamli ¢alkalanarak biiretten damla yoluyla AgNOs eklenerek titre
edilir.

3) Erlenmayerdeki karisim once beyaz ¢okelti, sonrasinda ise kalict kiremit
kirmizis1 renk alacaktir ki indikatdriin renginin kirmiziya dondiigii ilk anda titrasyona son
verilir.

4) Titrasyonda kullanilan AgNOs’1n volimi 6lgiiliir.

Tartisma ve Sonug: Idrardaki C1 iyonlari, Ag" iyonlari ile AgCl ¢okeltisi olustururlar.
Kloriir iyonunun molekiiler agirligi 35,5 g ve 0,1 N CI' 3,55 mg/ml CI' oldugundan
titrasyonda harcanan her 1 ml 0,1 N AgNOs, ml’de 3,55 mg CI” iyonuna denktir.

Titrasyon sonunda 20 ml 0,1 N AgNO; harcanmigssa, kullanilan 10 cc (10 ml) idrar
orneginde 20 x 3,55 = 71 mg CI" var demektir. Bir bagka deyisle idrardaki kloriir iyonu
konsantrasyonu 7,1 mg/ml (710 mg/dl, 7100 mg/1)’dir.

4.1.4 Kompleksometri: Komplekslesme olaylarina dayanan bir titrimetri yontemidir.

4.2. Fiziksel Yontemler
4.2.1. Gravimetri: Tartim yontemidir.

4.2.2. Kolorimetri: Renk 0l¢iilmesi esasina dayanan miktar tayin yontemidir. Bir ¢ozeltide
konsantrasyonu belli olmayan bir madde tarafindan olusturulan rengin aynt maddenin bilinen
konsantrasyondaki ¢ozeltisinin rengi ile karsilastirilmasi suretiyle konsantrasyon tayinidir.
Kolorimetri yerine spektrofotometri terimi de kullanilmaktadir.

4.2.3. Fotometri: Belirli bir spektrumdaki 151k siddetinin 6l¢iilmesine dayanan miktar tayin
yontemleridir. Absorpsiyon fotometrisi ve alev fotometrisi dnemlidir.

4.2.4. Nefelometri: Bir ¢ozeltinin bulaniklik derecesini bulanik ortama 90°’lik ac1 ile gelen
15181n difraksiyonunu 6l¢me suretiyle, bulanikligi olusturan maddenin konsantrasyonunu tayin
yontemidir.

4.2.5. Tiirbidimetri: Bir ¢ozeltinin bulaniklik derecesini bulanik ortama 90°’1ik ag1 ile gelen
15181n ¢ozeltiden gecen miktarmi(is1gin absorpsiyona ugramayan kismi ve difraksiyon 1s1ginin
bir kismi) fotometre ile 6lgme suretiyle, bulaniklig1 olusturan maddenin konsantrasyonunu
tayin yontemidir.

4.2.6. Refraktometri: Is1g1 kuvvetle kiran ¢ozeltilerin kirma indekslerini ol¢lip karsilagtirma
suretiyle konsantrasyon tayin yontemidir.

4.2.7. Polarimetri: Asimetrik karbonlu ve dolayisiyla optikce aktif maddelerin ¢ozeltilerinin
polarilmis 15181n diizlemini ¢evirme derecelerini Ol¢ilip karsilastirma suretiyle konsantrasyon

tayin yontemidir.

4.2.8. Gazometri: Gaz halindeki maddelerin olustugu reaksiyonlarda olusan gazin
voliimlerini 6l¢me esasina dayanan miktar tayin yontemidir.
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4.2.9. Spektrofotometri: Isik kaynagi ile prizma arasina yerlestirilen renkli maddenin 11k
spektrumunun bazi renklerini absorplamasi ve konsantrasyona gore spektrumda zayif veya
kuvvetli bant gdstermesi 0zelligine dayanan miktar tayin yontemidir. Spektrofotometri ve
kolorimetri es anlamli olarak kullanilmaktadir. Analiz edilen 6rnek {izerine 151k demetinin bir
kismini filtreler kullanarak ayiran ve gonderen aletler kolorimetre veya fotometre olarak
adlandirilirken, yariklar ya da prizmalar araciligi ile bu segiciligi yapan aletler
spektrofotometre olarak adlandirilirlar.

4.2.10. Fliiorometri: Bir maddenin bir ¢ozeltide ¢ok kiigiik konsantrasyonlarda bile UV
etkisi altinda kuvvetli fliloresans verme 6zelliklerine dayanan miktar tayin yontemidir.

4.2.11. Elektroforez: Asit ortamda katyon olarak bazik ortamda ise anyon olarak davranan
maddelerin elektrik alanda farkli hizlarda gé¢me 6zelliklerine dayanan miktar tayin ve ayirma
yontemidir.

Elektroforez i¢in dort seye ihtiya¢ vardir: 1) iyonlarin hareket edebilece§i uygun bir
ortam (destek ortami). 2) Elektriksel alam1 olusturmak icin dogru akim saglayacak giic
kaynagi. 3) Uygun pH’da bir tampon ¢ozelti. 4) Birbirinden ayrilan bantlar1 kantitatif olarak
degerlendirebilen dansitometre.

Plastic
frame

A T i: Buffer ffl

Anode | +
= ALBUMIN 535 EE] A4 &
ALPHA T 35 03 [=}-] ad
ALPHA £ 10z a7z 0% as
BETA 128 18 (=10 1.1
GANIMA 188 13 1] 1

Tolal SPEP i 6.0 &3

4.2.12. Kromatografi: Porlu ortamda hareketli bir ¢oziicii i¢inde, soliitlerin farkli hizlarda
goeme Ozelliklerine dayanan miktar tayin ve ayirma yontemidir. Gaz kromatografisi ve
yiiksek performans likit kromatografisi (HPLC) yaygin olarak kullanilir.
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5. KARBOHIDRAT DENEYLERI

Karbohidratlar, polimerizasyon derecesine gore {i¢ sinifa ayrilirlar.

Class (DF)" Subgroup Components
Monosacchandes Glucosa, galacicse, fructose

Sugars (12} Disacchanides Suwcrosa, lactosa, rehalpse
Folyols Sodbitod, mannit
Karo-oliposacchandeas Mahodaxtans

Oligozaccharidas (3-8}

Ok aligagacehandes

Hallinose, slachyose,
fructe-oligasacchinides

Snaroin Amylose, amylapecting
mood Stshes
Podysaccharides (=)
Mon-starch polysacchandes  Cellulozse, hemicellulosa,

' OF = dogren of polymans

o,

5.1. Monosakkarid Deneyleri

5.1.1. Monosakkaridler ve ozellikleri
Monosakkaridler, hidroliz yoluyla daha kiigilk molekiillii basit karbohidratlara

ayrismazlar; oligosakkaridlerin ve polisakkaridlerin alt {initelerini olustururlar.
Monosakkaridler, bir veya daha fazla hidroksil gruplu ya aldehid ya da keton

yapisindadirlar.

pecting, hydrocalioids

Monosakkaridler, molekiillerindeki toplam karbon sayilarina ve karbonil grubunun

cinsine gore siiflandirilirlar. Monosakkaridlerin molekiildeki toplam karbon sayis1 3 olanlar
triozlar, 4 olanlar tetrozlar, 5 olanlar pentozlar, 6 olanlar heksozlar, 7 olanlar heptozlardir.
Monosakkaridlerin molekiilde aldehid grubu igerenleri aldozlar, keton grubu igerenleri

ketozlardir.

.. Icerdikleri Karbonil Grubuna Gére
Karbon Sayisina Gore Aldozlar Ketozlar

(3 karbonlu) Triozlar Gliseraldehid Dihidroksi aseton
(4 karbonlu) Tetrozlar Eritroz Eritriiloz

Riboz Ribiiloz
(5 karbonlu) Pentozlar Ksiloz Ksiliiloz

Glukoz Fruktoz
(6 karbonlu) Heksozlar Mannoz

Sorboz
Galaktoz
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Three carbons Four carbons Five carbons

H H H H
~ C’U N &U N io N IU
H\ 4’0 H\ IO | c[ ? ‘I:
H o (I: {I‘ H—[l'—(_)l-l l-[u—tl'—H H—ti'—ot»i HO—C—H
~
(]_" H—{I'—OH HO—(l‘.—H H—{l " OH H— tl‘—OH HO—(I‘—H HO—(C=H
H—(_—0H H—_—0H H—C—0H H—C—0H H—il'—UH H—C—0H H—(C—0H
CH,OH CH,OH CH,0H CH.OH CH,OH CH,OH CH,OH
n-Glyceraldehyde =Erythrose = p-Threose p-Ribose | | p-Arabinose -Xylose n-Lyxose
Six carbons
H\.fo H\ é"n H\ fo H\ é"o H\ é’o H\ 490 H\ é’o I-I'\ &’n
T ﬁr . ({* e]" ri‘ 4 LF
H—tl‘—OH Hﬂ—{l"—H H—l'l'—OH Hﬂ—fl —H H—_C—OH HO—li‘—H H—U—0H HO—C—H
H—(—OH H—C—OH HO—C—H Hﬂ—il'—" H—('—OH 11—u|-—m| HO—C—H 110—9-—11
H—{—0H H—({—0H H—(C—0OH H—{i —OH HO—(—H HO—(C—H HO—(—H HO—C—H
H—(—OH H—C—OH H—C—op |{—¢|-_01| H—(—OH H—{—OH H—(—OH H—C—OH
*H,OH "H,OH "H,OH CH,O0H ‘H,OH "H,OH "H,OH CH,OH
n-Allose n-Altrose n-Glucose n-Mannose n-Gulose n-Idose | p-Galactose | p-Talose
D-Aldoses
Three carbons Four carbons Five carbons
CH,OH CH,OH
CH,OH JED _JEO
(!JH.,.OH o H—(C—OH HO—C—H
I'O H—(C—0H e H_E_OH
H.OH é‘.HHOH H.OH H.OH
I Dihydroxyacetone -Erythrulose [o-Ribulose | [ p-Xylulose |

Six carbons
"H,0H "H,OH "H,OH H,OH
H—J —OH HO—{F'—H H—J‘—OH HO—(!-'—H
H—fl‘—{)ll H—C—0H HO—C—H H()—(I‘—II
H—(.!‘—OH l'I—(!'-—OH H—C—0H H—["—OH
CH,OH '!TI-I,OH éH,‘OH CH,OH
p-Psicose p-Fructose p-Sorbose n-Tagatose
D-Kn)sf?ses

Monosakkaridlerin dogada cesitli izomer formlar1 vardir: D- ve L- izomerler
(enantiyomerler), epimer sekerler, enol sekerler, a- ve B- formlar1 (anomerler).

Monosakkaridlerde D- ve L-izomerler ayrimi icin, karbonil grubundan en uzak olan
asimetrik karbon atomu referans alinir. Referans karbon atomu tizerindeki hidroksil grubu
projeksiyon formiiliinde sagda ise, monosakkarid D- izomerdir; solda ise L- izomerdir.

(|3H0 ICHO
H—C—OH I-IO—(IJ—H
CH,0OH CH,OH
p-Glyceraldehyde L-Glyceraldehyde
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Canli organizmada bulunan heksozlarin ¢ogu D- izomerlerdir. Ornegin kandaki
glukoz, D-glukozdur.

Epimer sekerler ismi, yalnizca bir asimetrik karbon atomu etrafindaki konfigiirasyon
bakimindan farkli olan iki monosakkarid i¢in kullanilir. Glukoz, alt1 karbonlu standart

sekerdir. Glukozun C-2’de epimeri mannozdur; C-4’de epimeri ise galaktozdur.
1 1 1

cltﬂo (IJHO (|3H0
HO-2C—H H—2(|J—OH H—2(|3— OH
HO-C—H HO-C—H HO-C—H
H—C—OH H-*C—OH HO-C—H
H—C—OH H—C—OH H—C—OH
*CH,OH *CH,0H *CH,0H
D-Mannose D-Glucose D-Galactose
(epimer at C-2) (epimer at C-4)

Enol sekerler ismi, enollesme (enolizasyon) ara basamagindan gecerek birbirlerine
doniisebilen monosakkaridler i¢in kullanilir. Glukoz, mannoz ve fruktoz, enol sekerler olarak

da bilinirler.
D-Glucose

H O
o
\?/
H —f|:— OH
HO —C|)—H
H—C—0OH
H_ OH |
?HIOH o H —t|3—0H
c=0 I?[—OH CH,OH
HO—C—H (oH) HO—C—H
S |
H—C—OH =——  H—C—0OH
| H 0O
H—C—0H H—Llc—OH \ N
|
CH,OH CH,OH HO 7|C7H
D-Fructose Enediol HO—C—H
I
H —?—OH

CH,0H

D-Mannose
Monosakkaridlerin a- ve - formlari, 5 ve daha fazla karbonlu monosakkaridlerin
sulu ¢ozeltilerde halkali yapilar meydana getirmeleri sonunda ortaya ¢ikar. D-Glukoz, piran
halkasia benzeyen halkali yapida, hafifce farkli optik 6zellikleri olan, a-D-Glukopiranoz ve
B-D-Glukopiranoz diye adlandirilan iki farkli forma sahiptir.

H, OH

o - D - glucose

B - o - glucose
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D-Fruktoz, furan halkasina benzeyen halkali yapida, hafif¢e farkli optik 6zellikleri
olan, a-D-Fruktofuranoz ve -D-Fruktofuranoz diye adlandirilan iki farkli forma sahiptir.

CH,OH
OH H

Monosakkaridlerde a- ve - formlarinin olusmasi, aldehidler ile alkoller arasinda yar1
asetaller olusturan veya ketonlar ile alkoller arasinda yari ketaller olusturan bir genel
reaksiyonun sonucudur. Monosakkaridlerde halkali yap1 olusmakla fazladan bir asimetrik
karbon atomu ortaya ¢ikmis olmaktadir. Bu asimetrik karbon atomlari, anomerik karbon diye
adlandirilirlar.

H H R—~0O "
4 ~
RO + ( o (
P 7\
R (1) R OH
Alredat Aldebnrle le=izeersl
CHOH
. w A0 n
7 .
1 ¢ Fod 1] (
. . s, On I!/
W= C=ON cHon gy 22 HO N < on
o O —a
O~ C11 P! r /ll = " ol
> L4 o Y Owitinlon et hoparano
[ on 1] a
= c—on Nir 7 N
1o A — o L o CH, O
. . it
= C=on 2
" ol * /l O on
Yen,0n ("/ H \(
¢ —0 '\nll |s/
[yRyerery HO S ¢ H
T " oIt
Pyvan o Glucopyranoe

HAWORTH PROJFCTION FORMULAS

Monosakkaridlerin birbirlerinden yalmizca anomerik karbondaki konfigiirasyon
bakimindan farkli a- ve B- formlar1 anomerler diye adlandirilirlar.

D-Glukozun a- ve B- formlari, polarize 1s18in diizlemini ayn1 yone fakat farkli
derecelerde gevirirler. Ornegin a-D-Glukoz 112° saga (+) gevirir; B-D-Glukoz ise 19° saga (+)
cevirir (dekstroz).

Enantiomers (Optical Isomers)

one enantiomer in
solution

1
rotated
polarized light
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5.1.2. Monosakkaridlerin Reaksiyonlari
1) Pentoz ve heksozlar, serbest yari asetal hidroksil gruplariyla Cu’* ve Fe** gibi

iyonlart indirgerler; bu sirada kendileri de aldonik asitlere ytikseltgenirler.

H HO
MaDOH, tartrate, H.D
c—o0 +2cut ‘p2cut + c—o0
[ ]
R {CuD) (cu,0p R

2) Pentoz ve heksozlar, kuvvetli mineral asitler i¢inde dehidre olurlar; boylece
pentozlardan furfural olusur, heksozlardan 5-hidroksimetil furfural olusur.
H H
HO % __-OH

—C
N HOCH; 5 ¢’

N /
HOCH Ho o = b
H
Hexose S-Hydroxymethylfurfural
HoooH

HOa\(‘:_C’i’OH

H\\C/ \H -3H0 @\ L0
W0 ol e=0 -

Ho oH ¢F © !
H
H
Fentose Furfural

Furfural ve 5-hidroksimetil furfural da fenollerle kondense olarak karakteristik renkli

tirlinler olustururlar.
3) Heksozlarin 1. ve 2. karbonlarina fenil hidrazin baglanabilir; boylece karakteristik

kristalli esazonlar olusur.

Reactions with Phenylhydrazine

0 H N ©
1 H /™
o Na e N
NH, H
H——on H——OH

HO—1TH ——— 5 HO—TH

H——0H H——OH
H——OH H——0OH
“H,OH CH,0H
Hard to
Crystallize
)
o  lo™
N ¥
A
N H M.
H, / NH; N
P © QR W
N-N o H
HO——H @ - o
L H—0H
H——0H = =
CHOH CHoH

3.,4.,5. ve 6. karbonlarinin konfigiirasyonlar1 ayn1 olan glukoz, mannoz ve fruktoz,
sar1 renkli ve ekin demeti goriiniimiinde osazon kristalleri olustururlar. Glukozun C-4’de
epimeri olan galaktoz, koyu sar1 renkte ve at kestanesi goriiniimiinde osazon kristalleri
olusturur.

4) Monosakkaridler, siddetli alkali ortamda ¢ok cesitli maddelere degisirler. Ornegin
glukozdan 100°den fazla yeni madde olusur.
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5) Monosakkaridler, siddetli asit ortamda kaynar dereceye kadar 1sitilirlarsa
komiirleserek pargalanirlar.

6) Monosakkaridler, zayif asitli ortamda sodyum amalgam ile yiiksek degerli alkollere
indirgenebilirler.

5.1.3. Monosakkaridleri Tanimlama Deneyleri
5.1.3.1. Monosakkaridlerin indirgeyici 6zellikleri ile ilgili deneyler
5.1.3.1.1. Trommer deneyi

Prensip: Serbest yar1 asetal hidroksili iceren monosakkaridler, indirgeyici
ozellikleriyle Cu*""1 Cu™a indirgerler.

Gerekenler: 1) %5 lik glukoz ¢ozeltisi. 2) %5 °lik NaOH c¢ozeltisi. 3) %5 ’'lik CuSO,
¢ozeltisi. 4) Pipet. 5) Deney tiipleri. 6) Kaynar su banyosu veya bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 2 mL %5’lik glukoz ¢ozeltisi konur. 2) Tiipteki
cozeltiye 1 mL %5’°lik NaOH ¢o6zeltisi eklenir ve karistirilir. 3) Tiipteki karisima 1 mL %35°lik
CuSOy, ¢ozeltisi eklenir ve karigtirilir. 4) Tiipteki son karisim, su banyosunda veya bunzen
beki alevinde dikkatlice 1sitilir. 5) Isitilan karigimin sar1 veya kirmizi renkli ¢okelti haline
dontistiigii gozlenir.

Actklama: Once NaOH ile CuSO, arasinda tepkime olur ve suda mavi renkli kaba

cokelti halinde Cu(OH); olusur.
2NaOH + CuSO4 — Na;SO4 + Cu(OH),

Daha sonra, glukozun serbest yar1 asetal hidroksili ile Cu(OH), arasinda tepkime olur;
glukoz, Cu(OH),’1 CuOH haline indirger ve kendisi de aldonik asidine ytikseltgenir.

Olusan CuOH, suda ¢oziinmez ve sart renkli ¢okelti halinde ¢oker.

Isitma sirasinda CuOH su kaybederek Cu,O haline dontistir.

181
2CuOH — Cu,0+H;0

Olusan Cu,0, suda ¢oziinmez ve kirmuzt renkli cokelti halinde ¢oker.

Tiipteki ¢okelti, icerdigi CuOH ve Cu,O miktarlarina, bir bakima da indirgenen bakir
miktarina ve dolayisiyla glukoz ¢ozeltisinin konsantrasyonuna bagli olarak saridan kirmiziya
kadar degisen renkte olur.

Tartisma: Deney glukoz yerine serbest yar1 asetal hidroksili iceren bir baska seker
¢ozeltisi ile yapilsaydi, Cu””nin Cu”’e indirgenmesine bagl olarak saridan kirmiziya kadar
degisen renkte bir ¢okelti gdzlenirdi.

Deney glukoz yerine bir baska indirgen madde ¢ozeltisiyle yapilsaydi, gene Cu*"nin
Cu”e indirgenmesine bagli olarak saridan kirmiziya kadar degisen renkte bir ¢okelti
gozlenirdi.

Deney glukoz ¢ozeltisi yerine distile su ile yapilsaydi, Cu®" indirgenmezdi ve
Cu(OH),’in 151 etkisiyle su kaybetmesi sonucu olusan CuO’den ileri gelen siyah renkli ¢okelti
gozlenirdi.
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151
Cu(OH)2 —> CuO+H20
Deney glukoz yerine serbest yar1 asetal hidroksili icermeyen bir seker ¢ozeltisi ile
yapilsaydi, Cu*” indirgenemezdi ve CuO’den ileri gelen siyah renkli ¢okelti gozlenirdi.

5.1.3.1.2. Fehling deneyi

Prensip: Serbest yar1 asetal hidroksili iceren monosakkaridler, indirgeyici
ozellikleriyle Cu*"’1 Cu”’e indirgerler.

Gerekenler: 1) %5°lik glukoz ¢ozeltisi. 2)Fehling A ¢ozeltisi: 1000 mL’de 35 g
CuSO4-5H>0 ve 5 mL konsantre H,SOy4 3) Fehling B ¢ozeltisi: 1000 mL’de 150 g Na-K
Tartrat (Seignette tuzu) ve 300 mL %33 ’liik NaOH 4) Pipet 5) Deney tiipleri. 6) Kaynar su
banyosu veya bunzen beki alevi

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 1 mL Fehling A ve 1 mL Fehling B ¢6zeltisi konup
karigtirilarak faze Fehling Reaktifi hazirlanir. 2) Tiipteki taze Fehling Reaktifi lizerine 2 mL
%35’lik glukoz ¢ozeltisi eklenir ve karistirilir. 3) Tipteki son karisim, su banyosunda veya
bunzen beki alevinde dikkatlice 1sitilir. 4) Isitilan karisimin sar1 veya kirmizi renkli ¢okelti
haline dontistligli gozlenir.

Fehling Il

11

Aciklama: Once taze Fehling reaktifi hazirlama sirasinda NaOH ile CuSO4

arasinda tepkime olur ve Cu(OH), olusur.
2NaOH + CuSO4 — Na;SO4 + Cu(OH),

Seignette tuzu, Cu(OH),’i ¢oziiniir hale getirerek glukoz ile daha kolay tepkimeye
girmesini saglar; H,SO, de Fehling A’daki CuSQO,’1n bozulmasini onler.

Daha sonra, glukozun serbest yar1 asetal hidroksili ile Cu(OH), arasinda tepkime olur;
glukoz, Cu(OH),’1 CuOH haline indirger ve kendisi de aldonik asidine yiikseltgenir.

Olusan CuOH, suda ¢oziinmez ve sart renkli ¢okelti halinde ¢oker.

Isitma sirasinda; CuOH, su kaybederek Cu,0O haline doniisiir.

151
2CuOH — Cu,0+H,0

a .3 OH
R-C, + 20H° — = R-C_ + HO + 26

AN

m [

Fehling |

+2 +1
2Cu%* + 26 —_— 2 Qut

+1 +1
2cut + 20H° ——= Cu0 + HO

H +2 OH
+1, 24 . +3, +1
R—C\ + 2Cu + 40H° — R—C\\ + Cu0 + 2H0
N
o] o}
Cuprous Oxide
(red)

Olusan Cu,0, suda ¢oziinmez ve kirmuizt renkli ¢okelti halinde ¢oker.
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Tiipteki ¢okelti, icerdigi CuOH ve Cu,O miktarlarina, bir bakima da indirgenen bakir
miktarina ve dolayisiyla glukoz ¢dzeltisinin konsantrasyonuna bagli olarak saridan kirmiziya
kadar degisen renkte olur.

Tartisma: Deney glukoz yerine serbest yar1 asetal hidroksili iceren bir baska seker
¢ozeltisi ile yapilsaydi, Cu*"’nin Cu™e indirgenmesine bagl olarak saridan kirmiziya kadar
degisen renkte bir ¢okelti gozlenirdi.

Deney glukoz yerine bir baska indirgen madde ¢ozeltisiyle yapilsaydi, gene Cu®"nin
Cu”e indirgenmesine bagli olarak saridan kirmiziya kadar degisen renkte bir ¢okelti
gozlenirdi.

Deney glukoz ¢ozeltisi yerine distile su ile yapilsaydi, Cu®" indirgenmezdi ve
Cu(OH);’1n 1s1 etkisiyle su kaybetmesi sonucu olusan CuQO’den ileri gelen siyah renkli ¢okelti
gozlenirdi.

5.1.3.1.3. Nylander deneyi

Prensip: Serbest yar1 asetal hidroksili iceren monosakkaridler, indirgeyici
ozellikleriyle bizmut tuzu Bi(OH),NOs’1 siyah renkli bizmut oksite veya metalik bizmuta
indirgerler.

5.1.3.1.4. Tollens deneyi
Prensip: Serbest yar1 asetal hidroksili iceren monosakkaridler, indirgeyici
ozellikleriyle amonyakli glimiis nitratt metalik giimiise indirgerler.

R0+ Ag(HHy) , oH” —7Re(=0 *4g(s)

- solution  solution  solution
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5.1.3.2. Monosakkaridlerin renk tepkimeleri ile ilgili deneyler
5.1.3.2.1. Molisch deneyi

Prensip: Monosakkaridler H,SO4 etkisiyle dehidre olurlar; pentozlardan furfural
olusur, heksozlardan da 5-hidroksimetil furfural olusur. Furfural ve 5-hidroksimetil furfural
da a-naftol ile mor renkli trifenil metan olustururlar.

Gerekenler: 1) %5 lik glukoz ¢ozeltisi. 2) Konsantre H>SO, 3) a-naftol’iin etil
alkoldeki %1°lik ¢ozeltisi. 4) Pipet. 5) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tliptine 2 mL %5’lik glukoz ¢o6zeltisi ve 1 mL a-naftol
cOzeltisi konup karistirilir. 2) Tiipteki karisim {izerine 4 mL konsantre H,SO, tabaka
olusturacak sekilde tiip kenarindan dikkatlice akitilarak eklenir. 3) Tiipte tabakalarin temas
yerinde mor renkli halka olustugu gozlenir.

= e il

Actklama: Konsantre H,SO, monosakkaridlerden su ¢ekerek onlari dehidre eder;
pentozlardan furfural olusur, heksozlardan da 5-hidroksimetil furfural olusturur.

Furfural ve 5-hidroksimetil furfural da a-naftol ile tepkimeye girerler ve mor renkli
trifenil metan olustururlar.

Tiipte tabakalarin temas yerinde gozlenen mor renkli halka, olusan trifenilmetandan
ileri gelmektedir.

Tartisma: Deney glukoz ¢ozeltisi yerine bir bagka heksoz veya pentoz ¢ozeltisi ile
yapilsaydi, gene tiipte temas yerinde mor halka gozlenirdi.

Molisch deneyi, monosakkaridlerin genel tepkimesidir; monosakkaridin tiirlini
belirlemek yani pentoz mu yoksa heksoz mu oldugunu anlamak i¢in yararl degildir.
4.1.3.2.2. Anilin asetat deneyi

Prensip: Monosakkaridler H,SO, etkisiyle dehidre olurlar; pentozlardan furfural
olusur, heksozlardan da 5-hidroksimetil furfural olusur. Furfural, anilin asetat ile koyu
kirmuzi renk maddesi olusturur; 5-hidroksimetil furfural ise anilin asetat ile koyu kirmizi renk
maddesi olusturmaz.

Gerekenler: 1) %5 lik ksiloz ¢ozeltisi. 2) Konsantre H,SO, 3) Anilin asetat ¢ozeltisi.
4) Pipet. 5) Deney tiipleri. 6) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tipiine 2 mL %5’lik ksiloz ¢ozeltisi ve 1 mL konsantre
H,SO4 konup karistirilir. 2) Tiipteki karisim, bunzen beki alevinde dikkatlice 1sitilir. Bu sirada
da tiip kenarindan igeriye, anilin asetat ¢ozeltisi ile 1slatilmis filtre kagidindan serit sarkatilir.
3) Tiip i¢ine sarkitilan kagit seridin koyu kirmizi renk aldig1 gozlenir.

Actklama: Konsantre H,SO,4, monosakkaridlerden su c¢ekerek onlari dehidre eder;
pentozlardan furfural olusur, heksozlardan da 5-hidroksimetil furfural olusur.

Furfural da anilin asetat ile tepkimeye girer ve koyu kirmizi renkli bir madde
olusturur.

Tip icine sarkitilan kagit seridin koyu kirmizi renk almasi, olusan koyu kirmizi renkli
maddeden ileri gelmektedir.
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Tartisma: Deney ksiloz ¢ozeltisi yerine bir heksoz ¢ozeltisi ile yapilsaydi; tiip icine
sarkitilan kagit seridin koyu kirmizi renk aldigr gézlenmezdi. Ciinkii, heksozlarin dehidre
olmasiyla olusan 5-hidroksimetil furfural, anilin asetat ile koyu kirmizi renkli madde
olusturmaz.

Anilin asetat deneyi, monosakkaridin tiiriinii belirlemek yani pentozy mu yoksa
heksoz mu oldugunu anlamak igin yararli bir deneydir. Monosakkaridle yapilan anilin
asetat deneyinde tiip i¢ine sarkitilan kagit seridin koyu kirmizi renk aldigi gozlenirse
monosakkarid pentozdur; tiip i¢ine sarkitilan kagit seridin koyu kirmizi renk aldigi
gbzlenmezse monosakkarid pentoz degildir, heksoz olabilir.

5.1.3.2.3. Bial deneyi (orcin deneyi)

Prensip: Monosakkaridler asit ve kaynatma etkisiyle dehidre olurlar; pentozlardan
furfural olusur, heksozlardan da 5-hidroksimetil furfural olusur. Furfural, orcin ile mavi
renkli madde olusturur; 5-hidroksimetil furfural ise orcin ile sari-kahverengi bir kompleks
olusturur.

Gerekenler: 1) %5 lik ksiloz ¢ozeltisi. 2) Bial reaktifi: 0,3 g orcin, 5 damla %10’luk
FeCl; ¢ozeltisi ve 100 mL derisik HCI karistirilarak hazirlanir. 3) Pipet 4) Deney tiipleri. 5)
Kaynar su banyosu

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1 mL %35’lik ksiloz ¢ozeltisi ve 4 mL Bial reaktifi
konup kanstirilir. 2) Tiipteki karisim, kaynar su banyosunda 2 dakika sitilir. 3) Tiip akan
¢esme suyu altinda sogutulur. 4) Tiipteki karisimin mavi renge doniistiigii gézlenir.

Actklama: Kaynatma ve asit etkisi, monosakkaridlerden su c¢ekerek onlar1 dehidre
eder; pentozlardan furfural olusur, heksozlardan da 5-hidroksimetil furfural olusturur.

Furfural da orcin ile tepkimeye girer ve mavi renkli bir madde olusturur.

Tiipteki karisimin mavi renk almasi, olusan mavi renkli maddeden ileri gelmektedir.

Tartisma: Deney ksiloz ¢ozeltisi yerine bir heksoz ¢ozeltisi ile yapilsayds; tiipteki
karigimin sari-kahverengi renk aldig1 gozlenirdi. Ciinkii, heksozlarin dehidre olmasiyla olusan
5-hidroksimetil furfural, orcin ile sari-kahverengi madde olusturur.

Bial deneyi, monosakkaridin tiiriinii belirlemek yani pentoz mu yoksa heksoz mu
oldugunu anlamak icin yararli bir deneydir. Monosakkaridle yapilan Bial deneyinde tiipteki
karigtmin mavi renk aldigi gozlenirse monosakkarid pentozdur; tiipteki karigimin sari-
kahverengi renk aldig1 gozlenirse monosakkarid pentoz degildir, heksozdur.

5.1.3.2.4. Seliwanoff deneyi

Prensip: Monosakkaridler asit ve kaynatma etkisiyle dehidre olurlar; pentozlardan
furfural olusur, heksozlardan da 5-hidroksimetil furfural olusur. Furfural, rezorcin ile mavi-
yesil renkli bir kompleks olusturur. 5-hidroksimetil furfural ise rezorcin ile kirmuizt renkli bir
kompleks olusturur; fruktoz gibi ketoheksozlarla koyu kirmizi renk, glukoz gibi
aldoheksozlarla ise acik kirmizi renk olusur.

Gerekenler: 1) %5 lik ksiloz ¢ozeltisi. 2) Seliwanoff reaktifi: 0,15 g rezorcin, 100 mL
derisik HCI ve 200 mL distile su karistirilarak hazirlanir. 3) Pipet. 4) Deney tiipleri. 5)
Kaynar su banyosu.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1 mL %5’lik ksiloz ¢dzeltisi ve 5 mL Seliwanoff
reaktifi konup karistirilir. 2) Tiipteki karisim, kaynar su banyosunda 5 dakika 1sitilir. 3) Tiip
akan ¢cesme suyu altinda sogutulur. 4) Tiipteki karisimin mavi-yesil renge doniistiigii gézlenir.
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Actklama: Kaynatma ve asit etkisi, monosakkaridlerden su c¢ekerek onlari dehidre
eder; pentozlardan furfural olusur, heksozlardan da 5-hidroksimetil furfural olusur.

Furfural da rezorcin ile tepkimeye girer ve mavi-yesil renkli bir madde olusturur.

Tiipteki karistmin mavi-yesil renk almasi, olusan mavi-yesil renkli maddeden ileri
gelmektedir.

Tartisma: Deney ksiloz ¢ozeltisi yerine bir heksoz ¢ozeltisi ile yapilsaydi, tiipteki
karisimin kirmizi renk aldigi gozlenirdi. Ciinkii, heksozlarin dehidre olmasiyla olusan 5-
hidroksimetil furfural, rezorcin ile kirmizi renkli madde olusturur; fruktoz gibi
ketoheksozlarla koyu kirmizi renk, glukoz iibi aldoheksozlarla ise acik kirmizi renk olusur.

g = b [

Seliwanoff deneyi, monosakkaridin tiiriinii belirlemek yani pentoz mu yoksa heksoz
mu oldugunu anlamak ve hatta ketoheksoz mu yoksa aldoheksoz mu oldugunu anlamak igin
yararli bir deneydir. Monosakkaridle yapilan Seliwanoff deneyinde tiipteki karigimin mavi-
yesil renk aldig1 gozlenirse monosakkarid pentozdur; tiipteki karigimin koyu kirmizi renk
aldig1 gozlenirse monosakkarid ketoheksozdur; tiipteki karisimin agik kirmizi renk aldigi
gbzlenirse monosakkarid aldoheksozdur.

5.1.3.3. Monosakkaridlerin osazon olusturmalariyla ilgili deney

Prensip: Monosakkaridler, fenil hidrazin ile 1. ve 2. karbonlarinin katildigi bir
tepkimeye girerek karakteristik osazon kristalleri olustururlar.

Gerekenler: 1) %5 lik glukoz ¢ozeltisi. 2) %50 lik asetik asit. 3) Fenil hidrazin. 4)
Pipet 5) Deney tiipleri. 6) Cam baget. 7) Kaynar su banyosu.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 5 mL %5’lik glukoz ¢ozeltisi, 5 damla %50°1ik asetik
asit ve 5 damla fenil hidrazin konup karistirilir. 2) Tiipteki karisim, kaynar su banyosunda 10-
15 dakika tutulur ve bu sirada kristallenme olmasi i¢in cam bagetle icten tiip kenarina siirtme
hareketleri yapilir. 3) Tiip akan c¢esme suyu altinda sogutulur. 4) Tiipteki sar1 kristaller
mikroskop altinda incelenir.

Actklama: Monosakkaridler, fenil hidrazin ile 1. ve 2. karbonlarinin katildig1 bir
tepkimeye girerek karakteristik osazon kristalleri olustururlar. Glukoz ile ince uzun igneler
seklinde ve ekin demeti goriinlimiinde kristaller olustugu gdzlenir.

Tartisma: Deney glukoz ¢ozeltisi yerine mannoz ¢ozeltisi veya fruktoz ¢ozeltisi ile
yapilsaydi gene ince uzun igneler seklinde ve ekin demeti goriiniimiinde kristaller olustugu
gozlenirdi. Ciinkii, glukoz, mannoz ve fruktozun 1. ve 2. karbonlarina baglh gruplar farkls;
fakat 3., 4., 5. ve 6. karbonlarina bagl gruplar ise aymidir. 1. ve 2. karbonlarma fenil
hidrazinin baglanmasiyla glukoz, mannoz ve fruktozun tiim karbonlarina bagh gruplar ayni
olmus olur ve bdylece olusan osazon kristalleri arasinda da fark olmaz. Deney galaktoz
cozeltisi ile yapilsaydi kirli sar1 ve at kestanesi goriinlimiinde kristaller olustugu gozlenirdi.
Ciinkii, galaktozun 4.karbonuna bagli hidroksil grubu glukozdakine gore ters taraftadir;
osazon olusurken 4.karbon tepkimeye katilmadigindan olusan osazon kristalleri de farkli olur.

Deney glukoz ¢ozeltisi yerine sukroz (sakaroz, bir disakkarid) ¢ozeltisi ile yapilsaydi
osazon olusumu goézlenmezdi.
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5.2. Disakkarid Deneyleri
5.2.1. Disakkaridler ve ozellikleri

Disakkaridler, bir monosakkarid molekiilii tizerindeki anomerik karbon hidroksil
grubunun bir diger monosakkarid molekiilii iizerindeki bir hidroksil grubu ile
reaksiyonlagsmasi sonucu olusturulan bir O-glikozidik bag vasitasiyla birbirine baglanmis iki
monosakkarid molekiilii ile olusmus bilesiklerdir.

CH,OH CH,OH

+H, 0

Disakkaridlerin olusumunu saglayan glikozidik baglar, a ve B olmak {izere iki tipte
olur. Glikozidik bagin tipini, C-1’deki —OH grubunun pozisyonu belirler. C-1’deki —OH
grubunun pozisyonu o pozisyonu ise a-glikozidik bag, B pozisyonu ise B-glikozidik bag
olusur.

CH,OH
CH,OH CH,OH

o\l@

OH OH
2 GLYCOSIDIC LINK p- GLYCOSIDIC LINK

OH
OH

OH o OH

OH
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Bazi disakkaridler olusurken monosakkaridlerin her ikisinin anomerik karbonu
olusuma katilir ve dolayisiyla boyle disakkaridlerin molekiiliinde anomerik karbon atomu
bulunmaz. Molekiiliinde bir serbest anomerik karbon atomu bulunan disakkaridler,
monosakkaridler gibi indirgeyici 6zellik gdsterdikleri halde molekiiliinde bir serbest anomerik
karbon atomu bulunmayan disakkaridler indirgeyici 6zellik gostermezler.

1 2

Glucose Fructose Galactose Glucose

Sucrose Lactose

‘cH,0H

OH

1)
H

H OH H OH
Glucose Glucose Glucose

Maltose Isomaltose

H OH H OH

Glucose Glucose

Cellobiose

Maltoz, indirgeyici ozelliktedir ve malt sekeri olarak bilinir. Laktoz, indirgeyici
ozelliktedir ve siit sekeri olarak bilinir. Sukroz (sakkaroz), indirgeyici ozellikte degildir ve
cay sekeri, sofra sekeri olarak bilinir. Trehaloz, indirgeyici 6zellikte degildir. Sellobioz,
indirgeyici 6zelliktedir.
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Disakkaridler sulu asit ile kaynatma suretiyle ve enzimatik olarak hidroliz
edildiklerinde kendilerini olusturan monosakkaridler ortaya cikar.

C-H, 0, + HO—CH,,O, + CGH, ;0
Maltose —— Glucose + Glucose
Lactose — Glucose + Galactose

Sucrose — Glucose + Fructose

Fehling (-) olan sakkaroz, asit ile hidroliz olarak glukoz ve fruktoza parcalanir. Glukoz
ve fruktoz da Fehling (+) sonug verir.

Glucose

Sucrose

5.2.2. Disakkaridlerin hidrolizi deneyleri
5.2.2.1. Sakkarozun asit ile hidrolizi deneyi

Prensip: Fehling (-) olan sakkaroz, asit ile hidroliz olarak glukoz ve fruktoza
pargalanir; glukoz ve fruktoz da Fehling (+) sonug verirler.

Gerekenler: 1) Sakkaroz. 2)Konsantre HCI. 3) %20’lik NaOH c¢ozeltisi. 4) Fehling A
cozeltisi: 1000 mL’de 35 g CuSO4-5H,0 ve 5 mL konsantre H,SO, 5) Fehling B ¢ozeltisi:
1000 mL’de 150 g Na-K Tartrat (Seignette tuzu) ve 300 mL %33 liik NaOH 6) Taze Fehling
reaktifi: Esit miktarlarda Fehling A ve Fehling B ¢ozeltilerinin karistirilmasuyla elde edilir. 7)
Pipet 8) Deney tiipleri. 9) Kaynar su banyosu veya bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline spatiil ucuyla sakkaroz ve 5 mL distile su konup
karistirllarak sakkaroz ¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢dzelti ile Fehling deneyi yapilir ve Fehling (-)
sonu¢ gozlenir. 2) Bir bagka deney tiipiine spatiil ucuyla sakkaroz ve 1 mL konsantre HCI
konur. 3) Tiipteki karisimin {izerine 5 mL distile su eklenir ve karistirilir. 4) Tiipteki karigim,
kaynar su banyosunda veya bunzen beki alevinde dikkatlice 1sitilir. 5) Tiipteki karisima 2mL
%20’1ik NaOH ¢o6zeltisi eklenir. 6) Tiipteki son karisim ile Fehling deneyi yapilir ve Fehling
(+) sonug gozlenir.

Ac¢tklama: Sakkaroz, bir glukoz molekiilii ile bir fruktoz molekiiliiniin Gle(al—2)Fru
bi¢ciminde kondensasyonu ile olusmus molekiil yapisina sahip bir disakkariddir. Sakkaroz,
serbest yar1 asetal hidroksili icermez ve bu nedenle indirgeyici degildir; Fehling(-) sonug
verir. Sakkaroz, asit ile 1sitma sonucunda hidroliz olarak glukoz ve fruktoz molekiillerine
parcalanir. NaOH, hidrolizden sonra ortami nétiirlestirir. Son karisimda bulunan glukoz ve
fruktoz, serbest yar1 asetal veya yar1 ketal hidroksilleri nedeniyle indirgeyici 6zellikte
olduklarindan yapilan Fehling deneyinde (+) sonug gozlenir.
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Tartisma: Deney Gle(al—>4)Gle yapisindaki maltoz veya Gal(B1—4)Glc
yapisindaki laktoz ile yapilsaydi hidrolizden 6nce de Fehling (+) sonu¢ gozlenirdi. Ciinkii,
maltoz ve laktoz serbest yar1 asetal hidroksil grubuna sahiptirler ve bu nedenle
indirgeyicidirler.

Deney Gle(al—al)Gle yapisindaki trehaloz ile yapilsaydi hidroliz olmadan Fehling
(+) sonug gozlenemezdi; ¢iinkii, trehaloz da sakkaroz gibidir; serbest yar1 asetal hidroksili
icermediginden indirgeyici degildir.

5.2.2.2. Sakkarozun enzim ile hidrolizi deneyi

Prensip: Fehling (-) olan sakkaroz, enzim ile hidroliz olarak glukoz ve fruktoza
pargalanir; glukoz ve fruktoz da Fehling (+) sonug verirler.

Gerekenler: 1) Sakkaroz. 2) Maya. 3) Fehling A ¢ozeltisi: 1000 mL’de 35 g
CuSO4-5H>0 ve 5 mL konsantre H,SOy4 4) Fehling B ¢ozeltisi: 1000 mL’de 150 g Na-K
Tartrat (Seignette tuzu) ve 300 mL %33 liik NaOH 5) Taze Fehling reaktifi: Esit miktarlarda
Fehling A ve Fehling B ¢ozeltilerinin karistiriimasiyla elde edilir. 6) Porselen kapsiil. 7)
Pipet 8) Deney tiipleri. 9) Kaynar su banyosu veya bunzen beki alevi

Uygulama: 1) Bir deney tiipline spatiil ucuyla sakkaroz ve 5 mL distile su konup
karistirllarak sakkaroz ¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢dzelti ile Fehling deneyi yapilir ve Fehling (-)
sonu¢ gozlenir. 2) Bir porselen kapsiile 1 mL sakkaroz ¢ozeltisi ve kiiciik bir parga maya
konup ezilerek karigtirilir. 3) Kapsiildeki karisimda hidrolizin gergeklesmesi i¢in bir siire
beklenir. 4) Kapsiildeki son karisim ile Fehling deneyi yapilir ve Fehling (+) sonug gézlenir.

Agtklama: Sakkaroz, bir glukoz molekiilii ile bir fruktoz molekiiliiniin Gle(a1—2)Fru
biciminde kondensasyonu ile olugsmus molekiil yapisina sahip bir disakkariddir. Sakkaroz,
serbest yar1 asetal hidroksili icermez ve bu nedenle indirgeyici degildir; Fehling(-) sonug
verir. Sakkaroz, mayadaki enzimler etkisiyle hidroliz olarak glukoz ve fruktoz molekiillerine
parcalanir. Son karigimda bulunan glukoz ve fruktoz, serbest yari asetal veya yar ketal
hidroksilleri nedeniyle indirgeyici Ozellikte olduklarindan yapilan Fehling deneyinde (+)
sonug gozlenir.

Tartisma: Deney Gle(al—>4)Gle yapisindaki maltoz veya Gal(Bl1—4)Glc
yapisindaki laktoz ile yapilsaydi hidrolizden 6nce de Fehling (+) sonu¢ gozlenirdi. Ciinkii,
maltoz ve laktoz serbest yar1 asetal hidroksil grubuna sahiptirler ve bu nedenle
indirgeyicidirler.

Deney Gle(al—al)Gle yapisindaki trehaloz ile yapilsaydi hidroliz olmadan Fehling
(+) sonug gozlenemezdi; ¢iinkii, trehaloz da sakkaroz gibidir; serbest yar1 asetal hidroksili
icermediginden indirgeyici degildir.

5.3. Polisakkarid Deneyleri
5.3.1. Polisakkaridler (glikanlar) ve ozellikleri

Polisakkaridler, pek ¢ok sayida monosakkarid veya monosakkarid tiirevi molekiiliin
art arda O-glikozid baglar1 vasitasiyla baglanmasi suretiyle olusmus molekiil yapisindaki
karbohidratlardir. Dogada bulunan karbohidratlarin ¢ogu, yiiksek molekiiler agirlikli
polimerler olan polisakkaridler halindedirler.
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Polisakkaridler, birbirlerinden zincirleri boyunca tekrarlayan monosakkarid
tinitelerinin benzerligi, bu iiniteleri baglayan baglarin tipi ve dallanma derecesi bakimindan
farklidirlar.

Heteropolysaccharides
Homopolysaccharides Two monomer Multiple
types, monomer types,

Unbranched Branched unbranched branched

 Je8

Dogadaki en 6nemli depo homopolisakkaridler, bitki hiicrelerinde nisasta, hayvan
hiicrelerinde glikojendir.

Nisasta, amiloz ve amilopektin olmak tizere iki tip glukoz polimeri igerir. Amiloz,
(al—>4) baglar1 vasitasiyla birbirine baglanmis glukoz {initelerinin dallanmamis uzun
zincirlerinden olusmus bir glukoz polimeridir; zincirde birkag bin glukoz kalintis1 bulunabilir
ve bir ucu indirgeyicidir. Amilopektin, (a.1—4) baglar vasitasiyla birbirine baglanmis glukoz
tinitelerinin uzun zincirlerinin her 24-30 glukoz kalintisinda bir dallanmasi suretiyle olusmus
bir glukoz polimeridir; dallanma noktalarindaki bag, (al—6) bagidir ve dolayisiyla
molekiilde bir indirgeyici u¢ fakat dal sayist kadar ¢ok sayida indirgeyici olmayan ug vardir.

SCHL.OH CH,OH CH.OH CH,OH
—0 f

5 |
sl } 0 +—0, A 0,
H / \H H “H H /. H H A, S H
Nonreducing 4 H \‘ . | H Na f/" \\‘ | |//” \1\ L Reducing
end | INOH H /| INOH H /| INOH H INOH H | end
e ()’ \ | | -, | O | | L o— | ! j——

2| |
H OH H OH H OH H OH

CH0H CH0H
0,
H H H 0
OH OH
0OH QHT
CH,0H CH,0H CH,
0, 0,
H H H H H H o H
K/ OH OH OH
OH OH OH

Glikojen, amilopektin gibi, glukoz kalintilarinin (au1—4) baglar1 vasitasiyla birbirine
baglanmas1 suretiyle olusmus bir glukoz polimeridir; fakat glukoz {initelerinin uzun
zincirlerinin her 8-12 glukoz kalintisinda bir dallanmasi nedeniyle daha yogun bir dallanma
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gozlenir; dallanma noktalarindaki bag, (al—>6) bagidir ve dolayisiyla molekiilde bir
indirgeyici ug fakat dal sayis1 kadar ¢ok sayida indirgeyici olmayan ug vardir.

5.3.2. Polisakkaridlerin hidrolizi deneyleri
5.3.2.1. Nisastanin asit ile hidrolizi deneyi

Prensip: Fehling (-) olan nisasta, asit ile hidroliz olarak glukoz molekiillerine
parcalanir; glukoz da Fehling (+) sonug verir.
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Gerekenler: 1) Nisasta. 2) Konsantre HCIL. 3) %20°lik NaOH c¢ozeltisi. 4 )Fehling A
¢ozeltisi: 1000 mL’de 35 g CuSO4-5H,0 ve 5 mL konsantre H>SO, 5) Fehling B ¢ozeltisi:
1000 mL’de 150 g Na-K Tartrat (Seignette tuzu) ve 300 mL %33 liik NaOH 6) Taze Fehling
reaktifi: Esit miktarlarda Fehling A ve Fehling B ¢ozeltilerinin karistirilmasiyla elde edilir. 7)
Pipet 8) Deney tiipleri. 9) Kaynar su banyosu veya bunzen beki alevi

Uygulama: 1) Bir deney tiipline spatiil ucuyla nisasta ve 5 mL distile su konup
karistirilarak nisasta ¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢ozelti ile Fehling deneyi yapilir ve Fehling (-)
sonu¢ gozlenir. 2) Bir baska deney tiipiine spatiil ucuyla nigasta ve 1 mL konsantre HCI
konur. 3) Tiipteki karisimin iizerine 5 mL distile su eklenir ve karistirilir. 4) Tiipteki karisim,
kaynar su banyosunda veya bunzen beki alevinde dikkatlice 1sitilir. 5) Tiipteki karisima 2mL
%20’1ik NaOH ¢ozeltisi eklenir. 6) Tiipteki son karigim ile Fehling deneyi yapilir ve Fehling
(+) sonug gozlenir.

Aciklama: Nisasta, amiloz ve amilopektin olmak iizere iki tip glukoz polimeri igerir.
Amiloz, (a1—4) baglar1 vasitasiyla birbirine baglanmis glukoz iinitelerinin dallanmamis uzun
zincirlerinden olusmus bir glukoz polimeridir; zincirde birkag¢ bin glukoz kalintis1 bulunabilir
ve bir ucu indirgeyicidir. Amilopektin, (0.1 —>4) baglar1 vasitasiyla birbirine baglanmis glukoz
tinitelerinin uzun zincirlerinin her 24-30 glukoz kalintisinda bir dallanmasi suretiyle olugmus
bir glukoz polimeridir; dallanma noktalarindaki bag, (al—6) bagidir ve dolayisiyla
molekiilde bir indirgeyici u¢ fakat dal sayis1 kadar ¢ok sayida indirgeyici olmayan ug¢ vardir.
Nisastadaki az sayida indirgeyici ug, indirgeyici olmayan ¢ok sayida ug tarafindan gizlenir;
bu nedenle nisasta, Fehling (-) sonug verir. Nisasta, asit ile 1sitma sonucunda hidroliz olarak
glukoz molekiillerine parcalanir. NaOH, hidrolizden sonra ortami nétiirlestirir. Son karisimda
bulunan glukoz da serbest yar1 asetal hidroksilleri nedeniyle indirgeyici 6zellikte oldugundan
yapilan Fehling deneyinde (+) sonug¢ gozlenir.

5.3.2.2. Nisastanin enzim ile hidrolizi deneyi

Prensip: Fehling (-) olan nisasta, enzim ile hidroliz olarak glukoz molekiillerine
pargalanir; glukoz da Fehling (+) sonug verir.

Gerekenler: 1) Nisasta. 2) Tiikriik. 3) Fehling A ¢ozeltisi: 1000 mL’de 35 g
CuSO4-5H>0 ve 5 mL konsantre H,SO4 4) Fehling B ¢ozeltisi: 1000 mL’de 150 g Na-K
Tartrat (Seignette tuzu) ve 300 mL %33 ’liik NaOH 5) Taze Fehling reaktifi: Esit miktarlarda
Fehling A ve Fehling B ¢ozeltilerinin karigstirtimasiyla elde edilir. 6) Porselen kapsiil. 7)
Pipet 8) Deney tiipleri. 9) Kaynar su banyosu veya bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine spatiil ucuyla nisasta ve 5 mL distile su konup
karigtirilarak nisasta ¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢ozelti ile Fehling deneyi yapilir ve Fehling (-)
sonug gozlenir. 2) Bir porselen kapsiile 1 mL nisasta ¢ozeltisi ve bir tiikriikk konup karistirilir.
3) Kapsiildeki karigimda hidrolizin gerceklesmesi icin bir siire beklenir. 4) Kapsiildeki son
karisim ile Fehling deneyi yapilir ve Fehling (+) sonug gdzlenir.

Aciklama Nisastadaki az sayida indirgeyici ug, indirgeyici olmayan c¢ok sayida ug
tarafindan gizlenir; bu nedenle nisasta, Fehling (-) sonu¢ verir. Nisasta, enzim ile hidroliz
olarak glukoz molekiillerine pargalanir. NaOH, hidrolizden sonra ortami nétiirlestirir. Son
karigimda bulunan glukoz da serbest yar1 asetal hidroksilleri nedeniyle indirgeyici 6zellikte
oldugundan yapilan Fehling deneyinde (+) sonug gozlenir.
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6. AMINO ASIT DENEYLERI

6.1. Amino Asidler ve Ozellikleri
Amino asitler, yapilarinda hem amino grubu (-NH;) hem de karboksil grubu (-COOH) igeren
bilesiklerdir.

|
H,N—C-COOH
R

Dogada 300 kadar farkli amino asit bulunmaktadir. Amino asitlerin standart amino
asitler diye bilinen 20 tanesi, DNA tarafindan kodlanan ve proteinleri olusturan birimlerdir.
Standart amino asitler, {i¢ harfli kisaltmalar ve tek harfli sembollerle gosterilirler.

Armino asit Kisaltma Armino astt Kisaltma

Ghsin Gly G Treonin Thr T
Alanm Ala A Ststen Cys C
Valin Val V IMetiyonin et M
Lésin Leu E Asparajin Bsn N
Izolosin Ile I Glutarmin Gln Q
Prolin Pro P Aspartat Asp ]
Femlalamn Phe F Glutamat Glu E
Tirozn Tyr ¥ Lian Lys K
Triptofan Trp W Argnn Arg R
Senn Ser S Histidin His H

Standart amino asitler, R yan gruplarinin 6zellikle polarite veya biyolojik pH’da su ile
etkilesmeye egilim 6zelliklerine gére dort sinifa ayrilirlar.
1) Nonpolar R gruplu amino asitler.

Amino acid  Abbreviations Structural Formula
+
Glycine Gly (G) iquﬂ -
H-CH—-CO,
i,
Alanine Ala(4) [ e
cn, I coy
+
Valine Val (V) }.'—H‘ =
(CH,),CH-CH—COy
+
Leucine Leu @) M,
(CH),CHCH,-CH-CO,
%
Telsies e ) oLrd,
CILCILCI CI &0,
+
NH,

Iethionine et (M) | -
CHSCH,CH-CH-CQ,

(o,
+
= MH,

Plenylalanne | Phe F) { McH-tr—co
e g o ’

] -
==\ - e
gt || mem £ \cu, CE—CO,
\/"" >
g’
H
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2) Polar R gruplu amino asitler.

Amino acid Abbreviations Structural Formula
+
Asparagine | Asn () o W
H,NCCH,-CH—-CO,
Giutamine | G (Q) 0 -TH,

1 | —
ILNCCILCIL, CII GOy

+

Zerme Ser () _\llHq _
HOCH,-CH—-CO,

+
Threonine Thr (T} L81s BULIET

| | =
CH,CH-CH-C0,

| 1,
Tyrosine @ o CH{(EH*CO_
2

+

Cysteine Cys (12) 1|qu _
HSCH,-CH- 00,

3) Asidik R gruplu amino asitler.

Amino acid | Abbreviations Structural Formula
+
Aspartic acid | Asp (D) _ 9 1]1H3 _
C-CCIL, CII CO,
+
Glutamic acid | Gl (E) o M,

— I | —
0 -CCH,CH,~CH—CO,

4) Bazik R gruplu amino asitler.

Amino acd Abbreviations Structural Formula
+
Lysine Loys (ED + l\lﬂ_Iq _
H,NCH,CH,CH, CH,- CH— (0,
N, i
Argnine | Arg (B) ] T
ILNCNIICILOTLCIL, I CO,
+
N _
-CH—-CO
Histidine His (Hy N H, 2
gy
N
H

Glisinden (Gly, G) baska biitlin standart amino asitlerde a-karbon atomu asimetriktir.

(|JOO_
R
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Glisinden (Gly, G) baska biitiin standart amino asitler optikce aktif iki stereoizomere
veya enantiyomere sahiptirler. Protein molekiillerindeki amino asitler, L-stereoizomerlerdir.

L isormer o isomer
Bir tek amino grubuna ve bir tek karboksil grubuna sahip standart amino asitler,
notral sulu ¢ozeltilerden gwitterion olarak bilinen, tam olarak iyonlasmis sekillerde kristalize

edilebilirler.

i |

I
HO—(|3 -0—(|:

HgN—(lj —H HSN—? —H
R R

Nonionic Zwitterionic
form form

Bir standart amino asit, kendisi i¢in karakteristik olan izoelektrik nokta degerine esit
pH ortaminda net elektrik yiikii tasimaz; izoelektrik nokta degerinden yiiksek pH ortaminda
bazik anyon seklinde; izoelektrik nokta degerinden diigiik pH ortaminda asit katyon seklinde

bulunur.

pH 1 Net charge +1 pH 7 Net charge 0 pH 13 Net charge -1
® ® ®
COOH . CO0™ . COoo™
A | A

4 4 J ~ & o > "

HN C H < H,N C HZ H,N C H
|
R R R
Cationic form Zwilterion (newutral) Anionic form

Bir standart amino asit, kendisi i¢in karakteristik olan izoelektrik nokta degerine esit
pH ortaminda bir elektrik alaninda hareketsiz kalir; izoelektrik nokta degerinden yiiksek pH
ortaminda elektrik alaninda anoda goger; izoelektrik nokta degerinden diisiik pH ortaminda

elektrik alaninda katoda goger.
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6.2. Amino Asidlerin Kimyasal Tepkimeleri
6.2.1. Amino asidlerin amino gruplari ile verdikleri tepkimeler
1) Agillenme ile asidamid (peptid) olusturma: Amino asidin amino grubunun bir baska

amino asidin karboksil grubu ile peptid bagi olusturmasi tepkimesidir; peptidler ve proteinler

olusur.

2) Metillenme: Amino asidin amino grubuna metil grubunun baglanmasi tepkimesidir;

betainler olusur.

Betain (|:H3
-00C—CHz— r||+—CH3
CH;

3) Sanger tepkimesi: Amino asidlerin amino gruplarmna 1-fliioro-2,4-dinitro benzen
baglanmasiyla agik sar1 renkli bir bilesik olugmasi tepkimesidir.

e e

re-fimdnn miid 2,4-Dimitrrphonylamde: =i

4) Sorensen tepkimesi: Amino asidlerin amino gruplarina formaldehid baglanmasiyla
N-metilol veya N,N-dimetilol olusturmasi tepkimesidir.
R-CH-COC™ +CHz0 = R-CH-COO™ +CHy0 == R-CH-COU
| | I
NHo H - N- CHxOH HOHAC — N - CH,OH
Armno seit Formalddhit Momometilo] a.4. Dimwtilol s,
5) Van Slyke reaksiyonu: Amino asidlerin nitroz asid ile reaksiyona girerek azot gazi
olusturmalar1 tepkimesidir.
R-CH-CCOH + FI—OH —_— R—TH—GO‘OH

| I
NH» o) OH +Nz+ HpO
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6) Schiff bazi(-N=CH-) olusturma: Amino asidin bir aldehidle su c¢ikis1 suretiyle
birlesmesi tepkimesidir.

K ol [
- i >
H-—C—NH,; + B —=C—H ——= = H—C-=N—C=-R" + H"
| ¥ |
el H L o H
Araban awend Schifl base

7) Deaminasyon: Amino asidlerin amino gruplarinin ayrilmasiyla o-keto asidlerin
olusmasi tepkimesidir.

MH, M, -;,l*u

et |

Pi= --Ilj—EDG-II — R—C—0O0H
H

a=Aminog asit ce-Keto asit

6.2.2. Amino asidlerin karboksil gruplariyla verdikleri tepkimeler
1) Substitiisyon tepkimeleri: Tuz olusturma, amid olusturma, asidamid (peptid)
olusturma, ester olusturma tepkimeleri.

+
HyN O

v
Hyd 0y
sR—iC—C-NHy
g Amide R—C—C-S0R
Faier
H

2) Dekarboksilasyon: Amino asidlerin karboksil gruplarinin ayrilmasiyla biyojen

aminlerin olusmasi tepkimesidir.
COOH

HH2 MH
I MH M MH 2
‘“\\\\/ W
Histidin Histamin

6.2.3. Amino asidlerin amino ve karboksil gruplarinin birlikte verdikleri tepkimeler
1) Ninhidrin tepkimesi: Ninhidrin ¢ozeltisiyle kaynatilan amino asidin mavi-menekse
renkli bir kompleks olusturmasi tepkimesidir.

o 0
i COOH 1
5, OH O
. + HIN—C—H > +RCHO + 00+ NH; +| f + B
{ om H
0 R a
Nimbydrin 1 Hydrindaniin
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6.2.4. Amino asidlerin R— gruplari ile verdikleri tepkimeler (renk reaksiyonlar)

1) Ksantoprotein reaksiyonu: Yapisinda aromatik halka bulunan fenil alanin, tirozin,
triptofan, histidin gibi amino asidlerin konsantre nitrik asid ile 1sitma ve daha sonra ortamin
NaOH ile alkalilestirilmesi sonucu kirmizi-turuncu renkli bir bilesik olusturmalar
reaksiyonudur.

2) Kursun siilfiir olusumu: Siilfhidril (=SH) veya disiilfid (—S—S—) grubu i¢eren amino
asidlerin NaOH ile kaynatildiktan sonra ortama kursun asetat ¢ozeltisi eklendiginde siyah
renkli kursun siilfiir olusturmalaridir.

3) Tiyol (-SH) gruplarinin tepkimesi: Sisteinin agir metallerle ve nitroprussiyatla labil
renk kompleksi olusturmalar tepkimesidir.

4) Millon reaksiyonu: Fenol igeren tirozin amino asidinin civa nitrat ve konsantre
nitrik asid ile 1sitildiginda kirmizi renkli civa-nitro tuzu olusturmasi tepkimesidir.

5) Sakagucchi reaksiyonu: Guanido grubu igeren arjinin amino asidinin sodyum
hipoklorit veya sodyum hipobromit ve a-naftol ile koyu kirmuizi bir bilesik olusturmalar
tepkimesidir.

6) Hopkins Cole reaksiyonu: Indol halkasi igeren triptofan amino asidinin glioksilik
asidle karigtirildiktan sonra konsantre siilfiirik asidle tabakalastirilmalarinda temas yerinde
menekse renkli bir halka olusmasidir.

6.2.5. Amino asidlerin tiim gruplariyla verdikleri reaksiyon
Amino asidler, Fe%, Cu2+, C02+, Mn** gibi agir metallerle kelatlanma kompleks
bilesikleri olustururlar.

_7@

+2Na®

Natriumecalciumedetat

6.3. Amino Asidleri Tanimlama Deneyleri
6.3.1. Amino asidleri Van Slyke yontemi ile tanéimlama deneyi

Prensip: Amino asidler, nitroz asid ile reaksiyona girerek stabil olmayan diazo bilesigi
tizerinden, azot gazi ¢ikisiyla a-hidroksi asid olustururlar.

Gerekenler: 1) %0,5 lik glisin ¢ozeltisi. 2) NaNO;'’in %10°luk taze ¢ozeltisi. 3) 2N
asetik asid. 4) Pipet 5) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 2 mL %10’luk NaNO, ¢ozeltisi konur. 2) Tiipteki
NaNO; ¢ozeltisi tizerine 2 mL 2N asetik asid eklenir ve karigtirilir. 3) Tiipteki karisim iizerine
%0,5’1ik glisin ¢ozeltisi eklenir ve tiip ¢alkalanmadan i¢ ylizeyinde gaz kabarciklar1 olustugu
gozlenir.

Agtklama: Deneyin ilk asamasinda NaNO, ile asetik asidin etkilesmesinden nitroz
asid (HNO;) olusur. Daha sonra nitrdoz asid, amino asid ile reaksiyonlasir; amino asiddeki
serbest amino (—NH;) grubundan azot gaz1 meydana gelirken a-hidroksi asid olusur. Deney
tiipiiniin i¢ yiizeyinde gozlenen gaz kabarciklari, agiga ¢ikan azot gazina aittir. Cikan azot
gaz1 miktar Olgiilerek ¢ozeltide kag molekiil amino asid oldugu da saptanabilir; bu, amino
asidlerin kantitatif tayininde kullanilmaktadir.
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6.3.2. Amino asidleri ninhidrin yontemi ile tanimlama deneyi

Prensip: Amino asidler, amino ve karboksil gruplarinin birlikte verdikleri bir
reaksiyonda ninhidrin ile mor renkli kompleks olustururlar.

Gerekenler: 1) %0,5 lik glisin ¢ozeltisi. 2) Ninhidrin reaktifi. 3) Pipet 4) Deney
tiipleri. 5) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tilipiine 1 mL %0,5’lik glisin ¢dzeltisi konur. 2) Tiipteki glisin
coOzeltisi lizerine 2 damla ninhidrin reaktifi damlatilir. 3) Tip, kiiciik bir alev {izerinde
dikkatlice 1sitilir. 4) Tiipteki karisimin mor bir renk aldig1 gozlenir.

Agtklama: Ninhidrin, gli¢lii bir organik oksidandir. Amino asidler, ninhidrin etkisiyle
oksidatif deaminasyona ve dekarboksilasyona ugrarlar; amino asidden aldehid, amonyak ve
karbondioksit olusurken ninhidrin de indirgenir. ilk siralarda olusan indirgenmis ninhidrin de
heniiz indirgenmemis ninhidrin ve amonyak ile reaksiyona girerek mor renkli bir kompleks
olusturur; tiipte gézlenen mor renk, olugsan bu mor renkli kompleksten ileri gelmektedir.

Tartisma: Biitiin amino asidler ninhidrin ile tepkime verirler; ninhidrin tepkimesi,
amino asidlerin kalitatif ve kantitatif tayinlerinde kullanilir.

Amino grubu degil de imino grubu igeren prolin ve hidroksiprolin de ninhidrin ile
tepkimeye girerler; fakat olusturduklari kompleks mor degil saridir.

Amino grubu iceren bazi fosfolipidler ve polipeptidler de ninhidrin ile tepkimeye
girerler; fakat bu sirada karbondioksit ¢ikist olmaz.

6.3.3. Amino asidleri ksantoprotein yontemi ile tanimlama deneyi

Prensip: Fenil halkasi igeren amino asidler, fenil halkasina nitro gruplarinin
girmesiyle sar1 renkli bilesikler olustururlar.

Gerekenler: 1) Seyreltik serum. 2) Konsantre HNOj; 3) %40°lik NaOH 4) Pipet 5)
Deney tiipleri. 6) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1 mL seyreltik serum konur. 2) Tiipteki seyreltik
serum tizerine 1-2 damla konsantre HNO; damlatilir; tlipte beyaz bir c¢okelti olusumu
gozlenir. 3) Tiip, kiigiik bir alev iizerinde dikkatlice 1sitilir; bu sirada ¢dkeltinin sariya
dontistiigli ve ¢oziinerek kayboldugu gozlenir. 4) Tiip sogutulur ve icindeki karigima 3-4
damla NaOH damlatilir; karisimin renginin turuncuya doniistiigii gézlenir.

Agtklama: Deney sirasinda 6nce serumda bulunan proteinler HNOs etkisiyle denatiire
olarak ¢okmektedirler. Isitma sirasinda proteinlerde bulunan ve aromatik halka i¢eren fenil
alanin, tirozin triptofan amino asidleri ayrilirken bunlardaki aromatik halkaya nitro grubu
baglanir ve suda c¢oziinen, sart renkli bilesik olusur. Daha sonra ortamin NaOH ile
alkalilesmesi sonucunda nitro ucuna sodyum da baglanir ve kirmizi renkli bilesik olusur.

Tartisma: Proteinlerin ¢ogu, fenil alanin, tirozin ve triptofan amino asidlerini igerirler;
ksantoprotein reaksiyonunu verirler. Cilde HNO; temasi sonrasinda temas yerinde sararma
olmasi1 ksantoprotein reaksiyonu sonucudur.

6.3.4. Amino asidleri kursun asetat yontemi ile tanimlama deneyi

Prensip: Siilthidril (-SH) veya disiilfid (-S—S—) grubu iceren amino asidlerdeki
stilthidril (-SH) ve disiilfid (—S—S—) gruplari, NaOH ile kaynatma sirasinda Na,S veya H,S
seklinde ayrilir; bunlar da kursun asetat ile siyah renkli PbS olustururlar.

Gerekenler: 1) Seyreltik serum. 2) %40°lik NaOH 3) Kursun asetat ¢ozeltisi. 4) Pipet
5) Deney tiipleri. 6) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 2 mL seyreltik serum konur. 2) Tiipteki seyreltik
serum tizerine 2 mL %40’lik NaOH ve 1 mL kursun asetat ¢ozeltisi eklenip karistirilir. 3)
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Tip, kiigiik bir alev {izerinde dikkatlice 1sitilir; bu sirada tlipte siyah renkli bir bulaniklik
olustugu gozlenir.

Agtklama: Sistein ve sistin gibi amino asidleri i¢eren proteinler, kuvvetli alkali ile
1sitma sonucu hidroliz olurlar ve amino asidlerdeki kiikiirt, Na,S veya H,S seklinde ayrilirlar.
Ortama kursun asetat ¢ozeltisi eklendiginde, kursun asetat ile Na,S veya H,S’lin tepkimesi
sonucunda PbS olusur. PbS, suda ¢6ziinmeyen siyah renkli bir maddedir; tiipte gézlenen siyah
renkli bulaniklik, olugsan PbS’den ileri gelmektedir.

Tartisma: Bu deney, siilthidril (-SH) veya disiilfid (-S—S—) grubu igeren amino
asidler icindir; igerdigi kikiirt stilfhidril (—SH) veya disiilfid (-S—S—) seklinde olmayan
metionin ile PbS olusumu gozlenmez.

6.3.5. Sistein amino asidini sodyum nitroprussiyat ile tanimlama deneyi

Prensip: Siilthidril (—SH) grubu igeren sistein, serbest siilthidril (-SH) grubu
vasitasiyla agir metallerle ve nitroprussiyatla labil, fakat koyu bir renk kompleksi olusturur.

Gerekenler: 1) Sistein ¢ozeltisi. 2) %40’k NaOH 3) Sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi.
4) Pipet 5) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 2 mL sistein ¢ozeltisi konur. 2) Tiipteki sistein
cozeltisi lizerine 1 mL %40°’lik NaOH ve 1 mL sodyum nitroprussiyat ¢dzeltisi eklenip
karigtirilir. 3) Tiipteki karisimin kirmizi-mor-siyah koyu bir renk aldig1 gozlenir.

Actklama: Sistein, icerdigi serbest siilthidril (—SH) grubu nedeniyle agir metallerle ve
nitroprussiyatla labil, fakat koyu bir renk kompleksi olusturur.

Tartisma: Bu deney, siilthidril (-SH) grubu iceren sistein i¢indir; icerdigi kiikiirt
stilthidril (-SH) seklinde olmayan metionin ve sistin ile negatif sonug verir.

6.3.6. Fenol iceren amino asidleri Millon yontemi ile tanimlama deneyi

Prensip: Civa ve nitro gruplarinin fenol iceren amino asidlerdeki fenol grubuna
baglanmasiyla kirmizi renkli civa-nitro tuzu olusur.

Gerekenler: 1) Tirozin ¢ozeltisi. 2) Millon reaktifi: Konsantre nitrik asid ve civa nitrat
karisimi. 3) Pipet 4) Deney tiipleri. 5) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tlipline 1 mL tirozin ¢ozeltisi konur. 2) Tiipteki tirozin
cozeltisi tlizerine 1 mL su ve 1 mL Millon reaktifi eklenip karistirilir. 3) Tiip, kiiciik bir alev
tizerinde dikkatlice 1sitilir; bu sirada tiipte kirmizi bir renk olustugu gozlenir.

Agiklama: Tirozin amino asidi, fenol grubu icermektedir. Tirozin civa nitrat ve
konsantre nitrik asid ile 1sitildiginda civa ve nitro gruplarinin fenol grubuna baglanmasiyla
kirmizi renkli civa-nitro tuzu olusur. Tiipte gézlenen kirmizi renk, olusan civa-nitro tuzundan
ileri gelmektedir.
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7. PROTEIN DENEYLERI

7.1. Proteinler ve Ozellikleri

Proteinler, amino asitlerin belirli tiirde, belirli sayida ve belirli dizilis sirasinda
karakteristik diiz zincirde birbirlerine kovalent baglanmasiyla olusmus polipeptitlerdir.
Protein molekiillerinde primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner yapi tanimlanir.

Quaternary structure

Proteinlerin denatiire olma ozellikleri vardir. Bir proteinin denatiirasyonu, molekiiliindeki
yan baglarin yikilmasi ile polipeptid zincirin katlarinin agilmasi ve sonra yeni bir bi¢imde
yeniden katlanmasi olayidir.

|Dena1uration] | Folding r

Hall

Hfarophoblc
core

Denatiirasyon, proteinin tersiyer yapisinin bozulmasi, sekonder ve primer yapisinin
korunmasi bigiminde olursa reversibldir; proteinin tersiyer ve sekonder yapisinin bozulmasi,
yalnizca primer yapisinin korunmasi bi¢giminde olursa irreversibldir.

Bir proteinin denatiire olmasiyla fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinde degismeler
gorlliir; proteinin ¢oziiniirligl ¢ok azalir, biyolojik aktivitesi kaybolur.

Bir proteinin denatiirasyonuna neden olan etkiler, 1s1, X-1s1n1, UV 1sinlar, ultrason,
uzun siireli ¢alkalamalar, tekrar tekrar dondurup eritmeler, asit etkisi, alkali etkisi, organik
¢oziiciilerin etkisi gibi etkilerdir.
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Proteinler, amfoter elektrolit veya amfolittirler; hem asit hem baz gibi davranma 6zellikleri
vardir. Bir protein molekiilii, her protein i¢in farkli ve karakteristik olan, proteindeki
elektriksel yiike sahip R- gruplarinin sayilari ve elektriksel yiiklerinin g¢esidi tarafindan
belirlenen ve izoelektrik nokta diye tanimlanan bir pH degerinde iyonlasmis fakat dis ortama
kars1 elektriksel yonden nétral bir yapidadir

(H;N--++--COOH) <>(H3N"-----COO")

Bir protein molekiilii, izoelektrik noktasindan diisiik pH ortaminda pozitif yiikli
katyon (H3N'------COOH) seklinde bulunur; izoelektrik noktasindan yiiksek pH ortaminda ise
negatif yiiklii anyon (H,N------COQO") seklinde bulunur.

Proteinler, amfolit olma 6zellikleriyle ilgili olarak da cesitli 6zelliklere sahiptirler:

1) Proteinlerin hem baz hem asit baglama ozellikleri vardir.

2) Proteinlerin hem negatif iyon hem pozitif iyon baglama ozellikleri vardwr; proteinlere
baglanan bir¢ok iyon da suda ¢oziinmez tuz olusturur ve protein ¢oktiiriicti olarak etkilidirler.
Triklor asetik asit, pikrik asit, tungstik asit gibi ¢ok kullanilan protein ¢oktiiriiciilerinde
asitlerin anyonu, katyonlasmus proteinlerle birlesir. Hg*", Fe**, Zn®" gibi agir metal katyonlari
anyonlasmus proteinlerle birlesir ve protein ¢oktiiriicii olarak etki ederler. Cu®", Ni*" gibi baz1
agir metal katyonlari, geleneksel tuz olusumu yerine proteinle koordinasyon kompleksleri
olustururlar.

3) Proteinlerin su baglama ve bagli suyu verme yetenekleri vardir; 1g protein, yaklasik
0,3-0,5 g su baglar. Etanol, aseton, nétral tuzlar gibi ¢ok hidrofil maddeler, bir proteinin
bagladig1 suyu ¢ekerek protein ¢oktiiriicii olarak etki ederler.

4) Proteinler, elektriksel alanda, izoelektrik noktadan diisiik pH’ larda katoda gogerler,
izoelektrik noktadan yiiksek pH’larda anoda gogerler. Elektriksel alanda gogme hizi,
proteinlerin net elektrik ytiklerine ve ortamin pH degerine baglidir.

Proteinler, polipeptid zincirindeki peptid baglarimin su girisi ile ytkilmast sonucu hidroliz
olurlar. Proteinlerin kismi hidrolizi ile proteozlar, peptonlar ve peptidler olusur; tam hidrolizi
ile amino asitler olusur.

7.2. Proteinlerin Siniflandirilmalar:
Proteinler, yapilarina ve islevlerine gore farkli bi¢imlerde siniflandirilirlar.

7.2.1. Proteinleri yapilarina gore siniflandirma

Proteinleri yapilarina gore siniflandirmada basit proteinler, bilesik proteinler ve tlirev
proteinler tanimlanir.
7.2.1.1. Basit proteinler: Yalnizca amino asitlerden olugmus; hidroliz olduklarinda sadece
amino asitleri veren, polipeptit zincirleri yapisindaki proteinlerdir. Basit proteinler, degisik
niteliklerine gore alt gruplara ayrilarak incelenirler.

Globiiler proteinler: Molekiiliiniin li¢ boyutlu sekli rotasyon elipsoid bi¢ciminde olan
proteinlerdir. Globiiler proteinler de albiiminler, globiilinler, globinler, glutelinler,
prolaminler, protaminler, histonlar gibi alt gruplara ayrilirlar.

Albiiminler, suda ve sulu tuz ¢ozeltilerinde ¢oziiniirler; 1s1 ile denatiire olurlar; sulu
¢ozeltilerde amonyum stilfat ile doyurulmus bir ortamda ¢okerler; molekiil agirliklar: genel
olarak 100.000’in altindadir; glisince fakirdirler.

Globiilinler, suda ¢oziinmezler; sulu noétr tuz ¢ozeltilerinde ¢ozlniirler; sulu
cozeltilerinden, ¢ozeltinin amonyum siilfat ile yar1 doyurulmas: suretiyle ¢oktiirme suretiyle
ayrilabilirler; 1s1 ile de denatiire olurlar; molekiil agirliklart 100.000°den ytiiksektir; glisince
zengindirler.
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Globinler, genellikle bilesik halde, baslica hemoglobin yapisinda bulunurlar.

Glutelinler, bitkisel kokenli basit proteinlerdir; suda ve sulu nétral tuz ¢ozeltilerinde
¢Oziinmezler; cok sulu asit ve alkalilerde ¢oziiniirler; 1s1 ile denatiire olurlar.

Prolaminler, bitkisel kokenli basit proteinlerdir; suda, noétral tuzlarda ve alkolde
¢Oziinmezler; ancak %70-80’lik alkolde c¢oziiniirler; adlarini, cok fazla igerdikleri prolin
amino asidinden alirlar; sistin ve lizin yoniinden fakirdirler.

Protaminler, suda, seyreltik asit ve alkalilerde, seyreltik amonyum hidroksit
cozeltisinde c¢oziniirler; fazla miktarda arjinin igermelerinden dolayr kuvvetli bazik
karakterde basit proteinlerdir; tirozin, triptofan ve kiikiirtlii amino asit icermezler.

Histonlar, protaminler gibi, fakat daha biiyilk molekiillii, daha az bazik basit
proteinlerdir.

Fibriler proteinler: Molekiiliiniin {i¢c boyutlu sekli ¢cok gerilmis elipsoid bigiminde
olan proteinlerdir.

Skleroproteinler (Albiiminoidler), suda, notral tuz cozeltilerinde, seyreltik asit ve
alkalilerde ve saf alkolde ¢Oziinmezler; pepsin ve tripsin gibi enzimlere direnglidirler;
hayvansal kaynaklidirlar.

Fibrinojen, kan plazmasi i¢inde ¢6ziinmiis olarak bulunur; kanin pithtilasmasi sirasinda
gorev alir.

Miyozin, kasta bulunur; kasin kasilmasinda gorev alir.

7.2.1.2. Bilesik proteinler: Amino asitlerden olusmus polipeptit zincirlerinin prostetik grup
denen yapilara baglanmasiyla olugsmus; hidroliz edildiklerinde amino asitlerden baska degisik
nitelikte kimyasal maddeler de veren proteinlerdir.

Glikoproteinler: Prostetik grubu karbonhidrat olan bilesik proteinlerdir; %1-80
arasinda degisen oranda karbonhidrat igerirler.

Proteoglikanlar: 9%380-95 gibi ¢ok yiiksek oranda karbonhidrat iceren bilesik
proteinlerdir;

Lipoproteinler: Proteinlerin lipidlerle olusturduklar1 bilesik proteinlerdir; degisik
oranlarda trigliserid, kolesterol ve fosfolipid igerirler. Lipoproteinler, 6nemli oranlarda lipid
icermelerine karsin suda ¢oziiniirler; boylece kandaki lipidleri tasirlar.

Fosfoproteinler: Prostetik grup olarak fosfat iceren bilesik proteinlerdir.

Niikleoproteinler: Protaminler, histonlar ve diger basit proteinlerin niikleik asitlerle
baglanmasi sonucu olusmus bilesik proteinlerdir.

Metalloproteinler: Prostetik grup olarak Fe, Cu, Zn gibi agir metalleri igeren bilesik
proteinlerdir.  Demirli  metalloproteinlerden  ferritin  ve  transferrin,  bakirli
metalloproteinlerden seruloplazmin, 6nemli metalloprotein ornekleridirler.

Kromoproteinler: Metal-porfirin kompleks sistemleri ile olugsmus bilesik proteinlerdir.
Hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar, peroksidaz, demir igeren Onemli kromoprotein
ornekleridirler.
7.2.1.3. Tiirev proteinler: ilk iki protein grubunda yer alan proteinlerin belirli etkilerle
degismeleri sonucu olusan proteinlerdir; primer tiirev proteinler ve sekonder tiirev proteinler
olmak tizere iki alt grupta incelenirler.

Primer tiirev proteinler: Peptit baglarina dokunmadan, asit, baz ve 1s1 gibi etkilerle
protein molekiillerinin degismesi sonucu olusmus tiirev proteinlerdir; denatiire tip proteinler
olarak da adlandirilirlar.

Sekonder tiirev proteinler: Peptit baglarin1 kismen yikan asit veya enzimlerin
etkisiyle olusan tiirev proteinlerdir. Peptit baglarimin bu sekilde pargalanmasiyla protein
molekiilleri, gitgide daha kiigiik pargalara boliiniirler. Bdyle bir pargalanmada biiytik
parcgalara proteoz (albiiminoz) denir; kiiclik parcalara pepton denir; daha kiiciik zincirler de
polipeptitler ve peptitlerdir.
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7.2.2. Proteinleri islevlerine gore siniflandirma

7.2.2.1. Katalitik proteinler: Biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden enzimler, yliksek
derecede spesialize proteinlerdir.

7.2.2.2. Tasiyic1 proteinler (transport proteinleri): Spesifik molekiilleri veya iyonlari
baglayip bir organdan bir bagka organa veya hiicre membraninin bir tarafindan diger tarafina
transport eden proteinlerdir.

7.2.2.3. Besleyici ve depo proteinler: Yumurta akinin esas proteini ovalbiimin, siitiin esas
proteini kazein besleyici proteinlerdir; bir ¢ok bitki tohumu da ¢imlenen tohumun biiylimesi
icin gerekli besleyici proteinleri depolamustir. Ferritin, demir depolayan proteindir.

7.2.2.4. Kontraktil proteinler: Kasilabilen veya kendiliginden hareket edebilen proteinlerdir.
Miyozin ve aktin, iskelet kaslarinin kontraktil sisteminde ve ayni zamanda bir ¢ok kas
olmayan hiicrede islev gortir.

7.2.2.5. Yapisal proteinler: Tendonlarin ve kikirdagin esas yapisini, ¢ok yiiksek gerilme
giicline sahip kollajen olusturmustur; kosele, hemen hemen saf kollajendir.

7.2.2.6. Savunma (defans) proteinleri: Organizmalar1 diger tiirler tarafindan istilaya karsi
savunan, organizmay1 hasardan koruyan proteinlerdir.

7.2.2.7. Diizenleyici proteinler: Selliiler diizenleme veya fizyolojik aktiviteye yardim eden
proteinlerdir.

7.2.2.8. Diger proteinler: Fonksiyonlar1 heniiz daha fazla bilinmeyen ve kolayca
siniflandirilmayan ¢ok sayida proteindir.

7.3. Proteinleri Tammmlama Deneyleri
7.3.1. Proteinleri denatiirasyon ve ¢cokme tepkimeleri ile tanimlanma deneyleri
7.3.1.1. Proteinleri siilfosalisilik asit ile ¢oktiirme suretiyle tanimlama deneyi

Prensip: Proteinlerdeki serbest bazik gruplar, siilfosalisilik asit ile, suda ¢dziinmeyen
bilesik olustururlar.

Gerekenler: 1) %20’lik siilfosalisilik asit ¢ozeltisi. 2) Seyreltik serum. 3) Pipet 4)
Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1-2 mL seyreltik serum konur. 2) Deney tiiplindeki
seyreltik serum lizerine 1-2 damla %20’lik siilfosalisilik asit ¢ozeltisi damlatilir. 3) Deney
tiipiinde beyaz bir bulaniklik olustugu gozlenir.

Ac¢tklama: Serumda bulunan proteinlerdeki serbest amino gruplar gibi bazik gruplar,
stilfosalisilik asit ile birlesirler ve protein-siilfosalisilik asit bilesigi olusur. Olusan protein-
stilfosalisilik asit bilesigi suda ¢oziinmediginden ¢oker. Deney tliplinde gozlenen bulaniklik,
coken protein-siilfosalisilik asit bilesiginden ileri gelmektedir.

Tartisma: Deney proteozlar ve peptonlarla yapilsaydi, gene bulaniklik olusumu
gozlenirdi. Fakat bu bulaniklik, tiipiin 1sitilmasiyla kaybolur; proteinlerle olusan bulaniklik ise
tiiplin 1s1itilmasiyla kaybolmaz.

7.3.1.2. Proteinleri konsantre nitrik asit ile c¢oktiirme suretiyle tammmlama
deneyi(Heller’in halka deneyi)
Prensip: Proteinler, nitrik asit ile, asit-metaprotein (asit-albumin) bilesigi olustururlar.
Gerekenler: 1) Konsantre HNO; 2) Seyreltik serum. 3) Pipet 4) Deney tiipleri.
Uygulama: 1) Bir deney tiipline 1-2 mL konsantre HNO3 konur. 2) Deney tiiptindeki
konsantre HNO; iizerine 1 mL seyreltik serum tabakalandirilir. 3) Deney tiiplinde HNO; ve
serumun temas yerinde beyaz bir halka olustugu gozlenir.
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Agitklama: Serumda bulunan proteinler, nitrik asit ile birlesirler ve beyaz renkli asit-
metaprotein (asit-albumin) bilesigi olustururlar. Deney tiiplinde gozlenen beyaz halka, asit-
metaprotein (asit-albumin) bilesiginden ileri gelmektedir.

Tartisma: Deneyde parlak ve kristalli bir halka olusumu gozlenirse; bu, tire ile nitrik
asidin olusturdugu bilesikten ileri gelmektedir. Halka degil de ¢ozelti icinde daginik bir
bulaniklik olusumu goézlenirse; bu, iirat tuzlarindan ileri gelmektedir. Urat tuzlarindan ileri
gelen bulaniklik, 1sitmakla kaybolur.

7.3.1.3. Proteinleri triklorasetik asit (TCA) ile ¢coktiirme suretiyle tanimlama deneyi

Prensip: Proteinler, triklorasetik asit anyonlar1 ile baglanarak suda ¢6ziinmeyen tuzlar
olustururlar.

Gerekenler: 1) %20°lik TCA ¢ozeltisi. 2) Seyreltik serum. 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1-2 mL seyreltik serum konur. 2) Deney tiiplindeki
seyreltik serum flizerine 1-2 damla %?20’lik TCA ¢ozeltisi damlatilir. 3) Deney tiipiinde
bulaniklik olustugu gozlenir.

Agtklama: Serumda bulunan proteinler, TCA’in anyonlar1 ile baglanarak suda
¢Oziinmeyen tuzlar olustururlar. Gozlenen bulaniklik, bu tuzlarin ¢6kmesinden ileri
gelmektedir.

7.3.1.4. Proteinleri 1sitma ile ¢oktiirme suretiyle tanimlama deneyi

Prensip: Proteinler, 1s1 etkisiyle denatiire olurlar.

Gerekenler: 1) Seyreltik serum. 2) Pipet 3) Deney tiipleri. 4) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 1-2 mL seyreltik serum konur. 2) Deney tiipti dikkatli
bir sekilde 1sitilir. 3) Deney tiipiinde beyaz bir bulaniklik olustugu gozlenir.

Agtklama: Serumda bulunan proteinler 1s1 etkisiyle denatiire olurlar ve ¢oziiniirliikleri
azalir. Deney tiiptinde gozlenen bulaniklik, ¢oziiniirliikleri azalan proteinlerin ¢okmesinden
ileri gelmektedir.

7.3.1.5. Proteinleri kaynatma-asetik asitle ¢coktiirme suretiyle tanéimlama deneyi

Prensip: Proteinler, 1s1 etkisiyle denatiire olurlar; asetik asit de proteinlerin
denatiirasyonunu artirir.

Gerekenler: 1) Seyreltik serum. 2) %3 liik asetik asit. 3) Pipet 4) Deney tiipleri. 5)
Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tlipiine 1-2 mL seyreltik serum konur. 2) Deney tiipii dikkatli
bir sekilde sitilir. 3) Deney tiipiinde beyaz bir bulaniklik olustugu gozlenir. 4) Deney
tiiptindeki bulaniklik iizerine birka¢ damla asetik asit damlatilir; bulanikligin arttig1 veya
degismedigi gozlenir.

Agitklama: Serumda bulunan proteinler 1s1 etkisiyle denatiire olurlar ve ¢oziiniirliikleri
azalir. Deney tiiptinde gozlenen bulaniklik, ¢oziiniirliikleri azalan proteinlerin ¢okmesinden
ileri gelmektedir. Asetik asit, proteinlerin denatiirasyonunu artirir.

Tartisma: idrar gibi biyolojik materyallerde bulunan primer kalsiyum fosfat ve
kalsiyum bikarbonat da 1sitmakla suda ¢oziinmeyen sekonder veya tersiyer kalsiyum fosfat ve
karbonat haline gelerek bulaniklik olustururlar. Fakat tersiyer kalsiyum fosfat ve karbonattan
ileri gelen bulaniklik, asetik asit etkisiyle kaybolur; ¢iinkii asetik asit, tersiyer kalsiyum fosfat
ve karbonat ile suda ¢6ziinen bilesikler olusturur.
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7.3.2. Proteinleri renk tepkimeleri ile tanimlanma deneyleri
7.3.2.1. Proteinleri biiiret tepkimesi ile tammlama deneyi

Prensip: Proteinler, biiiret reaktifi ile mor renkli kompleks olustururlar.

Gerekenler: 1) Protein ¢ozeltisi. 2) Glisin ¢ozeltisi. 3) Ure. 4) Biiiret reaktifi: 6 g Na-
K tartrat, 1,5 g kristalize bakir siilfat, 300 mL %10 ’luk NaOH, voliim distile suyla 1 litreye
tamamlanarak karistirilip ¢oziiliir. 5) Pipet 6) Deney tiipleri. 7) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bes deney tiipli alinarak numaralandirilir. 2) 1.tlipe 1-2 mL protein
¢oOzeltisi konur; 2.tiipe 1-2 mL glisin ¢6zeltisi konur; 3.tiipe 1-2 mL su konur; 4.tiipe spatiil
ucu ile iire konur ve bu, 1-2 mL suda ¢6ziiliir; 5.tiipe spatiil ucu ile lire konur ve bu, amonyak
kokusu hissedilinceye kadar 1sitilip sogutulduktan sonra 1-2 mL suda ¢oziiliir. 3) Bes deney
tipiine de 1-2 mL biliret reaktifi eklenip karistirilir. 4) 1.ve S.tiiplerde biiiret reaktifinin
renginin mora donlistiigii gozlenir.

Agiklama: Biiiret reaktifindeki Cu® iyonlar1, alkali ortamda, en az iki peptid bag
iceren maddelerle mor renkli kompleksler olustururlar. Proteinlerin yapisinda en az iki peptid
bag1 bulundugundan proteinler, biiiret reaktifindeki Cu®" iyonlar ile alkali ortamda, mor
renkli kompleksler olusturmakta ve 1.tlipte mor renk olusumu gozlenmektedir. Glisin ve
tirenin yapisinda en az iki peptid bagi bulunmadigindan 2.,3.ve 4.tiiplerde ise mor renkli
kompleks olugsmaz ve bu tiiplerde biiiret reaktifinin rengi degismez; su iceren 3.tlip, renkleri
karsilastirma igindir. 5.tlipte iirenin kuru kuruya isitilmasiyla iki peptid bagi igeren biiiret
yapist olustugundan bu tiipte de Cu®" iyonlar1 ile mor renkli kompleks olusumuna bagli olarak
mor renk gozlenmektedir.

Tartisma: Deney, en az iki peptid bagi iceren peptidlerle de pozitif sonug verir; ancak
bir peptid bag1 iceren dipeptidlerle negatif sonug verir.

*Bitiret tepkimesi, biyolojik materyalde proteinlerin kantitatif tayini icin de siklikla
kullanilmaktadir.

7.3.2.2. Proteinleri ksantoprotein tepkimesi ile tanimlama deneyi

Bu deney, aslinda proteinlerin yapisini olusturan fenil alanin, tirozin, triptofan gibi
aromatik yan zincirli amino asitlerle ilgilidir; amino asitleri tanimlama deneyi olarak
yapilmaktadir.

7.3.2.3. Proteinleri kursun asetat tepkimesi ile tanéimlama deneyi

Bu deney, aslinda proteinlerin yapisini1 olusturan ve siilthidril (—SH) veya distilfid
(—S—S—) grubu igeren amino asitlerle ilgilidir; amino asitleri tanimlama deneyi olarak
yapilmaktadir.

7.3.2.4. Proteinleri Sakagucchi tepkimesi ile tanimlama deneyi
Bu deney, aslinda proteinlerin yapisin1 olusturan ve guanido grubu igeren arjinin
amino asidi ile ilgilidir; amino asitleri tanimlama deneyi olarak yapilmaktadir.

7.4. Proteinleri Ayirma ve Saflastirma Deneyleri
7.4.1. Proteinleri ¢oziiniirliiklerine gore ayrima ve saflastirma deneyleri

Sodyum siilfat veya amonyum siilfat ile ¢oktiirme yontemleri, proteinlerin
ayrilmasinda ve saflastirillmasinda kullanilan en eski yontemlerdir. 38°C’de %22,2’lik Na;SOy4
(doymus sodyum siilfat) ¢ozeltisi, ve yar1 doymus konsantrasyonda (NH4),SO4 (amonyum
stilfat) ¢ozeltisi globiilini ¢Oktiirlir; tam doymus konsantrasyonda (NH4),SO4 (amonyum
stilfat) ¢ozeltisi albiimini ¢oktiiriir.
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Tuzlarin protein ¢oktiirlicii  etkisi, protein molekillerinin  bagladigr  suyu
cekmelerinden ileri gelir. Ayirma islemi sirasinda proteinlerin denatiire olmamasi igin
coktiirmeler sogukta yapilmalidir. Ayrica ¢ozeltinin pH degeri degistirilerek yontem
tyilestirilebilir; proteinin izoelektrik noktasina esit pH’da ¢oziintirliik en azdir.

7.4.1.1. Amonyum siilfat ile coktiirme suretiyle serumdaki globulinlerle albuminlerin
ayrilmasi deneyi

Prensip: Globulinler, yar1 doymus amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢okerler; albuminler
ise tam doymus amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢okerler.

Gerekenler: 1) Serum. 2) Doymus amonyum siilfat ¢ozeltisi. 3) Amonyum siilfat
kristalleri. 4) Siizgeg kagidi. 5) Cam huni. 6) Pipet 7) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 2 mL serum konur. 2) Deney tiiplindeki serum tiizerine
2 mL su eklenerek karigtirilir ve bdylece serum seyreltilir. 3) Deney tliplindeki seyreltik
serum tizerine 4 mL doymus amonyum siilfat ¢ozeltisi eklenerek karistirilir. Boylece olusan
yar1 doymus amonyum siilfat ¢dzeltisi i¢inde beyaz bir bulaniklik olustugu gozlenir. 4) Deney
tiiptindeki bulanik karisim siiziiliir. 5) Berrak olan siiziintilye azar azar amonyum siilfat
kristalleri atilip karistirilarak doymus amonyum siilfat ¢ozeltisi elde edilir. Doymus amonyum
siilfat ¢cozeltisi i¢cinde yeniden bulaniklik olustugu gézlenir.

Actklama: Serumda bulunan globulinler ve albuminler, seyreltik ¢ozeltide ¢oziinmiis
haldedirler. Seyreltik ¢ozeltinin yar1 doymus amonyum siilfat ¢ozeltisi haline getirilmesiyle
globulinler ¢okerler; yar1 doymus amonyum siilfat ¢ozeltisinde c¢okme, globulinlerin
ozelligidir. Slizme sirasinda globulinler silizge¢ kagidinin iizerinde kalirken albuminler
¢Oziinmiis halde siizge¢ kagidindan siiziintiiye gecerler ve bdylece globulinlerle albuminler
birbirlerinden ayrilmig olurlar. Siiziintiiniin tam doymus amonyum siilfat ¢ozeltisi haline
getirilmesiyle de albuminler ¢okerler; tam doymus amonyum siilfat ¢ozeltisinde c¢okme,
albuminlerin 6zelligidir. Coziinmiis proteinlerin amonyum siilfat gibi notral tuzlarin etkisiyle
¢okmelerinin nedeni, protein molekiillerindeki bagli suyun ¢ekilmesidir.

7.4.2. Proteinleri elektrik yiiklerine gore ayirma ve saflastirma deneyleri

Elektroforez, proteinleri, izoelektrik noktalarindan farkli bir pH degerine sahip
elektriksel bir alanda farkli gogme hizlarina dayanarak ayirma yontemidir. Elektroforez
isleminde proteinler, pH’1 belli bir tampon ¢ozelti i¢inde ve bir tagiyict materyal iizerinde
genellikle anoda dogru gog ettirilirler. Farkli gogme hizlarina gore tasiyict materyal {izerinde
ayrilan proteinler, boyanarak goriiniir hale getirilir ve elde edilen elektroforegram, kantitatif
olarak degerlendirilir.

Elektroforezde kullanilan tasiyici materyal, kagit, selliiloz asetat tabakasi, nisasta jeli,
poliakrilamid jeli, agar jeli gibi maddeler olabilir; tasiyict materyalin ¢esidine gore de farkl
elektroforez yontemleri tanimlanir.
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7.4.3. Proteinleri molekiil biiyiikliiklerine gore ayirma ve saflastirma deneyleri
Ultrasantrifiigasyon, yer ¢ekimi ivmesinin binlerce katina ulagan ¢ekim alanlarinda
biiylik molekiillerin sedimente olarak (¢okerek) ayrilmalarina dayanan yontemdir.

Jel filtrasyon kromatografisi (dislama kromatografisi), kiiclik ve orta biiyiikliikte
protein molekiillerinin, bir kolonda molekiiler elek olarak islev goren bir jelin partikiillerinin
oyuklarina girmeleri, daha sonra kolonu uygun bir ¢ézgen yardimiyla yikama suretiyle disari
c¢ikarilmalarina dayanan ayirma yontemidir:

{| Small
molecules
“1 retarded

Solvent
front

Large
l-molecules
/) eluted

Gel particle | ¥ v
@ Large molecule
Small molecule

7.5. Proteinlerin Amino Asit Dizilerini Tayin Deneyleri

Proteinlerin amino asit siralarinin aydinlatilmasi i¢in once, protein tamamen saf hale
getirilir, sonra bir proteolitik enzimle cesitli peptitlere parcalanir; en son olarak da her
peptidin amino asit sirasi tayin edilir.

Bir peptit molekiiliindeki amino asitlerin dizilis sirasin1 aydinlatmak i¢in ¢esitli
yontemlerde peptit zincirinin uglarindaki serbest amino grubu veya serbest karboksil
gruplarindan yararlanilir.

Sanger yontemi ile bir protein veya peptidin N-terminal amino asidinin tayini
icin protein veya peptit, I-fluoro-2,4-dinitrobenzen ile reaksiyona sokulur. Daha sonra, asit
ile peptit hidrolizi yapilir ve peptidin N-terminalindeki amino asit, 2,4-dinitrofenilamino asit
seklinde elde edilir ve tanis1 yapilir.

Edman parcalanmasi yontemi ile bir protein veya peptidin N-terminal amino
asidinin tayini icin protein veya peptit, pH 8-9 ortaminda fenil izotiyosiyanat ile reaksiyona
sokulur.

Dansil Kloriir yontemi bir protein veya peptidin N-terminal amino asidinin tayini
icin protein veya peptit, dansil kloriir ile reaksiyona sokulur

Losin amino peptidaz enzimi de proteinlerin N-terminallerinden amino asitleri
teker koparir; proteinlerin veya peptitlerin amino asit dizisini tayinde kullanilir.

Karboksipeptidazlar ile siirh proteoliz yontemi, bir protein veya peptidin C-
terminal amino asidini tayin i¢in, uygulanabilir.
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8. ENZIM DENEYLERI

8.1. Enzimler ve Ozellikleri

Enzimler, biyokimyasal olaylarin viicutta yasam ile uyumlu bir sekilde
gerceklesmesini  saglayan  kimyasal ajanlardir;  biyolojik  sistemlerin  reaksiyon
katalizorleridirler.

Bir kimyasal reaksiyonda belirli baz1 maddeler (substratlar, S)’dan belirli baska bazi
maddeler (irlinler, P) olusur. Termodinamik bilgilerimize gore, substratlarin ve iiriinlerin
belirli serbest enerjileri vardir. Substratlar ve {iriinler arasinda bir enerjetik bariyer de vardir;
termodinamik olarak elverigli reaksiyonlarin baslangigta oOlciilebilir hizda meydana
gelmemesinin nedeni bu enerjetik bariyerdir; molekiillerin reaksiyona ugramalari i¢in daha
yiiksek bir enerji diizeyine ulagsmalar1 ve bu bariyeri asmalart gerekir.

Herhangi bir reaksiyon, koordinat diyagrami ile anlatilabilir:

activation
energy

total energy

reaction pathway ————

Bir reaksiyonun hizin1 bu aktivasyon enerjisi yansitir; yliksek bir aktivasyon enerjisi
yavas bir reaksiyona, diisiik bir aktivasyon enerjisi de hizli bir reaksiyona karsilik gelir. Bir
reaksiyon i¢in aktivasyon enerjisi, katalizorler vasitasiyla azaltilabilir ve reaksiyonun hizli
gergeklesmesi saglanabilir. Enzimler, 10’-10" misli hiz artisi saglayabilen olaganiistii
katalizorlerdir.

Katalitik RNA molekiillerinin kii¢lik bir grubu hari¢ biitiin enzimler proteindirler. Bu
nedenle enzimler, proteinlere ait tiim yapisal 6zellikleri gosterirler.

Baz1 enzimler aktivite i¢in, protein yapiy1 olusturan amino asit kalintilarindan bagska
kimyasal komponent gerektirmezler. Bazi enzimler ise kofaktér diye adlandirilan bir ek
kimyasal komponent gerektirirler. Kofaktor, ya Fe*", Mg®", Mn?", Zn*" gibi bir veya daha
fazla inorganik iyon ya da koenzim denen organik veya metalloorganik kompleks bir
molekiildiir.

Kofaktorii ile birlikte tam, katalitik olarak aktif bir enzim, holoenzim olarak
adlandirilir; holoenzimin bir protein kismi bir de kofaktor kismi vardir. Holoenzimin protein
kism1 apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilir.

Holoenzimin kofaktor kismi koenzim ise; koenzim enzime ¢ok siki baglanmig
olabildigi gibi, koenzim enzime ¢ok gevsek olarak baglanmis olabilir. Koenzimlerin enzim
proteinine ¢ok siki bir sekilde, kovalent olarak bagli olup enzim proteininden ayrilmayanlari
prostetik grup olarak adlandirilirlar; 6rnegin biotin, karboksilazlara siki1 bir sekilde kovalent
olarak bagli bulunur yani karboksilazlarin prostetik grubudur. Koenzimlerin enzim proteinine
cok gevsek bir sekilde nonkovalent olarak bagli olup enzim proteininden ayrilabilenleri
kosubstrat olarak adlandirilirlar.

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan onerilen ve
benimsenen sistematik adlandirmada enzimler, alt1 biiyiik sinifa ayrilirlar, her sinifin da
katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt siniflar1 vardir.
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M, Clazs Type of reaction catalyzed

1 Oxidoreductases Transfer of electrons
(hydride ions or H atoems)

2 Transferases Group-transfer reactions

4 Hydrolases Hydrolysis reactions (transfer of functional
groups to water)

4 Lyases Addition of groups to double bonds, or formation
of double bonds by removal of groups

] [somerases Transfer of groups within molecules to yield
isomeric forms

] Ligases Formation of C—C, C—8, C—0, and C—N bonds
by condensation reactions coupled to ATP
cleavage

Enzimler icin ¢esitli spesifiklikler (6zgiilliikler) tanimlanmustir.

Mutlak spesifiklik, bir enzimin, yalnizca spesifik bir substratin spesifik bir
reaksiyonunu katalize etmesi 6zelligidir.

Grup spesifikligi, bir enzimin, benzer fonksiyonel gruplar1 igeren sinirli sayida
substrat ile reaksiyonlagmasi 6zelligidir.

Bag spesifikligi, bir enzimin proteinlerin peptid bagi, karbonhidratlarin glukozidik
bag1 gibi belli bag tipleri lizerine etkili olmasi 6zelligidir.

Stereospesifiklik, bir enzimin yalnizca glukozun D- veya L- izomerleri gibi belli
optik izomerlere etkili olmas1 6zelligidir.

8.2. Enzim Kinetikleri

Enzimatik reaksiyonlarin hizlarinin deneysel parametrelerdeki degismelerle nasil
degistiklerinin incelenmesi, enzim kinetikleri olarak bilinir.

E+8 : ES—% , E+P

Bir enzimatik reaksiyonun hizi, enzim etkisiyle zaman birimi basina (1 dakikada veya
1 saniyede) olusan liriiniin veya iiriine doniisen substratin miktarina gore ifade edilir. Bir
enzimin bir doku ekstrat1 veya biyolojik bir sivi i¢indeki miktarin1 6lgmek i¢in, 6rnek iginde
bulunan enzimin katalize ettigi tepkimenin hiz1 6lgiiliir; dlgiilen hiz, var olan aktif enzimin
miktariyla dogru orantilidir.

Birgok enzimin saf Ornekleri olmadigindan veya miktarlarint saptamak zor
oldugundan bu enzimlerin miktarlar1 yerine aktivite iinitesi kullanilir. Bir enzimin aktivitesi,
o enzim tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonun hizinin, enzim etkisiyle optimal
kosullarda belirli siirede iirline doniistiiriilen substrat miktarina gore ifadesidir.

En cok kullanilan enzim aktivitesi birimi, 1U’dir. 1 IU enzim aktivitesi, optimal
kosullarda, 1 dakikada 1 pumol substrati degistiren enzim etkinligini ifade eder ki bu da 1
saniyede 16,67 nmol substratin {iriine doniistiiriilmesine karsiliktir.

Enzim aktivitesi, bazen katal olarak ifade edilir. 1 katal enzim aktivitesi, optimal
kosullarda, 1 saniyede 1 mol substrati degistiren enzim etkinligini ifade eder ki bu da 6 x 10’
IU enzim aktivitesine denktir. / katal = 6x10” IU; 1 nanokatal=10""katal=0,06 [U

Enzim aktivitesi, spesifik aktivite olarak da ifade edilir. Bir enzim i¢in spesifik
aktivite, 1 mg enzim proteini bagina diisen enzim iinitesi (IU veya katal) sayisidir.

Cesitli enzimler i¢cin O6zel aktivite birimleri de tanimlanmistir. Bodansky iinitesi,
37°C’de 8,6 pH ortaminda 100 mL serumda sodyum gliserofosfattan 1 saatte 1 mg fosfor
olusumunu katalize eden fosfataz enzimi aktivitesidir.
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8.2.1. Enzimatik bir reaksiyonun hizim etkileyen faktorler

Enzimatik bir reaksiyonun hizimi etkileyen bir¢cok faktorden bazilart sunlardir:
Enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, pH, 1s1 veya sicaklik, zaman, 151k ve diger
fiziksel faktorler, iyonlarin dogasi ve konsantrasyonu, hormonlar ve diger biyokimyasal
faktorler, reaksiyon tirtinleri.

Substratin ¢cok bol oldugu bir ortamda optimal sartlarda enzimatik bir reaksiyonun
Olciilen ilk hiz1 (V,), enzim konsantrasyonu [E] ile dogru orantilidir.

Raskshyon he

EnZim konsantradyone

Enzim konsantrasyonu ve diger biitlin sartlarin sabit oldugu bir ortamda ¢ok kiigiik bir
substrat konsantrasyonunda, enzim molekiillerinin ¢ogu serbest kalir, ES kompleksi az
miktarda olusur ve dolayisiyla {irline donilisen substrat miktar1 veya reaksiyonun hizi
kiigiiktiir. Substrat konsantrasyonunun belirli artiglar1 ile enzim molekiillerinin yarisinin
serbest kalip yarisinin ES kompleksi olusturdugu yar1 maksimal hiz (1/2 Vyax) noktasina
ulagilir. Substrat konsantrasyonunun belirli artiglarinin devaminda enzim molekiillerinin
hepsinin ES kompleksi olusturdugu bir noktada reaksiyon hizi maksimumdur (Vyax) ve bu
noktadan sonra substrat konsantrasyonunun artisi ile reaksiyon hizi artmaz.

Imitial velocity, ¥y (uvimin}

K Subatrate
concentration, [S)] {mb}

Bir enzimatik reaksiyonda enzim molekiillerinin yarisinin substrata doydugu ve bdylece yar1
maksimal hizin gozlendigi noktadaki substrat konsantrasyonuna “Michaelis-Menten sabiti”
denir ve Ky, ile gosterilir. Enzimatik bir reaksiyon i¢in V,, Viax, K ve [S] arasindaki iligki,
“Michaelis-Menten denklemi” denen esitlikle ifade edilir:

Vinax[S]

Vo= K, +[S]

Michaelis-Menten  denklemi, bir enzimin, etkili oldugu reaksiyonda, substrat
konsantrasyonuna gore ne sekilde davranacagini tanimlar:
1) K,, ¢ok biiyiik ([S], Ky’den ¢ok ¢ok kiiciik) ise, enzimatik reaksiyonun hizi substrat
konsantrasyonuna baghdir. Boyle reaksiyonlar, birinci dereceden reaksiyon olarak
tanimlanmirlar.
2) K, ¢cok kiigitk ([S], Ky,’den ¢ok ¢ok biiyiik) ise, enzimatik reaksiyonun hizi substrat
konsantrasyonuna bagh degildir; V. degerine esittir. Bdéyle reaksiyonlar sifirinci
dereceden reaksiyon olarak tanmimlanir.
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3) K., [S]ye esit ise, enzimatik reaksiyonun hiz1 substrat konsantrasyonuna bagl degildir;
1/2V max degerine esittir.

Enzimlerin aktiviteleri H™ iyonu konsantrasyonu veya pH degismelerinden etkilenir.
Ciinkii, gerek enzimlerin aktif yerleri gerekse substratlari, iyonizasyonu pH’in fonksiyonu
olan asidik ve bazik gruplar igerir. Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi bir pH degeri
vardir ki bu pH degerine enzimin optimal pH degeri denir. Cesitli enzimlerin optimum pH
degerleri farklidir.

F 8 10
pH

Enzimatik reaksiyonlarin hizi, sicaklik degismelerinden etkilenir. Enzimatik
reaksiyonun hizinin maksimum oldugu sicaklik derecesine optimal sicaklik denir.

YOZDE AKTIVITE

Bir enzim tarafindan katalizlenen bir reaksiyonun hizi, zamanla azalir. Bunun sebebi,
reaksiyon {rlinlerinin kendi aralarinda birleserek aksi yonde bir reaksiyon meydana
getirmeleri, enzimin zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu dnleyen maddelerin olugmast ve
substratin tiikenmesidir.

Isik, enzimlerin aktivitesini artirir veya azaltir.

Bir¢ok enzim, aktiviteleri i¢in metal iyonlarmma gereksinim gosterirler. Metal
iyonlarimin katalitik fonksiyonlari, ¢ogu kez karbonil bagindaki elektronlar veya alkollerdeki
oksijen {iizerinde bulunan elektron ciftleri gibi elektron ¢iftleriyle kompleks yaparak
fonksiyonel grubu polarize etmek ve yonlendirmektir. Metal iyonlarinin ayrica yapisal
fonksiyonu da vardir.

Hormonlar, amino asitler ve diger bazit maddeler enzimin durumunu etkileyerek
reaksiyon hizin1 degistirebilirler.

Reaksiyon iiriinleri olustukca enzimatik reaksiyonun hizi azalir. Ciinkii ¢ogu
enzimatik reaksiyonlar reversibldir; reaksiyon tiriinleri kendi aralarinda birleserek aksi yonde
bir reaksiyon meydana getirirler. Reaksiyon firiinlerinden bir kismi substrat ile yapisal
benzerlik gosterir ve enzimle birleserek onun aktivitesini azaltabilir.
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8.3. Enzim Deneyleri
8.3.1. MnOy’in katalizorliigiiniin incelenmesi

Prensip: MnQO,, hidrojen peroksidin pargalanisini hizlandirir.

Gerekenler: 1) Sulandirilmis H>O,2) MnQO; 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tlpine 5 mL sulandirilmis H,O, konur. 2) Tiipteki
sulandirilmis H,O; {lizerine spatiil ucu ile toz halindeki MnO;’ten eklenir. 3) Tiipte siddetli bir
koplirme oldugu gozlenir.

Agtklama: H,0,, kendiliginden fakat yavas olarak su ve molekiiler oksijene
parcalanmaktadir. MnO,, H,O,’in su ve molekiiler oksijene parcalanmasini hizlandirir.
Hizlandirilmis olayda molekiiler oksijenin agiga ¢ikisi, su i¢cinde kabarciklar veya kopiirme ile
belli olur.

8.3.2. Katalazin etkisinin incelenmesi

Prensip: Katalaz, hidrojen peroksidin parcalanigini hizlandirir.

Gerekenler: 1) Sulandirilmis H,O, 2) Kan. 3) Pipet 4) Deney tiipleri. 5) Bunzen beki
alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1 damla kan konur ve 5 mL su ile sulandirilir. 2)
Tiipteki sulandirilmis kan tizerine 1-2 damla sulandirilmis H,O, damlatilir. 3) Tiipte siddetli
bir kdpiirme veya gaz ¢ikisi oldugu gozlenir.

Agiklama: H>0,, kendiliginden fakat yavas olarak su ve molekiiler oksijene
par¢alanmaktadir. Kanda bulunan katalaz enzimi, H,O,’in su ve molekiiler oksijene
parcalanmasini hizlandirir. Hizlandirilmis olayda molekiiler oksijenin aciga ¢ikisi, su iginde
kabarciklar veya kopiirme ile belli olur.

Tartisma: Deney, kan yerine bir parca patates kullanilarak tekrarlanirsa gene gaz
c¢ikist gdzlenir; ¢linkii patateste de katalaz vardir.

Kan ve patates 1sitildiktan sonra deney yapilirsa gaz ¢ikisi gozlenmez; ¢iinkii 1sitma
ile, bir protein olan katalaz enzimi denatiire olur ve 6zelliklerini keybeder.

8.3.3. Peroksidazin etkisinin incelenmesi

Prensip: Peroksidaz, uygun bir substrattan hidrojen alip bunlar1 hidrojen peroksid
molekiili iizerine tasiyarak hidrojen peroksidin suya doniisiimiinii ve substratin
oksitlenmesini katalize eder.

Gerekenler: 1) %3’liik H,O, ¢ozeltisi. 2) Bazik benzidinin glasiyal asetik asitdeki
%1 ’lik taze ¢ozeltisi. 2) Sulandwrilmis kan. 3) Pipet 4) Deney tiipleri. 5) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 5 mL %3’liikk H,O, ¢ozeltisi konur ve iizerine 1-2
damla benzidin ¢ozeltisi damlatilarak karistirilir. 2) Tiipteki karigim iizerine 1-2 damla
sulandirilmis kan damlatilir. 3) Tiipte mavi-yesil renk olustugu gézlenir.

Agtklama: Kanda bulunan peroksidaz enzimi, benzidinden hidrojen alarak bunlari
H,0, molekiillerinin {iizerine tasir; H,O, suya indirgenirken benzidin de ylikseltgenir.
Ortamdaki yiikseltgenmis benzidin ile heniiz yiikseltgenmemis benzidin karisimi, benzidin
mavisi diye bilinen mavi-yesil bir renk olusturur. Gozlenen renk degisimi bundan ileri
gelmektedir.

Tartisma: Deney, kan yerine bir parca patates kullanilarak tekrarlanirsa mavi-yesil
renk olusumu gdzlenir; ¢linkii patateste de peroksidaz vardir.

Patates 1sitildiktan sonra deney yapilirsa gaz cikisi goézlenmez; ¢linkii 1sitma ile, bir
protein olan peroksidaz enzimi denatiire olur ve Ozelliklerini keybeder. Kandaki
hemoglobinin de peroksidatik etkisi vardir; benzidin ile H,O, arasindaki reaksiyonu
katalizler. Kanin 1sitilmasiyla peroksidazin katalitik etkisi ortadan kalktig1 halde
hemoglobinin peroksidatik etkisi devam edebilir.
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8.3.4. Tiikriik amilazinin etkisinin incelenmesi

Prensip: Tikriikteki a-amilaz, nisastayi hidrolitik olarak pargalar.

Gerekenler: 1) Nisasta ¢cozeltisi. 2) Iyot ¢ozeltisi. 3) Tiikriik. 4) Pipet 5) Deney tiipleri.
6) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 5 mL nisasta ¢ozeltisi konur. 2) Tiipteki nisasta
cozeltisi iizerine 1-2 damla iyot ¢ozeltisi damlatilir; ¢ozeltide mavi bir renk olustugu gozlenir.
3) Tipteki mavi renkli ¢ozeltiye bir miktar tiikriik eklenir ve tiip 37°C’de inkiibe edilir; bir
siire sonra ¢ozeltideki mavi rengin acildigi gozlenir.

Acitklama: Nisasta, igerdigi amilopektin nedeniyle gdzenekli bir molekiil yapisindadir.
Iyot, nisasta molekiiliiniin bosluklarina girerek ¢ozeltinin mavi renkli goriinmesine neden
olur. Tiikriikteki o-amilaz, nisastay1 hidrolitik olarak parcalar; nisasta molekiiliiniin
bosluklarina girmis olan iyot molekiillerinin serbestlesmesine ve sonugta mavi rengin
kaybolmasina neden olur.

Tartisma: Mavi renkli nisasta c¢oOzeltisinin tiikrilk katilmadan 1sitilmasi da nisasta
molekiiliiniin bosluklarina girmis olan iyot molekiillerinin serbestlesmesine ve sonugta mavi
rengin kaybolmasina neden olur; ¢ozelti soguyunca da iyot molekiilleri tekrar nisasta
molekiillerinin bosluklarina déner ve ¢ozelt1 tekrar mavi renk alir.

8.3.5. Ureazin etkisinin incelenmesi

Prensip: Ureaz, iireyi pargalayarak amonyak olusumuna neden olur.

Gerekenler: 1) Ure. 2) Ureaz ¢ozeltisi. 3) Fenolfitaleyn. 4) Pipet 5) Deney tiipleri. 6)
Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) ki deney tiipii alinarak numaralandirilir ve her iki tiipe 2’ser mL iireaz
¢oOzeltisi konur. 2) 1.tlip bunzen beki alevinde bir siire dikkatlice 1sitildiktan sonra sogutulur.
3) Her iki tlipteki iireaz ¢ozeltileri iizerine 2’ser mL lire ¢ozeltisi ve 1-2 damla fenolfitaleyn
eklenip karigtirthir. 4) Tiipler 37°C’de inkiibe edilir; bir siire sonra 1sitilmayan tiipte pembe
renk olusumu gozlenirken 1sitilan tiip renksiz kalir.

Agiklama: Ureaz, iireyi amonyak ve karbondiokside pargalar. Olusan amonyak, suda
bazik ortam olusturur ve bazik ortamda fenolfitaleyn pembe renk alir. Isitilan tiipte denatiire
olan iireaz, lireyi parcalama Ozelligini kaybettigi i¢cin bu tilipte lire pargalanmaz; amonyak
olusmaz ve renk degisimi gézlenmez.
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8.3.6. Lipazin etkisinin incelenmesi

Prensip: Lipaz, notral yaglari parcalayarak yag asidi olusturur.

Gerekenler: 1) Siit. 2) Pankreas ekstresi. 3) Fenolfitaleyn. 4) Na,CO; ¢ozeltisi. 5)
Pipet 6) Deney tiipleri. 7) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiiniin ’4’line kadar siit konur ve bu tiipteki siite 1-2 damla
fenolfitaleyn damlatilir. 2 Tiipteki karigima, pembe renk gozleninceye kadar Na,COj; ¢ozeltisi
damlatilir. 3) Tiipteki pembe renkli siit karisimina bir miktar pankreas ekstresi eklenir ve
kanistirilir. 4) Tiipteki son karistmin yarisi ikinci bir tiipe aktarilir. 5) Birinci tiip bunzen beki
alevinde bir siire dikkatlice 1sitildiktan sonra sogutulur. 6) Her iki tiip 37°C’de inkiibe edilir;
bir siire sonra isitilmayan tlipte pembe rengin kayboldugu gozlenirken 1sitilan tiip pembe
renkli kalir.

Aciklama: Tiiplerdeki son karisim, NayCOs’tan ileri gelen bazik ortamda
fenolfitaleynin pembe renkli olmasi nedeniyle pembe goriiniimdedir. Pankreas ekstresinde
bulunan lipaz, trigliseridleri gliserol ve yag asitlerine parcalar; olusan yag asitleri, ortamin
bazikligini nétiirlestirir ve fenolfitaleynin renginin kaybolmasina neden olur. Isitilmayan tiipte
onceki pembe rengin kaybolmasi, pankreas ekstresinde bulunan lipazin trigliseridleri
parcalamasi ile olugan yag asitlerinin ortamin bazikligini notiirlestirmesi nedeniyledir. Isitilan
tiipte lipaz inaktive olur; trigliseridleri parcalayamaz; yag asitleri olugsmaz; ortamin bazikligi
notiirlesmez; fenolfitaleynin pembe rengi kaybolmaz.
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9. LIPiD DENEYLERI

9.1. Lipidler ve Ozellikleri

Lipidler, ya ger¢ekten ya da potansiyel olarak yag asitleri ile iliskileri olan heterojen
bir grup bilesiktir.

Lipidler, suda ¢oziinmeyen, apolar veya hidrofob bilesiklerdir; ancak yapilarinda
hidroksil ve karboksil gruplar1 gibi polaritesi fazla olan hidrofilik gruplar1 fazla miktarda
iceren lipidler suda kismen ¢oziinebilirler. Lipidler, kloroform, eter, benzen, sicak alkol,
aseton gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilirler.

Lipidler, yapisal olarak dort sinifa ayrilarak incelenirler.

Basit lipidler: Yag asitlerinin ¢esitli alkollerle olusturduklari esterlerdir.

1) Nétral yaglar (Trigliseridler, Triagilgliseroller): Gliserol (gliserin) ile {i¢ yag asidi
molekiiliiniin esterlesmesi sonucu olusmus basit lipidlerdir. Trigliseridler, hava, 151k, rutubet,
151 ve bakteri etkisiyle kendilerine 6zgii 6zelliklerini ve lezzetlerini kaybederek acilagirlar.
Trigliseridler, sicakta su ve asitlerle hidroliz olarak gliserol ve yag asitlerine parcalanirlar.
Trigliseridler, lipaz etkisiyle de enzimatik olarak hidroliz edilebilirler. Trigliseridler, KOH ve
NaOH gibi alkalilerle saponifikasyon olay1 sonunda sabunlari olustururlar.

2) Mumlar: Yag asitlerinin gliserolden daha biiyiik molekiillii alkollerle olusturduklar
esterlerdir.

3) Kolesterol esterleri: Yag asitlerinin kolesterol ile olusturduklari esterlerdir.

4) Vitamin A esterleri: Yag asitlerinin vitamin A ile olusturduklar1 esterlerdir.

5) Vitamin D esterleri: Yag asitlerinin vitamin D ile olusturduklari esterlerdir.

Bilesik lipidler: Yag asitleri ve alkole ek olarak baska gruplar igeren lipidlerdir.

1) Fosfolipidler: Yag asitleri ve alkole ek olarak bir fosforik asit igeren bilesik
lipidlerdir. Onemli bir fosfolipid olan lesitin (fosfatidil kolin), NaOH ile 1sitma suretiyle
parcalanir ve yapisindaki kolinden balikhanelere kokusunu veren karakteristik kokulu trimetil
amin ayrilir. Fosfolipidlerin alkol olarak gliserol yerine uzun zincirli bir amino alkol olan
sfingozin igerenleri, sfingomiyelinlerdir.

2) Sfingolipidler: Gliserol icermeyen, yag asidi ve uzun zincirli bir amino alkol olan
sfingozin iceren bilesik lipidlerdir. Sfingolipidlerin fosfat icerenleri, sfingomiyelinlerdir;
fosfat icermeyip karbohidrat i¢erenleri glikolipidler olarak bilinirler.

3) Lipoproteinler: Trigliserid, kolesterol ve fosfolipidlerin degisik oranlarda protein
ile kombinasyonu sonucu olusan molekiiler agregatlardir; suda ¢oOziiniirler, organik
¢oOziiclilerde ¢coziinmezler..

4) Proteolipidler: Lipidlerin proteinlerle olusturduklar1 komplekslerdir; suda
¢oziinmezler, organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirler.

Lipid tiirevleri: Basit lipidlerin hidroliz veya degisim {iriinleridirler.

1) Yag asitleri: Hidrokarbon zincirli monokarboksilik organik asitlerdir
H3C—......... —COOH). Yag asitleri, 1s1 ve asit etkisiyle alkollerle esterleri olustururlar.
Doymamis yag asitlerindeki cift baglar, platin, nikel veya bakir varliginda hidrojen ile
doyurularak doymus yag asitleri elde edilebilir. Doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglara F, CI,
Br, I gibi halojenler de katilabilir; renkli olan Br ve I ¢ift baga katildiklarinda renklerini
kaybederek renksiz bilesikler olustururlar.

2) Monoagilgliserol ve diagilgliseroller:

3) Alkoller: Gliserol ve sfingozin. Gliserol, ii¢ karbonlu yiiksek degerli bir alkoldiir.
Gliserol, KHSOy ile 1sitma sonucunda su kaybederek keskin kokulu bir doymamis aldehid
olan akroleine doniisiir.

4) Yag aldehidleri: Yag asitlerinin indirgenmesiyle olusan bilesiklerdir.

5) Keton cisimleri: Asetoasetik asit, B-hidroksi biitirik asit, aseton
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Lipidlerle ilgili diger maddeler: izoprenoidler, tokoferoller ve naftokinonlardir.
1) Izoprenoidler: Terpenler, seski, fitol, skualen ve hepen asil izoprenoidlerdir.

Karotenoidler ve steroidler izoprenoid lipidlerdir. Izoprenoid lipidlerden 6nemli bir steroid
lipid kolesteroldiir. Kolesterol, steran halkasi igerir. Kolesteroliin steran halkasinda C-3’de bir
hidroksil grubu bulunur; C-5 ile C-6 arasinda bir ¢ift bag vardir; C-10 ve C-13’e birer metil
grubu baglanmistir; C-17’ye 8 karbonlu bir yan kol baglanmistir. Kolesterol, C-3’e baglh
hidroksil grubu ve C-5 ile C-6 arasindaki ¢ift bag ile iliskili kimyasal 6zelliklere sahiptir;
esterlesme, ketonlagsma, ¢ift bagin doyurulmast oOnemlidir. Ayrica kolesteroliin renk
reaksiyonlar1 da vardir.

2) Vitamin E: Tokoferoller

3) Vitamin K: Naftokinonlar

9.2. Lipidleri Tammmlama Deneyleri
9.2.1. Yag asitlerini brom ile doyurma deneyi

Prensip: Doymamis yag asitlerindeki ¢ift baga F, Cl, Br, I gibi halojenler katilarak
bagi doymus hale getirirler.

Gerekenler: 1) Zeytin yagi. 2) Kloroform. 3) Bromun kloroformdaki %2 lik ¢ozelltisi.
4) Pipet 5) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1 damla zeytin yag1 konur ve tiipteki zeytin yaginin
tizerine 2 mL kloroform eklenerek karistirma suretiyle zeytin yagi kloroformda ¢oziiliir. 2)
Tipteki karigim iizerine bromun kloroformdaki %2’lik ¢ozeltisinden birer birer damlatilir ve
her damlatmada tiip calkalanir. Ilk damlalarda calkalama ile bromun renginin hemen
kayboldugu, fakat bircok damladan sonra bromun renginin ¢dzeltide kaldig1 gozlenir.

Agiklama: Zeytin yaginin %80’ini C:18 A’ oleik asit olusturur. Deney sirasinda ilk
damlatilan bromlar, oleik asitdeki ¢ift baga katilirlar ve renksiz bir bilesik olustugundan
karakteristik brom renginin hemen kayboldugu gozlenir. Cozeltide bulunan oleik asit
molekiillerinin tamamindaki ¢ift baglar doyduktan sonra ise damlatilan brom ortamda kalir ve
rengi ortamda gozlenir.

Tartisma: Deney brom yerine iyot ile yapilsaydi benzer gozlemler elde edilirdi. 100 g
yagin gram cinsinden bagladig1 iyot miktari, iyot indeksi olarak bilinir ve yagin doymamishk
derecesinin Ol¢iisii olarak kullanilir.

9.2.2. Gliserolii akrolein kokusu ile tammmlama deneyi

Prensip: Gliserol, KHSO,4 ile 1sitma sonucunda su kaybederek keskin kokulu
doymamis aldehid olan akroleine doniisiir.

Gerekenler: 1) Zeytin yagi. 2) KHSO, 3) Pipet 4) Deney tiipleri. 5) Bunzen beki alevi

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1 mL zeytin yagi konur ve tiipteki zeytinyaginin
tizerine spatiil ucu ile KHSO, eklenerek karistirtlir. 2) Tiip dikkatlice isitilirken tiipten
karakteristik keskin koku yayildig1 hissedilir.

Agiklama: Deney sirasinda, once zeytin yagindaki trigliseridler gliserol ile yag
asitlerine pargalanirlar. Trigliseridlerin par¢alanmasi ile olusan gliserol de KHSO;, ile su
kaybederek bir doymamis aldehid olan akroleine doniislir. Hissedilen keskin koku, olusan
akroleinden ileri gelmektedir.
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9.2.3. Gliserolii amonyakh giimiis nitrat ile tannmlama deneyi

Prensip: Gliserol, KHSO, ile 1sitma sonucunda su kaybederek keskin kokulu
doymamis aldehid olan akroleine doniisiir; akrolein de giimiis nitrattaki glimiisii indirgeyerek
elementel giimiis agiga ¢ikarir.

Gerekenler: 1) Zeytin yagi. 2) KHSO, 3) Amonyakl giimiis nitrat ¢ozeltisi. 4) Serit
filtre kagidi. 5) Pipet 6) Deney tiipleri. 7) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1 mL zeytin yag1 konur ve tiipteki zeytinyaginin
lizerine spatiil ucu ile KHSO4 eklenerek karistirilir. 2) Tiip dikkatlice isitilirken igine
amonyakl1 giimiis nitrat ¢ozeltisi ile 1slatilmis bir filtre kagidi sarkitilir. 3) Tiip i¢ine sarkitilan
filtre kagidinin siyahlastig1 gézlenir.

Agiklama: Deney sirasinda, once zeytin yagindaki trigliseridler gliserol ile yag
asitlerine parcalanirlar. Trigliseridlerin pargcalanmasi ile olusan gliserol de KHSO;, ile su
kaybederek bir doymamis aldehid olan akroleine doniisiir. Olusan akrolein, aldehid grubu ile
glimiis nitrattaki giimiisii indirger ve elementel giimiis aciga ¢ikarir. Filtre kagidi {izerinde
gozlenen siyahlagsma, aciga ¢ikan elementel giimiisten ileri gelmektedir.

9.2.4. Gliserolii Fuksin-H,SOy ile tanimlama deneyi

Prensip: Gliserol, KHSO,4 ile 1sitma sonucunda su kaybederek keskin kokulu
doymamis aldehid olan akroleine doniisiir; akrolein de Fuksin-H,SOy ile tepkimeye girerek
kirmiz1 renkli bilesik olusturur

Gerekenler: 1) Zeytin yagi. 2) KHSOy 3) Fuksin-H,SO, 4) Serit filtre kagidi. 5) Pipet
6) Deney tiipleri. 7) Bunzen beki alevi

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1 mL zeytin yagi konur ve tiipteki zeytinyaginin
tizerine spatiil ucu ile KHSO, eklenerek karistirilir. 2) Tiip dikkatlice 1sitilirken igine Fuksin-
H,SO, ile 1slatilmig bir filtre kagidi sarkitilir. 3) Tiip igine sarkitilan filtre kagidinin
kirmizilagtig1 gozlenir.

Agtklama: Deney sirasinda, Once zeytin yagindaki trigliseridler gliserol ile yag
asitlerine parcalanirlar. Trigliseridlerin parcalanmasi ile olusan gliserol de KHSO, ile su
kaybederek bir doymamis aldehid olan akroleine doniisiir. Olusan akrolein, Fuksin-H,SOy ile
tepkimeye girerek kirmizi renkli bir bilesik olusturur; filtre kagidi lizerinde gozlenen kirmizi
renk olusumu, bundan ileri gelmektedir.

9.2.5. Kolesterolii Salkowski yontemi ile tanmimlama deneyi

Prensip: Kolesterol, siilflirik asitle renk tepkimesi verir ve kirmizi renkli bir bilesik
olusturur.

Gerekenler: 1) Kolesteroliin kloroformdaki ¢ozeltisi. 2) Konsantre H, SO, 3) Pipet 4)
Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 2 mL kolesteroliin kloroformdaki ¢6zeltisinden konur.
2) Tiipteki ¢ozelti {izerine dikkatli olarak 2 mL konsantre H,SO4 tabakalandirilir. 3)
Tabakalarin temas yerinde kirmizi halka ve siilfiirik asidin ag¢ik yesil fluoresansi gozlenir.

Agiklama: Deney sirasinda, 6nce 2 molekiil kolesteroliin su ¢ikisiyla kondense olmasi
sonucu bikolestadien olusur. Daha sonra bikolestadien ve siilflirik asitden de kirmizi renkli
bikolestadien-disiilfonik asit olusur. Temas yerinde olusan halkada goézlenen kirmizi renk,
bikolestadien-distilfonik asitden ileri gelmektedir.
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9.2.6. Kolesterolii Liebermann-Burchardt yontemi ile tannmlama deneyi

Prensip: Kolesterol, anhidrasetik asit ve siilfiirik asitle renk tepkimesi verir ve yesil
renkli bir bilesik olusturur.

Gerekenler: 1) Kolesteroliin kloroformdaki ¢ozeltisi. 2) Konsantre H>SO; 3)
Anhidrasetik asit. 4) Pipet 5) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 1 mL kolesteroliin kloroformdaki ¢6zeltisinden konur.
2) Tipteki ¢ozelti tizerine 2 mL anhidrasetik asit eklenir ve karistirilir. 3) Tiipteki karisima 1
mL konsantre H,SO4 eklenir ve karistirilir. 4) Tiipte mor-mavi {izerinden yesil renk olusumu
gdzlenir.

Actklama: Deney sirasinda, dnce 2 molekiil kolesteroliin su ¢ikisiyla kondense olmasi
sonucu bikolestadien olusur. Daha sonra anhidr asetik asit varliginda bikolestadien ve siilfiirik
asitden de bikolestadien-monosiilfonik asit olusur. Tiipte mor-mavi iizerinden yesil renk
gbzlenmesi, bikolestadien-monosiilfonik asit olusumundan ileri gelmektedir.

9.2.7. Keton cisimlerinin Lieben yontemi ile tanimlanmasi

Prensip: Aseton, alkali ortamda iyot ile iyodoform olusturur.

Gerekenler: 1) Asetonlu sivi. 2) Lugol ¢ozeltisi: 5g iyot ve 10 g KI, 100 g distile suda
coziiniir, 1/5 oraminda sulandwrilarak kullanilir. 3) 2N NaOH ¢ozeltisi. 4) Pipet 5) Deney
tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tipline 1 mL asetonlu sivi ve 2 mL 1/5 oraninda
sulandirilmis lugol c¢ozeltisi konarak karistirilir. 2) Tiipteki karigima, lugoliin rengi
giderilinceye kadar damla damla 2N NaOH c¢ozeltisi eklenir. 3) Tiipte sar1 renkli ¢okelti
olustugu gozlenir ve iyodoform kokusu hissedilir.

Agiklama: Deney sirasinda aseton, sodyum hidroksit ve iyot ile tepkimeye girerek
iyodoform olusturur. Iyodoform sar1 renklidir, suda gii¢ ¢oziiniir ve karakteristik kokuludur.
Tiipte gozlenen sar1 ¢okelti ve hissedilen koku, olusan iyodoform ile ilgilidir. Istenirse
cokeltinin lam-lamel arasinda mikroskopta incelenmesiyle alt1 koseli ya da yildiz seklinde
iyodoform kristalleri goriilebilir.

9.2.8. Keton cisimlerinin Legal yontemi ile tanimlanmasi

Prensip: Aseton, alkali ortamda sodyum nitroprussiyat ile kiraz kirmizisi renk
olusturur.

Gerekenler: 1) Asetonlu sivi. 2) %)5°lik taze sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi. 3)
%10’luk NaOH c¢ozeltisi. 4) Asetik asit. 5) Pipet 6) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 5 mL asetonlu sivi, 1 mL sodyum nitroprussiyat
cozeltisi ve 2 mL %10’luk NaOH c¢ozeltisi konarak karistirilir. 2) Tiipteki karigimin kirmizi
renk aldig1 gozlenir. 3) Tiipteki kirmizi renkli karigima 1-2 damla asetik asit damlatilir; rengin
mora doniistiigli gbzlenir.

Agtklama: Deneyde Once alkali ortamda aseton ve sodyum nitroprussiyat arasindaki
tepkime sonucunda kirmizi renkli izonitro aseton bilesigi olusur. Daha sonra izonitro aseton
ile asetik asit arasindaki tepkime sonucunda mor renkli bir kompleks olusur.

Tartisma: Deney asetonlu sivi yerine kreatinin iceren sivi ile yapildiginda da ilk
asamada kirmiz1 renk goézlenir. Fakat bu kirmizi renk, asetik asit ilavesiyle mora doniismez;
kaybolur.
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10. SAFRA DENEYLERI

10.1. Safra ve Ozellikleri

Safra, karacigerden devamli olarak salgilanan ve hepatik kanala bosalan, safra
kesesinde toplanan sividir. Safranin bilesiminde %97 oraninda su ve ayrica bilirubin gibi
safra renkli maddeleri, safra tuzlari, kolesterol, musin, protein bulunur.

Bilirubin, hemoglobinin yikilimi ile olusan yesil renkli biliverdinin indirgenmesiyle
olusan turuncu renkli safra pigmentidir.

Safra asitleri, 24 karbonlu steroidlerdir; steran halkasinda bir veya daha fazla
hidroksil grubu ve 5 karbonlu yan zincirlerinde bir karboksil grubu icerirler. Kolik asit (3, 7,
12-trihidroksikolanik asit) ve kenodezoksi kolik asit (3, 7-dihidroksikolanik asit), primer
safra asitleri olarak bilinirler. Dezoksikolik asit (3, 12-dihidroksikolanik asit) ve litokolik asit
(3-hidroksikolanik asit) de sekonder safira asitleri olarak bilinirler.

Safra asitleri, insan safrasinda ya glisin konjugelerinin ya da bir sistein tlirevi olan
taurin konjugelerinin sodyum tuzlar1 seklinde bulunurlar. Bu nedenle siklikla safra asitleri
yerine safra tuzlarindan sozedilir. Safra tuzlari, apolar yapilara apolar molekiiller arasi
kuvvetlerle baglanirlar ve ylizey gerilimini azaltirlar.

10.2. Safra Deneyleri
10.2.1. Safra miisinini tanimlama deneyi

Prensip: Safrada bulunan miisin, mukopolisakkarid yapisindadir; asetik asit etkisiyle
denatiire olarak ¢oker.

Gerekenler: 1) Safra. 2) 2 N asetik asit. 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 5 mL safra konur. 2) Tiipteki safra i¢cine 1 damla 2 N
asetik asit damlatilir. 3) Tiipteki karisimda bulaniklik olustugu gozlenir.

Agiklama: Safrada bulunan misin, mukopolisakkarid yapisindadir; asetik asit
etkisiyle denatiire olarak ¢oker. Gozlenen bulaniklik, ¢coken miisinden ileri gelmektedir.

Tartisma: Asetik asidin fazla damlatilmasi durumunda safra asitleri de c¢okerler ve
daha koyu bulaniklik gézlenir.

10.2.2. Pettenkofer yontemi ile safra asitlerini tanéimlama deneyi

Prensip: Pentozlarin su kaybetmesiyle olusan furfural ve heksozlarin su
kaybetmesiyle olusan 5-hidroksimetil furfural, safra asitleriyle kirmizi renk kompleksi
olustururlar.

Gerekenler: 1) Safra. 2) %5 lik glukoz ¢ozeltisi. 3) Konsantre H>SO4 4) Pipet 5)
Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 2 mL safra konur. 2) Tiipteki safra 4 mL distile su ile
seyreltilir. 3) Seyreltilmis safra iizerine 1mL %5’lik glukoz ¢o6zeltisi eklenir ve karistirilir. 4)
Tiipteki karisim iizerine 4 mL konsantre H,SO4 tabakalandirilir. 5) Tiipte sivi tabakalarinin
temas yerinde kirmiz1 halka olustugu gozlenir.

Aciklama: Konsantre H,;SO4 glukozdan su ¢ekerek onu dehidre eder ve 5-
hidroksimetil furfural olusturur. 5-hidroksimetil furfural da safra asitleri ile tepkimeye girer
ve kirmizi renkli bir kompleks olustururlar. Tiipte tabakalarin temas yerinde gozlenen kirmizi
renkli halka, olusan renk kompleksinden ileri gelmektedir.

Tartisma: Deney glukoz ¢ozeltisi yerine bir bagska heksoz veya pentoz ¢ozeltisi ile
yapilsaydi; gene tiipte temas yerinde kirmizi halka gdzlenirdi. Ciinkii konsantre H,SO4, biitiin
monosakkaridlerden su c¢ekerek onlar1 dehidre eder; pentozlardan furfural olusur,
heksozlardan da 5-hidroksimetil furfural olusturur. Furfural ve 5-hidroksimetil furfural da
safra asitleri ile tepkimeye girerler ve kirmizi renkli bir kompleks olustururlar.
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Monosakkaridlerin tanimlanmasi deneylerinden Molisch deneyinde o-naftol ile
furfural ve 5-hidroksimetil furfuralin mor renkli trifenil metan olusturdugunu; Bialin orcin
deneyinde orcin ile furfuralin mavi renk olusturdugunu, 5-hidroksimetil furfuralin ise sari-
kahverengi renk olusturdugunu; anilin asetat deneyinde anilin asetat ile furfuralin koyu
kirmizi renk maddesi olusturdugunu, 5-hidroksimetil furfuralin ise renk olusturmadigini;
Seliwanoff deneyinde rezorcin ile furfuralin mavi-yesil renkli bir kompleks olusturdugunu, 5-
hidroksimetil furfuralin ise kirmizi renkli bir kompleks olusturdugunu, fruktoz gibi
ketoheksozlarla koyu kirmizi renk, glukoz gibi aldoheksozlarla ise ag¢ik kirmizi renk
olustugunu hatirlayiniz.

10.2.3. Hay deneyi ile safra asitlerini tanimlama deneyi

Prensip: Safra asitlerinin sivilarin yilizey gerilimini azaltic1 etkisi vardir.

Gerekenler: 1) Safra. 2) Su. 3) Kiikiirt tozu. 4) Pipet 5) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiliniin yarisina kadar su doldurulur. 2) Tiipteki su iizerine
bir miktar kiikiirt tozu serpilir; kiikiirt tozlarinin suyun dibine batmayip yiizeyde yiizdigi
gozlenir. 3) Tiipteki, yiizeyinde kikiirt tozlari ylizen suya 1-2 damla safra damlatilir;
ylzeydeki kiikiirt tozlariin dibe ¢oktiigii gozlenir.

Agtklama: Su yiizeyindeki su molekiilleri, suyun iizerindeki hava molekiillerinden
daha biiyiikk bir kuvvetle suyun merkezine dogru ¢ekilirler ve sonugta su ylizeyindeki
molekiillerin daha sik bulunmalarindan dolayi su yiizeyinde ince ve elastiki bir zar olusur. Bir
stv1 yiizeyinde bir zar olusturan ve bu zar yirtilmaya karst koruyan etki, yiizey gerilim olarak
tanimlanir. Yizey gerilim etkisiyle su ylizeyinde olusan ve yirtilmaya karsi korunan zar
nedeniyle de su ylizeyine dikkatle birakilan kiikiirt tozlar1 batmadan su yiizeyinde kalabilirler.

Su i¢inde bazi maddelerin ¢éziinmiis olmasi, suyun yiizey gerilimini degistirir; yiizey
geriliminin azaldig1 durumlarda su yiizeyindeki zar kolay yirtilir. Deneyde suya damlatilan
safrada bulunan safra tuzlari, ylizey gerilimi kiiciiltiirler ve bu nedenle su yiizeyindeki zar
yirtilir; sonugta kiikiirt tozlar1 suyun dibine inerler.

10.2.4. Gmelin yontemi ile bilirubini tanimlama deneyi

Prensip: Bilirubin, nitrik asitle oksitlenerek yesil renkli biliverdin olusturur;
biliverdinden de biliverdin oksidasyon iirlinleri olusur.

Gerekenler: 1) Bilirubinli sivi. 2) Konsantre HNOj 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tlipiine 1 mL konsantre HNO;3; konur. 2) Tiipteki konsantre
HNO:; iizerine 2 mL bilirubinli siv1 tabakalandirilir. 3) Tiipte siv1 tabakalarinin temas yerinde
asagidan yukariya dogru sar1 tizerinden kirmizi, mor, yesil renk olustugu gozlenir.

Actklama: Deneyde Once bilirubin, nitrik asitle oksitlenerek yesil renkli biliverdin
olusturur; daha sonra biliverdin de oksitlenerek biliverdin oksidasyon iiriinleri olusur. Tiipte
tabakalarin temas yerinde gozlenen yesil renk, olusan biliverdinden ileri gelmektedir; diger
renkler de biliverdin oksidasyon iiriinlerinden ileri gelmektedir.

10.2.5. Rosin yontemi ile bilirubini tanimlama deneyi

Prensip: Bilirubin, iyot ile yesil renk olusturur.

Gerekenler: 1) Bilirubinli sivi. 2) Rosin reaktifi: %1 lik iyot-alkol ¢ozeltisi. 3) Pipet 4)
Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 2 mL bilirubinli s1vi konur. 2) Tiipteki bilirubinli s1vi
tizerine 2 mL Rosin reaktifi tabakalandirilir. 3) Tiipte siv1 tabakalarinin temas yerinde yesil
renk olustugu gozlenir.
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Agtklama: Deneyde bilirubin, ya iyot ile oksitlenerek yesil renkli biliverdin olusturur
ya da iyot ile bilirubinin birlesmesi sonucu yesil renkli bir madde olusmaktadir. Tiipte
tabakalarin temas yerinde gozlenen yesil renk, biliverdinden ya da olusan yesil renkli iyot-
bilirubin bilesiginden ileri gelmektedir.

10.2.6. Diazo reaksiyonu (Van den Bergh reaksiyonu) ile bilirubini tanimlama deneyi
Prensip: Bilirubin, diazo reaktifi ile kirmizi renkli azobilirubin bilesigi olusturur.
Gerekenler: 1) Bilirubinli sivi. 2) Diazo A ¢ozeltisi: 1 g siilfanilik asit ve 15 mL

konsantre HCI, voliim 1000 mL’ye tamamlanacak sekilde distile suda ¢oziiliir. 3) Diazo B

cozeltisi: %0,5 lik NaNO, ¢ozeltisi. 4) Taze diazo reaktifi: 5 mL Diazo A ¢ozeltisi ile 1 mL

Diazo B ¢ozeltisi karistirilarak hazirlanir. 5) Pipet 6) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 5 mL bilirubinli s1vi konur. 2) Tiipteki bilirubinli s1vi
tizerine 1-2 mL taze diazo reaktifi eklenerek karigtirilir. 3) Tiipteki karistmin  kirmizi renk
aldig1 gozlenir.

Actklama: Taze diazo reaktifinin hazirlanmasi sirasinda, once diazo A ¢ozeltisindeki
HCI ile diazo B ¢ozeltisindeki NaNO;’ten HNO;, ve NaCl olusur. Daha sonra HNO, ile
siilfanilik asitden de diazobenzosiilfonik asit olusur. Taze diazo reaktifi, diazobenzosiilfonik
asit igermektedir. Deney sirasinda, taze diazo reaktifindeki diazobenzosiilfonik asit ile
bilirubin arasindaki tepkime sonucunda kirmizi renkli azobilirubin bilesigi olusur. Gozlenen
kirmizi renk, olusan azobilirubin bilesiginden ileri gelmektedir.
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11. iDRARIN FiZiKSEL BAKISI

11.1. idrarin Fiziksel Ozellikleri

Idrar, bobreklerde olusan ve idrar yollar ile atilan sividir. Idrarin rengi, 24 saatlik
volliimii, transparan Ozelligi, kokusu, kivami, dansitesi, pH’1 gibi fiziksel 6zellikleri, c¢esitli
patolojik durumlarda degisebilmekte ve bunlarin incelenmesi, patolojik durumlarin
saptanmasinda yararli olmaktadir.

11.2. idrarin Fiziksel Ozelliklerinin incelenmesi

11.2.1. Idrarin renginin incelenmesi
Idrarin rengi, 6rnek temiz ve renksiz bir cam kaba konduktan sonra gozle incelenir.

1)

le \

Idrarin normal rengi, amber sarisidir; bu renk, idrarda bulunan, irokrom denen ve
yapisi tam olarak bilinmeyen maddelerden ileri gelir.

Cok acik sary, yesilimsi sart veya renksiz idrar; kronik interstisyel nefritte, diyabetes
mellitusta, diyabetes insipitusta, demir metabolizmasi bozuklugunda ve anemilerde
goriilebilir.

Sart idrar; iirobilinojen ve iirobilin artisinda, bazi ilaglarin alinmasi ve havug yenmesi
durumlarinda gorliir.

Cay rengi idrar; hepatitlerde idrarda bilirubin bulunmasi durumunda goriiliir, idrar
calkalaninca iki dakikadan uzun siire kalan sari-yesil renkli kopiik olusur.

Yesil idrar; idrar yollar antiseptigi olarak metilen mavisi kullanilmasinda, indikan
fazlaliginda, idrarda bilirubin bulunmasinda, Ps6domonas aeruginosa gibi bakterilerin
varliginda goriliir.

Kirmizi idrar; hematiiri ve hemoglobiniiri durumlarinda, bazi ilaglarin ve kirmizi
pancar gibi yiyeceklerin alinmasi durumlarinda goriiliir.

Pembe-kahverengi idrar; porfiriyalarda goriiliir.

Siyah idrar; melanin bulunmasi durumunda, indikan artisinda goriiliir. Alkaptoniiride
idrar beklemekle siyahlasir.

Siit goriiniimii idrar; fosfat ve lrat artisinda, idrarda yag ve prostatik sekresyon
bulunmasi durumunda goriiliir.

11.2.2. Idrarin tiirbiditesinin (transparan 6zelliginin) incelenmesi
Low High
Turbidity Turbidity

fAed
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Taze ve hafif asit olan idrar normalde berraktir; lireme organlarindan karisan salgilarla
mesane ve idrar yollar1 duvarinin yiizeylerinden karisan ¢ok az miktarda musin tiiriinden baz
maddeler, durmakla sigara dumani dalgalari seklinde ayrilabilir ve dibe dogru inerek
nubekula denen ¢okelti olustururlar.

Idrarda bulamkhk, iiratlar, fosfatlar, okzalatlar, hiicresel elemanlar ve bakterilerden
ileri gelebilir.

Uratlardan ileri gelen bulamiklik, sogukta olusur; 1sitma ve asetik asit etkisiyle
kaybolur.

Fosfatlardan ileri gelen bulamikhik, alkali idrarda olusur; 1sitma ile belirginlesir,
asetik asit etkisiyle kaybolur.

Okzalatlardan ileri gelen bulanmiklik, hafif asit ve hafif alkali idrarda olusur; asetik
asit etkisiyle kaybolmaz, HCI etkisiyle kaybolur.

Dejenere olmus lokosit gibi iltihap cisimciklerinden ileri gelen bulaniklik, idrara
%10’luk NaOH ¢ozeltisi damlatildiginda jelatinsel bir saydamliga doniisiir.

Bakterilerden ileri gelen bulanmiklik, 1sitma, asitlendirme ve alkalilendirme ile
kaybolmaz.

11.2.3. idrarin kokusunun incelenmesi

Her idrar kendine has 6zel bir kokuya sahiptir; idrarin kokusu, alinan ve idrarla atilan
ilaglardan etkilenebilir.

Meyve esanst veya asetonlu gibi kokan idrar; asitoz, ketoz ve ileri derecede diyabetes
mellitusta olabilir.

Amonyak kokusu; beklemis ve kokusmus idrarda olabilir.

Sican gibi kokan idrar; fenil ketoniiride olabilir.

Karamela gibi kokan idrar; akg¢aagag surubu idrar hastaliginda olabilir.

11.2.4. idrarin kivaminin incelenmesi

i .
Idrar, normalde akicidir ve ¢alkalamakla olusan kdpiik ¢abuk kaybolur.

[ltihapl1, albuminli, kanli idrarlarda ¢alkalamakla olusan képiik ¢abuk kaybolmaz.
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11.2.5. idrarin voliimiiniin incelenmesi
Idrar voliimii, dereceli silindir (meziir) ile 6lgiiliir.

24 saatte ¢ikarilan idrar miktar1 ortalama olarak erkeklerde 1500 mL, kadinlarda 1200
mL kadardir. Alinan su miktari, bobrek disi yollardan su kaybi ve diyet, giinliik idrar
miktarini etkiler; proteinden zengin beslenmede iirenin ditiretik etkisi nedeniyle idrar miktar1
artar.

24 saatlik idrar miktarinin devamli olarak 400 mL’den az olmasi oligiiri olarak
tanimlanir; 50 mL’den az olmasi aniiri olarak tanimlanir; 2000 mL’den fazla olmasi poliiiri
olarak tanimlanur.

Oligiiri; akut renal yetmezlikte, obstriiktif iiropatilerde, kronik renal yetmezligin
preterminal ve terminal doneminde, akut glomeriilonefritte, yaniklarda, agir dehidratasyonda,
travmatik sokta, bircok ameliyattan sonra goriilen asag1 nefroz sendromunda goriiliir.

Poliiiri; diyabetes mellitusta, diyabetes insipitusta, kronik renal yetmezligin baslangi¢
déneminde goriiliir.

11.2.6. idrarin dansitesinin incelenmesi
Idrarin dansitesi (spesifik gravidite), iirinometre, 6zel elektronik cihazlar ve idrar
stripleriyle olgiiliir.

AT e

Idrarin dansitesi, yetiskin insanlarda normalde 1015-1025 arasinda degisir; alinan su
miktarina bagl olarak 1002’ye kadar diisebilir veya 1040’a kadar yiikselebilir.

Idrar dansitesinin devamli olarak 1007’den diisik olmas1 hiposteniiri olarak
tanimlanir; 1010 civarinda olmasi izosteniiri olarak tanimlanir; 1030°dan yiiksek olmast

hipersteniiri olarak tanimlanir.
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Hiposteniiri; normalde idrar ile atilan maddelerin atilmadigi bobrek hastaliklarinda ve
diyabetes insipitusta goriiliir.

Izosteniiri; kronik glomeriilonefritin terminal doneminde goriiliir.

Hipersteniiri; diyabetes mellitusta ve dehidratasyonda gortiliir.

11.2.6.1 Urinometre ile idrar dansitesinin 6lciilmesi

Prensip: 1drar, dansitesine gore igine birakilan iirinometreye kaldirma kuvveti
uygular.

Gerekenler: 1) Urinometre 2) 100 mL’lik dereceli silindir.

Uygulama: 1) 1drar, dereceli silindire, {istte uygun bir bosluk kalacak sekilde konur.
2) Idrar {izerindeki kopiik bir filtre kagidi ile alinir. 3) Urinometre, dereceli silindirdeki idrar
icine, dibe ve kenarlara degmeden yiizecek sekilde birakilir. 4) Urinometrenin skalasindan,
s1v1 yilizeyinin lirinometreyi kestigi yerdeki sayi, idrar dansitesi olarak okunur.

; \/
\CH—— Mercury bulb /‘f

— Tube of urine

|
Hydrometer (urinometer) U

Actklama: 1drar igine birakilan irinometreye, idrarin dansitesine gore degisen
kaldirma kuvveti uygulanir. Urinometre, bu kaldirma kuvveti ve agirhigmin etkisiyle idrar
icinde belli bir derecede batarak yiizer. Urinometrenin agirlig: sabit oldugundan, idrar igine
batma derecesi, idrarin dansitesinin Olgiisii olmaktadir. Bu da {irinometrenin {izerindeki
skaladan okunabilmektedir.

Tartisma: Urinometrenin skalasi, 15°C’deki degisik dansiteli sivilar kullanilarak
bolmelenmistir. 15°C’n {izerindeki sicakliklarda okunan sayiya her 3°C ig¢in 0.001 eklenir;
15°C’1n altindaki sicakliklarda okunan sayidan her 3°C igin 0.001 ¢ikarilir.

Idrar numunesinin yeterli voliimde olmadigi durumlarda, 1 mL idrarin hassas terazide
tartilmasiyla da idrar dansitesi Ol¢iilebilir.

Okunan idrar dansitesinin son iki rakaminin olusturdugu sayinin 0,233 ile ¢arpimi, %
g olarak idrarda ¢dziinmiis bulunan madde miktarini verir. idrar dansitesini her %1 g glukoz
0.004 artirir, her %1 g protein de 0.003 artirir.

11.2.7 1drar1n pH’1nin incelenmesi
Idrar pH’1, pH kagitlariyla veya idrar stripleriyle olgiiliir; turnusol kagidi ile de

incelenebilir.
45 50 655 575 A0 &25 45 &7 FO 725 75 BO &5

.0

108



11.2.7.1. Turnusol kagidi ile idrar pH’1nin incelenmesi

Prensip: Turnusol kagidi, alkali (bazik) ortamda mavi; asit ortamda kirmizidir.

Gerekenler: 1) Mavi turnusol kagidi. 2) Kirmizi turnusol kagidi.

Uygulama: 1) Bir mavi turnusol kagidi, idrar i¢ine daldirilir; turnusol kagidinda renk
degisimi olup olmadigina bakilir ve sonug not edilir. 2) Bir kirmiz1 turnusol kagidi, idrar igine
daldirilir; turnusol kagidinda renk degisimi olup olmadigina bakilir ve sonug not edilir.

Agtklama: Turnusol kagitlari, rengi pH’a gore degisen ve indikator denen maddeleri
icermektedirler. Turnusol kagitlarindaki indikatoriin rengi, alkali ortamda mavidir, asit
ortamda ise kirmizidir.

Idrara daldirilan mavi turnusol kagidimin rengi degismezse; idrar pH’1 7’den
blyiiktlir veya 7°dir; idrar, alkali veya nétiirdiir. Mavi turnusol kagidinin rengi kirmiziya
dontistirse, idrar pH’1 7’den kiigiiktiir; idrar, asidiktir.

Idrara daldirlan kirmuzi turnusol kagidimin rengi degismezse; idrar pH’1 7’den
kiiciiktiir veya 7°dir; idrar, asidik veya nétiirdiir. Kirmizi turnusol kagidinin rengi maviye
dontisiirse, idrar pH’1 7’den biiyiiktiir; idrar, alkalitir.

Tartisma: Karigik besin alan saglikli bir insanin idrarinin pH’1 normalde 6,2
cwvarindadir; 4,8’e kadar inebilir veya 8,2’ ye kadar ¢ikabilir.

Proteinden zengin beslenmede idrar pH’1 asit tarafa kayar. Meyve ve bitkisel
besinlerden zengin beslenmede idrar pH’1 alkali tarafa kayar, ancak erik ve kizilcik gibi
benzoik asit igeren meyveler idrar pH’1n1 asit tarafa kaydirir.

NH4Cl alinmasi idrar pH’1n1 asit tarafa kaydirir; bikarbonat alinmasi da alkali tarafa
kaydirr.

Kuvvetli hiperpne hallerinde idrar pH’1 alkali tarafa kayar; kuvvetli bir sindirim
sirasinda mideden fazla HCI salgilandiginda da idrar alkali olur.

Kassal ¢alisma idrar pH’1n1 asit tarafa kaydirir.

Potasyum yetmezliginde ve hiperaldosteronizmde idrar alkalidir.

Renal yetmezlik ve renal tiibiiler hastaliklar gibi durumlarda ortaya c¢ikan renal
asitozda idrar alkalidir.

Mesane ve idrar yolu iltihaplarinda mikroplarin etkisiyle iire parcalanir ve idrar pH’1
alkali tarafa kayar.
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12. IDRARIN KiIMYASAL BAKISI
12.1. Idrarin Kimyasal Yapisi

Normal bir idrarin bilesimi, %95 oraninda su ve geri kalan1 suda ¢6ziinmiis olarak
bulunan inorganik katyon ve anyonlar ile organik maddelerden olusur.

l Urine
0.05% Ammonia

0.18% Sulphate
0.12% Phosphate
0.6% Chloride
01% Magnesium
015% Calcium
6% Potassium
1% Sodium

1% Creatinine
03% Uric acid

% Urea

0
0
0
0
0
0
2

95% Water

24 saatlik idrarda bulunan inorganik maddeler 20-25 g arasinda, organik maddeler ise
35-45 g arasinda degisir. Idrarda bulunan organik maddeler, azotlu organik maddeler ve
azotsuz organik maddeler olmak iizere iki gruptur.

12.2. Normal Bir idrardaki Maddelerin Tanimlanmasi Deneyleri
12.2.1. Idrarda siilfat tammlama deneyi

Prensip: Idrardaki siilfat, BaSO, halinde ¢oktiiriilebilir.

Gerekenler: 1) 2N HCI 2) %10 luk BaCl, ¢ozeltisi. 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 5 mL idrar konur ve idrara 1-2 damla 2 N HCI
damlatilir. 2) Tipteki, asitlendirilmis idrar iizerine 3-4 damla %10’luk BaCl, c¢ozeltisi
damlatilir. 3) Tiipteki karisimda beyaz ¢okelti olustugu gozlenir.

Actklama: 1drarda bulunan SO4> iyonlari, BaCl, ¢ozeltisindeki Ba*" iyonlari ile suda
gli¢ ¢coziinen BaSOy bilesigi olustururlar. Gézlenen beyaz ¢okelti, olusan BaSO, bilesiginden
ileri gelmektedir.

Tartisma: Deney sirasinda, idrarda serbest SO,* iyonlari baglanarak ¢okmiistiir;
siilfirik asit esterleri, ancak HCI ile kaynatma suretiyle hidroliz edildikten sonra
¢Oktiiriilebilirler.

12.2.2. idrarda amonyum tamimlama deneyi

Prensip: 1drardaki amonyum, idrarin 1sitilmastyla NH; seklinde ayrilir.

Gerekenler: 1) %10’luk Na,CO; ¢ozeltisi. 2) Kirmizi turnusol kagidi. 3) Pipet 4)
Deney tiipleri. 5) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tlipline 5 mL idrar konur. 2) Tiipteki idrar, 1 mL Na,COs
coOzeltisi ile alkalilestirilir. 3) Su ile 1slatilmis bir kirmizi turnusol kagidi, idrara degdirilmeden
tiipiin igine sarkitilir. 4) Tiip, dikkatli bir sekilde 1sitilir; bu sirada kirmiz1 turnusol kagidinin
renginin maviye dondiigli gozlenir.
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Actklama: 1drarda bulunan NH," iyonlari, 1sitma ile NH; ve H e ayrisir. Aciga ¢ikan
NH; gazi, 1slatilmis kirmizi turnusol kagidindaki suda ¢oziinerek NH," ve OH™ iyonlarini
olusturur. OH™ iyonlar1 da ortami alkalilestirir ve kirmizi turnusol kagidinin maviye
doniismesine neden olur.

12.2.3. Ureaz ile idrarda iire tammlama deneyi

Prensip: Idrardaki iire, iireaz etkisiyle NH; ve CO,’e parcalanir.

Gerekenler: 1) Ureaz cozeltisi. 2) Fenolfitaleyn ¢ozeltisi. 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 2 mL iireaz ¢ozeltisi ve 2 mL idrar konup karistirilir.
2) Tiipteki karisima 1-2 damla fenolfitaleyn ¢ozeltisi damlatilir. 3) Tiip, 37°C’de bir siire
inkiibe edilir. 4) Bir siire sonra tiipteki karisimin pembe renk aldig1 gézlenir.

Agtklama: 1drarda bulunan iire, iireaz etkisiyle NH; ve CO,’e parcalanir. A¢i3a ¢ikan
NH;, suda ¢oziinerek NH;" ve OH™ iyonlarini olusturur. OH™ iyonlar1 da ortami alkalilestirir
ve fenolfitaleynin pembe renkli gériinmesine neden olur.

12.2.4. Sodyum hipobromit ile idrarda iire tammlama deneyi

Prensip: Idrardaki iire, sodyum hipobromit ile tepkimeye girerek sodyum bromiir, su,
karbondioksit ve azot gazi olusturur.

Gerekenler: 1) %40’k NaOH 2) Brom. 3) Taze NaOBr ¢ozeltisi: 1 mL %40’k
NaOH ¢ozeltisine 2 damla brom damlatilarak hazirlanir. 4) Pipet 5) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tilipline 5 mL idrar konur. 2) Tiipteki idrar {izerine 1 mL taze
sodyum hipobromit ¢ozeltisi eklenir. 3) Tiipteki karisimda gaz ¢ikisi gozlenir.

Actklama: 1drarda bulunan iire, sodyum hipobromit ile tepkimeye girerek sodyum
bromiir, su, karbondioksit ve azot gazi olusturur. A¢iga ¢ikan CO,; , ortamda bulunan NaOH
tarafindan tutulur; fakat N, gazi, sulu ortamda kabarciklar halinde belli olur.

Tartisma: Idrardaki azotlu maddelerin hepsi sodyum hipobromit ile tepkimeye girerek
N, gazi olustururlar; fakat tlire disindaki maddelerin olusturdugu azot, total azotun ancak
%16’s1 kadardir.

12.2.5. Jaffé yontemi ile idrarda kreatinin tanimlama deneyi

Prensip: Idrardaki kreatinin, alkali ortamda pikrik asit ile sari-kirmizi renkli madde
olusturur.

Gerekenler: 1) Doymus pikrik asit. 2) %10°lik NaOH 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 5 mL idrar konur. 2) Tipteki idrar iizerine 2 mL
doymus pikrik asit ve 2 mL %10’luk NaOH eklenip karistirilir. 3) Tiipteki karigimin kirmizi-
turuncu renk aldig1 gozlenir.

Aciklama: 1drarda bulunan kreatinin, alkali ortamda pikrik asit iizerine indirgeyici etki
gosterir; pikrik asidin nitro grubunu amino grubuna gevirerek sari-kirmizi renkli pikramik asit
olusturur. Pikramik asit de NaOH ile birleserek kirmizi renkte pikramik asit-sodyum tuzu
olusur ve renk koyulasir. Kreatininin pikrik asit ile bir kondensasyon iiriinii olusturmasi da
olasidir.

12.2.6. Weyl yontemi ile idrarda kreatinin tanimlama deneyi
Prensip: Kreatinin, alkali ortamda sodyum nitroprussiyat ile kirmizi renk olusturur.
Gerekenler: 1) %5’lik taze sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi. 2) %10°luk NaOH
cozeltisi. 3) Asetik asit. 4) Pipet 5) Deney tiipleri.
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Uygulama: 1) Bir deney tlipline 10 mL idrar, 1 mL sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi ve
2 mL %10’luk NaOH c¢o6zeltisi konarak karistirilir. Tiipteki karisimin koyu kirmizi renk aldigi
gozlenir. 2) Tipteki kirmizi renkli karistma 2 mL asetik asit eklenip karistirilir; karisimin
renginin kayboldugu goézlenir.

Actklama: Idrardaki kreatinin alkali ortamda sodyum nitroprussiyat ile kirmizi renkli
bir bilesik olusturur. Idrarda aseton bulunmadigi durumlarda kreatinin ile sodyum
nitroprussiyatin olusturdugu kirmiz1 renkli bilesik, asetik asit etkisiyle pargalanir ve kirmizi
renk kaybolur.

Tartisma: Idrarda aseton varliginda once alkali ortamda aseton ve sodyum
nitroprussiyat arasindaki tepkime sonucunda kirmizi renkli izonitro aseton bilesigi olusur.
Daha sonra izonitro aseton ile asetik asit arasindaki tepkime sonucunda mor renkli bir
kompleks olusur.

12.2.7. Idrarda Kloriir tanimlama deneyi

Prensip: Kloriir, asidik ortamda gilimiis nitrat ile suda ¢oziinmeyen giimiis kloriir
olusturur.

Gerekenler: 1) 0,1 N AgNO; 2) Konsantre HNO;3 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 5 mL idrar konur ve 1-2 damla konsantre HNO;
damlatilir. 2) Tiipteki asitlendirilmis idrar iizerine siddetli bir beyaz bulaniklik gézleninceye
kadar 0,1 N AgNOj; eklenip karistirilir.

Actklama: 1drardaki kloriir, asidik ortamda giimiis nitrat ile suda ¢dziinmeyen giimiis
kloriir olusturur.

12.3. idrarda Patolojik Maddelerin Aranmasi Deneyleri

Sodyum, potasyum, kalsiyum, kreatinin, iirik asit gibi normalde idrarda bulunan bazi
maddeler, bazi patolojik durumlarda idrarda artabilirler; baz1 patolojik durumlarda da
azalabilirler.

Idrarda bakteri bulunmas: durumlarinda nitrit saptanabilir.

Baz1 patolojik durumlarda, normalde idrarda saptanamayan protein, amino asitler,
porfirinler, hemoglobin, bilirubin gibi azotlu organik maddeler; glukoz, laktoz, pentozlar,
keton cisimleri gibi azotsuz organik maddeler; diazo cisimleri gibi bilesimi tam olarak
bilinmeyen maddeler saptanabilir.

Idrarda patolojik maddelerin aranmasi ve saptanmasi, mevcut patolojinin tanisi
acisindan oldukca yararhdir.

12.3.1. Fehling yontemi ile idrarda seker arama deneyi

Prensip: Serbest yar1 asetal hidroksili iceren sekerler, indirgeyici 6zellikleriyle Cu
Cu"e indirgerler.

Gerekenler: 1) Fehling A ¢ozeltisi: 1000 mL’de 35 g CuSO4-5H>0 ve 5 mL konsantre
H>S0, 2) Fehling B ¢ozeltisi: 1000 mL’de 150 g Na-K Tartrat (Seignette tuzu) ve 300 mL
%33 ’liik NaOH 3) Pipet 4) Deney tiipleri. 5) Bunzen beki alevi

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 1 mL Fehling A ve 1 mL Fehling B ¢ozeltisi konup
karistirllarak taze Fehling reaktifi hazirlanir. 2) Bir bagka deney tiipiine 2 mL idrar konur. 3)
Taze Fehling reaktifi olan tiip ile idrar olan tiip beraberce kaynatilmadan 1sitilir; bu sirada taze
Fehling reaktifinde renk degisimi olmasi reaktifin bozuldugunu gosterir; bu reaktif deneyde
kullanilmamalidir. 4) Birinci tiipteki 1sitilmis taze Fehling reaktifi {izerine ikinci tiipteki
isitilmis idrar yavas yavas eklenir ve birinci tiipli 1sitmaya devam edilir; iki dakika daha
1sitmadan sonra tiip sogumaya birakilir. 5) Isitilan son karisimda renk degisimi ve ¢okelti olup
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olmadigina bakilir ve gbzlenenler not edilir. 6) Isitilan son karisimda gozlenenlere gore sonug
rapor edilir:

Fehling reaktifi ve idrar1 karistirdiktan hemen sonra sari-kirmizi ¢okelti olustuysa
idrarda seker (++++)’dir; 10-15 saniye sonra sari-kirmizi ¢okelti olustuysa idrarda seker
(+++)’dir; 1 dakika sonra sari-kirmizi c¢okelti olustuysa idrarda seker (++)’dir; karigim
soguduktan sonra sari-kirmizi ¢okelti olustuysa idrarda seker (+)’dir; sari-kirmizi ¢okelti
olusmasi gozlenmezse idrarda seker (—)’dir.

Agiklama: Seignette tuzu, Cu(OH),’1 ¢6ziiniir hale getirerek indirgeyici seker ile daha
kolay tepkimeye girmesini saglar; H,SO4 de Fehling A’daki CuSO4’1n bozulmasimi onler.
Idrarda indirgeyici bir seker bulunmasi durumunda; 6nce taze Fehling reaktifi hazirlama
sirasinda NaOH ile CuSOj arasinda tepkime olur ve Cu(OH); olusur.

2NaOH + CuSO4 — Na;SO4 + Cu(OH),

Daha sonra, indirgeyici sekerin serbest yari asetal hidroksili ile Cu(OH), arasinda
tepkime olur; indirgeyici seker, Cu(OH),’1 CuOH haline indirger.

Olusan CuOH, suda ¢oziinmez ve sar1 renkli ¢okelti halinde ¢oker.

Isitma sirasinda; CuOH, su kaybederek Cu,O haline doniisiir.

151
2CuOH —  CuO+H,0

Olusan Cu,0, suda ¢6éziinmez ve kirmizi renkli ¢okelti halinde ¢oker.

Tiipteki ¢okelti, icerdigi CuOH ve Cu,O miktarlarina, bir bakima da indirgenen bakir
miktarina ve dolayisiyla idrardaki indirgeyici seker konsantrasyonuna bagli olarak saridan
kirmiziya kadar degisen renkte olur.

Tartisma: Deney sirasinda sari-yesil ¢cokelti olustugu gozlenirse, idrarda seker varlig
stiphelidir; bu durumda 9 mL idrar 1 mL Courtonne reaktifi (300 g kursun asetat 500 mL
distile suda coziiliir; asetik asit damlatilarak ¢ozelti notiirlestiriliv, daha sonra voliim, distile
su ile 1000 mL’ye tamamlanmir) ile kanstirtlip sonra sliziilerek idrar, deneyi bozucu
maddelerden arindirilir ve Fehling deneyi siiziintii ile tekrarlanir.

Idrarda serbest yar1 asetal hidroksili icermeyen bir seker varliginda, Cu*
indirgenemez; Fehling testi (—) sonug verir.

Idrardaki glukuronatlar, iirik asit, kreatinin, niikleoproteinler ve homogentizik asit,
mentol, timol, antipirin, fenol de Fehling (+) sonuca neden olabilirler. Kreatinin, Cu,O ile
kompleksleserek yalanci (—) sonuca da neden olabilir.

Idrardaki fosfatlar, Fehling reaktifindeki alkali ile kirli beyaz ¢okelti olustururlar.

12.3.2. Benedict yontemi ile idrarda seker arama deneyi

Prensip: Serbest yar1 asetal hidroksili igeren sekerler, indirgeyici 6zellikleriyle Cu
Cu e indirgerler.

Gerekenler: 1) Benedict reaktifi: 173 g sodyum sitrat ve 100 g susuz Na,COj3 , 700-
800 mL distile suda ¢oziiliiv, bu karisima 17,3 g kristalize CuySOy4’tin 100 mL distile sudaki
¢ozeltisi yavas yavas eklenir ve karistirilir; voliim, distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir. 2)
Pipet 3) Deney tiipleri. 4) Bunzen beki alevi

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 5 mL Benedict reaktifi konur ve bunun tizerine 0,5
mL idrar eklenir. 2) Tiip, kuvvetli bir alev iizerinde 1-2 dakika kaynatilir; daha sonra oda
sicakliginda sogumaya birakilir. 3) Soguyan tiipteki karisimda renk degisimi ve ¢okelti olup
olmadigina bakilir ve gézlenenlere gore sonug rapor edilir:

Kirmizi renkli bir ¢okelti olustuysa idrarda seker (++++)’dir; turuncu renkli bir ¢okelti
olustuysa idrarda seker (+++)’dir; sar1 renkli bir ¢okelti olustuysa idrarda seker (++)’dir; agik
yesil renkli bir ¢okelti olustuysa idrarda seker (+)’dir; ¢okelti olusmasi1 gézlenmezse idrarda
seker (—)’dir.

2+91
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Aciklama: 1drarda indirgeyici bir seker bulunmasi1 durumunda; Benedict reaktifindeki
Cu?", CuOH ve Cu,O haline indirgenir. Olusan CuOH, suda ¢6ziinmez ve sar1 renkli ¢okelti
halinde ¢oker. Olusan Cu,0 da suda ¢oziinmez ve kirmizi renkli ¢okelti halinde ¢oker.

Tipteki ¢okelti, igerdigi CuOH ve Cu,O miktarlarina, bir bakima da indirgenen bakir
miktarina ve dolayisiyla idrardaki indirgeyici seker konsantrasyonuna bagli olarak saridan
kirmiziya kadar degisen renkte olur.

Tartisma: Idrarda serbest yari asetal hidroksili igermeyen bir seker varhgida, Cu*"
indirgenemez; Benedict testi (—) sonug verir.

12.3.3. Causse Bonnans yontemi ile idrarda kantitatif seker tayini

Prensip: Serbest yar1 asetal hidroksili igeren sekerler, indirgeyici 6zellikleriyle Cu
Cu"’e indirgerler.

Gerekenler: 1) %1’lik glukoz ¢ozeltisi. 2) Fehling A ¢ozeltisi: 1000 mL’de 35 g
CuSO4-5H>0 ve 5 mL konsantre H,SO4 3) Fehling B ¢ozeltisi: 1000 mL’de 150 g Na-K
Tartrat (Seignette tuzu) ve 300 mL %33 ’liik NaOH 4) Taze Fehling reaktifi: Esit miktarlarda
Fehling A ve Fehling B ¢ozeltileri karistirilarak hazirlamr. 5) %10’luk Potasyum ferro
siyaniir ¢ozeltisi. 6) Erlen. 7) Pipet 8) Sacayak 9) Amyant tel kafes 10) Bunzen beki alevi

Uygulama: 1) Bir erlene 5 mL Fehling A ve 5 mL Fehling B ¢dzeltisi konup
karistirllarak taze Fehling reaktifi hazirlanir. 2) Erlendeki Fehling reaktifi tlizerine 2,5 mL
%10’luk potasyum ferro siyaniir ¢ozeltisi eklenip karigtirilir. 3) Erlendeki karigim kaynatilir;
kaynama sirasinda Olciilii pipetle damla damla %1°lik glukoz c¢o6zeltisi damlatilir ve
karistirllir. Boylece, sartya donen karisimda esmer bir renk olusumu gozleninceye kadar
titrasyon yapilir. Titrasyon sirasinda harcanan %]1°lik glukoz ¢ozeltisinin voliimii hesaplanir;

2,1x1

100
0,021 g glukoz kullanildig1 hesaplanir. 4) Ilk ii¢ basamaktaki islemler, %1°lik glukoz ¢dzeltisi
yerine idrar kullanilarak tekrarlanir ve kullanilan idrar voliimii (v) bulunur; bu voliimdeki
idrarda 0,021 g glukoza denk indirgeyici seker oldugu bilgisine gore de oranti kurularak 100
mL idrarda ka¢ gram indirgeyici seker oldugu veya idrarda % g cinsinden seker miktari
saptanmis olur.

Actklama: 1drarda indirgeyici bir seker bulunmasi durumunda; indirgeyici seker,
Fehling reaktifindeki Cu®"’1 indirger.

2+,1

bu, yaklasik 2,1 mL kadardir. Buna gére 10 mL Fehling reaktifini indirgemek icin

12.3.4. Siilfosalisilik asit ile idrarda protein arama deneyi

Prensip: Proteinlerdeki serbest bazik gruplar ile stilfosalisilik asit, suda ¢oziinmeyen
bilesik olusturur.

Gerekenler: 1) %20’lik siilfosalisilik asit. 2) Pipet 3) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiiniin 2/3’line kadar berrak idrar konur. 2) Deney
tiipiindeki berrak idrar tizerine %20’lik siilfosalisilik asit ¢ozeltisinden damla damla eklenir;
bu sirada tiipteki idrarda bir bulaniklik veya ¢okelti olusup olusmadigina bakilir. 3) idrar
tizerine %20’lik siilfosalisilik asit damlatildiktan sonra gozlenenlere gore sonug rapor edilir:

Bulaniklik gozlenmezse idrarda protein (—)’dir; ancak siyah bir zemin iizerinde
goriilebilen bir bulaniklik olusursa idrarda protein (hafif eser)’dir; belirgin bulaniklik olusur
fakat graniilasyon ve flokulasyon olusmazsa idrarda protein (+)’dir; yogun bulaniklikla
birlikte graniilasyon olusup flokulasyon olusmazsa idrarda protein (++)’dir; cok yogun
bulaniklikla birlikte belirgin flokulasyon da olusursa idrarda protein (+++)’dir; ¢ok fazla
yogun bulaniklikla birlikte ¢ok fazla flokulasyon olusursa idrarda protein (++++)’dir.
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Aciklama: 1drarda protein olmasi durumunda proteinlerin serbest amino gruplari
stilfosalisilik asit ile baglanir ve suda ¢oziinmeyen protein-siilfosalisilat bilesigi olusur.
Gozlenen bulaniklik, graniilasyon ve flokulasyon, olusan protein-siilfosalisilat bilesiginden
ileri gelmektedir.

Tartisma: Protein aranacak idrar, berrak olmalidir; mavi turnusol kagidini hafifce
kirmizilagtiracak kadar asidik olmalidir; yeteri kadar tuz igermelidir; dansitesi 1010’dan
kiigiik olmamali, ¢cok da yiiksek olmamalidir.

12.3.5. %20’lik triklorasetik asit (TCA) ile idrarda protein arama deneyi

Prensip: Proteinlerdeki katyonlar ile TCA anyonlari, suda c¢oziinmeyen tuzlar
olustururlar.

Gerekenler: 1) %20’lik TCA 2) Pipet 3) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiiplinlin 2/3’line kadar berrak idrar konur. 2) Deney
tiipiindeki berrak idrar {lizerine %20°lik TCA damla damla eklenir; bu sirada tiipteki idrarda
bir bulaniklik veya cokelti olusup olusmadigma bakilir. 3) Idrar iizerine %20’lik TCA
damlatildiktan sonra gézlenenlere gore sonug rapor edilir:

Bulaniklik gézlenmezse idrarda protein (—)’dir; ancak siyah bir zemin {izerinde
goriilebilen bir bulaniklik olusursa idrarda protein (hafif eser)’dir; belirgin bulaniklik olusur
fakat graniilasyon ve flokulasyon olusmazsa idrarda protein (+)’dir; yogun bulaniklikla
birlikte graniilasyon olusup flokulasyon olusmazsa idrarda protein (++)’dir; ¢ok yogun
bulaniklikla birlikte belirgin flokulasyon da olusursa idrarda protein (+++)’dir; ¢ok fazla
yogun bulaniklikla birlikte ¢ok fazla flokulasyon olusursa idrarda protein (++++)’dir.

Agiklama: Proteinlerdeki katyonlar ile TCA anyonlari, suda ¢odziinmeyen tuzlar
olustururlar. Go6zlenen bulaniklik, graniilasyon ve flokulasyon, olusan suda ¢odziinmeyen
tuzlardan ileri gelmektedir.

Tartisma: Protein aranacak idrar, berrak olmalidir; mavi turnusol kagidini hafifce
kirmizilagtiracak kadar asidik olmalidir; yeteri kadar tuz igermelidir; dansitesi 1010’dan
kiigiik olmamali, ¢cok da yiiksek olmamalidir.

12.3.6. Kaynatma-asetik asit yontemi ile idrarda protein arama deneyi

Prensip: Is1, proteinleri denatiire ederek ¢oOziintirliikklerinin azalmasina neden olur;
asetik asit de proteinlerin denatiirasyonunu artirir, fakat suda ¢éziinmeyen kalsiyum fosfat ve
kalsiyum karbonati suda ¢oziinen sekillere doniistiiriir.

Gerekenler: 1) %3’liik asetik asit. 2) Pipet 3) Deney tiipleri. 4) Bunzen beki alevi

Uygulama: 1) Bir deney tiipiiniin 2/3’line kadar berrak idrar konur. 2) Deney
tiipiindeki berrak idrar iistten 1sitilir; bu sirada 1sitilan kisimda bir bulaniklik veya cokelti
olusup olusmadigina bakilir. 3) Isitilan bolgede bulaniklik gozlenirse idrara 1-2 damla %3 ik
asetik asit damlatilir; bulanikligin degisimi gozlenir. 4) Isitma ve asetik asit damlatma
sonucunda gozlenenlere gére sonug rapor edilir:

Isitma sirasinda 1sitilan bdlgede bulaniklik gézlenmezse idrarda protein (—)’dir. Isitma
sirasinda 1sitilan bolgede bulaniklik olusur ve asetik asit damlatma ile bulanmiklik artarsa
idrarda protein (+)’dir.

Aciklama: 1drar 1sitma sirasinda 1sitilan bolgede bulaniklik olusmasi, proteinlerin 1s1
etkisiyle denatiire olmasindan veya fosfat ve karbonatlarin suda ¢o6ziinmeyen sekillere
doniismesinden ileri gelebilir. Asetik asit damlatma ile proteinlerin denatiirasyonu ve
dolayisiyla bulaniklik artar; suda ¢éziinmeyen fosfat ve karbonatlar ise yeniden suda ¢oziinen
sekillere doniigiirler. Bu nedenle 1sitma sonucunda fosfat ve karbonatlardan ileri gelen
bulaniklik, asetik asit damlatma ile kaybolur.
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Tartisma: Protein aranacak idrar, berrak olmalidir; mavi turnusol kagidini hafifce
kirmizilagtiracak kadar asidik olmalidir; yeteri kadar tuz igermelidir; dansitesi 1010’dan
kiiciik olmamali, ¢ok da yiiksek olmamalidir.

12.3.7. Tanret deneyi ile idrarda protein arama deneyi

Prensip: Is1, proteinleri denatiire ederek ¢oziiniirliikklerinin azalmasina neden olur;
Tanret reaktifi de proteinlerin denatiirasyonunu artirir, fakat suda ¢dziinmeyen kalsiyum
fosfat ve kalsiyum karbonat1 suda ¢oziinen sekillere doniistiirtir.

Gerekenler: 1) Tanret reaktifi: 36 g KI ve 13,55 g HgCl, bir miktar distile suda
¢oziildiikten sonra voliim 1000 mL’ye tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 100 mL’si 20 mL glasiyal
asetik asit ile karigtirilarak kullanilir. 2) Pipet 3) Deney tiipleri. 4) Bunzen beki alevi

Uygulama: 1) Bir deney tiipiiniin 2/3’line kadar berrak idrar konur. 2) Deney
tiipiindeki berrak idrar iistten 1sitilir; bu sirada 1sitilan kisimda bir bulaniklik veya cokelti
olusup olugmadigina bakilir. 3) Isitilan bolgede bulaniklik gozlenirse idrara 1-2 damla Tanret
reaktifi damlatilir; bulanikligin degisimi gozlenir. 4) Isitma ve Tanret reaktifi damlatma
sonucunda gozlenenlere gére sonug rapor edilir:

Isitma sirasinda 1sitilan bdlgede bulaniklik gézlenmezse idrarda protein (—)’dir. Isitma
sirasinda 1sitilan bolgede bulaniklik olusur ve Tanret reaktifi damlatma ile bulaniklik artarsa
idrarda protein (+)’dir.

Aciklama: 1drar 1sitma sirasinda 1sitilan bolgede bulaniklik olusmasi, proteinlerin 1s1
etkisiyle denatiire olmasindan veya fosfat ve karbonatlarin suda ¢oziinmeyen sekillere
donlismesinden ileri gelebilir. Tanret reaktifi damlatma ile proteinlerin denatiirasyonu ve
dolayisiyla bulaniklik artar; suda ¢éziinmeyen fosfat ve karbonatlar ise yeniden suda ¢oziinen
sekillere doniigiirler. Bu nedenle 1sitma sonucunda fosfat ve karbonatlardan ileri gelen
bulaniklik, asetik asit damlatma ile kaybolur.

Tartisma: Protein aranacak idrar, berrak olmalidir; mavi turnusol kagidini hafifce
kirmizilagtiracak kadar asidik olmalidir; yeteri kadar tuz icermelidir; dansitesi 1010’dan
kiigiik olmamali, ¢ok da yiiksek olmamalidir.

12.3.8. Heller deneyi ile idrarda protein arama deneyi

Prensip: Proteinler nitrik asit ile denatiire olurlar; ¢oziliniirliikleri azalir.

Gerekenler: 1) Konsantre HNO; 2) Pipet 3) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney 2 mL konsantre HNO; konur. 2) Deney tiipiindeki konsantre
HNO:; tizerine 2 mL idrar tabakalandirilir; tabakalarin temas yerinde beyaz bir halka olusup
olusmadigina bakilir. 3) Idrar ve konsantre HNO; tabakalarinin temas yerinde beyaz bir halka
olusup olusmadigina gore sonug rapor edilir:

Beyaz bir halka olusumu gozlenmezse idrarda protein (—)’dir. Beyaz bir halka
olusumu gozlenirse idrarda protein (+)’dir.

Aciklama: Proteinler nitrik asit ile denatiire olurlar; ¢oziiniirliikleri azalir. Idrar ve
konsantre HNO; tabakalarinin temas yerinde gozlenen beyaz halka, denatiire olan
proteinlerden ileri gelmektedir.

Tartisma: Idrardaki iire ve irik asit de HNO; ile beyaz renkli bilesikler
olusturabilirler. Ure-nitrat bilesikleri nedeniyle olusan beyaz halka parlak kristalli gdziikiir.
Urik asit-nitrat bilesikleri halka olusturmaz; idrarin her tarafinda dagmik bulaniklik olusturur
ve bu bulaniklik idrarin 1sitilmasiyla kaybolur.
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12.3.9. Modifiye Purdy metodu ile idrarda kantitatif protein tayini

Prensip: Proteinlerdeki katyonlar ile TCA anyonlari, suda c¢oOziinmeyen tuzlar
olustururlar.

Gerekenler: 1) %20’lik TCA 2) Pipet 3) 15 mL’lik konik ve derecelenmis santrifiij
tiipii. 4) Santrifiij cihazi.

Uygulama: 1) 15 mL’lik konik ve dereceli bir santrifiij tiipiine, 10 mL ¢izgisine kadar
berrak idrar konur. 2) Santrifiij tiipiindeki berrak idrar tizerine, 15 mL ¢izgisine kadar %20°’lik
TCA eklenir; idrarda protein varsa bu sirada tiipteki idrarda bir bulaniklik ve ¢okelti olusur.
3) Tip alt-iist edilir ve 5 dakika beklenir. Daha sonra idrar tiipii, yaklasik dakikada 1500
devirli bir santrifiijje bir bagka tiiple dengelenerek konur ve 5 dakika santriftij edilir.4)
Dereceli konik tiipteki ¢okeltinin yiiksekligi, tiip iizerindeki skaladan okunur. Okunan ¢okelti
yiiksekliginin 0,21 ile carpimi, % gram cinsinden idrardaki protein miktarini verir.

Actklama: Proteinlerdeki katyonlar ile TCA anyonlari, suda ¢dziinmeyen tuzlar
olustururlar.

12.3.10. Rosin yontemi ile idrarda bilirubin arama deneyi

Prensip: Bilirubin, iyot ile yesil renk olusturur.

Gerekenler: 1) Rosin reaktifi: %1 lik iyot-alkol ¢ozeltisi. 2) Pipet 3) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine tlipin 2/3’line kadar idrar konur. 2) Tiipteki idrar
tizerine 2-3 mL Rosin reaktifi tabakalandirilir. 3) Tiipte siv1 tabakalarinin temas yerinde yesil
renk olusup olusmadigina bakilir ve gozlenenlere gore sonug rapor edilir:

Idrar ve Rosin reaktifi tabakalarmin temas yerinde yesil renk olusumu gdzlenmezse
idrarda bilirubin (-)’dir. idrar ve Rosin reaktifi tabakalarinin temas yerinde yesil renk
olusumu gozlenirse idrarda bilirubin (+)’dir.

Actklama: 1drarda bilirubin varhiginda; bilirubin, ya iyot ile oksitlenerek yesil renkli
biliverdin olusturur ya da iyot ile bilirubinin birlesmesi sonucu yesil renkli bir madde
olugmaktadir. Tiipte tabakalarin temas yerinde gozlenen yesil renk, biliverdinden ya da olusan
yesil renkli iyot-bilirubin bilesiginden ileri gelmektedir.

12.3.11. Gmelin yontemi ile idrarda bilirubin arama deneyi

Prensip: Bilirubin, nitrik asitle oksitlenerek yesil renkli biliverdin olusturur;
biliverdinden de biliverdin oksidasyon iirlinleri olusur.

Gerekenler: 1) Konsantre HNO; 2) Pipet 3) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 2 mL konsantre HNOs konur. 2) Tiipteki konsantre
HNOj iizerine 1 mL idrar tabakalandirilir. 3) Tiipte konsantre HNO; ve idrar tabakalarinin
temas yerinde asagidan yukariya dogru sari ilizerinden kirmizi, mor, yesil renk olusup
olusmadigina bakilir ve gézlenenlere gore sonug rapor edilir:

Konsantre HNO; ve idrar tabakalarinin temas yerinde asagidan yukariya dogru sari
tizerinden kirmizi, mor, yesil renk olusumu gozlenmezse idrarda bilirubin (—)’dir. Konsantre
HNOs ve idrar tabakalarinin temas yerinde asagidan yukariya dogru sari1 iizerinden kirmizi,
mor, yesil renk olusumu gozlenirse idrarda bilirubin (+)’dir.

Actklama: 1drarda bilirubin varliginda énce bilirubin, nitrik asitle oksitlenerek yesil
renkli biliverdin olusturur; daha sonra biliverdin de oksitlenerek biliverdin oksidasyon
iiriinleri olusur. Tiipte tabakalarin temas yerinde gozlenen yesil renk, olusan biliverdinden
ileri gelmektedir, diger renkler de biliverdin oksidasyon iiriinlerinden ileri gelmektedir.
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12.3.12. Fouchet yontemi ile idrarda bilirubin arama deneyi

Prensip: Bilirubin, FeCl; ve TCA ile oksitlenerek yesil renkli biliverdin ve biliverdin
oksidasyon {iriinleri olusturur.

Gerekenler: 1) %10’luk BaCl, ¢ozeltisi. 2) Fouchet reaktifi: 10 mL suda 2,5 g TCA
coziiliir ve bu ¢ozeltiye %10’ luk taze FeCl; ¢ozeltisinden 1 mL eklenip karistirilir. 3) Filtre
kagidi. 4) Huni 5) Pipet 6) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 10 mL idrar konur. 2) Tiipteki idrar {izerine 5 mL
%10’luk BaCl, ¢bzeltisi eklenir ve karistirilir; bir ¢okelti olustugu goriiliir. 3) Ikinci
basamakta olusan c¢okelti, karisimin filtre kagidindan siiziilmesiyle filtre kagidi tizerine alinir.
4) Uzerinde ¢okelti olan filtre kagidi, kuru bir baska filtre kagidinin iizerine konur. 5) Filtre
kagidi lizerindeki ¢okelti lizerine 1-2 damla Fouchet reaktifi damlatilir ve Fouchet reaktifi
damlatilan yerde yesil renk olusup olugsmadigina bakilir; gézlenenlere gore sonug rapor edilir:

Filtre kagid1 lizerindeki ¢okeltide Fouchet reaktifi damlatilan yerde yesil renk olustugu
gozlenmezse idrarda bilirubin (—)’dir. Filtre kagidi tizerindeki ¢okeltide Fouchet reaktifi
damlatilan yerde yesil renk olustugu gozlenirse idrarda bilirubin (+)’dir.

Acgiklama: BaCl, idrardaki siilfat iyonlarimi baglayarak BaSO, seklinde ¢oktiiriir.
Idrarda bilirubin varliginda BaSO, idrardaki bilirubini adsorbe ederek beraberinde ¢oktiiriir.
Stizme sonucunda BaSO, ve adsorbe ettigi bilirubin filtre kagidinin lizerinde kalirlar. Filtre
kagidi iizerindeki ¢okeltiye Fouchet reaktifi damlatildiginda, ¢okeltideki bilirubin, Fouchet
reaktifindeki FeCls ve TCA ile oksitlenerek yesil renkli biliverdin ve biliverdin oksidasyon
tiriinleri olusturur.

12.3.13. Legal yontemi ile idrarda aseton arama deneyi

Prensip: Aseton, alkali ortamda sodyum nitroprussiyat ile kiraz kirmizisi renk
olusturur.

Gerekenler: 1) %5’lik taze sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi. 2) %10°luk NaOH
cozeltisi. 3) Asetik asit. 4) Pipet 5) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tlipline 10 mL idrar, 1 mL sodyum nitroprussiyat ¢zeltisi ve
2 mL %10’luk NaOH c¢ozeltisi konarak karistirilir. Tiipteki karigimin kirmizi renk aldigi
gozlenir. 2) Tipteki kirmizi renkli karisima 2 mL asetik asit eklenip karistirilir ve karisimin
renginde bir degisiklik olup olmadigina bakilir. Karisimin renginde gozlenen degisime gore
de sonug rapor edilir:

Son karistmin rengi acilirsa idrarda aseton (—)’dir. Son karisimin rengi kiraz
kirmizisina veya visne ¢liriigii renge dontisiirse idrarda aseton (+)’dir.

Agiklama: 1drarda aseton varliginda once alkali ortamda aseton ve sodyum
nitroprussiyat arasindaki tepkime sonucunda kirmizi renkli izonitro aseton bilesigi olusur.
Daha sonra izonitro aseton ile asetik asit arasindaki tepkime sonucunda mor renkli bir
kompleks olusur.

Tartisma: Idrardaki kreatinin de alkali ortamda sodyum nitroprussiyat ile kirmizi
renkli bir bilesik olusturur. Idrarda aseton bulunmadigi durumlarda kreatinin ile sodyum
nitroprussiyatin olusturdugu kirmiz1 renkli bilesik, asetik asit etkisiyle parcalanir ve kirmizi
renk kaybolur.

12.3.14. Imbert-Lange deneyi ile idrarda aseton arama deneyi

Prensip: Aseton, alkali ortamda sodyum nitroprussiyat ile kiraz kirmizisi renk
olusturur.
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Gerekenler: 1) %10’luk taze sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi veya kristal sodyum
nitroprussiyat. 2) Derisik amonyak ¢ozeltisi. 3) Glasiyal asetik asit. 4) Pipet 5) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 5 mL idrar ve 0,5 mL glasiyal asetik asit konarak
karigtirilir. 2) Tiipteki karisima 0,5 mL %10’luk taze sodyum nitroprussiyat ¢dzeltisi veya
birka¢ sodyum nitroprussiyat kristali eklenip karistirilir. 3) Tiipteki son karisimin {izerine 2
mL derisik amonyak tabakalandirilir ve siv1 tabakalarinin temas yerinde birka¢ dakika i¢inde
mor bir halka olusup olusmadigina bakilarak gézlenenlere gére sonug raporu verilir:

Son karigimin iizerine 2 mL derisik amonyak tabakalandirildiginda sivi tabakalarinin
temas yerinde birka¢ dakika i¢inde mor bir halka olusmazsa idrarda aseton (—)’dir. Son
karigtmin {lizerine 2 mL derisik amonyak tabakalandirildiginda sivi tabakalarinin temas
yerinde birkag¢ dakika i¢inde mor bir halka olusursa idrarda aseton (+)’dir.

Actklama: 1drarda aseton varliginda once alkali ortamda aseton ve sodyum
nitroprussiyat arasindaki tepkime sonucunda kirmizi renkli izonitro aseton bilesigi olusur.
Daha sonra izonitro aseton ile asetik asit arasindaki tepkime sonucunda mor renkli bir
kompleks olusur.

Tartisma: Idrarda fazla miktarda amorf iirat bulunmas: halinde sivi tabakalarinin
temas yerinde sari-esmer bir halka olusabilir.

12.3.15. Lieben yontemi ile idrarda aseton arama deneyi

Prensip: Aseton, alkali ortamda iyot ile iyodoform olusturur.

Gerekenler: 1) Lugol ¢ozeltisi: 5g iyot ve 10 g KI, 100 g distile suda ¢oziiniir; 1/5
oraminda sulandirilarak kullamblir. 2) 2 N NaOH ¢ozeltisi. 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 2 mL idrar ve 4 mL 1/5 oraninda sulandirilmis lugol
cozeltisi konarak karistirtlir. 2) Tiipteki karigima, lugoliin rengi giderilinceye kadar damla
damla 2 N NaOH c¢ozeltisi eklenir. 3) Tiipte sar1 renkli ¢okelti olusup olusmadigina bakilir ve
iyodoform kokusu hissedilip hissedilmedigi arastirilir:

Tiipte sar1 renkli ¢okelti olugsmaz ve iyodoform kokusu hissedilmezse idrarda aseton
(—)’dir. Tiipte sar1 renkli ¢okelti olusur ve iyodoform kokusu hissedilirse idrarda aseton
(+)’dir.

Agciklama: 1drarda aseton varliginda; aseton, sodyum hidroksit ve iyot ile tepkimeye
girerek iyodoform olusturur. Iyodoform sari renklidir, suda gii¢ ¢oziiniir ve karakteristik
kokuludur. Tiipte gozlenen sar1 ¢okelti ve hissedilen koku, olusan iyodoform ile ilgilidir.
Istenirse ¢okeltinin lam-lamel arasinda mikroskopta incelenmesiyle alti koseli ya da yildiz
seklinde iyodoform kristalleri goriilebilir.

12.3.16. idrarda diazo cisimleri arama deneyi

Prensip: Patolojik hallerde idrarda bulunan ve bilesimi tam olarak bilinmeyen diazo
cisimleri, diazobenzosiilfonik asit ile kirmizi renkli azo maddelerini olustururlar.

Gerekenler: 1) Diazo A ¢ozeltisi: 1 g siilfanilik asit ve 15 mL konsantre HCI, voliim
1000 mL’ye tamamlanacak sekilde distile suda ¢oziiliir. 2) Diazo B ¢ozeltisi: %60,5 'lik NaNO;
cozeltisi. 3) Taze diazo reaktifi: 5 mL Diazo A ¢ozeltisi ile 1 mL Diazo B ¢ozeltisi
karistirllarak hazirlanir. 4) Pipet 5) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tlipiine 6 mL idrar konur. 2) Tiipteki idrar lizerine 6 mL taze
diazo reaktifi eklenerek kuvvetle c¢alkalanir. 3) Kuvvetle calkalama sonucunda tiipteki
karigtmin iizerinde koyu kirmizi renkli kopiik olusup olusmadigina bakilarak sonug¢ rapor
edilir:
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Kuvvetle ¢alkalama sonucunda tiipteki karigimin iizerinde koyu kirmiz1 renkli kopiik
olugmazsa idrarda diazo cismi (—)’dir. Kuvvetle calkalama sonucunda tiipteki karigimin
tizerinde koyu kirmizi renkli kopiik olusursa idrarda diazo cismi (+)’dir.

Actklama: Taze diazo reaktifinin hazirlanmasi sirasinda, once diazo A ¢ozeltisindeki
HCI ile diazo B ¢ozeltisindeki NaNOy’ten HNO, ve NaCl olusur; daha sonra HNO, ile
stilfanilik asitden de diazobenzosiilfonik asit olusur; taze diazo reaktifi, diazobenzosiilfonik
asit icermektedir. Idrarda diazo cisimlerinin varliginda taze diazo reaktifindeki
diazobenzosiilfonik asit ile diazo cisimleri arasindaki tepkime sonucunda kirmizi renkli azo
maddeleri olusur.

Tartisma: 1drarda bulunan fenoller, piirinler gibi aromatik maddeler de
diazobenzosiilfonik asit ile alkali ortamda kirmizi renkli azo maddeleri olustururlar; fakat
bunlar kopiige gecmezler. idrarda diazo cisimleri, tifo, ilerlemis tiiberkiiloz, kizamik gibi bazi
atesli hastalik durumlarinda saptanir.

12.3.17. Benzidin deneyi ile idrarda kan (hemoglobin) arama deneyi

Prensip: Hemoglobin, H,O, ile benzidin arasindaki oksidorediiksiyon reaksiyonunu
katalizler.

Gerekenler: 1) %3 liik H,O, ¢ozeltisi. 2) Bazik benzidinin glasiyal asetik asitdeki
%1 ’lik taze ¢ozeltisi. 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline bazik benzidinin glasiyal asetik asitdeki %1’lik taze
cozeltisinden 2-3 mL ve ayni miktarda da %3’liikk H,O, ¢ozeltisinden konup karistirilir. 2)
Tiipteki karisim tlizerine damla damla idrar eklenip karnstirilir; yesil veya mavi-yesil renk
olusup olugsmadigina bakilarak sonug rapor edilir:

Tipte yesil veya mavi-yesil renk olusumu goézlenmezse idrarda hemoglobin (—)’dir.
Tiipte yesil veya mavi-yesil renk olusumu gozlenirse idrarda hemoglobin (+)’dir.

Aciklama: Idrarda hemoglobin varhiginda; benzidin ile H,O, arasinda
oksidorediiksiyon reaksiyonu hizlanir; H,O, suya indirgenirken benzidin de yiikseltgenir.
Ortamdaki yiikseltgenmis benzidin ile heniiz yiikseltgenmemis benzidin karigimi, benzidin
mavisi diye bilinen mavi-yesil bir renk olusturur.

Tartisma: Idrarda 16kosit varliginda da bunlardaki peroksidazin etkisiyle (+) sonug
elde edilir; ancak idrar kaynatilirsa, peroksidazin etkisi ortadan kaldirilabilir. Cok fazla
miktarda kullanilan vitamin C ise hemoglobinin etkisini onler ve (—) sonuca neden olabilir.
Idrarda az miktarda hemoglobin bulunmasi durumunda da fazla damlatilan idrar benzidini
¢okeltir ve bu durumda (—) sonug elde edilir.

12.3.18. Ehrlich yontemi ile idrarda iirobilinojen arama deneyi

Prensip: Urobilinojen, Ehrlich reaktifi ile kirmizi renk olusturur.

Gerekenler: 1) Ehrlich reaktifi: 2 g p-dimetil aminobenzaldehid, 100 mL %Z20’lik
HCl’de ¢oziilerek hazirlanir. 2) %10°luk BaCl; ¢ozeltisi. 3) Pipet 4) Deney tiipleri. 5) Bunzen
beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine taze ve bilirubinsiz idrar konur. (idrar bilirubinli ise,
10 mL’sine 5 mL %10’luk BaCl; eklenip karistirildiktan sonra siiziilerek bilirubinsizlestirilir.)
2) Tiipteki bilirubinsiz idrar lizerine 1 mL Ehrlich reaktifi eklenip karistirilir ve birkag¢ dakika
beklenir. Tiipteki karistmda kirmizi renk olusup olusmadigina bakilir:

Tiipteki karisimda kirmizi renk olusumu gozlenirse idrarda {irobilinojen artmistir.

Tiipteki karisimda kirmizi renk olusumu gozlenmezse tiip 1sitilir. Isitma sonucunda
kirmizi renk olusumu goézlenirse idrarda iirobilinojen normaldir. Isitmaya ragmen kirmizi renk
olusumu gdzlenmezse idrarda iirobilinojen (—)’dir.
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Aciklama: idrarda iirobilinojen varliginda; iirobilinojen, Ehrlich reaktifi ile kirmizi
renk olusturur.

Tartisma: 1drarda porfirin bulunmasi da Ehrlich reaktifi ile (+) kirmizi renk verir.
Idrarda porfobilinojen bulunmasi da Ehrlich reaktifi ile (+) kirmmzi renk verir; ancak
porfobilinojen ile olusan bilesik kloroformda ¢oziinmez. Idrarin Ehrlich reaktifi ile uzun siire
kaynatilmas1 durumunda agiga c¢ikan indol nedeniyle test (+) olabilir. Formol ve E.coli’nin
olusturdugu nitritler deneyi (—)’lestirir.

12.3.19. Sulkowitch yontemi ile idrarda kalsiyum arama deneyi

Prensip: Kalsiyum, asidik ortamda amonyum okzalat ile suda ¢oziinmeyen kalsiyum
okzalat olusturur.

Gerekenler: 1) Sulkowitch reaktifi: 2,5 g Okzalik asit, 2,5 g amonyum okzalat ve 5 mL
derisik asetik asidi distile suda voliim 150 mL’ye tamamlanarak ¢ozmek suretiyle hazirlanir.
2) Pipet 3) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine 5 mL idrar konur. 2) Tiipteki idrar iizerine 5 mL
Sulkowitch reaktifi eklenip karistirilir; karisimda bulaniklik olusup olusmadigina goére sonug
rapor edilir:

Tipteki idrar tizerine Sulkowitch reaktifi eklendiginde bulaniklik olusmazsa idrarda
kalsiyum (yoktur veya azalmig)’tir. Tiipteki idrar tizerine Sulkowitch reaktifi eklendiginde
bulaniklik olusursa idrarda kalsiyum (normal)’dir. Tiipteki idrar tizerine Sulkowitch reaktifi
eklendiginde siit gibi bulaniklik olusursa idrarda kalsiyum (artmaus)’tir.

Actklama: 1drardaki kalsiyum, asidik ortamda amonyum okzalat ile suda ¢dziinmeyen
kalsiyum okzalat olusturur.

12.4. Idrar Yollar1 Taslarinin Incelenmesi

Idrarda bulunan kalsiyum fosfat, iirik asit gibi baz1 maddeler, koruyucu kolloidlerin
etkisiyle asir1 doymus ¢oOzeltiler halinde ¢okmeden atilabilmektedirler. Ancak, idrarda
koruyucu kolloidlerin azalmasi durumunda, normalde asir1 doymus ¢ozeltiler halinde atilan
maddeler idrar yollarinda ¢dkerler ve idrar yollar1 taslarmi olustururlar. idrar yollar: taslari,
fosfat taslari, okzalat taslari, iirat taslari, miks taslar olabilir.

Fosfat taslari, agik renkli toprak gibidirler; elle kolayca ezilirler.

Okzalat taslar, purtikli ylizeyli, esmer renklidirler; ¢cok serttirler.

Urat taslari, diizgiin yiizeyli, esmer renkli, kiiciik taslardir; serttirler.

Miks taslar, fosfat-okzalat veya okzalat-iirat karisimi taslardir.

12.4.1. Bir idrar yolu tasinin iirat tasi olup olmadiginin incelenmesi (miirexid deneyi)
Prensip: Urik asit ile nitrik asidin birlikte 1s1tilmas1 sonucunda purpurik asit olusur.
Gerekenler: 1) Idrar yolu tasi. 2) Porselen havan ve havaneli. 3) Konsantre HNO3 4)

% 20’lik NaOH c¢ozeltisi. 5) Porselen kapsiil. 6) Bunzen beki alevi. 7) Sacayak 8) Amyant tel

kafes.

Uygulama: 1) Idrar yolu tas1 havanda ezilerek toz haline getirilir ve bir porselen
kapsiile bu tozdan bir miktar konur. 2) Kapsiildeki idrar yolu tas1 {izerine 1-2 damla konsantre
HNO; damlatilir. 3) Porselen kapsiil, bir sacayak lizerinde, i¢indeki madde kuruyuncaya
kadar 1sitilir ve sonra sogutulur. 4) Soguyan kapsiildeki leke iizerine 1 damla NaOH
damlatilir; lekedeki renk degisimine gore sonug rapor edilir:

Soguyan kapsiildeki leke tizerine 1 damla NaOH damlatildiginda mavi-menekse renk
gbzlenirse, idrar yolu tasinin iirat tasi oldugu sonucuna varilir.
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Soguyan kapsiildeki leke {izerine 1 damla NaOH damlatildiginda mavi-menekse renk
gbzlenmezse, idrar yolu tasi iirat tas1 degildir.

Agctklama: 1drar yolu tasinin iirat tas1 olmasi durumunda, deney sirasinda &nce iirik
asit ile nitrik asidin birlikte 1sitilmas1 sonucunda purpurik asit olusur, daha sonra da purpurik
asidin NaOH ile reaksiyonlagmasi ile mavi-menekse renkli izopurpurik asit sodyum tuzu
olusur; gozlenen mavi-menekse renk, olusan izopurpurik asit sodyum tuzundan ileri
gelmektedir.

Tartisma: Deneyde NaOH yerine amonyak ¢ozeltisi kullanilsaydi, lirat tagi ile mavi-
menekse renk yerine mor renk olustugu gozlenirdi. Ciinkii, purpurik asit ile amonyagin
olusturdugu izopurpurik asit amonyum tuzu, mavi-menekse degil, mor renklidir. Bazen 1sitma
sirasinda porselen kapsiildeki idrar yolu tasinda bulunan lireden amonyak olusur ve bu, idrar
yolu tasinin tiirat tast olmast durumunda lekenin kendiliginden mor renk almasina neden
olabilir.

12.4.2. Bir idrar yolu tasimin fosfat tasi olup olmadiginin incelenmesi deneyi

Prensip: Fosfat, amonyum molibdat ile 1sitma sonucunda suda giic ¢Oziinen, sari
renkli amonyum fosfomolibdat olusturur.

Gerekenler: 1) Idrar yolu tasi. 2) Porselen havan ve havaneli. 3) Konsantre HNO; 4)
% 12,5 lik amonyum molibdat ¢ozeltisi. 5) Pipet 6) Deney tiipleri. 7) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Idrar yolu tas1 havanda ezilerek toz haline getirilir ve bir deney tiipiine
bu tozdan bir miktar konur. 2) Deney tiiplindeki idrar yolu tas1 iizerine 1 mL konsantre HNO3
eklenerek karistirilir ve tas tozu c¢oziilir. 3) Tiipteki karisim tizerine 2 mL %12,5’lik
amonyum molibdat ¢ozeltisi eklenir ve karistirilir. 4) Tiipteki son karisim, kaynama noktasina
kadar 1sitilir; renk degisimine gdre sonug rapor edilir:

Kaynama noktasina kadar isitilan son karigimda limon sarist bir renk ve ¢okelti
olusumu gézlenirse, idrar yolu tasinin fosfat tasi oldugu sonucuna varilir. istenirse lam-lamel
arasina alman c¢okelti mikroskopta incelenerek igne demeti seklinde fosfat kristalleri
goriilebilir.

Kaynama noktasina kadar isitilan son karigimda limon sarist bir renk ve g¢okelti
olusumu gézlenmezse; idrar yolu tasi, fosfat tasi degildir.

Actklama: 1drar yolu tasinin fosfat tas1 olmas1 durumunda, deney sirasinda fosfat ile
amonyum molibdatin 1sitilmasi sonucunda amonyum fosfomolibdat olusur; gézlenen limon
saris1 renk ve ¢okelti, olusan amonyum fosfomolibdattan ileri gelmektedir.
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13. IDRAR SEDIMENTININ INCELENMESI

Idrar sedimentinin incelenmesi i¢in, bir santrifiij tiipiine idrar numunesinden bir miktar
konur. Bu santrifiij tiipii, bir bagka tiiple dengelenerek santrifiij aletine konur ve dakikada
1500-200 devirde 3-5 dakika santrifiij edilir. Idrar tiipii santrifiijjden alinir ve asagiya dogru
45° egilerek igindeki berrak idrar, baska analizler i¢in baska tiiplere alinir veya dokiiliir.
Santrifiij tlipiiniin dibindeki ¢okelti yeniden c¢alkalanarak siispansiyon haline getirilir ve bu
siispansiyondan 1 damla bir lam iizerine alinir. Lamdaki damla, kenarlardan tagsmayacak ve
hava kabarcig1 da kalmayacak sekilde bir lamelle kapatilir. Boylece hazirlanan preparat,
mikroskopta incelenir. Once, mikroskopun kiigiik objektifi (10X) ile 100 defa biiyiiterek
biitiin alanlar kontrol edilir ve sekilli elemanlarin bol oldugu yerler biiyilik objektif (40X) ile
400 defa biiyiiterek incelenir. Direkt, fakat parlak olmayan 1sikta sekilli elemanlar daha iyi
goriiliir; genellikle kondensator uzaklastirilir veya diyafram kisilir.

Idrar sedimentinde eritrositler, lokositler, epitel hiicreleri, silendirler, kristaller,

bakteri, mantar ve parazit hiicreleri arastirilir ve incelenir.

Idrar sedimentini incelemenin sonucu, 400 defa biiyiitmede 20 mikroskopik alanda
raslanan sekilli elemanlarin ortalamasima gore rapor edilir: 0-2 sekilli eleman, nadir; 2-4
sekilli eleman, tek tiik; 5-20 sekilli eleman, sayisiyla; 50°den fazla sekilli eleman, bol olarak
ifade edilir.

Idrar sedimentinde sekilli elemanlar, ¢esitli 6zellikleriyle taninirlar:
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13.1. idrar sedimentinde eritrositler. Iyi korunmuslarsa agik yesilimtrak renkte ve yuvarlak
goriiliirler; mikro-vida hafifce oynatildiginda i¢ ige iki halka saptanabilir. Dikine duran
eritrositler biskiivi seklinde goriiliirler. Konsantre idrarda eritrositler biizligmiis, orak seklinde

goriilebilirler.

&2

13.2. idrar sedimentinde lokositler. Eritrositlere gore daha biiyiik ve graniilliidiirler;
goriiniimleri, idrar pH’1na gore degisir. Lokositler, asit veya hafif alkali idrarda graniillii bir
sitoplazma ve belirgin renksiz bir ¢ekirdek igeren yuvarlak, biiylik hiicrelerdir; alkali idrarda
ise seffaf, siirlar1 kaybolmus bir sitoplazma ve belirgin olmayan ¢ekirdek igeren sismis,
biiyiik hiicrelerdir. idrar sedimentindeki I8kositler, % 3’ liikk asetik asitden 1 damla lamelin
kenarina damlatildiginda daha belirgin olurlar; asetik asit, sitoplazmadaki kii¢iik graniillerin
yok olmasml fakat 16kosit ¢cekirdeginin belirgin goriilmesini saglar.

Idrar sedlmentlnde bol 18kosit olmasi halinde, asit ve nétral 1drar1arda beyaz bir
cokelti gozlenir; alkali idrarlarda bulanik bir boyanmig sediment goriiniimii gozlenir.

Idrar sedimentinde goriilen 16kositlerin  biraraya gelerek kiime olusturup
olusturmadiklar1 da arastirilir ve 16kosit kiimeleri goriiliirse, bunlar da degerlendirme sonug

raporunda belirtilir.
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13.3. Idrar sedimentinde epitel hiicreleri: Yass1 epitel hiicreleri, idrar yollar1 epiteli
hiicreleri, bobrek epiteli hiicreleri olabilir.
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Yassi epitel hiicreleri, kiiclik gekirdekli, yass1 veya poligonal, idrar sedimentindeki en
biiylik hiicrelerdir; genellikle kenarlar1 katlanmis goriiniimdedirler. Bazen birbirine bagl
olarak birkag hiicre bir arada bulunabilir.

Idrar yollar: epiteli hiicrelerinden iist kat hiicreleri, kiiciik yass1 epitel hiicrelerine
benzerler; orta kat hiicreleri, genellikle armut veya ig seklinde goriiliirler; en alt tabaka
hiicreleri, yuvarlak, nispeten kii¢lik ¢cekirdekli hiicrelerdir.

Bobrek epiteli hiicreleri, biiyik bir damla seklinde c¢ekirdekleri olan yuvarlak veya
poligonal hiicrelerdir; genellikle yag damlaciklar1 igeren bir sitoplazmalar1 vardir; bazen
kiime, bazen de zincir seklinde siralanan hiicre topluluklar1 halinde goriiliirler.

13.4. Idrar sedimentinde silendirler: Distal tubulus boslugu i¢inde hiicre ve proteinlerin
birikmesiyle olugsmus, cesitli uzunlukta ve olustugu tubulus ¢apina uygun kalinlikta silindir
seklinde elemanlardir; keskin sinirli, yuvarlak veya kiint u¢ludurlar; diiz veya egri, nadiren
koseli veya spiral sekilli olabilirler. Ozellikle lamelin kenarlarinda ve kiigiik biiyiitme ile
aranmalidirlar.

Hiyalin silendirler, homojen, seffaf, jelatine benzer bir maddeden yapilmislardir.

Graniile silendirler, bazen biiyilk bazen kiigiik protein graniilleri ve yag

damlalarindan olusmuslardir.
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Epiteliyal silendirler, genellikle graniil ve yag damlaciklari igerirler; otoliz nedeniyle
hiicre ve ¢ekirdek sinirlar1 kismen kaybolmustur.

Lékosit silendirleri, ya birbirine yapismis lokositlerden ya da hiyalin silendir {izerine
oturmus lokositlerden olugsmuslardir.

Eritrosit silendirleri, ya birbirine yapismis eritrositlerden ya da hiyalin silendir
lizerine oturmus eritrositlerden olusmuslardir.

Mum silendirler, genellikle diger silendirlerden daha biiyiik ve genistirler; ana madde,
homojen, 15181 siddetle kirar ve agik sarimsi renktedir.

s

Dev silendirler, kismen hiyalir; kismen graniile karigik silendirlerdir.
Yag silendirleri, 15131 siddetle kiran silindir seklinde elemanlardir.
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13.5. idrar sedimentinde kristaller. idrar pH’1ma gore ¢esitli olabilirler:
13.5.1. Asit idrarda goriilebilen kristaller: Amorf {irat, {irik asit kristalleri, sistin kristalleri,
16sin kristalleri, tirozin kristalleri olabilir.
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Leucine Spheres  Sodium Urate Tyrosine Cystine Calciwm Oxalate Uric Acid Arnorphous
Crystals Meedles Crystak Crystals Curystals Uzates

Amorfiirat, makroskopik olarak bal¢ik renginde ¢okelti olusturur; mikroskopta kii¢iik
tanecikler halinde ve genellikle kiigiik topluluklar olusturmus halde goriiliirler; silindir
seklinde de toplanabilirler ve bu durumda graniile silendirlerden gii¢ ayirdedilirler.

Urik asit kristalleri, makroskopik olarak sarimtrak kahverengi tanecikler seklinde
idrar toplama kabinin kenarlarinda tanmabilirler. mikroskopta sarimtrak kahverengi veya
kirmiz1 renkte, ¢esitli boy ve sekillerde goriiliirler; bilegi tasi, halter, fi¢1 sekilleri siktir ve
rozet seklinde toplanma egilimi gosterirler.

Sistin kristalleri, iirik asit kristallerine benzerler; 15181 fazla kiran sekiz koseli plaklar
seklindedirler ve genellikle birbirini 6rtmiis olarak bulunurlar.

Lésin kristalleri, nadirdirler; kiire seklindedirler ve genellikle radiyer veya konsantrik
hatlara sahiptirler.

Tirozin kristalleri, ince igneler seklindedirler.

13.5.2. Hafif asit, notral veya hafif alkali idrarda goriilebilen kristaller: Kalsiyum okzalat
kristalleri, tersiyer kalsiyum fosfat kristalleri, sulfonamidler olabilir.
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Kalsiyum okzalat kristalleri, 15181 siddetle kiran zarf, nadiren halter veya biskiivi
seklindedirler; biiyiikliikleri degisiktir; ikterik idrarda sar1 renkli goriiliirler; sik  goriilen
sekilli elemanlardir.

Tersiyer kalsiyum fosfat kristalleri, renksiz, genellikle bir ucu kama seklinde sivri
igneler seklindedirler; sivri uglari biraraya toplanarak rozet sekli olusturabilirler.

Sulfonamidler, makroskopik olarak sar1 bir ¢okelti olustururlar; mikroskopta amorf

veya sar1 yesil renkli igne, halter, yildiz sekillerinde goriiliirler.
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13.5.3. Notral veya alkali idrarda goriilebilen kristaller: Magnezyum fosfat, kalsiyum

karbonat kristalleri olabilir.

Magnezyum fosfat kristalleri, makroskopik olarak biitiin renkleri veren yanar doner
ince pulcuklardir; ince bir yag tabakasini hatirlatirlar. mikroskopta kenarlar1 kirilmig lameller
diizensiz dizilmis goriiniimii verirler.

Kalsiyum karbonat kristalleri, makroskopik olarak nadiren fosfatlar gibi bir ¢okelti
olustururlar; mikroskopta amorf tanecikler veya kiire seklinde goriiliirler; genellikle halter

seklinde birbirleri ile birlesmislerdir.

13.5.4. Alkali idrarda goriilebilen Kkristaller: Amorf fosfat, tripel fosfat(amonyum

magnezyum fosfat), amonyum iirat olabilir.
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Amorf fosfat, makroskopik olarak bol bulunan lokositler gibi ¢okelti olustururlar;

mikroskopta ince taneli renksiz kitleler olarak goriiliirler.
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Tripel fosfat(amonyum magnezyum fosfat), idrar cabuk sogumussa kar tanesine
benzer, yavas sogumussa tabuta benzer prizmalar seklinde goriiliirler.

Amonyum iirat, yer elmasi veya salgama benzer sekillerde goriiliirler.

13.5.5. idrar sedimentinde bakteri, mantar ve parazit hiicreleri

13.5.6. Idrar sedimentinin incelenmesinde hata kaynaklari: Idrar sedimentinin
incelenmesinde ¢esitli kaynakli hatalar olabilir:

Hizli ve uzun siire santrifiij, silendirleri bozabilir.

Santrifiijlden sonra santrifiij tiipiiniin dibinde kalan sedimentin c¢alkalanarak
siispansiyon haline getirilmesi iyi yapilmamis olabilir.

Lamelin altinda hava kabarcigi kalmasi ve lamelin digina idrar tagmasi hatali
degerlendirmeye neden olabilir.

Eritrositler, mantar hiicreleri, iirat kristalleri ve yag damlalan ile karistirilabilirler.
Ayiricr tan su sekilde yapilir: Lamelin kenaria %3’liik asetik asit damlatilmasiyla eritrositler
erirler; mantar hiicreleri genellikle zincir olusturmus halde goriiliirler ve asetik asitde
erimezler; iirat kristalleri koyu kahverengi ve c¢esitli biiyilikliiktedirler; yag damlalar1 15181
siddetle kirarlar, ¢esitli biiyiikliiktedirler ve genellikle ovaldirler.

Parcalanmis l6kositler amorf fosfatlar ile karistirilabilirler. Ayiric1 tan1 su sekilde
yapilir: Lamelin kenarina %3 liik asetik asit damlatilmasiyla fosfatlar, eriyerek kaybolurlar.

Silendirler, diisiik dansiteli, alkali ve uzun siire beklemekle bakteri tiremis idrar
orneklerinde hizla bozulurlar; bobrek yetmezligine bagli olarak idrar konsantre ve asit
olamiyorsa birkag NaCl kristali veya birka¢ damla konsantre HCl eklenmek suretiyle
silendirler korunabilir.

Silendiroidler ve psddosilendirler, silendir sanilabilirler. Ayirici tani su sekilde yapilir:
Silendiroidler musin veya epitel hiicrelerinden olusurlar, serit seklinde ve uglar piirtiikliidiir;
psodosilendirler asetik asitle eriyen fosfat veya isitmakla eriyen liratlardan olusan sekilli
elemanlardir.

Normal idrarda da bir miktar bulunabilen ve durmakla ¢oken miikiis, mikroskopta

uzun ve saydam seritler seklinde goriiliir, kristalleri ve hatta hiicreleri ortebilir.
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14. SUT DENEYLERI
14.1. Siit ve Ozellikleri

Siit, meme bezleri tarafindan salgilanan bir sividir. Siitiin bilesiminde biiyiik oranda su
ve pek c¢ok kati madde bulunur. Siitiin beyaz goriiniimii, emiilsifiye lipidler ve kismen
kazeinin kalsiyum tuzlar1 nedeniyledir; karotenoid pigmentler siite sar1 gériiniim verirler.

h
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[lk siit olan kolostrumda total katt madde miktari, kolesterol ve lesitin miktari fazladir.

Siitte karbohidrat olarak laktoz bulunur.

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.
Bebeklerin mide sivisinda bulunan rennin de kalsiyumu ¢oktiiriir.

Siitte palmitik, oleik, stearik, miristik asitler ve yiiksek yag asitlerinin trigliseridleri
bol miktarda bulunur.

Siitte potasyum, sodyum, kalsiyum ve fosfor da bulunur; demir ve bakir azdir.

Siitte vitamin A, D, E, K, C ve B; ile katalaz, peroksidaz, fosfataz enzimleri bulunur.

Turp, sogan, sarimsak, havu¢ gibi bazi maddeler siitiin tadini ve aromasini

degistirirler; baz1 toksik maddeler de siitle ¢ikarilirlar.

14.2. Siit Deneyleri
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14.2.1. Siit kazeininin eldesi ve tammlanmasi deneyi

Prensip: Siitteki kazein bir fosfoproteindir; asetik asit ile denatiire olur ve protein
tanimlama yontemleriyle tanimlanir.

Gerekenler: 1) 2 N asetik asit. 2) Biiiret reaktifi: 6 g Na-K tartrat, 1,5 g kristalize
bakir siilfat, 300 mL %10’luk NaOH, voliim distile suyla 1 litreye tamamlanarak karigtirilip
coziiliir. 3) Filtre kagidi. 4) Huni 5) Pipet 6) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline 5 mL siit konur ve bu, 5 mL su ile sulandirilir. 2)
Tiipteki sulandirilmis siit lizerine damla damla 2 N asetik asit ¢ozeltisi eklenir ve kiigiik
topaklar halinde bir ¢okelti olustugu goriiliir. 3) Ikinci basamakta olusan ¢okelti, karisimin
filtre kagidindan siiziilmesiyle filtre kagidi iizerine alinir; siiziintli de bir bagka tiipte toplanir
ki siiziintii ile sonraki deney yapilacaktir. 4) Filtre kagidi tizerine alinan ¢okelti ile proteinleri
tanimlama deneylerinden biiiret deneyi yapilir ve (+) sonu¢ gozlenmesiyle kazeinin protein
oldugu tanimlanmais olur.

Agiklama: Asetik asit, siitteki kazeini yag ile birlikte ¢oktiiriir. Siizme sirasinda kazein
ve yaglar filtre kagidinin iizerinde kalirken siitte bulunan laktalbumin ve laktoglobulin
proteinleri, laktoz, fosfat ve kalsiyum siiziintiiye gecerler. Siiziintiide laktalbumin ve
laktoglobulin proteinleri, laktoz, fosfat ve kalsiyum, tanimlama deneyleriyle tanimlanabilirler.

14.2.2. Siitteki laktalbumin ile laktoglobulini ¢oktiirme ve tammmlama deneyi

Prensip: Siitteki laktalbumin ile laktoglobulin 1s1 etkisiyle denatiire olurlar ve
proteinleri tanimlama yontemleriyle tanimlanabilirler.

Gerekenler: 1) Deney 14.2.1°de elde edilen siiziintii. 2) Metil kirmizist indikatorii. 3)
%35 ’lik NaOH 4) Kursun asetat ¢ozeltisi. 5) %40°lik NaOH 6) Filtre kagidi 7) Huni 8) Pipet 9)
Deney tiipleri. 10) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine deney 14.2.1 de elde edilen siiziintiiden 3 mL konur.
2) Tipteki stiziintiiye 2 damla metil kirmizisi indikatérii damlatilir ve kanistirilir. 3) Tiipteki
karisima, renk sar1 oluncaya kadar %5°lik NaOH damlatilarak asitlik giderilir. 4) Tiip, kiiciik
bir alev iizerinde dikkatlice 1sitilarak karisim kaynatilir; bu sirada tiipte bir bulaniklik veya
cokelti olustugu gozlenir. 5) Tiipteki karisim sogutulur ve soguduktan sonra bir filtre
kagidindan siiziiliir; ¢okelti, filtre kagidi iizerine alinir, siiziintii de bir baska tiipte toplanir ki
stiziintii ile sonraki deneyler yapilacaktir. 6) Filtre kagid1 iizerine alinan ¢okelti ile proteinleri
tanimlama deneylerinden kursun asetat deneyi yapilir ve (+) sonug¢ gozlenmesiyle laktalbumin
ile laktoglobulinin protein oldugu tanimlanmis olur.

Agiklama: Siitteki laktalbumin ile laktoglobulin 1s1 etkisiyle denatiire olurlar ve
cokerek ayrilirlar. Cokeltideki laktalbumin ile laktoglobulin de proteinleri tanimlama
yontemleriyle tanimlanabilirler.

14.2.3. Siitteki laktozu tanimlama deneyi

Prensip: Siitteki laktoz, indirgeyici bir disakkariddir; indirgeyici sekerleri tanimlama
yontemleriyle tanimlanabilir.

Gerekenler: 1) Deney 14.2.2°de elde edilen siiziintii. 2) Fehling A ¢ozeltisi: 1000
mL’de 35 g CuSO4-5H,0 ve 5 mL konsantre H,SO, 3) Fehling B ¢ozeltisi: 1000 mL’de 150 g
Na-K Tartrat (Seignette tuzu) ve 300 mL %33 'liik NaOH 4) Pipet 5) Deney tiipleri. 6) Bunzen
beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine deney 14.2.2 de elde edilen siiziintiiden 1 mL konur.
2) Tiipteki sliziintiiyle indirgeyici sekerleri tanimlama deneylerinden Fehling deneyi yapilir ve
(+) sonug gozlenmesiyle laktoz, bir indirgeyici seker olarak tanimlanmis olur.

Aciklama: Siitteki laktoz, indirgeyici bir disakkariddir; denatiire olmaz ve indirgeyici
sekerleri tanimlama yontemleriyle tanimlanabilir.
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14.2.4. Siitteki fosfati tamimlama deneyi

Prensip: Siitteki fosfat, amonyum molibdat ile sar1 renkli amonyum fosfomolibdat
olusturur.

Gerekenler: 1) Deney 14.2.2°de elde edilen siiziintii. 2) 2 N HNO; 3) %12,5 luk
amonyum molibdat ¢ézeltisi. 4) Pipet 5) Deney tiipleri. 6) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) Bir deney tiipline deney 14.2.2 de elde edilen sliziintiiden 1 mL konur.
2) Tipteki siiziintiye 1 mL 2 N HNOs; ve 1 mL %12,5’luk amonyum molibdat ¢ozeltisi
eklenerek kanigtirilir. 3) Tiipteki karisim kaynatilir; sar1 renk veya sari renkli ¢okelti olusumu
gdzlenir.

Actklama: Siitteki fosfat, amonyum molibdat ile sar1 renkli amonyum fosfomolibdat
olusturur.

14.2.5. Siitteki kalsiyumu tamimlama deneyi

Prensip: Kalsiyum, asidik ortamda amonyum okzalat ile suda ¢éziinmeyen kalsiyum
okzalat olusturur.

Gerekenler: 1) Deney 14.2.2°de elde edilen siiziintii. 2) Sulkowitch reaktifi: 2,5 g
okzalik asit, 2,5 g amonyum okzalat ve 5 mL derisik asetik asidi distile suda voliim 150 mL’ye
tamamlanarak ¢ozmek suretiyle hazirlanir. 3) Pipet 4) Deney tiipleri.

Uygulama: 1) Bir deney tiipiine deney 14.2.2 de elde edilen siiziintiiden 2 mL konur.
2) Tipteki siiziintii tizerine 2 mL Sulkowitch reaktifi eklenip karistirilir; karisimda bulaniklik
olustugu gozlenir.

Actklama: Sttteki kalsiyum, asidik ortamda amonyum okzalat ile suda ¢dzlinmeyen
kalsiyum okzalat olusturur.
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15. MiDE SIVISI DENEYLERI
15.1. Mide Sivis1 ve Ozellikleri
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Mide sivisi, gastrik mukozada meydana gelen salgilarin bir karigimidir. Yemek
borusunun mideye acildigi yerdeki kardiyak bezler ve mide c¢ikisinda yer alan pilorik
bezlerden mukus salgilanir; kardiya ve fundus kismindaki nonparyetal hiicrelerden
pepsinojen salgilanir; paryetal hiicrelerden HCI salgilanir.

Eriskin bir insanda 24 saatte 2-3 litre mide sivis1 salgilanir. Insanlarda mide sivisinin
pH’1 1,1-1,8 arasindadir.

Mide sivisinda total asidite 30-60 mL 0,IN NaOH/100 mL olarak olgiiliir. Mide
sivisindaki total asiditenin 20-50 mL 0,IN NaOH/100 mL’si serbest HCI tarafindan
olusturulur; diger kismi da besin proteininden olusan tampon maddeler, asidik fosfat ve laktik
asit gibi organik asitler tarafindan olusturulur.

15.2. Mide Si1visi Deneyleri

15.2.1. Kongo indikator kagidi ile mide sivisinda serbest HCI’nin kalitatif tayini
Bir deney tiipindeki mide sivisi ile bir Kongo indikatoér kagidi islatilir; indikator
kagidindaki renk degismelerine gore sonug rapor edilir.
Kongo indikatér kagidi mavi-mor renk alirsa mide sivisinda normal asidite vardir.
Kongo indikator kagidi agik mavi renk alirsa mide sivisinda hiperasidite vardir.
Kongo indikator kagidi kirmizi renk alirsa mide sivisinda hipoasidite veya anasidite
vardir.
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15.2.2. Uffelman yontemi ile mide sivisinda laktik asidin kalitatif tayini

5 mL fenol ¢ozeltisi ile 1-2 damla %10’luk FeCl; ¢ozeltisi karistirilir. Olusan mavi
renkli ¢ozeltiye 12 damla mide sivist damlatilir. Karigimin rengi sari-yesile doniiglirse mide
stvisinda laktik asit fazladir; karigtmin rengi kaybolursa mide sivisinda serbest HCI fazladir.

15.2.3. Mide s1visinda serbest HCI ve total asiditenin titrimetrik tayini

Bir erlene 10 mL mide sivisi konur ve buna 1-2 damla dimetil sarist ile 3-4 damla
fenolfitaleyn damlatilip karigtirilir. Serbest HCl varliginda dimetil sarist ile kirmizi renk
olusur.

Erlendeki karisim, rengi kirli sartya doniisiinceye kadar 0,1 N NaOH ile titre edilir ve
kullanilan 0,1 N NaOH voliimii (vs) not edilir. Bundan sonra titrasyona karistmin rengi
pembeye doniisiinceye kadar devam edilir ve kullanilan toplam 0,1 N NaOH voliimii (v;) de
not edilir.

vs/vy orani, mide sivisindaki serbest HCl/total asidite oranidir. Mide s1visindaki serbest
HCl/total asidite orani,

V,x 0,1 x 1000
= mEq HCI/L mide s1visi

10
esitligi ile serbest asidite hesaplanabilir.

Vix 0,1 x 1000
= mEq total asidite/L mide sivist

10
esitligi ile de total asidite hesaplanabilir.
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16. KLINIK BiYOKIMYA LABORATUVARLARINDAN SIK iSTENEN
BAZI TESTLER

16.1. Klinik Biyokim a Laboratuvari
Vi ! I| I_:' ,I
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Klinik Biyokimya laboratuvarlarinda, biyolojik materyallerde, hastaliklarin tanisi,
ayirict tanisi, bir hastaligin siddetinin belirlenmesi, bir hastaligin sagaltiminin izlenmesi,
bulgu vermeyen bir hastaligin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla laboratuvar analizleri yapilir.

16.1.1. Analiz tiirleri
Kalitatif (nitel) analizler: Tanimlama testleridir; sonuglar1 var-yok veya pozitif-
negatif olarak ifade edilir.
Kantitatif (nicel) analizler: Miktar veya aktivite belirleme analizleridir; sonuglari
miktar veya aktivite biiyiikliigiinii gosteren bir say1 ve birimle ifade edilir.
%g=g/dL=1000 mg/dL
%mg=mg/dL=1000 pg/dL
%ug=ug/dL=1000 ng/dL
%ng=ng/dL=1000 pg/dL
%opg=pg/dL
Mol/L=1000 mMol/L=1000000 pMol/L
mMol/L=1000 uMol/L
Eq/L=1000 mEq/L
IU/L=0,001 IU/mL
IU/mL=1000 IU/L
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16.1.2. Klinik biyokimya laboratuarinin organizasyonu
Iyi gelismis bir klinik biyokimya laboratuvarinda bulunmas gereken boliimler:
-Idari béliim
-Kan alma ve numune kabul bélimii
-Serum ayirma bolimii
-Biyokimyasal analizler boliimii
-Hormon analizleri boliimii
-Idrar ve gaita analizleri boliimii
-Kan gazlar1 ve elektrolit analizleri bolimii
-Elektroforez bolimii
-Manuel deneyler bolimii
-Arastirma ve metabolizma bozukluklar1 bolimii
-Ilag analizleri boliimii
-Cozelti ve kit hazirlama boliimii
-Distile, deiyonize, redistile su iiretimi, malzeme yikama-kurutma-sterilizasyon
bolimii
-Ambar ve soguk depo
-Acil laboratuvari
-Bilgi islem merkezi

Idari béliim, laboratuvarin her tiirlii sevk ve idaresinin yapildig1 boliimdiir. Klinik
Biyokimya laboratuvarlarin1 biyokimya uzmanlar1 idare ederler. Biyokimya uzmanlarinin
baslica gorevleri sunlardir: Laboratuvarin her tiirlii sevk ve idaresini saglamak. Satin alma ve
maliyet hesaplari. Laboratuvar personeli arasinda is boliimiiniin saglanmasi. Analiz
sonuglarinin kalite kontrolii ve istatistik ¢alismalari. Yeni analiz metodlarinin gelistirilmesi ve
rutine sokulmasi, laboratuvarda yapilan analiz sayisinin ve giinlilk kapasitenin arttirilmasi.
Reaktiflerin hazirlanmas1 ve kit imalati. Hasta ve klinesyenlerle diyalogu saglamak,
poblemleri ¢6zmek. Cihazlarin bakimlarim1 diizenli yaptirmak ve en verimli sekilde
caligmalarin1 saglamak.

Kan alma ve numune kabul béliimiinde, poliklinik hastalarindan kan alinir ve
servislerden gonderilen kan, idrar, BOS ve benzeri numuneler kabul edilir. Bu béliimde, kan
alma ve materyal kabulii i¢in gerekli sarf malzemeleri bulunur. Bu bolimde mutlaka bir
muayene masasi bulunmalidir. Kan alma sirasinda fenalasan veya bayilan hastalar bu masaya
yatirilarak bir siire dinlenmeleri saglanir.

Serum ayirma béliimiinde, kan alma boliimiinden gelen numuneler gerekli islemden
gegirilerek serum, plazma, tam kan v.b. seklinde analize hazir hale getirilir. Gerekli diliisyon
islemleri ve bulanik numunelerde santrifiij islemleri yapilir. Aymi giin isenmeyecek
numuneler ayrilarak uygun sartlarda saklanir. Bu boliimde tiip dengeleme terazileri ve en az
iki adet santrifiij bulunmalidir. Ayrica ¢esitli kapasitede otomatik pipetler, serum ayirmak i¢in
pipet uclari, serum ayirma kiivet ve depolari, tiip sporlar1 gibi malzemeler bulunmalidir.

Biyokimyasal analizler béliimiinde, otoanalizor, spektrofotometre ve reaktiflerin
saklanmasi i¢in buzdolab1 bulunmalidir. Bu bdliimde tiim biyokimyasal analizler yapilir: Kan
sekeri (glukoz) tayini. Ure tayini. Kreatinin tayini. Bilirubin tayini. Kan lipidleri (trigliserid,
total kolesterol, HDL-kolesterol) tayini. Plazma proteinleri (total protein, albiimin) tayini.
Urik asit tayini. Enzim tayinleri.

Hormon analizleri boliimii, Hormon analizlerinin yapildig1 boliimdiir. Bu boliimde
gama sayaci, kemiliiminometre, ELISA cihazlarindan biri veya birkag1 bulunur. Radyoaktif
madde ile g¢alisilan bolim insanlardan uzak ayr1 bir yerde olmali ve bu isi yapan kisiler
mutlaka kursun onliik giymelidirler. Radyoaktif atiklar kursun ¢op bidonlar1 i¢inde saklanir
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ve atilacaklar1 zaman insan topluluklarindan uzak yerlerde yere gomiilmek suretiyle ortadan
kaldirilir.

Idrar ve gaita analizleri boliimii, Tam idrar ve gaita analizlerinin yapildig
boliimdiir. Idrar ve gaita analizleri boliimiinde; idrar analizorii, refraktometre, bunzen beki,
mikroskop, dansitometre ve gerekli cam malzeme bulunur.

Distile su iiretimi ve malzeme yikama béliimii, laboratuvardaki dispozibl (tek
kullanimlik) olmayan malzemenin yikandig1 ve deneyler i¢in uygun hale getirilip kurutuldugu
boliimdiir. Bu boliimde distile, deiyonize ve redistile su cihazlari, etiiv ve firin bulunur. Cok
kalabalik laboratuvarlarda cam malzemeyi yikamak i¢in otomatik yikama cihazi bulunur.
Etliv: Plastikten yapilmis malzemelerin kurutulmasinda kullanilir. Firin: Cam malzemelerin
kurutulmas: ve sterilizasyonunda kullanilir.

Cozelti ve kit hazirlama boliimii, laboratuvar icin gerekli cozelti ve Kkitlerin
hazirlandig1 yerdir. Bu boliimde hassas terazi, geri sogutucu, vorteks, manyetik karistirici,
cesitli cam malzeme, otomatik pipetler v.s. bulunmalidir.

Kan gazlan ve elektrolit analizleri boliimii, kan gazlar1 (O,, CO,, pH) ve elektrolit
(Na, K, Li) analizlerinin yapildig1 boliimdiir. Bu boliimde Na, K, Li cihaz1 (ISE veya fleym
fotometre) ve kan gazlar1 analiz cthazi bulunur.

Elektroforez boliimii, elektroforez ¢alismalarinin yapildigi boliimdiir.

Manuel deneyler boliimii, otoanalizérde yapilamayan bobrek tasi, mide suyu, VMA,
17-KS, metanefrin, salisilat, HbA;c gibi baz1 spektrofotometrik ve kolonkromatografik
testlerin ¢alisildig1 boliimdiir. Bu boliimde spektrofotometre, santrifiij, benmari, bunzen beki,
otomatik ve cam pipetler bulunmalidir.

Ila¢ analizleri béliimiinde, terapétik ilaglar ile bazi kimyasal maddelerin kan ve
idrardaki diizeyleri ol¢iiliir.

Arastirma ve metabolizma bozukluklar1 béliimiinde, nadir goriilen metabolizma
hastaliklar arastirilir ve eser element tayinleri yapilir. Bu boliimde laboratuvarin gelismislik
seviyesine gore su cihazlar bulunabilir: Atomik absorpsiyon cihazi (Cu, Zn, Mg, Co gibi eser
elementlerin tayinine yarar). HPLC (yiiksek performansh likit kromatografisi) ki VMA,
metanefrin, 17-KS ve ila¢ analizlerinin yapilmasinda kullanilir. Gaz kromatografisi. Kiitle
spektrofotometresi. ELISA okuyucusu. Nefelometre.

Bilgi islem merkezi, laboratuvar sonuglarinin bilgisayar ortaminda kaydedilip, sonug
raporlarinin diizenlenerek hasta veya hekimlere iletildigi yerdir. Kaydedilmis verilerle
laboratuvar istatistikleri yapilir.

Acil laboratuari, Acil analizlerin yapildigr yerdir. Acil laboratuvarinin rutin
laboratuvar i¢inde olmasi en idealdir.

Ambar ve soguk depo, Kitlerin ve kimyasal maddelerin saklandig1 yerdir. Soguk
depodan baska laboratuvarda mutlaka yeterli buzdolabt ve derin dondurucu bulunmalidir.
Derin dondurucu, uzun siire saklanmasi gereken numunelerin —20°C veya —80°C’de
dondurularak saklanmasina yarar.

16.1.3. Klinik laboratuvarlarda uyulmasi gereken kurallar

-Laboratuvarlarda mutlaka beyaz onliikle ¢alisilmalidir.

-Temizlige ve laboratuvar diizenine uyulmalidir. Kullanilan malzeme tekrar yerli
yerine yerlestirilmelidir.

-Hig¢bir kimyasal maddeye elle dokunulmamali ve koklanmamalidir.

-Reaktif kaplar stirekli kapali tutulmalidir.

-Yeni hazirlanan reaktiflerin lizerine etiketleme yaparak hazirlama tarihi, hazirlayanin
adi-soyadi ve biliniyorsa son kullanma tarihi yazilmalidir.

-Reaktifler ve kimyasal maddeler uygun sartlarda saklanmalidir.

137



-Bozulan ve son kullanma tarihi gegen reaktifler kullanilmamalidir.

-Calisma sirasinda kirli ve temiz maddeler birbirine karistirtlmamalidir.

-Biitiin ¢alismalarda distile su kullanilmalidir.

-Her ¢aligmadan sonra eller sabunlu su ile yikanmalidir.

-Yanic1 ve tahris edici maddelerin cilt ile tamasinda gecikmeden bol su ile yikayip
gorevlilere haber verilmelidir.

-Laboratuvar ortaminda sigara i¢ilmemeli, herhangi bir sey yenilmemelidir.

-Laboratuvar ortaminda son derece sakin ve sessiz ¢aligilmalidir.

-Malzeme ve cihazlar kullanilirken son derece 6zen gosterilmeli; her bir cihaz usuliine
uygun tarzda dikkatlice kullanilmalidir.

-Calisma sirasinda laubali hareketlerden, giiriilti ve sakalasma gibi tavirlardan
kagimilmalidir.

-Laboratuvarda yapilan ¢ok kiiciik bir hatanin bile bir hastanin hayatina mal
olabilecegi unutulmamalidir.

-Hijyen sartlarina azami dikkat gosterilmelidir. Rutin ¢aligmalarda devamli eldivenle
calisilmalidir. Kan ve kan triinleri ile herhangi bir sekilde temas olursa eller zefiranli su gibi
antiseptik bir madde ile yikandiktan sonra bol sabunlu su ve ardindan cesme suyu ile
yikanmalidir. Kan orneklerinin islendigi cam malzemelerin miimkiinse sterilize edildikten
sonra kullanilmasi tercih edilmelidir.

16.2. Klinik Biyokimya Laboratuvari icin Numuneler

Klinik biyokimya laboratuarlarindan istenen testler icin gerekli biyolojik materyaller
siklikla kan, idrar, beyin-omurilik sivis1 (BOS, serebrospinal sivi), plevra sivisi, eklem sivisi
(sinovyal s1v1) gibi sivilardir.

16.2.1 Kan numuneleri

Tam kan (total kan): Serum veya plazmasi ayrilmamis kandir. Kan sayimi
(hemogram) ve eritrosit sedimantasyon hiz1 (ESR) tayini, kan hiicrelerinin (eritrosit, 16kosit,
trombosit) eldesi i¢in gereklidir.

Serum: Pihtilasmis kandan sekilli elemanlar (eritrosit, 10kosit, trombosit) ayrildiktan
sonra geri kalan s1vi kisimdir. Bir¢ok analiz i¢in tercih edilir.

Plazma: Pihtilagsmasi antikoagulanlarla 6nlenmis kandan sekilli elemanlar (eritrosit,
16kosit, trombosit) ayrildiktan sonra geri kalan sivi kisimdir. Bazi 6zel analizler igin
gereklidir. Antikoagulanlar, pihtilasmay1 Onlerler; fakat elde edilecek plazmada yapilacak
analizlerin bir kismin1 bozabilirler.

ANTIKOAGULAN |
| aDi alcO | ETKI SEKLI
| Hegasin Amonyum, LL, Anlitrombin gibi el edersk
20 U4 mi Ken protrembinin bomting
cindpmesini engeller.
Haparin Ma | 0.2mg
lwzlan |
EDTA 1-2 mgf mi kan Pirtilagma Kin gesli olan
{Naz, K; tuzlan) Ca'y bajiar,
Florir (Ng) | 2 mg/miken Einyor
I GEkoliz enzimiarini inhibe
| ettifisdan (enclaz inhibitded)
QluROZY Konuyucy olark
kullamlir. Aksi halde glukoz |
25 °C'de 10 mg/h azahr.
| Sitrat(Na) | 1 mi(%3,8)/Emi Ca'u baplar o=l
| kan
Qlaslat (Na, K, 1-2 mgfl mi ken Cay begiar
U, amonmyum)
[iyodcaselal " 2mgft mikan | Glseraidehid 3ioslaiDH |
_[N-_\ e L | inhBisyonu
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16.2.1.1. Tam kanda yapilan analizler:

Na sitratl tam kanda yapilan analizler: Aktive edilmis parsiyel tromboplastin zamani
(APTT). Eritrosit sedimantasyon hizi (ERS, Sed. Hizi).

EDTA’l tam kanda yapilan analizler: Hemogram [Eritrosit sayisi (RBC), Hematokrit
(HCT), Total hemoglobin (Hb), Ortalama hiicre hemoglobini (MCH), Ortalama hiicre
hemoglobin konsantrasyonu (MCHC), Ortalama hiicre voliimii (MCV), Lokosit sayisi
(WBC), Platelet sayis1 (trombosit sayisi, PLT)], Serotonin, Sickle Cell testi.

Heparinli tam kanda yapilan analizler: 1.-Laktat (Laktik asit), Osmotik frajilite testi
(OF), Nitritler, Kan gazlar1 ve pH, Fenil alanin

Hemolizatta yapilan analizler: Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz (G6PD), Rediie
glutatyon (GSH), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon rediiktaz, Glikolize hemoglobin
(Hemoglobin A;¢), Hemoglobin elektroforezi.

16.2.1.2. Serumda yapilan analizler: Asit fosfataz, Prostatik asit fosfataz (PAP), Adenozin
deaminaz (ADA), Alanin amino transferaz (ALT, SGPT), Albiimin (Alb), Aldolaz (ALD),
Alkalen fosfataz (ALP, AP) ve izoenzimleri, Amilaz, Serum amiloid A protein (SAA),
Androstenedion, Anjiotensin konverting enzim (ACE), al-Antitripsin, Apolipoprotein A-1
(ApoA-1), Apolipoprotein B (Apo B), Aspartat amino transferaz (AST, SGOT), Total
bilirubin, Konjuge bilirubin, Kalsitonin (CT), Iyonize kalsiyum, Total kalsiyum, Karsino
embriyonik antijen (CEA), Seruloplazmin (Cp, bakir oksidaz), Kloriir (CI’), Total kolesterol,
Kolin esteraz (S-psddokolinesteraz, SChE), Koriyonik gonadotropin (hCG), Bakir (Cu), C-
Peptid, Kreatin kinaz (CK) ve izoenzimleri, Kreatinin, Dehidroepiandrosteron (DHEA),
Dehidroepiandrosteron siilfat (DHEA-S, DHEA-SO,), Dihidrotestosteron (DHT), Enolaz,
Noron spesifik enolaz (NSE), Estradiol (E2), Serbest estriol (FE3), Total estriol (E3), Estron
(E1), Ferritin, o-Fetoprotein (AFP), Folat, Fruktozamin, Gastrin, Glukoz, y-Glutamil
transferaz (GGT, glutamil transpeptidaz), Total Heksozaminidaz (B-N-Asetil glukozamin,
NAG), Heksozaminidaz A, Heksozaminidaz B, Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-
C), 17-Hidroksi progesteron (17-OHP), Serbest insiilin, Demir (Iron, Fe), Total demir
baglama kapasitesin (TIBC), Izositrat dehidrojenaz (ICD), Laktat dehidrojenaz (LD, LDH) ve
izoenzimleri, Losin amino peptidaz (LAP), Lipaz, Lipoprotein (a) [Lp(a)], Diisiik dansiteli
lipoprotein kolesterol (LDL-C), Magnezyum (Mg), Miyoglobin (Mb), 5 -Niikleotidaz (5 -
NT), Osteokalsin, Paratiroid hormon (Paratirin, PTH), Inorganik fosfor (Pi), Plasental
laktojen (PL), Potasyum (K), Pregnenolon, Progesteron (P4), Prolaktin (PRL), Prostat spesifik
antijen (PSA), Total protein, Protein elektroforezi, Piriivat kinaz (PK), Sodyum (Na), Serbest
testosteron, Total testosteron, Tirotropin (Tiroid stimiilan hormon, TSH), Serbest tiroksin
(FT4), Total tiroksin (T4), Transferrin (siderofilin), Trigliseridler (TG), Serbest
trityodotironin (FT3), Total triiyodotironin T3), Troponin-I (kardiyak spesifik), Troponin-T
(kardiyak spesifik), Ure azotu (BUN), Urik asit, Vitamin B12, Vitamin A (Retinol), Vitamin
C, 1,25-Dihidroksi Vitamin D (1,25-Dihidroksi kalsiferol) Vitamin E (a-Tokoferol).

16.2.1.3. Plazmada yapilan analizler:

EDTA’h plazmada yapilan analizler: Adrenokortikotropik hormon (ACTH),
Aldosteron, Amonyak (NH3), Antiditiretik hormon (ADH), Anti-DNA, Antimitokondriyal
antikor, Antindtrofilsitoplazmik antikor (ANCA), Antiniikleer antikor (ANA), Glukagon,
Plazma renin aktivitesi (PRA).

Na-sitrath plazmada yapilan analizler: Antitrombin III (AT-III), Protein S, Protein C,
Faktor II, V, VII, X, Faktor VII, IX, XI, XII, Protrombin zamani (PT), Fibrinojen,
Plazminojen (PMG), Plazminojen aktivator inhibitér (PAI-1).

Heparinli plazmada yapilan analizler: Hidroksiprolin (Hyp)
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16.2.1.4 Kan numunelerinin alinmasi: Kan analizleri i¢in ven, arter veya kapillerden kan
alinir.

Venoz kan, genel olarak tercih edilen kandir ve vene girilerek (flebotomi) alinir.

Arteriyel kan, kan gazlar analizi i¢in alinir.

Kapiller kan, periferik yayma (formiil 16kosit) yapmak i¢in ve c¢ocuklardan bazi
analizler i¢in alinir.

Venoz kan alinmasi: Tam kan, kan hiicreleri veya plazma kullanilacaksa, eritrosit
sedimantasyon hizi (ESR) tayini yapilacaksa antikoagulanlh tiiplere kan almir. Serum
kullanilacaksa antikoagulansiz tiipe kan alinir. Vendz kan, enjektor ignesiyle alinip tiiplere
bosaltilir veya igne ucu ile vakumlu tiiplere alinir. Kan alinacak vakumlu tiipler, kapak
renklerine gore 6zellik gosterirler.

Kapak rengi Hedef Icerik
materyal
Gri Plazma/tam kan | Na/K Oksalat, Na
floriir, Na
1yodoasetat
Sari Steril kan
Yeyil Plazma/tam kan Na/Li/NH,
Heparin
Kirmizi Serum
Kirmzy/siyah Serum Seperator jel
Mavi Plazma/tam kan Na sitrat
Lavanta Plazma/tam kan Na,/K, EDTA
Siyah ESR tayini Na Sitrat

Venoz kan alinmasinda dikkat edilecek hususlar: Hasta 10-12 saat a¢ olmalidir.
Hasta en az 15 dakika kadar rahat bir pozisyonda bulunmalidir. Kol omuz hizasinda diiz
durmalidir. Hasta mastektomili ise kan saglam taraftan alinmalidir. Hem genis hem ylizeye
yakin damar secilmelidir. Hastaya IV infiizyon yapiliyorsa infiizyona 5 dakika ara verdikten
sonra kan alimmalidir. Proksimale en fazla 1 dakika uygun sikilikta turnike uygulanmalidir.
Enjektore alinmis kan, hemoliz olmamasi i¢in, igne c¢ikarildiktan sonra yavasga ve tiip
kenarindan kaydirarak tiipe bosaltilmalidir.

Hemoliz, eritrositlerin  parcalanmasidir. Hemoliz sonucunda, eritrosit igindeki
maddeler seruma gegerler. Serumda hemoglobin konsantrasyonu 20 mg/dL nin iizerinde
olursa hemoliz oldugu goézle anlasilir. Hemoliz olmasi durumunda hiicre igindeki
konsantrasyonlart hiicre disindakinden yiiksek olan maddelerin serumdaki konsantrasyonlart
anormal yiiksek bulunur. Aldolaz, asit fosfataz, LDH enzimleri ile K, Mg ve fosfatlar hemoliz
durumunda yiiksek bulunur. Genel bir ifade olarak hemoliz, 400-500 nm arasinda okunan
deneyleri bozabilir.

-Kan almaya baslamadan 6nce hastanin adi sorularak kimligi dogrulanmalidir.
-Diurnal degisim gosteren kan testleri i¢in kan alma zaman1 6nemlidir.
-Hastanin 10-12 saat a¢ oldugu 6grenilmelidir.
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-Hasta rahatc¢a oturtulmali ve kan almadan 6nce 20 dakika kadar bu pozisyonda kalmalidir.
-Hastanin kolunu omuzdan bilege kadar diiz uzatmasi saglanmalidir.

-Biiyiik yarali veya hematomlu koldan, mastektomili kadinlarda memenin alindig: taraftaki
koldan kan alinmamalidir.

-Hastadan ne kadar hacimde kan alinacagi belirlenmeli, istenen testler i¢in uygun sayida ve
tiirde tiip ve uygun igne se¢ilmelidir. En sik kullanilan igneler 19-22 numaradir (numara
biiytlidiik¢e cap kiigiiliir, normal eriskinde genellikle 20 numara igne tercih edilir).

-Uygun ven segilir. Yetigkinlerde antekubital fossada kalin ve derinin yiizeyine yakin ven
tercih edilir. Elle yoklama ven segimini kolaylastirir. Infiizyon yapiliyorsa infiizyon 3
dakikaligina durdurulmali ve sonra tercihan diger koldan kan alinmalidir.

-Kan alinacak bolgenin ¢evresi, %70’lik izopropanolle doymus gazli bezle, dairesel
hareketlerle ve kan alma bdlgesinden disa dogru temizlenmelidir.

-Derinin kendi kendine kurumasi beklenmelidir.

-Kan alma boélgesinin 10-15 cm {izerinden turnike uygulanir.

Turnikenin uzun siire tutulmasi kanin bilesimini belirgin degistirir.
-Vene girilmeden 6nce yumruk agilip kapatilmamalidir; bu hareket, plazma potasyum, fosfat
ve laktat konsantrasyonlarin arttirir.
Vakumlu kan tiipiine kan almak icin, kan alma tiipii tutucusuna ignesi vidalanir. Vene
girmek i¢in igne, kan alinacak venle hizalanmali ve deriye yaklasik 15 derecelik a¢1 yapacak
sekilde venin i¢ine itilmelidir.

Igne yerine yerlestikten sonra tiip, tipay1 delmek ve vakumu bosaltmak amaciyla ileri
(adaptore dogru) bastirilmalidir. Kan tiiplin i¢ine akmaya basladiginda igne hareket
ettirilmeden turnike gevsetilmelidir.

Vakum bitinceye kadar tlip doldurulur, sonra tiip adaptdrden cekilir ve yerine baska
tiip sokulur. Once katki maddesiz tiiplere sonra katk1 maddeli tiiplere kan alinir.

Enjektore kan almak igin, igne enjektoriin ucuna siki bir sekilde yerlestirilir ve ignenin
tizerindeki kilif ¢ikarilir.
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Enjektor ve igne kan alinacak vene paralel tutulur ve igne deriye yaklasik 15 derecelik
bir agiyla venin i¢ine itilir. Ven duvari delinirken ilk anda hissedilen diren¢ ortadan kalktig1
zaman, enjektdrdeki basing gevser ve piston geri ¢ekilirken enjektore kan dolar.

et - |

]

-Ikinci enjektdre kan alinacaksa, igne sabit tutularak takili enjektdr nazik fakat cabuk
cekilir ve ikinci enjektor yerlestirilir, kan almaya devam edilir.

-Enjektore alinmis kan, hemoliz olmamasi i¢in, igne enjektorden uzaklastirildiktan
sonra, hazirlanmis tiiplere yavas¢a ve tiip kenarindan kaydirarak dikkatli bir sekilde
aktarilmalidir.

-Tiplerin agz1 kapatilmali, tiiplerin iginde katki maddesi veya antikoagulan varsa
tiipler yavasca 5-10 kez ters gevirerek karistirilmalidir.

-Kan alma islemi tamamlandiginda, igne geri ¢ekilir ve sizint1 olmamasi i¢in hastaya
kuru gazli bez veya pamuk verilerek kan alinan bolgeye bastirmasi ve kolunu yukariya dogru
tutmasi sOylenir.

-Kullanilan ve kirlenen malzemeler uygun atik kaplarina atilir.

Kapiller kan alinmasi: Kapiller kan, elin 3., 4. veya 5. parmak ucundan, kulak
memesinin alt kenarindan, bebeklerde topuktan veya ayak bas parmagindan alinir.

-Kan alinacak bolge %70 izopropanol iginde bekletilmis gazli bezle temizlenir

-Alkoliin tamamen buharlagsmas1 beklenir

-Lanset ¢abuk bir sekilde saplanir. Kesinin derinligi 2,5 mm’yi gegcmemelidir.

-Parmak, kan alinmasinm1 kolaylastiracak ve yer c¢ekiminden yararlanilacak sekilde
tutulmalidir. Kan akigin1 uyarmak i¢in parmaga masaj yapilmamalidir.

-Kanin ilk damlas1 silindikten sonra, ardindan agiga ¢ikan damlalar, bastirilmadan
nazik bir sekilde uygun tiiplere alinir. Pihtilasmay1 6nlemek i¢in tiip hizli doldurulmali, tiipiin
icine hava kabarciklarinin girmesi énlenmelidir.

-Kan, kapiler tiiplere kapiler etki ile de alinabilmektedir.

-Yeni dogan taramalari i¢in filtre kagidina kan alma isleminde filtre kagidi, biiyiik bir
kan damlasina nazik¢e bastirilir. Kan isaretli dairenin i¢ini dolduruncaya kadar kagida niifuz
etmesi saglanir.

-Emilimin tam olup daireyi doldurdugundan emin olduktan sonra biitiin daireler
doluncaya kadar islem tekrarlanir.

-Filtre kagid1 havada kurutulur.
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Arteriyel kan alinmasi: El bilegindeki radial arterden, dirsekteki brakial arterden,
kasiktaki femoral arterden, yeni doganlarda umbilikal arterden (kateter ile)
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-Arter kanini hekim veya tecriibeli bir hemsire almalidir.

-Uygun arter se¢imi yapilir. Femoral arterden sizma olasiligi nedeniyle kol bolgesi
tercih edilir.

-Bolge temizlenir, turnike gerekmez.

-Steril eldiven giyilerek damar 2. ve 3. parmaklarla palpe edilir ve iki parmak
arasindan enjektor dik olarak tutularak artere girilir.

-Heparinize enjektor kullanilir.

-Enjektor, arterin basinciyla kendi kendine dolar ve hava kalmaz.

-Enjektoriin ignesi kivrilmali ve buz lizerinde olarak, hava almasi engellenerek
¢abucak laboratuvara ulastirilmalidir.

16.2.2 idrar numuneleri

Tek ornek (spot idrar, porsiyon idrar, rutin idrar, random idrar ornegi): Herhangi
bir zamanda alinan idrar 6rnegi.

Random idrar orneginde yapilan analizler: Rutin idrar analizi [Spesifik gravite
(dansite), pH, Glukoz, Albumin (protein), Bilirubin, Urobilinojen, Aseton (keton cisimleri),
Nitrit, Idrar sedimenti], Mikroalbuminiiri testi, Koriyonik gonadotropin (hCG), Total
Heksozaminidaz (NAG), Mukopolisakkaridler (MPS), Porfobilinojen (PBG), Porfirinler,
Osmolalite, Hemoglobin (gizli kan).
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Sabah idrari, sabah yataktan kalkinca yapilan ilk idrardir. Sabah idrar1, genellikle bir
biyokimya laboratuvarinda rutin idrar incelemeleri igin tercih edilir. Sabah idrari, giin
boyunca alinacak 6rneklerden daha yogun ve daha asittir.

Postprandial idrar, yemekten iki saat sonra alinan idrardir. Bu Ornekte patolojik
durumlarda protein ve glukoz bulunmas1 daha fazla olasidir.

24 saatlik idrar, 24 saat boyunca toplanan idrardir. 24 saatlik idrar toplanacagi zaman
sabah kalkinca 6rnegin saat 08.00°de digartya idrar yapilarak mesane bosaltilir. Bundan sonra
24 saat boyunca yapilan tiim idrarlar ve 24 saat sonunda (ertesi giin saat 08.00’de) yapilan
idrar bir kapta toplanir. Solut maddelerin idrarda giin boyu degisim gostermeleri nedeniyle,
kimyasal analizlerin ¢ogu icin 24 saatlik idrar gerekir. 24 saatlik idrarda kreatinin, erkekte 20-
26 mg/kg viicut agirhigr kadar ve kadinda 14-22 mg/kg viicut agirligi kadardir ki idrarda
kreatinin tayini ile, toplanan idrarin 24 saatlik olup olmadig1 kontrol edilebilir.

24 saatlik idrarda yapilan analizler: Alblimin, Aldosteron, Amino asidler (total), o-
Aminolevulinik asit (6-ALA, ALA), Amilaz, Kloriir (CI'), Serbest kortizol, Kreatinin,
Dehidroepiandrosteron (DHEA), Dihidrotestosteron (DHT), Estradiol (E2), Estriol (E3)
Homovanilik asit (HVA), 17-Hidroksikortikosteroidler (17-OHCS), 5-Hidroksiindolasetik
asit (5-HIAA), 17-Hidroksipregnenolon, Serbest hidroksiprolin (FHyp), Total hidroksiprolin
(THyp), 17-Ketojenik steroidler (17-KGS), 17-Ketosteroidler (17-KS), Magnezyum (mg)
Osmolalite, Fenil alanin, Inorganik fosfor (Pi), Porfobilinojen (PBG), Porfirinler, Potasyum
(K), Pregnanediol, Pre, Urik asit, Vanililmandelik asit (VMA)

Giindiiz idrari, saat 08.00-20.00 arasinda toplanan idrardir.

Gece idrari, saat 20.00-08.00 arasinda toplanan idrardir.

16.2.2.1. idrar 6rneklerinin toplanmasi: Yapilacak analizin dzelligine gore idrar toplanir.

-Herhangi bir anda ve kantitatif analiz i¢in idrar numunesi: Sabah idrar1 olmasi
uygundur. Bu idrar daha konsantredir; nadiren ¢ikan maddeler kolayca tespit edilebilir.

-2, 4, 24 saat gibi belli siirelerde ¢ikarilan idrar numunesi: Kantitatif analizler i¢in
kullanilir. Hastaya toplama sekli iyice anlatilmalidir. Toplama sirasinda hastaya gereken diyet
de uygulanabilir.

-24 saatlik idrar toplamak icin temiz, steril ve renkli sise kullanilmalidir. Renkli sise
bulunamazsa idrar kabi karanlik bir yerde saklanmali veya sisenin etrafi gazete ile
sartlmalidir.

-Bebekler ve kiigiik cocuklarin idrar1 6zel torbalar iginde toplanmir. Ticari olarak
saglanan bu torbalar, ¢ocugun genital organlarinin etrafina yapistirilir. Cocuk idrarini
yaptiktan sonra bekletilmeden laboratuvara iletilir.

-Cok kritik hastalarda idrarin bakteriyolojik analizi igin, idrar yollarinin tikandigi
durumlarda idrar, mesaneden kateterle alinir. Bu tip idrar numuneleri, ilgili hekimler
tarafindan toplanir.

-Bazi durumlarda erkeklerde, idrardaki kan veya iltihabin nereden kaynaklandigini
anlamak i¢in li¢ kap icine idrar toplanir. Bunun i¢in, hasta bir defada bosalttig1 idrarini 1.ve
3.tlipe az 2.tlipe ise daha fazla olmak iizere toplar. Her ii¢ tiipte ¢iplak gozle bulaniklik,
mikroskopta 16kosit ve eritrosit aranir.

16.2.2.2 idrar 6rneklerinin saklanmasi: idrarin sogukta saklanmasi hemen her analiz igin
koruyucu nitelik sayilir. Idrarda kantitatif olarak tespit edilecek maddelerin sentezini,
par¢alanmasini veya yapi degistirmesini 6nlemek i¢in uygun koruyucunun eklenmesi gerekir.
Bu koruyucular analizden analize farklidir. En sik kullanilan koruyucu maddeler, glasiyel
asetik asit ve derisik hidroklorik asittir.
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Fenol veya trikrezol, genellikle uzaktaki laboratuvarlara gonderilecek idrarlara konur.
Idrarin 30 mL’sine 1 damla konmalidr.

Formol, idrar sedimentinin incelenmesi i¢in en uygun koruyucudur. Idrarin 30
mL’sine 1 damla konmalidir. Fazla damlatilirsa iire ile ¢okelti olusturur ve mikroskobik
muayeneyi bozar. Glukoz tayininde de hatalara neden olur.

Timol, idrarin 100 mL’sine birkag kristal eklenir. Protein analizini bozar.

Toluol, idrar yiizeyine ince bir tabaka halinde yayilir. Iyi koruyucudur.

Benzoik asit, %3’1iik benzoik asit veya %5 lik sodyum benzoat sekli kullanilir.

Asetik asit, hidroklorik asit, siilfiirik asit; konsantre ise 5 mL, 6N HCl’den 10 mL 24
saatlik idrar i¢in yeterlidir.

Kloroform, idrar lizerine tabaka olusturacak sekilde ilave edilir.

Borik asit, 24 saatlik idrar i¢in 1 g kullanilir.

16.2.3. Diski (feces, gaita) ornegi

Gizli kan analizi i¢in az miktarda digki yeterlidir. Test, gastrointestinal sistemdeki bir
kanamay1 tespit etmek icin yapilir. Kan gaitanin herhangi bir kisminda gizli kalabileceginden,
analiz belli siirelerde tekrarlanmalidir. Yalanci reaksiyonlarin 6nlenmesi i¢in hasta {i¢ giin
siireyle proteinsiz diyete tabi tutulmalidir.

Barsaktan emilimin tam olup olmadigini belirlemek maksadiyla 72 saatlik 6rnekte yag
analizi yapilir.

Gastroenterite neden olan etkenin tespiti, parazit veya yumurtasinin aranmasi i¢in de
gaita numunesi alinir.

16.2.4. Beyin-omurilik sivis1 (BOS)
BOS, genellikle lomber bolgeden ponksiyonla alinir. Bazen ameliyat sirasinda
servikal bolgeden, beyindeki bir bosluktan veya ventrikiilden siv1 alinir.

Coercbrospinal Fluid
a5 callected

Bizzat hekim tarafindan ponksiyonla alinan sivi ii¢ ayri tiipe boliiniir: Birinci tiip
biyokimyasal ve serolojik testler, ikinci tiip mikrobiyolojik testler, tiglincii tiip mikroskobik ve
sitolojik muayene icin kullanilir.

Eriskinde bir kisiden 20 ml’ye kadar BOS almak zarar vermez.

BOS’ta biyokimyasal analiz i¢in Kloriir, Glukoz, Laktat Dehidrojenaz (LD, LDH),
Magnezyun (Mg), pH, Potasyum (K), Sodyum (Na), Protein 6l¢iimii (Pandy reaksiyonu)
onemlidir. BOS’ta glukoz, hi¢ vakit gecirilmeden tayin edilmeli ve ayn1 anda kan glukozu da
Olgtilmelidir.
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16.2.5. Sinovyal s1vi
Artrosentez ile alinir.

Needle is inserted
into the joint, and
fluid is withdrawn

Mikroorganizma, total 16kosit, 16kosit formiilii, glukoz ve protein tayinleri yapilir. Na
tirat kristalleri varligini arastirma, Miisin piht1 olusumu testi, pH 6l¢iimii 6nemlidir.

16.2.6. Plevra s1visi
Torasentez ile alinir.

- Ceata
Ven
Al chrfer
Ful IR o |
- .._, iy inlerkaatal  adeir
.4 ‘ Veh
el ferier

I Higie |

adela

Plevra sivist gibi ponksiyon sivilarinda transiida-eksiida karakterini saptamak
onemlidir. Bunun i¢in Dansite, Protein, Glukoz, Total lipid, LDH aktivitesi, Bakir dl¢timleri
ve Rivalta testi yapilir.
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16.3. Klinik Biyokimya Laboratuvarinda Numunelerin Islenmesi

-Ornegin kimliklendirilmesi ve kimliklendirmenin siirdiiriilmesi: Materyalin alinacag
kap tlizerine hasta adi, laboratuvar veya hastane numarasi, tarih ve saat gibi tanitici bilgiler
yazilmalidir. Kimlik bagi, 6rnek alma siireci, 6rnegin laboratuvara nakli, bunu izleyen analiz
ve raporun hazirlanmasi asamalar1 boyunca korunmalidir.

-Orneklerin korunmasi: Materyal alimi veya toplanmasi sirasinda istenen analizi
etkileyecek sartlarin olusumu Onlenmelidir. Materyal istenen analizde degisiklige neden
olmayacak kosullarda, plastik bir ¢antada ve en kisa zamanda laboratuvara ulagtirilmalidir.
Materyal ile birlikte hasta ile ilgili demografik bilgilerin ve istenen analizlerin yazildig istek
kagidi da laboratuvara génderilmelidir. Hepatit ve HIV enfeksiyonu riski tastyan bir hasta
Ornegi 6zel uyar etiketiyle belirtilmelidir.

-Orneklerin ayrilmasi ve saklanmasi: Bazi analizler icin 6rnegin buz iizerinde veya
sogukta (4°C) tasinmasi, bazi analizler i¢in 6rnegin 1s1ktan korunmasi onemlidir.

-Ornek transportu

-Ornek ve istek formu aymi numara ile kodlamir ve numune iizerindeki isimle istek
formundaki isim karsilastirilir.

-Ornegin ¢alisilacak teste uygun ve yeterli olup olmadig1 kontrol edilir.

-Toplanmis olarak laboratuvara getirilen idrarin, dikkatlice voliimii (hacmi) 6lg¢iiliir.
Hacim kaydedilir ve iyice homojen hale getirildikten sonra yeterli miktar alinip analizde
kullanilir.

-Bazi ornekler, hastadan alindiktan sonra analize kadar sogukta tutulur; buna dikkat
edilmelidir. Gerekirse serum veya plazma ayirimi sogutmali santrifiijde yapilir.

-Plazma veya serum sekilli elemanlardan santrifiigasyonla ayrilir. Bu islem, kan
alindiktan sonra en gec¢ 2 saat icinde yapilmis olmalidir.

-Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda serum ayrildiktan sonra da piht1 olusabilir.
Buna dikkat etmelidir.

-Analiz hemen yapilmayacaksa serum +4, -20, -40 veya —70°C’ta agz1 kapal olarak
saklanmalidir.

-Serum veya plazma elde edildikten sonra en ge¢ 4 saat i¢cinde c¢alisilmayacaksa
+4°C’de agz1 kapali olarak 1 giin saklanabilir. Ancak bilirubin ve askorbik asit gibi 1s18a ve
havaya duyarli maddeler hemen ¢aligilmalidir.

-Ornegin bulundugu ortamin sicakligmin fazla olmasi numunede buharlasmaya ve
serumdaki analitlerin konsantrasyonunda rolatif artisa neden olabilir.

-24 saatten fazla bekletilen serum ve idrarda +4°C’de saklansa bile bakteri tiremesi
olabilir. Bu ylizden serumun dondurulmasi daha dogrudur ve bu sayede serumdaki birgok
analit bozulmadan aylarca saklanabilir.

-Dondurulmus serum ¢alisilacagi zaman eritilip oda sicakligina getirilmelidir.

-Kan1 dondurmak hemolize neden olur. Serum veya plazmasi ayrilmadan kani
dondurmamalidir.
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16.4. Klinik Biyokimya Laboratuvarindan Istenen Baz1 Testler
16.4.1. Santrifiigasyon Yontemi ile Hematokrit (HCT, Het) Olciimii

Padied Red Cells

W plug

1) Kapiller hematokrit pipetine, heparinli ucundan, uzunlugunun %:’tine kadar kapiller
tam kan veya iyice karistirnlmis EDTA’Ih vendz tam, kan kapillerite ve yergekiminden
yararlanilarak doldurulur.

2) Kapiller hematokrit pipetinin kandan uzak ucu, macunla veya kapiller pipet iki
parmak arasinda dondiiriilerek alev lizerinde kapatilir.

3) Kapiller hematokrit pipeti, agik ucu merkeze gelecek sekilde mikrohematokrit
santrifiijiindeki 6zel yere yerlestirilir ve yerlestirildigi yerdeki numara hastanin adina
kaydedilir; hematokrit pipetinin yerlestirildigi yerin karsisindaki 6zel yere de bir baska
hastaya ait veya bos bir hematokrit pipeti yerlestirilir.

5) Hematokrit santrifiijiinden alinan hematokrit pipeti mikrohematokrit Ol¢egine
uygun bir sekilde yerlestirilir ve 6l¢ekten hematokrit degeri okunur.
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** Kapiller kanin alinmasi: Kapiller kan alma yeri olarak sol elin 3.,4. veya 5. parmak
ucunda orta hattin biraz yani segilir, kulak memesinin alt kenarindan da kan alinabilir, fakat
bu kanmin hiicresel kapsami daha ¢ok sapma gosterir; ¢ocuklarda topuktan veya ayak
basparmagindan kan alinabilir.

Siyanozlu, odemli, iltihapli veya vazokostriksiyondan dolay: soguk yerler kapiller kan
alma yeri olarak secilmez. Kapiller kan alma yeri, eter, alkol-eter karisimi veya alkol ile
temizlenir. Temizlenen yer kuruduktan sonra steril ve kuru kiiciik bir lanset veya enjektor
ignesi ile c¢abucak 2-3 mm derinliginde delinir. Delme bazen damarlarda spazm
olusturabildiginden bir siire kanin akmasi beklenir, yeteri kadar kan akmiyorsa, aktif bir
hiperemi saglamak icin hafif bir basin¢ uygulamr. Ilk ¢ikan damla, doku sivisi ve deri
yiizeyindeki yabanct maddelerle karistigindan kullaniimaz; silinir. Daha sonra akan kana
kapiller hematokrit pipetinin kirmizi ¢izgi ile isaretli olan heparinli ucu sokulur ve
uzunlugunun % tine kadar kapillerite ve yergekiminden yararlanilarak kan ile doldurulur.
Ornek alinmadan kanama durmussa, kan doku sivisi ile sulanacagindan ayni yerden ikinci bir
delme yapilmamalidr.

16.4.2. Sahli’ye Gore Hemoglobin (Hb) Tayini
Kullanilanlar:

| HAEMOMETER |
| SAHLI PLANDO |

Type Square |

1) 0,1 N HCI ¢ozeltisi(Hemoglobin miyar1): 2,1 mL konsantre HCI, distile su ile 250
mL’ye tamamlanarak sulandirilir.

2) Sahli hemometresi.

3) Hemoglobin pipeti.

4) Kapiller kan almak i¢in parmak delmede gerekli lanset, alkol, pamuk.
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Islem:

1) Sahli hemometresinin dereceli tiipiiniin kirmiz1 % Hb skalasindaki 10 ¢izgisine
veya beyaz % g Hb skalasindaki 2 ¢izgisine kadar 0,1 N HCI (Hemoglobin miyar1)
doldurulur.

2) Hemoglobin pipetinin 20 ¢izgisine kadar parmak ucundan kapiller kan (20 pL
=0,020 mL) ¢ekilir.

3) Hemoglobin pipetindeki 20 uL kapiller kan,sahli hemometresinin dereceli
tiiplindeki asit ¢ozeltisinin altinda tabaka olusturmak tlizere birakilir; iist taraftaki
berrak asit ¢ozeltisi iki defa pipete c¢ekilip bosaltilarak hemoglobin
pipeti,hemometrenin dereceli tiipiiniin i¢inde yikanir.

4) Hemometrenin dereceli tiipii sallanarak kopiirtiilmeden karistirilir.

5) 10 dakika bekledikten sonra hemometrenin dereceli tiiplindeki karisima birkag
damla distile su damlatilir ve ince bir baget (veya yikanmis olan hemoglobin pipeti
) yardimi ile karigtirilir.Daha sonra damla damla distile su eklemeye devam
edilerek hemometrenin renk siitunlar ile dereceli tiipteki karigimin renginin aymi
olmasi saglanir.

6) Hemometrenin renk siitunlar1 ile hemometrenin dereceli tiipiindeki karigimin
rengi ayn1 oldugunda tiipteki karigimin st yiizeyinin skalada denk geldigi beyaz
cizgideki say1 % g Hb olarak veya kirmiz1 ¢izgideki say1 % Hb olarak, gozii bu
cizgi ile ayni hizaya getirmek suretiyle okunur. Bazen dereceli tiipteki karisimin
rengi hemometrenin renk stitununa gore biraz koyu olur, fakat sulandirilinca esitlik
saglanmadan daha agik renk elde edilir; bu durumda koyu ve agik renk degerlerinin
ortalamasi alinmalidir.

Hata Kaynaklar:

1) Hemometredeki renk siitunlar1 ve dereceli tiipiin skalasi standart olmayabilir.

2) Cok yiiksek lokosit degerlerinde kahverengi flokiiller olusur ve Olgme hatali
olabilir.

3) Yeteri kadar beklemeden sulandirma,pratik olarak hematin olusumunu durdurur.
Hemoglobinin asit hematine doniisiimii genellikle ilk dakikalarda ¢ok hizli, daha
sonra yavas olarak seyreder.

4) Bekleme zamaninin uzamasi durumunda, hematinin pargalanmasi nedeniyle yanlis
degerler elde edilir.

5) Yaygin giines 15181 yerine suni 1s1kta okuma yapilmasi ve okumanin goz hizasinda
yapilmamasi hataya neden olabilir.

6) Hemometreden okunan hemoglobin degeri % 40 Hb’nin altinda ise olgme
hassasiyetini kaybeder. Bu durumda hemoglobin pipetine iki defa 20 pL (toplam 40
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pL) kapiller tam kan alinarak hemometrenin dereceli tilipline aktarilir ve sonug
raporuna Ol¢lim sonunda okunan degerin hesaplanan yaris1 yazilir.

16.4.3. Thoma Lamu ile Lokosit Sayilmasi
Kullanilanlar:

W | / S

1) Tirk ¢ozeltisi (Lokosit miyar1): 2,0 mL glasiyal asetik asit, 98,0 mL distile su ile
sulandirilir ve ince pipet ucu ile birka¢ metilen mavisi kristali eklenip karistirilir.

2) Thoma sayma kamarasi (Thoma Lami)

3) Lokosit sulandirma pipeti: Beyaz boncukludur, 0 - 11 bdlmelidir.

4) Kapiller kan almak i¢in parmak delmede gerekli lanset, alkol, pamuk.

Islem:

il el g 025
‘ 0025 005 ; |-:‘
1

1) Beyaz boncuklu 16kosit sulandirma pipetinin 0,5 ¢izgisine kadar parmak ucundan
direkt olarak kapiller kan c¢ekilir ve daha sonra pipetin ucu silinip 11 ¢izgisine
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kadar da Tirk ¢ozeltisi(Lokosit miyari) cekilir. Boylece kan 20 misli sulandirilmig
olmaktadir; 16kosit sayisinin ¢ok fazla olmasi durumunda 0,1 ¢izgisine kadar kan
ve 11 cizgisine kadar Tiirk ¢ozeltisi gekilerek 100 misli sulandirma yapilabilir;
16kosit sayisinin ¢ok az olmast durumunda da 1 ¢izgisine kadar kan ve 11 ¢izgisine
kadar Tiirk ¢ozeltisi ¢ekilerek 10 misli sulandirma yapilabilir.

2) Pipet iki ucunu kapatacak sekilde bir elin bas ve orta parmaklar1 arasinda tutulup
sallanarak kan ve Tiirk ¢6zeltisinin iyice karigmasi saglanir.

3) Kalin bir lamel, Thoma laminin hafifce nemlendirilmis iki yiiksek siitunu {istiinde
iki elin parmaklan ile bastirilarak Newton’un renkli tayflar1 goriiliinceye kadar
arkadan 6ne dogru yavasca slirmek suretiyle Thoma laminin {izerine kapatilir.

4) Lokosit sulandirma pipetinde yeniden iyice karigtirllmis olan karisimin ilk
4damlas1 disariya atilir, sonra pipet ucunda yari asili damla olustugunda Thoma
lamiin orta platosu iizerine lamelin kenarindan pipetin ucu degdirilerek kapiller
kuvvetle sayma kamarasinin dolmasi1 beklenir; bu sirada sivinin yan oluklara
tagsmamasi ve hava kabarciklarinin olugsmamasi gerekir.

5) Thoma lami yaklasik 3 dakika diiz bir yere birakilarak hiicrelerin diizgiin dagilmasi
beklenir.

6) Sayma kamaras1 mikroskop tablasina konur ve kiigiik biiyiitme ile 1mm®’lik sayma
alaninin tiimiindeki 16kositler sayilir. Once yandan bakilarak objektif sayma
alaninin ortasina getirilir, sonra okiilerden bakilarak makro ve mikro-vida ile
hiicrelerin net goriilmesi saglanir; bolmeleme ¢izgisi hi¢ belirmemisse, mikro-vida
oynatilarak ¢izgiler aranmali ve kondensator veya diyafram ile 151k ayarlanmalidir;
eger bir ¢izgi segiliyorsa onun boyunca gidilerek bu ¢izgiyi kesen ¢izgi ve sayma
alani aranir.

7) 1 mm” lik sayma alanimin tiimiinde sayilan 16kosit sayist 20 misli sulandirma
halinde 200 ile carpilarak 1 mm® kandaki 16kosit sayis1 bulunur ve rapor edilir.

Hata Kaynaklari:
1) Boyanmis toz parcaciklart 16kosit ile karistirilabilir; 16kositlerde c¢ekirdegi
cevreleyen plazmaya dikkat edilmelidir.
2) Kanda cok sayida eritroblast varsa,sayma kamarasinda giigliikle ayirt edilir ve
16kosit diye sayilabilirler.
3) En iyi bir teknikte bile % 10 - 15 hata oldugu unutulmamalidir.

16.4.4. Westergren Makroyontemi ile Sedimantasyon Hiz1 (E.S.R.) Tayini
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2 mL’lik enjektore 0,4 mL 9%3,8’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ve 1,6 mL vendz kan
cekilir.

Sodyum sitrat ¢ozeltisi ile kan enjektorde karigtirilir.

Enjektordeki kan, kopiirtiilmeden ve hemoliz edilmeden Westergren sedimantasyon
pipetinin O ¢izgisine kadar doldurulur.

0 ¢izgisine kadar 9%3,8’lik sodyum sitrathh kan doldurulmus olan Westergren
sedimantasyon pipeti, Westergren sedimantasyon aletindeki yerine dik olarak yerlestirilir.

Westergren sedimantasyon aletindeki yerine dik olarak yerlestirilen pipetteki eritrosit
stitununun yiiksekligi, pipet tiizerindeki skaladan, '2 saat ve 1 saat sonra okunur.
Sedimantasyon sonucu %2 saatte mm ve 1 saatte mm olarak rapor edilir.

Hata kaynaklari:

1) Westergren pipetinin aletteki yerine egri yerlestirilmesi sedimantasyonu hizlandirir.
2) Sodyum sitratin az olusu sedimantasyonu hizlandirir.

3) Kan ¢ekildikten sonra 5 saat iginde tayin yapilmazsa sedimantasyon yavaslar.

4) Sedimantasyon, sicak havada hizlanir; soguk havada yavaslar.

16.4.5. Duke Metodu ile Kanama Zamani Tayini

Kulak memesi veya parmak 1iéu, alkol veya alkol-eter karisimi ile temizlenir.
Temizlenen yerde, lanset ile 4 mm derinliginde bir delme yapilir ve hemen kronometre

calistirtlir.
Bundan sonra her 30 saniyede bir, delme yerinin {iizerindeki kan bir filtre kagidina

emdirilerek alinir.
Kanama durdugu anda kronometre de durdurulur ve okunur.
Kronometrede okunan zaman degeri kanama zamani olarak belirlenir.
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Hata kaynaklari:

1) Nasirlagmis ve sklerotik yerlerden delme yapilmasi durumunda kanama zamani
kisa bulunur.

2) Delme yerinin ¢evresine basing uygulanmasi, doku trombokinazinin kanla temasina
ve sonugta kanama zamaninin kisalmasina neden olur.

16.4.6. Lam Metodu ile Pihtilasma Zamam Tayini

Parmak ucu, alkol veya alkol-eter karigimi ile temizlenir.

Temizlenen yerde, lanset ile 4 mm derinliginde bir delme yapilir ve hemen kronometre
calistirilir.

Delme yerinden akan kandan 1-2 damla bir lam {izerine alinir.

Bundan sonra kan i¢inde fibrin olusup olusmadigi, kan belli araliklarla lanset ile
yoklanarak aragtirilir.

Lansetin ucuna fibrin lifleri takildig1 an kronometre durdurulur ve okunur.

Kronometrede okunan zaman degeri pihtilasma zamani olarak belirlenir.

16.4.7. idrarda Bence-Jones Proteini Arastirilmasi (Bradshaw Testi)
Bir deney tiipiine 5 mL konsantre HCI konur.
Deney tiipiindeki konsantre HCI iizerine 7-8 mL idrar tabakalandirilir.
HCl ile idrar arasindaki temas yiizeyinde mor halka olusup olugsmadigina bakilir:
Mor halka gdzlenirse idrarda Bence-Jones proteini pozitif (+)’dir.
Mor halka gozlenmezse idrarda Bence-Jones proteini negatif (-)’dir.

16.4.8. idrarda Fenilpiriivik Asit Arastirilmasi [Ferrik kloriir (FeCls) testi]

Bir deney tiipline 5 mL taze idrar konur.

Deney tiipiindeki taze idrar lizerine birka¢ damla IN HCI damlatilarak idrar
asitlendirilir (test i¢in idrar taze ve pH’1 2-3 olmalidir).

Deney tiipiindeki asitlendirilmis idrar lizerine 5-6 damla %10’luk FeCls ¢ozeltisi
damlatilir ve karistirilir.

Deney tiipiindeki karisimda 30 dakika kadar stabil yesil renk olusup olusmadigina
bakalir:

Yesil renk olusumu gozlenirse idrarda fenilpiriivik asit pozitif (+)’dir.

Yesil renk olusumu gézlenmezse idrarda fenilpirtivik asit negatif (-)’dir.

Idrarinda 100-300 ug/mL fenilpiriivat bulunan fenilketoniiri (FKU) lilerin idrarinda
test pozitif (+)° dir. Fenilketoniiri (FKU)'li bebeklerin %50° sinde test ¢esitli nedenlerle
negatif (<)’ dir.

Hayatin ilk haftasinda fenilketoniirili yenidoganlarin idrarinda test negatif (-)’ dir.
Proteinden fakir diyetle beslenen bazi bebeklerde fenilketoniiri gizli kalabilir, testten once
bebekler en azindan 24 saat siit ile beslenmelidirler.

Hepatit veya direkt bilirubin artisinda da idrarda bilirubin varligina bagl olarak yesil
renk olusabilir; fakat bu durumda olugan yesil renk 30 dakika stabil degildir. Histidinemide
de idrarda imidazolpiriivik asit varligina bagh olarak yesil renk olusabilir,; fakat bu durumda
olusan yesil renk hizla solar. Alkaptoniiride de idrarda Homogentizik asit varligina bagl
olarak mavi - yesil renk olusabilir; fakat bu durumda olusan mavi - yesil renk hizla solar.
Lizol ile zehirlenmede de idrarda lizol varligina bagh olarak yesil renk olusabilir.
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16.4.9. Idrarda Mukopolisakkarid Arastirilmas: (Toluidine Blue Testi-Leke Testi)
Kullanilan reaktifler :

1) 0,2 M Asetat tamponu (pH 2): 250 mL balon jojeye 50 mL 1 N Na-asetat ¢ozeltisi
(6,8 g Na-asetat-3H,0 distile suda voliim 50 mL’ye tamamlanarak ¢oziiliir) konur
ve lizerine 52,5 mL 1 N HCI eklenir, daha sonra distile su ile voliim 250 mL’ye
tamamlanir.

2) % 0,04 Toluidine blue: 100 mg Toluidine blue, 250 mL asetat tamponda ¢oziiliir.

3) % 96 Alkol

4) Kondroitin siilfat-C test ¢ozeltisi: 250 mg Kondroitin siilfat-C, 100 mL fizyolojik
NaCl ¢ozeltisinde ¢oziliir.

Testin yapihis: :

1) 0,25 mL idrar, filtre kagidi {izerine bir sa¢ kurutma cihazi ile saglanan sicak hava
akimi altinda damlatilir ve siirdiiriilen sicak hava akimu ile filtre kagidi {izerinde
kurutulur.

2) Kurutulan filtre kagidi 1 dakika siire ile Toluidine blue ¢ozeltisinde bekletilir.

3) Toluidine blue ¢dzeltisinden ¢ikarilan kurutma kagidi alkol ile iyice yikanir.

4) Kurutma kagidi lizerinde idrar damlatilan yerde menekse rengi leke olup
olmadigina bakilir:

Menekse rengi leke olusumu gozlenirse test pozitif (+)’dir.

Menekse rengi leke olusumu gozlenmezse test negatif (-)’dir.

**Hasta idrart yerine Kondroitin siilfat-C test ¢ozeltisi (veya saglikli yenidogan
idrary) kullanilarak kontrol testi yapulir.

*Bag dokusu hastaligi olan mukopolisakkaridozlarda, ¢esitli glikozaminoglikanlarin
enzimatik  yikilimlarinda — dogumsal  defektler ~ vardir. Bu nedenle  asit
mukopolisakkaridler ve ¢esitli tiirevlerinin idrarla atilimt artmigtir.

* Test, mutlak bir dogruluga sahip degildir.

16.4.10. BOS’ta Pandy Reaksiyonu

Bir saat camu i¢ine yaklasik 1 mL kadar Pandy ayiraci konur ve saat cami siyah bir
zemin lizerine yerlestirilir.

Saat camindaki Pandy ayiraci tizerine 1 damla BOS damlatilir.

Pandy ayiraci iizerine 1 damla BOS damlatilmasiyla belirgin bulutlanma veya siddetli
bir bulaniklik gézlenmesi Pandy (+) olarak rapor edilir.

Belirgin bulutlanma veya siddetli bir bulaniklik gézlenmemesi Pandy (—) olarak rapor
edilir.

Hafif bulaniklik gézlenmesi normaldir.

Pandy (+) sonug, BOS’ta globulin artigin1 gosterir.

*Pandy aywraci: 8-10 g fenol 100 mL distile suda c¢oziiliir, ¢ozelti birka¢ saat
37°C’deki etiivde ve sonra oda sicakhiginda birakildiktan sonra tist kismu kullamilir. Pandy
aywract berrak olmali ve koyu renkli sisede saklanmalidr.

16.4.11. Sinoviyal Sivida Musin Pihti Formasyon Testi

1 kisim sinoviyal sivi ile 4 kisim %?2’lik asetik asit bir cam tiipte bir cam c¢ubukla
karistirilir.

Sinoviyal siv1 ile %2’lik asetik asidin bir cam tiipte bir cam ¢ubukla karistirilmasi
sonucu kompakt kitle olugsmasi normaldir ve musin pihtt formasyonu (+) diye rapor edilir.
Pargalanmis kitle olusmasi inflamasyonu gosterir ve musin piht1 formasyonu (—) diye rapor
edilir.

155



16.4.12. Plevral Ponksiyon Sivisinda Rivalta Testi

Distile su ile doldurulmus deney tiipiine 2 damla %10’luk glasiyal asetik asit
damlatilir ve karistirilir.

Tiipteki karigima santrifiij edilmis ponksiyon sivisinin st kismi damlatilir.

Glasiyal asetik asit damlatilmis distile su i¢ine ponksiyon sivis1 damlatilmastyla sigara
dumani seklinde bulaniklik olustugunun gozlenmesi, eksiidada globuline benzer cisimlerin
varligin1 gosterir ve Rivalta (+) olarak rapor edilir.

Glasiyal asetik asit damlatilmig distile su igine ponksiyon sivist damlatilmasiyla sigara
dumant seklinde bulaniklik olustugunun goézlenmemesi Rivalta (—) olarak rapor edilir.

16.4.13. Plevral Ponksiyon Sivisinda Eter Oziitlemesi Testi

Bir deney tiipiinde esit miktarlarda bulanik plevra sivisi ile eter karistirilir.

Eter ile karistirma sonucunda bulanik plevra sivis1 berraklasirsa bulanikligin nedeni
silotorakstir ve eter Oziitlemesi testi (+) olarak rapor edilir.

Eter ile karigtirma sonucunda da bulanik plevra sivist berraklagmazsa bulanikligin
nedeni silotoraks degildir ve eter oziitlemesi testi (—) olarak rapor edilir.

16.4.14. Wohlk Deneyi ile idrarda Laktoz Aranmasi

Bir deney tiipiine 5 mL idrar, 2-3 mL derisik amonyak ve 5 damla %10’luk KOH
konup karistirilir.

Karisim, 50-70°C’lik su banyosunda 1sitilir.

Karisimin 1sitilmasi sirasinda birkag dakika iginde kirmizi renk olusumu goézlenmesi
laktoz (+) olarak rapor edilir.

Karigimin 1sitilmasi  sirasinda birkag dakika i¢inde kirmizi renk olusumu
gbzlenmemesi laktoz (—) olarak rapor edilir.
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16.5. Klinik Biyokimya Laboratuvarinda Analizleri Etkileyen Faktorler

Laboratuvar testleriyle elde edilen sonuglarin hastada gercek degerler olduguna
inanilir. Ancak bir¢ok faktor bir 6rnekteki bir veya daha fazla madde ile ilgili analiz (6l¢tim)
sonucunu degistirebilir. Laboratuvar test sonuclaria etki eden faktorler 6l¢ciimden Once,
Olclim sirasinda veya Olgiimden sonra etki ederek hatalara neden olabilirler.

Esasen rutin laboratuvarlarda her zaman belli oranda hata vardir. Bu hatalar asagidaki
sekilde siniflandirilabilir:

-Numune (6rnek) alinmadan 6nce yapilan hatalar

-Numune alinirken yapilan hatalar

-Numunenin laboratuvara ulagtirilmasinda yapilan hatalar

-Laboratuvarda analize hazirlama ve analizi hazirlama sirasinda yapilan hatalar

-Analiz (6l¢lim) hatalari

-Sonucu rapor ederken yapilabilen hatalar

Laboratuvar test sonuglarina analizden 6nce etki eden faktorler topluca “Hatalarin
Preanalitik Kaynaklar1” olarak da tanimlanirlar. Laboratuvar test sonuglarina dlgiimden 6nce
etki eden faktorler 6rnegin alinmasindan once etkili faktorler, 6rnegin alinmasi sirasinda etkili
faktorler ve 6rnegin alinmasindan sonra etkili faktorler olmak iizere {i¢ ana sinifa ayrilarak
incelenebilirler

Laboratuvar test sonuglarini etkileyen preanalitik faktorler iki smifa ayrilarak
incelenebilirler:

-Kontrol edilebilen faktorler

-Kontrol edilemeyen faktorler
16.5.1. Laboratuvar test sonuclarim etkileyen, kontrol edilebilen preanalitik faktorler:

-Postiir (hastanin durusu)

-Siirekli yatma ve hareketsizlik

-Egzersiz

-Sirkadiyen varyasyon (giin i¢i degisiklikler)

-Seyahatler

-Alinan gidalarin etkisi

-Sigara ve alkoliin etkisi

-Ila¢ kullanim1 ve transfiizyonun, atesin etkisi
Postiiriin analiz sonuglarina etkisi: Normal bir eriskinin dik oturma halindeki kan hacmi,
yatay pozisyondaki kan hacminden 600-700 ml daha azdir (%10’luk azalma). Plazma
hacmindeki azalma daha fazladir. Biitlin proteinlerin konsantrasyonu artar. Proteine bagl
taginan ilaglar, kalsiyum, bilirubin konsantrasyonu artar. Glomeriiler permeabilite artigina
bagli ortostatik proteintiri goriilebilir.
Birkag¢ giinliik yatak istirahatinde plazma ve ekstraselliiler sivi hacmi diiser. Hematokrit
%10 artar. Uzun siireli yatak istirahatinde s1v1 retansiyonu olur. Serum proteinlerinde azalma
meydana gelir. Idrarda azotlu maddeler, kalsiyum, sodyum, potasyum, fosfat ve siilfat
miktarlar1 artar. {drarla katekolamin ve VMA, H" atilim1 azalir.
Egzersizin analiz sonuglarina etkisi: Egzersizin viicut sivilarina etkisi, fizik aktivitenin siire
ve derecesine baghdir. Orta derecede egzersiz, serum glukozunu ve insiilin seviyesini arttirir.
Iskelet kas1 faaliyeti arttiginda piriivat ve laktat da artar. Renal kan akimi azalir; serum
kreatinin diizeyi artabilir. Arteriyal pH ve pCO, azalir. Iskelet kasina ait enzimler (CK, AST,
LDH, Aldolaz) artar. Agir egzersizde hematiiri ve proteiniiri de goriilebilir.
Sirkadiyen varyasyon (giin i¢i degisiklikler): Oturus bi¢imi, fizik aktivite, yenilen besinler,
stres, aydinlik-karanlik, uyku gibi faktorler, bazi maddelerin diizeylerinde giin i¢i
degisikliklere neden olur. Serum demir, kortizol ve potasyum diizeyleri sabah yiiksek 6gleden
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sonra diistiktiir. Erkekte testosteron kadinda prolaktin gece yiikselir. TSH diizeyi saat 02.00-
04.00 arasinda maksimumdur. Biiylime hormonu uykuda maksimum diizeye ulasir.

Seyahatin anali; sonuglarina etkisi: Seyahat, normal sirkadiyen ritmi degistirir. Ucgus
sirasinda glukokortikoid saliverilisi uyarilir; serum glukoz ve trigliserid konsantrasyonu artar.
Uzun siiren ugusta s1vi ve sodyum retansiyonu olur.

Alinan gidalarin analiz sonucglarina etkisi: Gida alinmasina bagli olarak serum glukozu,
demir, total lipid ve alkalen fosfataz diizeyleri yiikselir. Aksam proteince zengin gida
alimmigsa serum iire, fosfor ve iirat konsantrasyonu 12 saat sonra da yliksek olabilir. Kafein,
kan bilesenlerinin konsantrasyonunu degistirir; glukoz, kortizol, serbest yag asitlerini,
trigliserid ve total lipid seviyelerini yiikseltir. Sogan, plazma glukozunu ve glukoza insiilinin
cevabini azaltir.

Sigaranmin analiz sonuglarina etkisi: Adrenal medullayr uyarmak suretiyle nikotin, plazma
epinefrin konsantrasyonunu arttirir. Sigara i¢ciminden sonraki on dakika igerisinde plazma
glukoz seviyesi 10 mg/dl yiikselir. Glukoz yiikselmesine insiilin cevabi gecikir. Plazma
biiylime hormonu seviyesi sigara i¢cimiyle yiikselir. Sigara i¢enlerde B-lipoprotein, kolesterol,
TG diizeyi yiiksektir. Sigara i¢enlerde kan eritrosit sayisi daha yiiksektir.

Alkoliin analiz sonuglarina etkisi: Sarhos edecek kadar alkol alimi kan glukoz seviyesini
%20-50 oraninda arttirir. Bu artis diyabetlilerde daha fazladir. Laktat ve iirat seviyesi artar.
Hipertrigliseridemi goriliir. Alkol intoksikasyonu (zehirlenmesi), plazma kortizol ve
katekolaminlerinin artmasina yol acar. Akut alkol alimi erkekte hizli bir testosteron
azalmasina ve LH ylikselmesine sebep olur.

Tla¢ kullamimunin analiz sonuglarina etkisi: flaglarin laboratuvar testlerine hem in vivo hem
in vitro etkileri vardir. IM enjeksiyon, kas irritasyonuna ve kas enzimlerinin (CK, Aldolaz,
LDH gibi) artisina yol agar. Morfin ve meperidine gibi opiatlar, Oddi sfinkterinin spazmina
ve sonucta karaciger ve pankreas enzimlerinin serumda artisina yol acar. Diiiretikler
hiponatremiye yol agarlar. Fenitoin, kalsiyum ve fosfor diizeyini azaltir ALP’1 ytikseltir.
Transfiizyonun analiz sonuglarina etkisi: Total kan ve plazma transfiizyonu, verilen miktara
bagl olarak plazma protein konsantrasyonunu ylikseltir. Verilen eritrositlerin pargalanma
oranina bagli olarak serum LDH aktivitesi artar. Yaralanmaya bagli kan kaybini yerine
koyacak transfiizyonlar, sodyum, kloriir ve su retansiyonunu diisiiriir. Kanama sebebiyle
diisen serum demir ve transferrin konsantrasyonlari transfiizyonla yiikselir. Beklemis kanin
transfiizyonu serum potasyumunu yiikseltebilir.

Atesin analiz sonuclarina etkisi: Ates, birgok hormonal cevabr hizlandirir. Ates
baslangicinda hiperglisemi olusur. Hiperglisemi insiilin salgisin1 uyarir ve toleransi diizeltir.
Ates, tiroksin salgilanmasini azaltir. Ates, kortikotropin salgisim1 arttirarak kortizol
seviyelerini ylikseltir. Aldosteron sekresyonu artar; sodyum ve kloriir retansiyonu goriiliir.
ADH artmasi viicutta su birikimine yol agar.

16.5.2. Laboratuvar test sonuclarim etkileyen, kontrol edilemeyen preanalitik faktorler:

-Yas

-Cinsiyet

-Irk

-Cevre ile ilgili faktorler

-Uzun siireli periyodik degisiklikler

-Sigmanlik
Yasin analiz sonuclarina etkisi: Hemen her analitin kan seviyesi, hastanin yasi ile az veya
cok degisir.

Yenidogan doneminde: CK, GGT, AST enzimlerinin aktiviteleri dogum esnasindaki
travmaya bagl olarak yiiksektir. Dogumun 3.veya 5.giinlerine kadar bilirubin seviyeleri
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ylukselir. Plazma glukoz seviyesi diisiik bulunur. Na, K, CI, Ca seviyeleri dogumda yiiksektir;
12 saatte normale doner.

Cocukluk-puberte doneminde: Cocukluk devresinde serum enzimlerinin ¢ogunda
azalma vardir; bunlar puberteye yakin normale ulasir. Serum ALP, bebeklikte yiiksek,
cocuklukta normal, puberteden sonraki biliylime devresinde yiiksektir. Biiylime devresinde
iskelet kasinin gelismesiyle serum kreatinin diizeyleri artar. Urik asit seviyeleri 7-10 yasina
kadar diisiik, daha sora yiiksek bulunur.

Cinsiyetin analiz sonuglarina etkisi: Kiz ve erkek arasinda puberteye kadarki laboratuvar
degerlerinde farklilik hemen hemen yoktur.

Puberteden sonra: Serum ALP, AST ve ALT, CK, aldolaz seviyeleri erkekte
kadindakinden daha yiiksektir. Total LDH iki cinste de aynidir; izoenzimleri farkli olabilir.
Albumin, Ca ve Mg konsantrasyonlar1 erkekte yiiksektir. Kadinda hemoglobin, lireme
doneminde Fe diistiktiir.

Irkin analiz sonuglarina etkisi: Siyahlarda total protein beyazlardakinden daha yiiksektir.
Albumin, siyahlarda diisiiktiir (IgG %40 daha yiiksek). Siyahlarda kas kiitlesinin fazlaligina
bagli olarak CK, LDH, ALP daha yiiksek bulunmustur. Glukoz toleransi siyahlarda daha
azdir. Beyazlarda ileri yaslarda kolesterol ve trigliserit seviyeleri siyahlardakinden ytiksek
bulunmustur.

Cevre ile ilgili faktorlerin analiz sonuglarina etkisi: Yiksek rakimda yasayanlarda eritrosit
sayisi, eritrosit voliimii ve hemoglobin konsantrasyonu, azalmis atmosferik pO, nedeniyle
artmustir. Giines 1g181na uzun siire maruz kalmak serum Ca ve D vitamini diizeylerini artirir.
Yaz aylarinda plazma glukoz diizeyi ve glukoz toleransi diisiik bulunur. Sert sularin
tiikketildigi bolgelerde plazma kolesterol, trigliserit, Mg diizeyleri 6nemli oranda yiiksektir.
Uzun siireli periyodik degisikliklerin analiz sonuglarina etkisi:

Menstriial siklusun etkisi: Luteal fazda plazma kortikosteronu yiikselir. Serum
kolesterolii, ovulasyon sirasinda diisiiktiir, menstiirasyonun hemen baslangicinda yiikselir.
Kolesteroliin diisiik oldugu devrede serum protein ve albumini de asagi seviyededir.
Menstiirasyonda serum fosfati diiserken kreatinin ve irat yiikselir. Serum Fe ve Mg’u da
oldukga diisiiktiir.

Gebeligin etkisi: Serum albumin konsantrasyonu belirgin azalir, fibrinojen artar. DM

gelisebilir. Gebeligin 2.yarisindan sonra plazma lipid seviyeleri artar. Bakir ve seruloplazmin
artar. Kalsiyum ve magnezyum diizeyleri hafif azalir.
Sismanhgin analiz sonuglarina etkisi: Serum kolesterold, trigliserit ve B-lipoprotein (LDL)
seviyeleri sismanlikla dogru orantili olarak artar. Serum iirat konsantrasyonu 6zellikle 80 kg
tizerindeki sahislarda yiiksektir. Sisman erkeklerde serum AST, kreatinin ve total protein, kan
hemoglobin seviyeleri artar. Kadinda serum kalsiyumu artan kilo ile yiikselir; fosfat seviyesi
her iki cinste de diiser. Kortizol artar, bliylime hormonu diiser.

16.5.3. Numune (6rnek) alinmadan once yapilan hatalar

-Testlerin se¢iminde hata: Rastgele ve ¢ok sayida analiz istemek klinisyenlerin sik
yaptig1 hatadir.

-Acil olmayan vakalarda acil istek yapilmasi

-Hastanin aldig1 ilaclarin ve gidalarin neden oldugu hatalar

-Prostat mesajinin olusturdugu hatalar
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16.5.4. Numune alinirken yapilan hatalar

-Kirli malzeme kullanilmasi

-Islak malzeme kullanilmasi

-Vendz stazla kan almak: Intravaskiiler siviya ait su ve kiigiik molekiillerin
ekstravaskiiler alana kagmasina neden olur.

-Infiizyon yapilan ekstremiteden numune alma

-Tam kan, serum, plazma cinsinden uygun numune almamak

-A¢ karnina alinmasi gereken numunelerin yeterli aglik saglanmadan alinmasi

16.5.5. Orneklerin laboratuvara ulastirilmasinda yapilan hatalar

-Bekletilmis numunenin génderilmesi: Kanda glukoz, Na ve K sonuglarinda 6énemli
hatalar olur. idrarda iire ve amonyak hatal1 ¢ikar; pH alkali tarafa kayar.

-Istek formlarmin tam olarak doldurulmamasi

-Yanlis etiketleme

16.5.6. Laboratuvarda analize hazirlama hatalar

-Ekipmanm ve personelin hazir olmamasi: On deneme ve standardizasyon
calismalarin1 yapmadan rutin ¢alismaya baslamak.

-Gecikme: Numunenin laboratuvarda bekletilmesi

-Etiketleme hatalar1

-Reaktiflerin bayatlamasi ve bozulmasi

-Rutin biyokimya laboratuvarinda soliisyon hazirlamanin bilinmemesi

-Depolama hatalar1

16.5.7. Analiz hatalari

-Diiriist olmayan personelin ¢alistiriimasi

-Personelin iyi yetistirilmemis olmasi

-yi secilmemis kitler ve iyi hazirlanmanus reaktiflerle ¢alisma

-Hatal1 6l¢iim yapan voliimetrik kaplar kullanma

-Asirt sicak veya asirt soguk, havalandirilamaz, birtakim kimyasal maddeler kokan,
dar ve rahatsiz edici bir laboratuvar ortami

-Cihazlarin dogru olarak kullanilamamas1

-Standart grafiklerini uzun siire kullanmak
Baslica ii¢ cesit analitik hata tanimlanair.

Biiyiik hatalar: Yanlis deney planlama ve hesaplama ile ilgili. Deney tekrarlanmali
veya sonuglar iptal edilmeli.

Sistematik hatalar (SE): Analiz sonucunu sabit ve belirli diizeyde degistiren, nedeni
bilinen ve 6l¢iilebilen kesin degerlere sahip hatalar. Sabit ve oransal hata (CE ve PE) olmak
tizere iki tiptir. Analiz sonucunun dogrulugunu etkilerler.

Rasgele hatalar (RE): Diizeltilemeyen ve kontrol edilemeyen bir¢ok degiskene bagl
hatalar. Analizin kesinligine etki ederler, standart sapmanin biiyiik olmasina neden olurlar.
N>30 ise hatalarin birbirlerini gétiirecegi ve sonuglar lizerine pek yansimayacagi kabul edilir.

Toplam hata (TE) = SE + RE

16.5.8. Analiz sonuclarim1 yanhs rapor etme hatalar
-Numunelerin kabulii ve rapor sekreteryasinin kurulmamasi
-Analiz metotlarinin ve normal degerlerin rapora kaydedilmemesi
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16.5.9. Sonuc¢larin yorumlanmasinda yapilan hatalar

-Bazi fizyolojik farkliliklar1 gézardi etmek

-Bolgesel farkliliklar olabilecegini gbzardi etmek

-Bagka laboratuvarlarin veya bdlgelerin, baska iilkelerin normal degerleri ile
karsilastirmak

16.5.10. Diyalog hatalar
-Laboratuvarcinin elestiri kabul etmemesi
-Klinik¢inin siipheli veya yanlis gordiigii sonuglari laboratuvara haber vermemesi
-Haberlesme yetersizligi

16.6. Klinik Biyokimya Laboratuvarinda Kalite Kontrol ve

Standardizasyon

Kalite kontrol yontemleri, verilen hizmetin 6nceden saptanmis Ozellikleri tasiyip
tasimadiginin ve ne Olclide giivenilir oldugunun incelenmesi i¢in kullanilan yontemlerdir:
Laboratuvarda yapilan analiz metodlarinin, ara¢ ve gereglerin, ¢ikan sonuglarin kontroliiniin
yapilmasi. Yontemlerin standartlastirilmasi amaciyla laboratuvarlar arasi kalite denetiminin
yapilmas.

16.6.1. Analiz metotlarinin performans parametreleri
Dogruluk (Accuracy)
Spesifiklik
Tekrarlanabilirlik (Precision, kesinlik)
Tayin limiti
Linearite sinirlar1
Analitik hassasiyet
Bozucu etkenler (interferans)
Recovery
Referans aralig1
Bir analiz metodunun performansinin degerlendirilmesi, bir bakima analitik hatalarin
arastirilmasi ¢calismalaridir. Bunun igin ¢esitli deneyler yapilir:
-Art arda yapilan Ol¢iimler (tekrarlanabilirlik deneyleri)
-Interferans deneyleri
-Geri elde (geri kazanim, recovery) deneyleri
-Yontem karsilastirma deneyleri
Analiz metodunun dogrulugu: Olgiilen degerin gercek degere yakinligr ile ifade edilir.
Gergek degerle 6l¢iilen deger arasindaki fark, hata (bias) olarak tanimlanir.

True or
Correct
Value

XIXEXIX

235 940 245 950 255 95 265

Bias
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Giinlik uygulamada bir metodun dogrulugunun degerlendirilmesi eksternal kalite
kontrol uygulamalar ile yapilir.
Analitik ozgiilliik (analitik spesifiklik): Diger iliskili substratlarla etkilesmeden, asil substrati
6lcme yetenegidir. Metodun dogrulugu ile ilgili bir parametredir.
Kesinlik (precision, tekrarlanabilirlik): Ayni1 6rnekten yapilan tekrar ¢aligmalarinda metodun
ayn1 sonucu verebilme giicilidiir. Rasgele hatalarin (RE) bir 6l¢iisii olarak kullanilir.
Normal kontrol serumu 20 kez ardisik olarak calisilir ve standart sapma (SD), varyasyon
katsayis1 (%CV) ile rasgele hata (RE) hesaplanir.

Reference value

A
Probability , Accuracy
density
Precisi Value
recision

%CV=(SD/Ortalama)x100
RE=4xSD

Varyasyon katsayisinin (%CV) kii¢iik olmasi, tekrarlanabilirligin (kesinligin) yiliksek
oldugunu gosterir. Metotlarin giin i¢i (¢calisma i¢i, intra-assay) ve giinler arasi (¢alismalar
arasi, inter-assay) kesinligi, internal kalite kontrol uygulamalari ile takip edilir. Cogu yontem
i¢in tercih edilen, %CV nin 5’ten kiiclik olmasidir.
Deteksiyon limiti: Metodun kabul edilebilir tekrarlanabilirlikle 6lgebildigi en diisiik analit
konsantrasyonudur.
Analiz araligi: Herhangi bir modifikasyon yapilmaksizin bir metodun 6lglim yapabildigi
araliktir. Analiz aralii, linearite (dogrusallik) calismalari yapilarak belirlenir. Degisik
konsantrasyonlarda bir dizi standart en az 2 kez c¢alisilip ortalamalar1 alinir ve bu ortalamalar,
beklenen standart degerlerine kars1 grafige gecirilir.

90 ~
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o
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@
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Calculated RH%

Analitik duyarlihk (analitik sensitivite): Analizi yapilan maddenin (analit) konsantrasyon
degisimine kars1 6lgiim sinyalinde meydana gelen degisikliktir. Kalibrasyon egrisinin (kurv)
egimi, analitik duyarlilig1 ifade eder.
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Mg & Na Analysis - Fire-Resistant Material
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Bozucu etkenler (interferans, girisim): Interferans deneyleri, sabit sistematik hata (CE)
hakkinda bilgi saglar, yontemin 6zgiilliiglinde problem oldugunu gosterir.

Olgiimiinii yapacagimiz analiti iceren drnege, interferans olusturabilecegi dngoriilen
materyal eklenir. Ayn1 miktardaki 6rnege, materyalin eklendigi miktardaki saf diliient eklenir.
Her iki 6rnek analiz edilir. Aradaki fark saptanir.

Recovery (geri elde): Metodun numuneye eklenen belirli miktardaki analiti dogru olarak
okuyabilme yetenegidir. Oransal sistematik hata (PE) hakkinda bilgi saglar.

Analitin 6l¢limiiniin yapilacagi hasta 6rnegine, analit standart ¢ozeltisinden eklenir.
Ayn1 miktardaki hasta 6rnegine standart ¢ézeltinin hazirlandig1 ¢éziicliden ayni miktarlarda
eklenir. Her iki &rnek analiz edilir. Olgiilen miktar ile eklenmis olan miktar karsilastirilir.
Yontem karsilagtirma deneyleri: Ortalama sistematik hatanin (SE) hesaplanmasini saglarlar.
Ayn1 zamanda sistematik hatanin sabit veya oransal olup olmadigr hakkinda bilgi elde
edilebilir.

En az 40 hasta 6rnegi alinir. Temel alinan yontem ve karsilastirilacak yontemle analiz
edilir. Veriler grafikte gosterilir.

Correlation coefficient
of 0.999 shows all
points close to line

' ntercept of 15 mg/dL
shows test method is
systematically high

Test Method Result

Comparative Method Result
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Referans aralig (normal deger):

-Tolerans aralig1

-Tahmin edilen aralik

-%95 interpercentile aralig1: Belirlenmesi kolay, genelde en ¢ok kullanilan ve IFCC
tarafindan kabul edilen metoddur. %2,5 ve %97,5 araliklar1 arasindaki dagilim referans
araligim1 belirler. Alt ve st smurlarin giiven araliginin %90 olabilmesi i¢in tavsiye edilen
denek sayisi en az 120°dir.

16.6.2. Tanisal yeterlilik parametreleri:
Tanisal duyarhilik (sensitivity)
Tanisal 6zgiilliik (specificity)
Onceden tahmin degeri (prediktif deger)
Tanisal sensitivite (duyarlilik): Analizin dogru olarak gdsterdigi spesifik bir hastaliga sahip
olanlarin oranidir. Aranan hastaligin hastada bulunmasi durumunda test sonucunun pozitif
olma olasiligidir.
Duyarlilik (%) = [DP/(DP+YN)]x100
Tanisal spesifisite (0zgiilliik): Analizin dogru olarak gosterdigi spesifik bir hastaliga sahip
olmayanlarin oranidir. Aranan hastaligin hastada bulunmamasi durumunda test sonucunun
negatif olma olasiligidir.
Ozgiilliik (%) = [DN/(DN+YP)]x100
Onceden tahmin degeri (prediktif deger): Laboratuvar testinin uygulanmakta oldugu
topluluktaki hastaligin yayginlik oranina (prevalansina) gore testin dogru tam1 koydurma
olasiligidir.
Porzitif prediktif deger: Testin uygulandig1 toplulukta (+) sonucu olanlarin gercekte
hasta olma olasiligidir. Prevalans ve 6zgiilliikten etkilenir.
Negatif prediktif deger: Testin uygulandig1 toplulukta (-) sonucu olanlarin gercekte
hasta olmama olasiligidir. Prevalans ve duyarliliktan etkilenir.

16.6.3. Laboratuvarlarin kalite kontroliinde basamaklar:

Internal kalite kontrol: Laboratuvar i¢i kontrol

Eksternal kalite kontrol: Laboratuvarlar arasi1 kontrol. Ulke diizeyinde kalite kontrol.
Uluslararas1 denetim.

16.6.3.1. Internal kalite kontrol: Test degerleri bilinen kontrol serumlari kullanilarak giinliik

Olgiiler yapilir ve bunlar Levey-Jennings kontrol kartlarinda Westgard kurallarina gore
degerlendirilir.
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armigkatean
H ,

Standard deviation

Measurement number

Her analitik ¢calismada kontrol 6rnekleri calisilir, elde edilen degerler grafik {izerine
isaretlenir.

Calisilan kontrol degerleri secgilen kontrol sinirlari igerisinde oldugu zaman o
calismanin gegerli olduguna karar verilir.
Westgard coklu kontrol kurallari:

l1,s: Bir kontrol sonucunun #2s simirlari disinda olmasi. Kontrol sonucunun diger
kurallar ile de kontrol edilmesini saglayan uyari.

135 Bir kontrol sonucunun £3s sinirlar1 disinda olmasi. Rastgele hatalara hassas bir
reddetme nedeni.

25 Iki ardisik kontrol sonucunun ortalamadan aymi yonde +2s veya —2s smirlari
disinda olmasi. Sistematik hatalara hassas bir reddetme nedeni.

Ry ki ardisik kontrolden birinin ortalamadan +2s digerinin —2s simirlar1 disinda
olmasi. Rastgele hatalara hassas bir reddetme nedeni.

4)5: Dort ardisik kontrol sonucunun ortalamadan ayni yonde +1s veya —1s simirlari
disinda olmasi. Sistematik hatalara hassas bir reddetme nedeni.

10x: On ardisik kontrol sonucunun ortalamadan ayn1 yonde yer almasi. Sistematik
hatalara hassas bir reddetme nedeni.

16.6.3.2. Eksternal kalite kontrol: Kalite kontrol programlarindan saglanan ve degeri
bilinmeyen serumlarla ¢alisma yapilarak laboratuvarin bir dis denetleme birimi tarafindan

denetlenmesi ve bu sekilde diger laboratuvarla da karsilagtirilmasi yapilir.

140
O Participantes (n)
120 - W Devolucian (Mo.)
O Devoluciaon {%)

100

Laboratorios

PAD499 PADBS9 PAO200 PAC400 PAOBO0 PA1200 PAOQ401  PAOBO1
Pragrama
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