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LABORATUVARA GIRIS
GENEL BILGILER

Laboratuvar Calismalarinda Temel Kurallar

Laboratuvar ¢alismalarinda ilk kural sessiz ve diizenli olmaktir.

Laboratuvarda 6zel laboratuvar kiyafeti (beyaz onliik vb.) ile ¢alisilir. Enjektorle ve 6zellikle
biyolojik 6rneklerle ¢alisirken eldiven giyilir.

Calisma yerleri (banko, dolaplar, raflar), aletler, cam esya ve laboratuvar kiyafeti daima temiz
tutulur.

Kullanilmig cam esya ve aletlerin kaba temizligi, musluk suyu ile hemen yapilir. Daha sonra da
deterjanla yikanarak musluk suyundan gegirilir, saf su ile durulanir ve etiivde kurutulur. Bu
temizlik iglemiyle giderilemeyen biyolojik ornekler (kan vb.) i¢in asitle hazirlanmis Gzel
cozeltiler kullanilir.

Laboratuvar ¢aligmalarinda ¢esitli yontemlerle saflastirilmis su kullanilir. Musluk suyunun
kaynatilip buharlagtirilmasi ve tekrar sogutulmasi (distilasyonu) ile suyun yapisindaki organik
ve anorganik maddeler uzaklastirilir. Bu yontemle elde edilen distile (damitik) su bazi
elektrolitleri icerdiginden tamamen saf degildir. Cam esyanin temizliginde ve kalitatif
analizlerde kullanilir. Bidistile su ise distile suyun ikinci kez buharlagtirilmasi ile elde edilir.
Deiyonize su, musluk suyunun iyon-degistirici regineden gegirilip, bilesimindeki metal
iyonlarinin ayrilmasi ile elde edilir. Eser element ve enzim aktivitesi tayinlerinde kullanilir.
Giintimiizde cesitli aritma tekniklerinin bir arada uygulanmasiyla elde edilen reaktif derecesinde
safsu, ti¢ farkli kademede saflik gostermekte ve laboratuvar ¢alismalarinin igerigine gore tercih
edilmektedir. Calismaya baslamadan 6nce giinliik saf su gereksinimi karsilanir.

Yapilacak deneyler, ilgili kaynaktan onceden okunur ve kiigiik notlar alinir. Deney sirasinda
yapilan igler kaydedilir (deney protokolu). Bunun i¢in her laboratuvar ¢aliganinin bir protokol
defteri olmalidir.

Deneylerde kullanilacak kimyasal maddeler 6nceden hazir bulundurulur. Gerekenden fazla
miktarda madde kullanmamaya 6zen gosterilir. Kimyasallarin ve ayiraglarin yeri daima
belirlidir ve kullanildiktan sonra yerlerine konulur.

Organik c¢oziiciiler agik alevli bir 1siticiya yakin tutulmaz. Isitma islemlerinde agik alevli 1sitict
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kullaniliyorsa kibrit yakildiktan sonra 1sitic1 agilir.

e (Calisma sonunda laboratuvardan ayrilirken cam esya ve aletler temizlenir, banko iizerindeki
geregler diizenlenir. Isitma isleminde ispirto ocagi kullaniliyorsa kapagi kapatilir, 1siticinin
muslugu ve ana gaz muslugu kontrol edilir. Su musluklarinin agik kalip kalmadigi kontrol edilir.

e (Calismanin sonuglar1 degerlendirilir ve protokol defterine kaydedilir.

e Laboratuvarda yiyecek-igecek bulundurulmaz.

Laboratuvarda Kullanilan Gerecler

Aletler:

Sogutucu ve derin dondurucu:Bazi kimyasallarin ve biyolojik materyallerin (doku, kan, vb.)

saklanmasinda gereklidir.

Terazi: Tartimlarda kullanilir.

Isik mikroskobu: Biyolojik sivilarda gozle goriilemeyecek kadar kiiclik cisimlerin saptanmasi

amactyla kullanilan, mercegi ¢ok giiclii optik aygittir.

|
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Santrifiij: Donme ile saglanan merkezka¢ kuvvetinden yararlanilarak ¢okeltiyi ¢ozeltiden ayirmak

i¢in kullanilan alettir.
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Spektrofotometre: Belirli dalga boyundaki bir 1518in ¢ozelti tarafindan emilimini (absorpsiyon)

veya gecirgenligini (transmitans) 6l¢mekte kullanilan alettir.

Etiiv: Bazi deneylerde (hiicre kiiltiirii vb.) gerekli olan sabit basing ve sicaklikta kuru ortam
saglamak, rutin ¢alismalarda maddeleri (kimyasal madde, doku vb.) ve cam esyay1 kurutmak i¢in

kullanilir.

pHmetre: Biyolojik sivilarin, tamponlarin ve c¢ozeltilerin pH’1m1 6lgmek ve ayarlamak igin

kullanilir.

-

Saf su cihazi: En basit sekliyle, suyu buharlastirarak gaz fazina geciren ve daha sonra
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yogunlastirarak aritan alettir. Cok gelistirilmis tipleri vardir.

Elektrikli karistiricr (vorteks): Uzerindeki kiiciik oyuga yerlestirilen deney tiipiinii motor giiciiyle

dondiirerek karistiran alettir.

Elektrik ocagr: Isitmalarda ilk secenektir.

Cam Esya

Sivilarin hacim Ol¢limiinde kullanilan voliimetrik cam esya ile sivi ve kati maddelerin tartim,
titrasyon, 1sitma gibi islemlerinde kullanilan, {izerinde alabilecegi maksimum hacim yazili olan

kalitatif cam esya olarak gruplandirilir.

Kalitatif cam esya:

Beher: Genis agizli, kenar1 s1vi aktarmaya uygun, silindir bi¢iminde cam kaplardir.



Beher Erlenmeyer Piset

Erlenmeyer: Kalitatif islemlere uygun, 6zellikle titrasyonda kullanilan, dar boyunlu, tabani diiz,
koni bi¢iminde cam kaplardir. Alman kimyaci CarlEmil Erlenmeyer tarafindan 1861°de
olusturulmus ve onun adini almistir.

Piset: Camdan veya plastikten yapilmis, saf su koymaya ve aktarmaya yarayan kaplardir.

Alt diiz balon: Cozelti hazirlamakta kullanilir. Bu balonlar agik aleve tutuldugu takdirde amyantya
da diger ismiyle asbest (isiya, asinmaya, kimyasal maddelere ¢ok dayanikli lifsel yapida bir
mineral) tizerine yerlestirilmelidir. Direkt 1sitmak i¢in yuvarlak balonlar daha uygundur.

Diiz balon Deney tiipleri Santrifiij tiipleri

Deney tiipleri: Silindir bi¢cimindedir. Alt kismi yuvarlak oldugundan porttiip (tlip tasiyici) ile

kullanilir. Coktiirme, renklendirme ve diger laboratuvar islemleri i¢in gerekli temel esyadir.

Santrifiij tiipleri: Santrifiij aletinde kullanilir. Altlar1 genellikle koni seklindedir. Bazi santrifiijlerde

alt1 yuvarlak tiipler kullanilir. Santrifiij tliplerinin bigimi, kullanildig1 santrifiij tipine 6zgiidiir.

Volumetrik cam esva:

Pipet: Bir sividan belirli bir miktar ¢ekmek ve baska bir kaba aktarmak ig¢in kullanilan cam

borulardir. Caligmanin niteligine gore kullanilmak iizere cesitli tipleri vardir.

e Dereceli pipetler: Bu tip pipetlerin, maksimum hacimlerinin altindaki 6l¢timlerde
kullanilmas1 daha uygundur. Ciinkii son damlayr uzaklastirmak i¢in iiflemek gerekir.

Ornegin 2 mL’lik bir dereceli pipetle 2 mL’den daha az hacimler &l¢iiliir. Tam 2 mL 6l¢gmek
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gerektiginde biillii pipet tercih edilir.

o Biillii pipetler: Dereceli pipete gore daha hassas kalibre edilmis pipetlerdir. Stviy1 aktarirken
biil (karin) kismi avug igerisinde tutularak igindeki havanin genlesmesi ve ugtaki damlay1
itmesi saglanir.

e Mikropipetler: 0.005 ten 0.25 mL’ye kadar olan hacimleri 6l¢gmekte kullanilir.

o Kapiller pipetler: Cok ince cam borucuklardir. Elektroforez ve kromatografi gibi ayirma

yontemlerinde 6rnegi uygulamak amaciyla kullanilir.

/,— —J’-ij?'/ -_
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Biillii pipet Mikropipet

e Otomatik pipetler: Sabit (tek hacimlik) ve ayarlanabilir tipleri vardir.

Biiret: Sifirdan baslayarak asagiya dogru derecelendirilmis, 1, 2, 5, 25, 50 mL’lik hacimlerde, altta

muslugu olan cam borulardir. Metal kiskag ile ayakli bir gubuga tutturulur ve titrasyonda kullanilir.
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Biiret Meziir Olcii balonu

Ol¢ii silindiri (meziir): Sivilarin ve idrar gibi biyolojik &rneklerin hacim dl¢iimiinde kullanilan,

silindir seklinde cam borulardir. Olgiimlerdeki kesinligi cok yiiksek degildir.

Ol¢cii balonu (Balon joje):Yuvarlak karinli ve uzun boyunlu, tek bir hacim dl¢gmeye uygun,
boyunlarinda bu hacmi sinirlayan ¢izgi bulunan kaplardir. Cézelti hazirlamakta kullanilir. Olgiim

kesinligi ytliksektir.

Diger Gerecler

Bunzen beki-ispirto ocagr: Isitma isleminde kullanilir.

Porselen kroze Porselen kapsiil Sacayak

Porselen kapsiil:Kati maddelerin agik alevde kurutulmasinda kullanilan yuvarlak ve yayvan kaptir.
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Bu islem sirasinda 1sian kapsiiller bir tahta masayla alinarak amyant levhalar tizerine konur.
Sacayak: Cam esya veya porselen kaplarin 1sitma iglemi sirasinda iizerine konuldugu metal ayaktir.

Spatiil: Kat1 maddelerin aktarilmasinda kullanilan metal veya plastik kasiklardir.

Spatiil Havan

Havan: Kati1 maddelerin ogiitiilmesinde kullanilir.

Porttiip: Uzerinde tiiplerin ¢apma uygun delikler bulunan ve deney tiiplerini tasimaya yarayan,

metal, tahta veya plastikten yapilmis desteklerdir.

Baget:Cesitli amaglarla sivilar1 karistirmak ve sivilarin 1sitilmasi sirasinda sigramalar1 onlemek igin

kullanilan ucu yuvarlatilmis cam ¢ubuktur.

Tahta masa: Sicak cam esyalar1 tutmak veya agik alevde 1sitmak i¢in kullanilir.

—

Kil fir¢a: Deney tiliplerinin temizliginde kullanilir.
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Desikator: Az miktardaki ayiraclari veya kati maddeleri kurutmak ve nemden korumak igin

kullanilir. Desikatoriin alt kisminda nem ¢ekici maddeler (kalsiyum kloriir; CaCl, ve magnezyum

klortir; MgCl,) bulunur.

* 2 L0
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Aywrma hunisi: Birbiriyle karismayan (ayr1 fazlar olusturan) sivilart ayirmak i¢in kullanilan, armut

seklinde veya silindirik, agz1 kapakli cam kaplardir.
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Saat cami: Baz1 deneylerde ve tartimda kullanilir.

N

Lastik puar: Pipetlerin kullanilmasina yardimci olan kii¢iik yuvarlak pompalardir.
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Vakumlu tiip sistemi: Adaptor, igne ve 6zel vakumlu tiipten olusan bu sistemle damar yoluyla
gereken miktarda ve oOzellikte kan almir. Tiipler, 6rnege uygulanacak yonteme gore gereken

antikoagiilani icerir ve kullanim kolaylig1 i¢in degisik kapak renkleriyle tanimlanir.

Cam Esyanin ve Laboratuvar Gereclerinin Temizlenmesi

Malzemenin temizlenmesinde amag, kimyasal/biyolojik kalintilarin giderilmesidir. Giliniimiizde kan
ve diger biyolojik materyal ile g¢alisilirken otomatik pipetler kullanilmakta ve plastik uglar
atilmaktadir. Biyolojik Orneklerle calisirken bulasmanin (kontaminasyon) Onlenmesi igin tek

kullanimlik (disposable) laboratuvar geregleri tercih edilmelidir.

- Cam egyanin genel temizligi:

a) Deterjanla yikanir ve musluk suyu ile durulanir.

b) % 2'lik hidroklorik asit ¢ozeltisinde 15 dakika bekletilir.

c¢) Tekrar musluk suyu ile yikanir.

d) Saf su ile durulanir ve 90°C’lik etiivde kurutulur.

- Pipetlerin temizligi:

a) Pipetler musluk suyu altinda kalintilar gidene kadar yikanir, yaklasik 3-4 saat suda bekletilir.
b) Saf su ile durulanir. Etiivde kurutulur.

- Kurumus kan kalintisi olan cam esyanin yikanmasi:

a) Bir gece % 5’lik potasyum hidroksit ¢ozeltisinde bekletilir.
12



b) 12-24 saat bikromat ¢ézeltisinde bekletilir.
¢) Musluk suyu ile yikanir, saf su ile durulanur.
d) Etiivde 90°C’de bir saat kurutulur.

- Bikromat ytkama ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Bir litrelik 6l¢ii balonuna 500 mL saf su konur. 250
mL derisik siilfiirik asit yavagga eklenir. Disaridan musluk suyuna tutularak sogutulur. 100 g

potasyum bikromat eklenir ve karigtirilir. Saf su ile litreye tamamlanir.
- Tikanmus biiret muslugunun acilmasi:

100 mL saf su i¢inde ¢oziinmiis 100 g potasyum hidroksit (%100°lik) 900 mL %70’lik etil alkolle
1000 mL’ye tamamlanir. Biiret bu ¢ozeltide bekletilerek tikaniklik giderilir.

Basit Laboratuvar islemleri

Maddelerin Aktarilmasi:

Kat1 maddeler, siselerinden metal bir spatiil veya plastik kasik ile alinir. Higroskopik (su tutucu)
kat1 maddeler i¢in metal spatiil kullanilmaz. Sivilar, sise etiketi iistte kalacak sekilde egilerek
bosaltilir ve masanin iizerine sise kapagi ters olarak birakilir. Siviyr bosaltirken bir gaz ¢ikis
oluyorsa, s1vi hemen deney tiipiine bosaltilmayarak bagka bir tiipe gerektigi kadar konur ve sonra
reaksiyon tiipiine katilir. Derisik asitlerle ¢alisirken buharlarinin solunum yollarina zarar verdigi gz
oniinde Oniinde tutularak maske ile calisilmali ve bu c¢ozeltiler miimkiinse ¢eker ocak altinda
hazirlanmalidir.Asitle ¢ozelti hazirlanirken asidin tizerine su eklenmemelidir. Calisilan kaba 6nce su
konularak {izerine asit yavas yavas ilave edilmeli, bu islem sirasinda kap musluk altinda

sogutulmalidir.

Maddelerin Tartilmasi:

Tartimlarda kullanilan cihaz terazidir. Basit teraziler 100 mg’a kadar, analitik teraziler ise 0.1 mg
hata payiyla tartar. Daha hassas olanlar (0.0l mg ve 0.001 mg) yalniz bilimsel amaglar i¢in kullanilir.

Giliniimiizde yaygin olarak kullanilanlar dijital terazilerdir.
Tartimda dikkat edilecek noktalar:

e Terazi yatay bir diizlemde olmalidir. Dijital terazilerin arkasinda bulunan su terazisi yardim ile

13



terazinin diiz bir zemine yerlestirildiginden emin olunmalidir.

Titresimden, asit ve su buharlarindan uzak olmal1 ve sicaklik sabit tutulmalidir.

Tartilacak maddeler kefeye dogrudan konulmamalidir. Katilar i¢in tart1 kab1 gereklidir. Sivilar
beher i¢inde tartilir.

Su tutucu kimyasal maddeler hassas terazide tartilmamalidir.

Islem bitince terazi kapatilarak dokiilmiis madde varsa kuru bir firca ile temizlenmelidir.

Terazilerin dogrulugu belirli aralarla kontrol edilmelidir.

Hacim (")lciilmesi ve Sivilarin Aktarimi:

Bu islem i¢in 6l¢ii silindiri (meziir), pipet, biiret gibi kantitatif cam esya kullanilir. Bu cam kaplarin

icindeki siv1 seviyesi Olgiiliirken 6lgek (skala) daima goz hizasinda olmalidir. Sivi yiizeyinin cam

esya igerisinde olusturdugu konkavlik, hacmi gdsteren dlcek ¢izgisine teget bulunmalidir.

L S0

=4 40 40 mi
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Pipetlerin kullanilmasi: Pipetler, belirli hacim siviyr lastik puarla ¢ekip diger kaba aktarmak i¢in

kullanilir. Biyokimya laboratuvarlarinda agiz yoluyla pipet kullanilmamasina 6zellikle dikkat

edilmelidir.

Lastik puarla ve elle pipet kullanimi1

Otomatik pipet kullanilmast:

e Otomatik pipet pistonu her giin kullanimdan 6nce birkag kez calistirilarak yaglanmasi saglanir.
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e Temiz pipet ucu takilir.

¢ Piston basparmakla birinci durak noktasina kadar bastirildiktan sonra pipet ucu 6rnek icine (2-3
mm) daldirilir.

e Piston yavagca serbest birakilir, boylece sivi pipet ucuna dolar. Piston aniden serbest birakilirsa
siv1 igeriye figkirarak gireceginden pipet kirlenebilir.

¢ Pipet ucu cam kenaria dokundurularak 6rnekten ¢ikarilir.

e Pipet, 6rnegin aktarilacag tiipe daldirilarak piston ikinci durak noktasina kadar bastirilir.

e ikinci durak noktasindayken pipet ucu kenara dokundurulmadan ayiragtan disar1 ¢ikarilir, piston

yavasea birakilir ve kullanilan u¢ yikama kabina atilir.

Biiretlerin Kullanilmasa:

Biiretler, degisik hacimlerde, alt tarafi musluklu, derecelendirilmis cam borulardir. Titrasyonda
kullanilir. Biiretle birlikte kavrayacak sekilde musluk sol el ile tutulur, sag eldeki erlenmeyer her
damlada c¢alkalanarak biiretten sivi damlatilir. Gerektiginde musluk vazelin ile yaglanir. Titrasyon
islemi bittikten sonra biiret hemen bosaltilir ve distile su ile yikanir. Musluk kismi ayrica yikanir ve

kullanilacagi zaman biirete takilir.
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Biiret Muslugun tutulma sekli
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Cokelme-Coktiirme:

Berrak iki eriyigin karigtiritlmasiyla ortaya ¢ikan bulaniklifa ¢okelme, bu isleme ¢oktiirme denir.
Bulanik sivinin bekletilmesi veya santrifiijii ile asagida biriken kati kisma ¢okelti (pellet), iistteki

sivi faza stipernatan denir.

Cokeltinin sivi fazdan ayrilmasi:
Bu amag i¢in asagidaki islemlerden uygun olani secilir.

I) Aktarma (Dekantasyon): Cokeltinin dibe oturmasi i¢in beklenir, istte kalan saydam c¢ozelti

dipteki ¢okeltiyi gevsetmeden bagka yere aktarilir.
2) Stizme

Sivilardaki ¢éziinmeyen maddeleri uzaklastirmak i¢in uygulanan islemlerden en basitidir. Cozelti
ince delikli bir siizgecten gecirilirken kati taneler siizgec iistiinde kalir. En ¢ok kullanilan siizgec,
cesitli biiytlikliikte porlar1 olan filtre kagitlarinin huniye yerlestirilmesiyle elde edilir. Filtre kagidi
huni yuvarlagindan yaklasik 1 cm asagida olmali ve huniye yerlestirildikten sonra ¢oziicii ile
1islatilmalidir. S1vi daima bir cam baget boyunca siizgeg i¢ine akitilmali ve filtre kdgidinin 2/3’{inii
asmamalidir. Cozelti bulanik olursa tekrar siiziiliir. Siiziilecek tanecigin capina gore, farkli stizme
ozelligine sahip filtre kagitlarindan uygun olanm segilir. Basit siizme islemi, yercekimi etkisiyle

gerceklesir. Stizmenin ¢abuklastirilmasi i¢cin vakum uygulanabilir.

a b c d

Filtre kagidinin hazirlanmasi: a) Kare seklindeki kagit dorde katlanir b) Taranmig kisim kesilir ¢) Sekildeki gibi agilir d)
Huniye yerlestirilir.

3) Santrifiij islemi
Santrifiij kuvvetlerinden (donme ile olusan merkezka¢ kuvvetten) yararlanilarak c¢okeltiyi

cozeltiden ayirmak icin gelistirilmis bir ayirma yontemidir. Cokelti siizgec¢ kagidiyla tutulamayacak
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kadar kiigiik ise veya ayirma isleminin ¢abuklastirilmasi gerekiyorsa santrifiij yontemi secilir. Cok
kiiclik taneciklerin ayirimi igin yiiksek devirli santrifiijler (ultrasantrifiij) bulunmaktadir. Santrifiij
cesitli biiylikliikte ve Ozellikte olabilir. Basit bir masaiistli santrifiijiinde motorla dondiiriilen bir
baslik ve buna asili tiip kefeleri mevcuttur. Santriflij yapilacak her tiiplin karsisina esit agirlikta tiip
konur. Bu dengeleme isleminde terazi kullanilir. Santrifiij tiipleri, santrifiij sirasinda olusan basinca
dayaniklidir. Aleti calistirirken ve durdururken hiz kademeli olarak cogaltilip azaltilmalidir.

Santrifiij kapagi alet tamamen durmadan agilmamalidir.

Santrifiij hiz1, dakika devir sayis1 cinsinden belirtilir. Belirli bir igslemde santrifiij kullanilabilmesi
icin dakika devir sayis1 (rpm=rotation per minute) ve santrifiij siiresi verilmelidir. Ancak olusan
merkezkag¢ kuvvet dakikadaki devir sayist ve donen basligin yarigapi ile ilgili oldugundan, farkli
yarigaplardaki (farkli modellerdeki) santrifiijlerde, ayn1 rpm’de santrifiij edilen maddenin birim
zamandaki ¢okmesi ayn1 olmaz. Bu nedenle dakika devir sayisini kullanmak dogru degildir. Bunu

yercekimi kuvveti (g) ile ifade edilen santrifiij merkezka¢ kuvvetine ¢evirmek gerekir.
Santrifiij merkezkag¢ kuvvetini (g), rpm 'a ¢cevirmek i¢in asagidaki formiil kullanilir:
g = (rpm)> r x1.118 x 10°

r = tiibiin dibi ile santrifiij ekseni arasindaki uzaklik (santrifiij baglhiginin yarigapi; cm)
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TBG-1 UYGULAMASI

1- COZELTILER ve pH KAVRAMI

Cozelti ve Siispansivon:

Kati, sivi veya gaz halindeki bir maddenin, kati, sivi veya gaz bir ortamda homojen olarak
dagilmasindan olusan karisima ¢dézelti, bu olaya ¢oziinme denir. Her ¢6zeltide ¢dzen bir ortam
(coziicii) ile ¢oziinen bir madde vardir. Ancak tanimdan da anlasilacagi gibi kati bir maddenin bir
sivi i¢inde ¢Ozlinmesi sart degildir. Gaz-gaz, gaz-sivi, sivi-sivi, kati-sivi bilesiminde cozeltiler

bulunabilir.

Bir siv1 igerisinde ¢dziinmeyen bir maddenin, ortama ¢ok kiiclik pargalar halinde dagilmasiyla

olusan saydam olmayan karisima stispansiyon denir (6rnek: tebesir tozu-su).

COZELTI: SUSPANSIYON:

- Saydamdir. Renkli olabilir. - Saydam degildir.

- Cozen ve ¢oziinen maddeler - Slizme vb. ile katt madde sividan
mekanik yollarla birbirlerinden ayrilabilir.
ayrilamaz.

Kolloidal ¢ézelti, siispansiyonu meydana getiren parcaciklarin, stvi icerisinde 104-10° cm arasinda

ince elementler halinde dagilmasiyla meydana gelir (6rnek: nisasta peltesi).

Bir stvinin diger bir siv1 igerisinde ¢ok kii¢ilik pargalar halinde dagilmasi ile meydana gelen karigima
emiilsiyon denir (Ornek: zeytinyagi-su karigimi). Burada gercek bir ¢oziinme séz konusu

olmadigindan miktar1 fazla olan siviya ¢oziicii, miktari az olan siviya ¢oziinen denir.

Konsantrasyon, ¢ozeltinin birim hacminde ¢6ziinmiis olan madde miktaridir.Cozeltilerin

konsantrasyonlari farkli bigimlerde ifade edilebilir.

Konsantrasvon Tiirleri:

1- % Kiitle, % Hacim:

a) Agirlikca yiizde agirlik: 100 g ¢dzeltinin iginde ¢dziinen maddenin agirhigini belirtir. Ornegin

% 2 (w/w) bakir siilfat (CuSOs) ¢ozeltisi, 100 gram c¢ozeltide 2 g CuSOuigerir.
Konsantrasyonun bu ifade sekli genellikle alagimlarin bilesimini, kimyasal maddelerin
safligini, derisik asit ve alkalilerin kuvvetini belirtmekte kullanilir.

b)Hacimce yiizde agirhik: 100 mL ¢ozeltinin iginde ¢bézlinen maddenin agirligint belirtir.

Ormegin % 5 sodyum kloriir(NaCl) ¢ozeltisi (w/v) 100 mL ¢dzeltide 5 g NaCl igerir. 100 mL
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icerisinde gram disinda bir agirhik birimiyle madde iceren c¢ozeltilerde, birim mutlaka
belirtilir (% 5 mg gibi). Bu ¢ozeltilerin agirlik birimi/dL seklinde ifadesi daha dogrudur (5
mg/dL gibi).

¢) Hacimce yiizde hacim: 100 mL ¢6zeltide ¢oziinen maddenin hacmini belirtir. Hacim/hacim

(v/v) olarak ifade edilir. Ornegin %70 etanol (v/v) ¢dzeltisi, 100 mL ¢dzeltide 70 mL etanol
igerir.

2- Milyonda kisim: Kimyasal elementlerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarini belirtmekte kullanilan

ve ppm ile gosterilen milyonda kistm (parts per million), milyonda bir birimi belirtir. Birimi
milyonda kiitle (mg/kg) veya milyonda hacim (mL/kL) olabilir. Yerkiirenin kabugunda bulunan
veya cevre kirliligine yol acan eser elementler ile adli tip analizleriyle saptanan eser elementlerin

miktarlar1 bu birimle ifade edilir.
3- Molarite (M):1 L ¢ozeltide ¢ozlinmiis maddenin mol sayisin belirtir.

e Ornekler: 1 Msodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi litresinde 1 mol NaOH igeren ¢dzeltidir. Bu
¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 1 mol gram NaOH (40 g) tartilip, saf su ile 1000 mL’lik balon jojede
¢oziiliir, litre ¢izgisine kadar su ilave edilir.

e 1 M Oksalik asit [(COOH)2.2H20] ¢ozeltisi, litresinde 1 mol (COOH)2.2H20 igeren
¢ozeltidir. Cozeltinin hazirlanmasinda oksalik asidin icerdigi 2 mol H20, mol agirlig
hesabina katilir. (COOH)2.2 H20 mol agirligi=126 g. 126 g oksalik asit tartilip, 1 L’lik balon
jojeye konur. Bir miktar saf suda ¢oziindiirdiikten sonra suyla litreye tamamlanur.

4- Normalite(N):1 L ¢ozeltide ¢oziinmiis maddenin esdeger gram(ekivalan gram)sayisini belirtir.

Esdeger gram, molekiil agirligimin etkime degerine boliinmesiyle elde edilir. Etkime degeri,

asitlerde H*, bazlarda OH™ iyonlarinin sayisina baglhdir. Indirgen ve yiikseltgen maddelerde ise
reaksiyon sirasinda alinan veya verilen elektron sayisidir. Bazi kimyasal maddelerin degerlikleri

asagida verilmistir.

Asitler Organik asitler Bazlar

HCI:1 CH,;COOH: 1 NaOH: 1

H2S04: 2 (COOH )2:2 Ca(OH),: 2

H3PO4: 3 Al(OH);: 3
Ornekler:

e 1 N NaOH cozeltisi, litresinde 1 esdeger gram NaOH icerir. NaOH’1n molekiil agirligi 40,
etkime degeri 1’°dir. Bu nedenle 1 esdeger gram NaOH 40/1 =40 g’dir. 40 g NaOH bir miktar

saf suda ¢oziindiiriiliir, 1000 mL'ye saf su ile tamamlanir.
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e 1 N (COOH)2.2H,0 ¢ozeltisi 1 esdeger gram (COOH)2.2H,0O igerir. Bu ¢ozeltinin
hazirlanmasi i¢in etkime degeri ve molekiil agirligr bilinmelidir. (Molekiil agirligi 126, etkime
degeri 2). 1 esdeger grami1 126/2 = 63’tiir. Bu miktar tartilir, ¢oziindiirtilerek saf su ile litreye
tamamlanur.

Etkime degeri 1 olan bilesiklerin molar ve normal ¢ézeltilerinin konsantrasyonlari birbirine egittir.
5- Molalite (m): 1 kggoziiciide ¢oziinen maddenin mol sayisini belirtir.

Ornekler:

e 10 g NaOH’in 500 g suda ¢6ziinmesi ile olusan ¢ozeltinin molalitesi su sekilde hesaplanir: 1
mol gram NaOH 40 g oldugu i¢in; 10 g NaOH = 10/40 = 0.25 mol NaOH eder.

e 0.5 kg suda 0.25 mol NaOH varsa; bunun 1 kg.’inda 0.5 mol NaOH bulunur. Molalite = 0.5
mol/1 kg = 0.5 m olur.

Ozmolarite-ozmolalite: Bir ¢6zeltinin ozmotik basincina katkida bulunan kimyasal maddenin mol

sayisina ozmol (Osm) denir. Ozmolarite, 1 litre ¢ozeltide ¢Oziinen maddenin ozmol sayisini,
ozmolalite ise 1 kggoziiciide ¢oziinmils maddenin ozmol sayisini belirtir. Seyreltik sulu ¢ozeltilerde
ozmolarite ve ozmolalite esit kabul edilebilir. Hesaplamalarda tuzlarin iyonlarina ayrigtigir kabul
edilir. Dissosiye olmayan (ayrismayan) bir maddenin mol sayisi, ozmol sayisina esittir. Buna gore 1

mol glikoz=1 ozmol; 1 mol NaCl ise, ayristiginda 1 mol Na ve 1 mol ClI olustugu i¢in 2 ozmol’dur.

Konsantrasvon Hesaplari ve Seyreltmeler:

Konsantrasyonu az olan ¢ozeltilere seyreltik ¢ozelti, konsantrasyonu fazla olan ¢ozeltilere ise
derigik ¢ozelti denir. Cozebilecegi en fazla maddeyi ¢6ziinmiis halde bulunduran g¢ozeltilere
isedoymus  ¢ozelti, bunlarin  konsantrasyonlarina doygunluk konsantrasyonu denir. Bu
konsantrasyonun istiindeki ¢ozeltiler asirt doymus, altindaki cozeltiler ise doymamis cozeltiler
olarak adlandirilir. Yiksek sicaklikta hazirlanan doymus ¢ozeltiler, sogumaya birakildiginda
icerigindeki kat1i maddenin bir kismi1 yeniden ¢okelerek asirt doymus ¢ozelti haline gecer. Sicaklik,

doygunluk konsantrasyonunu arttirir.

1- Asitlerden Normal Cozelti Hazirlanmasi:

Bu islem asagidaki ¢esitli 6rneklerle agiklanabilir.

e Derisik hidroklorik asit (HCl)’den 1 N HCI hazirlanmasi.

a) Once derisik HCl ¢dzeltisinin molaritesini hesaplamak gerekir: Derisik HCl ¢dzeltisinin
piyasada % 37 (v/v) olarak bulunan 6rneginin yogunlugu 1.19 g/mL’dir. Buna gore 1000
mL’si 1190 g olan derisik ¢ozeltinin % 37°si HCl oldugundan, 1 L derisik ¢ozeltide
1190x0.37= 440.3 g HCI bulunur.
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HCI’in mol agirligi 36.5°tur. 440.3 g HCl igeren derisik ¢ozelti 440.3/36.5=12.06 M’dur.
HCPl’in etkime degeri 1 oldugu i¢in, bu ¢dzeltinin normalitesi, molaritesine esittir. 12.06 N
HCP’in 1 litresinde 12.06 esdeger gram var demektir.

Litresinde 1 esdeger gram HCl iceren ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in dogru oranti hesabi yapilir:
1000 mL’de 12.06 esdeger gram HCI bulunursa kag mL’de 1 esdeger gram HCI bulunur?
1000/12.06 = 82.9 mL. Bu miktarda derisik HCI alinip litreye tamamlanur.

b) 1 L normal HCI ¢ozeltisi igin gereken sivi hacmi (V), asagidaki formiille de hesaplanabilir:

Mol agirhig
V(mL) = ol agir 1g1 x 100 - 36.5x 100 2905
g/dL x Etkime degeri 44 x 1

* Yogunlugu 1.84 olan % 98’lik derisik silfiirik asit (H,SO,)’in molaritesinin ve normalitesinin
hesaplanmas.
a) 1 mL H2S04,1.84 gramdir. Buna gore 1 litre %100°liik asidin agirligi 1840 g, 1 litre %98’lik
asidin agirlig1 1840 x 0.98 =1803 g olur.
H,SO,’tlin mol agirhig: 98 g’dir. 1803 g H,SO, icerisinde 1803/98=18.4 mol vardir. Litrede
18.4 mol H,SO, oldugundan ¢dzeltinin molaritesi 18.4 diir.
b) H,SO,’lin etkime degeri 2’dir. Buna gore 1 esdeger gram H,SO,, 98/2 =49 g’dur.
1 litre H,SO,1803 g oldugundan, litresinde 1803/49 = 36.8 esdeger gram bulunur.
Derisik H,SO,’linnormalitesi 36.8 dir.
e 0.5 N H2S04¢ozeltisinin 1.2 litresinde kag gram H,SO, vardir?
1 N H,SO,, 1 esdeger gram madde igerir. Etkime degeri 2 oldugundan esdeger grami 98/2=49

gram eder.0.5 N ¢ozeltide ise 0.5 esdeger gram madde, yani 24.5 g vardir.
1.2 L’de: 24.5x 1.2=29.4 g H,SO, bulunur.

e 300 mL’sinde 10 gsakkaroz (Ci2 Hz2 O11) bulunan ¢ozeltinin molaritesi kagtir?
C12 Hz2 O11 mol gram=337 g
Basit dogru orantiyla: 300 mL’de 10 g varsa litrede 33.3 g vardir.
33.3/337 = 0.099 M eder.
e 180 mL 0.21 M g¢ozelti hazirlamak i¢in ka¢ gram magnezyum kloriir (MgCl.. 6 H20)
alinmalidir?
MgCl, .6 H2O mol gram1 =203 g
1 mol 203 g ise 0.21 mol: 0.21 x 203 = 42.6 g eder.

1000 mL i¢in 42.6 g gerekirse 180 mL i¢in 42 x180 /1000= 7.66 g gerekir.
e 11.2 gpotasyum hidroksit (KOH)’den ka¢ mL 0.5 M ¢ozelti hazirlanir? (KOHmol agirligi= 56 g)

0.5 M KOH ¢ozeltisinin litresinde 0.5 mol KOH bulunur. Bu da 56 x 0.5 = 28 g KOH eder.
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Elimizde 11.2 g oldugundan, 11.2 /28 = 0.4 L (400 mL) 0.5 M ¢d6zelti hazirlanir.

2- Derisik cozeltiden seyreltik ¢ozelti hazirlanmasi:

Derisik ¢ozeltiye ¢oziicii ekleyerek konsantrasyonunu azaltma islemine seyreltme denir. Seyreltme

isleminde asagidaki formiilden yararlanilir:
V,xC;=V,xC,

Konsantrasyon (C), molar, normal veya % olarak ifade edilebilir. Burada prensip, esitligin iki
tarafinda da madde miktarinin esit olmasidir. Konsantrasyon molar olarak ifade ediliyorsa VxM,
mol sayisini; normal olarak ifade ediliyorsa VXN esdeger gram sayisinm verir. % olarak ifade edilen
konsantrasyon hesaplarinda da V X %C = g maddeyi gosterir. Seyreltme yapilan ¢ozeltide

¢oziinmiis madde miktari, baglangictaki ve son ¢dzeltide ayni olmalidir.

e % 40 NaOH ¢ozeltisinden 100 mL % 2 NaOH ¢dzeltisinin hazirlanmasi.
Once 100 mL’sinde 40 g NaOH olan ¢ozeltinin kag mL’sinde 2 g NaOH bulundugu hesaplanr:
100 x 2/40=5 mL
5 mL % 40 NaOH ¢ozeltisinden alinip hacmi distile suyla 100 mL’ye tamamlanirsa % 2’lik
NaOH c¢ozeltisi elde edilir.
V;x C; =V, x C,formiiliine gore hesaplandiginda; V1 x 0.4 = 100 x 0.02

V1=2/0.4=5mL

Molar ve normal konsantrasyonlu g¢ozeltilerden daha seyreltik c¢ozeltiler hazirlanmasinda da ayni islem
yapilir. Ornegin 12 N HCI’den 3 N HCI hazirlanmas igin pratik olarak derisik olan ¢ozeltiden (12 N) 3 mL
almip 12 mL'ye saf su ile tamamlanir. Ancak bu islemde dikkat edilecek nokta, derisik asit iizerine
suyun eklenmemesidir. Kuvvetli derisik asitlerde seyreltme yapilirken aside su katilmasiyla 1sinma

olacagindan, saf suyun iizerine asit yavage¢a katilir, soguyunca da su ile hacmi tamamlanir.

¢ %10’luk CuSO45H,0(mol agirligr = 249.61) ¢odzeltisinden0.5 mM ¢dzeltinin hazirlanmasi.

% 10’luk ¢ozeltinin litresinde 100 g madde bulunacagindan,
M =100/249.61 = 0.4 mol/L = 400 mM
0.5 mM c¢ozelti hazirlamak i¢in dogru orant1 hesabi yapilir. 1 litrede 400 mmol varsa, litrede 0.5
mmol olmas1 i¢in 0.5 x 1000/400=1.25 mL gerekir.
1.25 mL 400 mM ¢ozeltiden alinip litreye tamamlanur.
e 250 mL 0.15 M H2SOg4 ¢ozeltisini, 0.025 M olmasi i¢in ne kadar seyreltmelidir?
M1 V1=M; V>
M1, V1 250 x 0.15

V2 = = = 1500 mL’ye kadar saf su eklenmelidir.
M2 0.025
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e 1.5 M bir ¢ozeltinin 75 mL’si 250 mL’ye sulandirilirsa ¢6zeltinin molaritesi ne olur?
Yukaridaki formiille: 75 x 1.5=250 x M2; 112.5/250 =0.45 M bulunur.

3- Basit sulandirma (seyreltme):

Cozeltiler bir veya birkag kat seyreltilebilir. Bunun igin ¢6zeltinin belirli bir hacmi {izerine o
hacminin istenilen kat1 kadar su eklenir. Ornegin ¢6zeltiden 1 mL alinip iizerine 1 mL su eklenirse
1/2 oraninda (1 kisim ¢dzelti:1 kisim su) sulandirilmis olur. Ana ¢ézeltiden 1 mL alinip 4 mL su
katilirsa 1/5 oraninda sulandirilmis demektir. Bu seyreltmede sulandirma katsayisi 5 olarak da ifade
edilir. Toplam 5 mL igerisinde ana ¢ozeltiden 1 mL oldugunu gosterir. On kez sulandirmak i¢in ana
¢ozeltiden 1 hacim alinir, 9 hacim su katilir (1/10 sulandirma).
e 5mL seruma, 15 mL serum fizyolojik eklenirse seyreltme katsayisi kag olur?

5+15=20 mL son hacim

Asagidaki gibi orant1 kurulur.

20 mL’de 5 mL varsa,

X mL’de 1 mL olur

X=20/5=4

e 250 mL 1/5 oraninda sulandirilmis serum 6rnegi nasil hazirlanir?
X/250 = 1/5 X=250/5=50 mL

50 mL serum 250 mL’ye sulandirma tamponu ile tamamlanir.

Sorular:

1- 10 mL i¢inde 20 esdeger mg ¢oziinen madde igeren ¢dzeltinin normalitesini hesaplayiniz.

2- 100 mL’sinde 17.14 mg baryum hidroksit [Ba(OH)2] igeren ¢06zeltinin normalitesini
hesaplaymiz. [Ba(OH)2’in mol agirligi=171.4 g|

pH kavram ve ol¢iilmesi

Sulu ¢ozeltilerde [H*] ve [OH] konsantrasyonlarinin ¢ok kiiciik sayilarla ifade edilmesi gerekebilir.

Bu nedenle konsantrasyonlar eksponensiyel olarak belirtilir. Hesaplamalarda kolaylik getirmesi

amacityla bu sayilarin negatif logaritmasi kullanilarak bir cetvel olusturulmustur. [H']

konsantrasyonunun negatif logaritmasina pH denir.

pH =log 1/ [H*]=- log [H]

2 H,0 <% p H:0* + OH-
250 C*da [H30*] =[OH]= 1.0 x 107 M
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Ksu= [H30"] X [OH] = 1.0 x 104

-log Ksu = -(log [H30%] [OH] )= -log (1.0 x 1014
-(log [H30"] + log [OHT]) = - (-14)

-log [H30"] -log [OH] = 14 pH + pOH =14

pH cetveli 0-14 arasinda degisir. 1 M HCI ¢6zeltisinin pH’s1 0°dir. 1 M NaOH ¢ozeltisinin pH’s1 da
14’tiir. pH Ol¢iimii asit-baz endikatorleri veya pHmetre denilen aletle yapilabilir. pHmetre,
kullanilan pH elektrodunun voltajin1 dlgerek bunu mV veya pH degeri olarak gdsteren 6zel bir
voltmetredir. pHmetrelerde kullanilan elektrod sistemi iki elektroddan olusur. Bunlardan biri
Ol¢iimii yapan pH’ya duyarli elektrod, digeri ise referans elektroddur. pH’ya duyarli elektrodun
voltaji, 6l¢iim yapilan ¢ozeltinin pH’s1 ile degisir. Referans elektrod ise dlgiilen elektrik devresinin
tamamlanmasi i¢in kullanilir. Fonksiyonu, pH’ya duyarli elektrodun voltajinin karsilastirilacagi
degismeyen (sabit) bir voltaji saglamaktir. Modern pHmetrelerde bu iki elektrod sistemi tek bir

elektrod haline getirilmis kapali sistemlerdir.

pHmetrenin dogru 6l¢lim yapmasi i¢in standardize edilmesi gerekir. Bu islem pH’1 bilinen standard
tampon c¢ozeltiler kullanilarak yapilir. Standardizasyonun belirli aralarla tekrarlanmasi aletin dogru

Olclim yapmasi agisindan onemlidir.

pHmetrenin kullanilmasu:

1- Elektrod distile su ile yikanir ve kuru ve yumusak bir kagit havlu ile kurulanir.

2- Olgiim yapilacak ¢ozeltinin icine elektrod daldirilir. Sistemin dengeye gelmesi beklenir.

3- pHmetrenin sicaklik ayar ¢ubugu ile ¢ozeltinin sicakliginin aletin standardize edildigi sicakliga
uygunlugu denetlenir.

4- Cozeltinin pH’s1 gostergeden okunur.

5- Olgiim isleminin sonunda (veya yeniden bir dl¢iim yapilmadan 6nce) elektrod tekrar yikanir ve
musluk suyu igeren kabina takilir. Elektrod mutlaka su iginde beklemelidir. Aksi halde
kuruyarak fonksiyon yapamaz hale gelir. Elektrod koruma kabina distile su konulmamalidir.
Distile su elektrodun yosun tutmasina yol agar.

Asit-baz indikatérleri: Asit-baz indikatorleri, titrasyonda doniim noktasini (ekivalans noktay1) gozle

goriilebilir hale getirebilmek i¢in kullanilan, ¢esitli pH alanlarinda renk degistirme 6zelligine sahip
zay1f organik asit veya bazlardir. Molekiil halden iyon haline gegerken veya tersi durumunda renk
degistirirler. Renk degisimi siddetli oldugu i¢in ¢cok az miktarin1 kullanmak yeterli olur. Indikator

se¢ciminde en onemli nokta secilen indikatdriin renk degistirme araliginin (pH araligi) reaksiyonun
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son noktasmin pH’sin1 da kapsamasidir. Indikatorler iki gesittir:

a) Sivi indikatorler: Belirli pH’da renk degistiren maddelerin ¢6zeltisinden olusur. Cogunlukla
titrasyon sirasinda kullanilir.

b) Kagit indikatorler: Stvinin asit, nétral veya alkali 6zelliginde oldugunu gésterir. En basiti
turnusol kagididir. Belirli pH arali§ina 6zgii indikator kagitlar1 daha hassas pH 6l¢iimii veya

ayarlanmasi amaciyla kullanilir. Sik kullanilan indikatorler asagidaki tabloda gosterilmistir:

Adi pH alam Alkali alanda renk Asit alanda renk
Timol mavisi 1.2-28 Sar1 Kirmizi
Dimetil saris1 29-4.0 Sari Kirmizi
Metiloranj 3.0-44 Turuncu-Sar1 Kirmizi
Kongo kirmizist 3.0-52 Kirmizi Mavi-menekse
Metil kirmizisi 44-6.2 Sari Kirmizi
Bromtimol mavisi  6.0-7.6 Mavi Sar1
Fenolftalein 8.3-10.2 Kirmizi Renksiz

Zay1f asitler kuvvetli alkalilerle titre edilirken, hafif alkalik ortamda renk degistiren fenolftalein
(pH=8.3-10.2) kullanilir. Zay1f alkaliler siddetli asitlerle titre edilirken, hafif asit ortamda renk
degistiren metiloranj veya metil kirmizis1 (pH=4.4-6.2) kullanilir. Kuvvetli asitlerle kuvvetli
alkaliler titre edilirken metiloranj-fenolftalein arasinda renk degistiren biitiin indikatorler

kullanilabilir.

Asit-Baz Titrasyonu- Notrallesme

Notrallesme bir asit ve bir bazin reaksiyonu sonucu tuz ve su olusmasidir.

H3O*A + BOH™ <—> 2 H,O + AB

Notrallesme reaksiyonunda en dnemli nokta, reaksiyon sonunda ortamdaki asidin ve bazin tamamen
tiikenmis olmasidir. Bu duruma notrallesmenin esdeger(ekivalans) noktas: denir. Bu noktada asidin
esdeger gram sayisi ile bazin esdeger gram sayisi esitlenmistir. Ekivalans noktasini bulabilmek i¢in
aside baz (veya baza asit), titrasyon yontemi ile katilir. Titrasyonda nétrallestirilecek asidin belirli
bir hacmi bir behere konur. Uzerine uygun asit-baz indikatérii damlatilir. Biirete konulan baz,
beherdeki asit iizerine belirli bir hizla damlatilarak titrasyon yapilir. Notrallesmenin ekivalans
noktasina gelindigi, indikatoriin renk degistirmesi ile anlasilir. Buna indikatoriin son noktasi denir.
Dikkat edilmesi gereken durum, indikatoriin son noktasi ile nétrallesme reaksiyonunun ekivalans
noktasmin uyumlu olmasidir. Indikatdriin renk degisim pH araligmin, ekivalans noktasmin pH’smi

da kapsamas1 gerekir.

25



1. DENEY: Zayif asitle kuvvetli bazin titrasyonu

Zayif asit olarak asetik asit (CHsCOOH), kuvvetli baz olarak NaOH kullanilir. Indikatér olarak
degisim pH’1, CH3COOH 1n ekivalans noktas1 olan pH=8.72’1 de kapsayan fenolftalein kullanilir.

1- 1 N CH3COOH c¢ozeltisi 0.1 N olacak sekilde 10 kez sulandirilir.

2- Bir behere 10 ml 0.1 N CH3COOH c¢ozeltisi konur. Uzerine 1-2 damla fenolftalein damlatilir.
Fenolftalein asit ortamda renksizdir.

3- 1 N NaOH ¢ozeltisi 0.1 N olacak sekilde sulandirilir.

4- Biirete 0.1 N NaOH ¢ozeltisi doldurulup biiretin ayarlar1 yapilir.

5- Biiretin muslugu 5 saniyede bir damla akacak hizda acilarak NaOH ¢ozeltisi asit ¢ozeltisinin
iizerine damlatilir. Bu arada asit ¢ozeltisi stirekli karistirilmalidir.

6- Titrasyon siirdilkge NaOH ¢ozeltisinin damlamasiyla asit ¢ozeltisi uguk pembe renge doner. Bu
renk asit ¢ozeltisini karistirdikca kaybolur.

7- Ekivalans noktasina ulasildiginda asit ¢ozeltisi, karistirilinca hemen kaybolmayan uguk pembe
renk alir. Bu noktada biiretin muslugu kapatilmalidir. Aksi halde devam eden NaOH damlalari,
beherde nétrallesecek asit kalmadigindan ortami alkali yapacagi igin fenolftaleinin alkali
ortamdaki koyu pembe rengi goriiliir.

8- Biiretten harcanan NaOH miktar1 okunur.

9- Hesap: Notrallesmede asit ve bazin esit esdeger miktarlar birbiriyle reaksiyona girdigi igin;
ekivalans noktasinda CH3COOH ve NaOH c¢ozeltilerinin esdeger gram sayilar: birbirine esittir.
Normalite=esdeger gram sayisi/hacim olduguna gore; esdeger gram sayisi= Normalite X hacim
olur. Ekivalans noktasinda:

Esdeger gram sayisi asit = Esdeger gram sayist paz
NasitX Vasit = NbazX Vbaz

Buna gore formiile CH3COOH’in normalitesi ve hacmi ile NaOH ¢0zeltisinin biiretten sarfedilen

hacmi yazilarak NaOH ¢o6zeltisinin kesin konsantrasyonu saptanir.
Tampon c¢ozeltiler

Bir¢ok kimyasal reaksiyonun gerceklesmesi i¢in ortamin belirli bir pH’da bulunmasi gerekir. Bu
nedenle reaksiyon siiresince ortam pH’s1 sabit tutulmalidir. Tampon ¢ozeltiler ortami1 pH
degisikliklerine karsi koruyan ¢ozeltilerdir. Bu fonksiyonlarin1t H* veya OH" iyonlarini ortamdan
uzaklagtirarak ortamin hidrojen iyon konsantrasyonunun degismemesini saglamak suretiyle
gerceklestirirler. Tampon sistemler genellikle bir zayif asit (veya baz) ve onun tuzunun
karigimlaridir. Bunlarin belirli oranda birlesmeleriyle c¢esitli pH degerlerinde tampon ¢ozeltiler

ortaya ¢ikar. Tampon sistemlerin pH’s1 Henderson-Hasselbalch denklemi ile hesaplanir.
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Asidik bir tampon sisteminde:
HA+ HO — H30" + A
(HA = Ayrismamus asit; A" = Tuz)

K= [A]x[H30"/[HA] [H:0"] = Kx[HA]/[AT]

pH = pK, + Log (Tuz/ Ayrigsmamus asit )  Henderson-Hasselbalch Denklemi

Bazik bir tampon sisteminde:

B + H,O = BH" + OH"

Kb = [BH'] [OH]/ [B]

pOH = pK; + log [BH'] /[B]

Tampon ¢ozeltilerin pH'lar1 Tuz/Asit veya Tuz/Baz oranlarina bagl olarak degismektedir.

Tampon sisteminin en etkili tamponlama kapasitesi pKaveya pKp degerinin pH degerine yakin

oldugu noktadir.

[A] = [HA] oldugunda [A] / [HA]=1 olur. Buradan:
pH=pKa+ log 1; pH= pKast+ 0; pH=pKa sonucu ¢ikar. Ayni hesaplama bazik tamponlar i¢in de
gegcerlidir.

Tamponlama giicii, tuz/asit orani1 1'den uzaklastik¢a azalir. Genellikle tamponlar pH=pK+1 disinda
kullanilmaz. Istenilen pH’da giiclii bir tampon ¢dzeltisi hazirlayabilmek igin pKa’s1 korunmak
istenilen pH’ya ¢ok yakin bir asit/ baz ve onun tuzunun karisim segilmelidir. Ornegin pH's1 4.7

olan gii¢lii bir tampon hazirlamak i¢in en uygun asit, pKa' s1 4.76 olan asetik asittir.
( Kasetik asit = 1.8 X 10_5)
2. DENEY: Tampon cozeltilerin hazirlanmasi ve tampon etkisinin gosterilmesi

1- 0.1 M Sodyum asetat/Asetik asit (CHECOONa/CHECOOH) tamponunun hazirlanmast:

0.1 M CH;COONa ve 0.1 M CH;COOH ¢ozeltileri esit oranda karistirilir (1:1; v/v). Bu

cozeltinin pH’s1 pHmetre kullanilarak 6l¢iiliir.

2- Tampon sistemine kuvvetli baz ¢ozeltisinin etkisi:

e 11L0.1 M CH;COONa/ CH;COOH tampon ¢dzeltisine 0.2 g NaOH eklenirse pH kag olur?

Bu islem i¢in 1 M NaOH c¢ozeltisi kullanilir. 1 M NaOH ¢0zeltisinin litresinde 40 g NaOH
vardir. 5 mL’de 0.2 g NaOH bulunur. O halde 1 L tampona 5 mL 1 M NaOH eklenmesi gerekir.
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Bu miktar kullanilacak tampon miktarina oranla ayarlanabilir. Islemi takiben tamponun pH’s1

olgtilerek kuvvetli baz ¢ozeltisinin pH’y1 ne kadar degistirdigi not edilir.

3- Tampon sistemine kuvvetli asit ¢ozeltisinin etkisi:

e 1L0.1 M CH;COON&a/CH;COOH tampon ¢dzeltisine 5 mmol HCI eklenmesinin pH’a etkisi ne
olur?
Bu islem i¢in 1 M HCI ¢ozeltisi kullanilir. 1 M HCI ¢ozeltisinin litresindel mol (1000 mmol)
HCI vardir. Bu ¢ozeltinin 5 mL’sinde 5 mmol bulunur. Su halde 1 L tampona 5 mL 1 M HCI
eklenmesi gerekir. Bu miktar, kullanilacak tampon miktarina oranla ayarlanabilir. islemi takiben

tamponun pH’1 dl¢iilerek pH’daki degisiklik not edilir.

4- Suya kuvvetli baz etkisi:

Once 3. basamakta kullanilan tampon miktar1 kadar suyun pH’s1 dl¢iiliir. Icine, tampona eklenen

miktarda NaOH c¢o6zeltisi katilarak yeniden pH’s1 6l¢iiliir.

5- Suya kuvvetli asit etkisi:

3. basamakta kullanilan tampon miktar1 kadar suyun i¢ine, tampona eklenen miktarda HCI ¢ozeltisi

katilarak pH’s1 6l¢iiliir.

Sorular:

1- Yukaridaki 1. ve 2. islemlerde hazirladigimiz tamponlarin pH’sinm1  Henderson-
Hasselbalchdenkleminden yararlanarak hesaplaymiz. pHmetre ile Olgtligiiniiz  degeri
denklemden buldugunuzla kiyaslaymiz. ( Kasetik asit = 1.8 X 10°)

2- Yukaridaki 3. ve 4. islemlerin (NaOH ve HCI eklenmesinin) pH iizerine etkisini Henderson-
Hasselbalch denklemi yardimiyla gdsteriniz.

3- Suya NaOH veya HCI eklenmesinin suyun pH’sin1 ne kadar etkiledigini hesaplayiniz. pHmetre

ile buldugunuz sonugla kiyaslayiniz.
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TBG-1l UYGULAMASI

1- SPEKTROFOTOMETRI ve ELEKTRON TRANSPORTU

Spektrofotometri

Biri 6tekinden daha koyu renkli olan ayni maddenin iki farkli ¢ozeltisine baktigimizda koyu renkli
¢ozeltide daha fazla madde bulundugunu biliriz. C6zeltinin rengi koyulastikca i¢cerdigi maddenin
konsantrasyonu da artar. Spektrofotometrinin altinda yatan prensip budur: Bir ¢zeltinin renginin

siddeti i¢inde bulunan madde miktarmnin 6l¢iisiidiir.

Bir elektromanyetik radyasyon tiirii olan 151k, dalga veya foton denilen tanecikler halinde boslukta
yol alir. Is1gin dalgalar halinde hareket ederken olusturdugu iki tepe noktas1 (pik) arasindaki uzaklik
151810 dalga boyunu verir. Dalga boyu lambda (1) ile gdsterilir ve nanometre (=10° m)ile ifade

edilir.

Dalga boyu (L)

\ 7[&\mpﬁtud

Giines 15181 veya tungsten lambadan ¢ikan beyaz 151k, farkli dalga boylarindaki elektromanyetik

1sinlardan olusan bir karisimdir. Eger bu 1sinlar goriiniir bolgedeki 1sinlarin tamamini kapsiyorsa

beyaz renkte goriiniirler.

Dagilim

By agisi

1s1k

Kirmizi
Turuncu
Sar
Yesil
Mavi

Lacivert
Mor

Isik spektrumu
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Beyaz 15131 olusturan farkli dalga boylarindaki tek 1siklar kiimesine spektrum denir. insan gozii
spektrumun 380-750 nm arasindaki dalga boylarina ait radyasyonu gorebilir (goriiniir 151k). Daha
kisa dalga boyuna sahip olanlar ultraviyole (UV; mordtesi), daha uzun olanlar infrared (IR:

kizil6tesi) olarak adlandirilir.

uv IR

Goérandr 1sik

T T T T T
400 500 600 700 800
Dalga boyu (nm)

Isik bir maddenin iizerine diistiigiinde ii¢ olay gerceklesebilir:

Madde 15181 yansitabilir.

Madde 15181 tutabilir (absorbans).

Is1gin bazi1 dalga boylar1 absorplanip geri kalani gegirilebilir (transmitans) veya yansitilabilir.
Spektrofotometride 15181 yansimasi 6nemli olmadigi i¢in absorbans ve transmitans ele alinir.

Bir ¢ozeltide goriilen renk goriiniir 15181 bazi1 dalga boylarinin se¢imli olarak tutulmasina, geri
kalan dalga boylarindaki 15181in gegirilmesine baghdir. Bir c¢ozelti beyaz 1518in  goriiniir
spektrumundaki biitiin dalga boylarindaki 15181 tutarsa o ¢ozelti siyah goriiniir. Eger hicbir dalga
boyundaki 15181 tutmazsa o ¢ozelti beyaz veya renksiz goriiniir. Goriinen her renge ait 1s18in bir
dalga boyu vardir. Mavi 15181 tutabilen bir ¢ozelti beyaz 1sikla temas ettiginde, beyaz 15181n mavi
renge ait dalga boylarindaki 1smnlarini tutar ve geri kalan dalga boylarindaki 151k kiimesini gegirir.
Gegirilen 1sinlarin bileskesi gbziimiize sar1 olarak goriiniir. Mavi 15181n tamamlayici rengi saridir.
Beyaz 15181n igerdigi farklh renkteki 151k radyasyonlarindan olusan spektruma baktigimiz zaman bir
¢ozelti tarafindan tutulan 151k disindaki 1siklarin bilegkesi, tutulan rengin tamamlayicist olarak

adlandirilir ve o ¢6zeltinin géziimiizle gordiigiimiiz rengini olusturur.

Bir ¢ozelti icindeki madde miktarin1 ¢ozeltiden gecen veya ¢ozeltinin tuttugu 11k miktarindan
faydalanarak Ol¢me islemine fotometri, bu dl¢iimii yapan cihazlara ise spektrofotometre adi
verilir. Spektrofotometrelerde renk yerine 151k siddeti 6l¢iildiigiinden, goriiniir 15181n yan1 sira UV
dalga boylarinda da 6lgiim yapilabilmektedir. Cozeltilerde tutulan 151k miktar1 absorbans, gegirilen
151k miktar1 ise transmittans olarak adlandirilir. Spektrofotometrede absorbans oGlgiimlerinde,

gdriinen rengin tamamlayicist olan tutulan 1smin rengine ait dalga boyu kullanilir. Ornegin sar1
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renkli bir ¢ozeltinin absorbansi Olciilecek ise, bu ¢ozelti tarafindan tutulan mor 15181n dalga boyu
(380-440 nm) kullanilir. Asagidaki tabloda spektrofotometrede belirli bir dalga boyu araliginda

tutulan 151k renkleri gosterilmektedir.

Isigin dalga boyu Spektrum araligi Tutulan i15181n rengi  Gozle goriilen renk

(nm)

<380 uv - -
380-440 Goriniir Mor Sari-Yesil
440-480 GOriiniir Mavi Sar1
480-490 GOriintlir Yesil-mavi Turuncu
490-500 GOoriiniir Mavi-yesil Kirmizi
500-580 GOriiniir Yesil Mor
580-600 GOriiniir Sar1 Mavi
600-620 Goriniir Turuncu Yesil-Mavi
620-750 Gorliniir Kirmizi Yesil

>750 IR - -

Spektrofotometre, teknik olarak, secilmis dalga boylarinda 1sik olusturan, bu 15181 kiivet denilen
0zel bir tiip igindeki ¢Ozeltinin igerisinden gegiren ve tutulan 1518 siddetini dlgen bir cihazdir.
Goriintir 151k kaynagi olarak tungsten lamba, UV kaynagi olarak hidrojen veya ddteryum lambasi
kullanilir. Monokromator, tek renkli (monokromatik) 151k se¢imini saglayan bir tiir 151k ayirim
filtresidir. Cikis araligi, secilen dalga boyunda dar bir 151k huzmesi eldesini saglar. Absorbansi
Olgililecek sivilarin konuldugu kiivetler, kuvartz, plastik veya camdan yapilmis, ¢apt 1 cm olan
silindir tiip veya bir kenar1 1 cm olan dikdortgen prizma biciminde haznelerdir. Goriiniir 151k
araliginda cam veya plastik kiivetler, UV dalga boylarinda yapilan dl¢iimler i¢in ise kuartz kiivetler
kullanilir. Kiivetten ¢ikan 151k dedektorde elektrik enerjisine ¢evrilir. Transmitans veya absorbans,

gostergeden okunur. Basit bir spektrofotometre diizenegi asagida goriilmektedir.

dedektdr

cikig aralig
monokromator

girig aral|g|!

15tk kaynag
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Fotometrinin prensiplerini diizenleyen ve Beer-Lambert diye adlandirilan kanuna goére bir
cozeltiden gecen 1s1k miktari, ¢ozeltinin konsantrasyonu ve 1s18in ¢ozelti i¢cinde katettigi yolla

logaritmik olarak ters orantili; tutulan 1s1k miktari ise dogru orantilidir.

N
[}
000
o 0
| 0
- -
| I, |o°] 1
— c.a [ 0 ° % S
I s b
0
— —>

b

Buna gore ¢ozeltiye giren 151k siddeti ile ¢ozeltiden ¢ikan 1s1k siddeti arasinda matematiksel bir
iligki vardir. Giren 15181n siddeti o ile gosterilir. Cozeltiden ¢ikan 1s181n siddeti, giris siddetine esit
degildir ve Is seklinde gosterilir. Cozeltide renk olusturan madde, konsantrasyonu olgiilecek

maddedir.
Transmittans (T )=Is/ lo (Cikan 151k/Giren 1s1k) olur.

Transmitans degerinin 100 ile ¢arpimi1 % T 1 verir. % T monokromatik (tek dalga boyuna sahip)
151810 renkli ¢ozeltiden gecis oranini belirtir. Absorbans (A) ile transmitans (T) arasinda su baginti

vardir:
A=-logT A=-logls/lg
Beer-Lambert kanununun ifadesi asagidaki gibi gosterilir:
T=1Is/lp=10"k-cP A=-log T oldugundan:
A=1log 1o (lo/1s)
A=k.cb

k = Absorptivite katsayisi
c= Konsantrasyon (g/L)

b = Isik yolu (cm, 15181n ¢ozelti iginde katettigi yol)
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Buna gore maddenin konsantrasyonu, 151k gecirgenligi (transmitans) ile ters ve logaritmik; tutulan

151k miktar1 (absorbans) ile dogru orantilidir.

Molar absorptivite (E) spesifik bir maddenin 1 mol/L’sinin belirli dalga boyundaki 1s181 tutma

41
miktaridir. Bu deger, o madde ve o dalga boyu igin sabittir. Birimi M cm dir. Konsantrasyon

birimi (¢), mol/L cinsinden alindiginda A= k.c.b formiiliinde k yerine molar absorptivite (E) yazilir.

Olgiimii yapilan maddenin o dalga boyundaki absorptivite katsayis1 biliniyorsa absorbans dl¢iimii
ile A=k.c.b formiiliinden ¢6zeltinin konsantrasyonu hesaplanir. Isigin gegtigi yol (b), 1 cm olarak

alinir.

Eger absorptivite katsayisi bilinmiyorsa, konsantrasyonu bilinmeyen c¢ozelti ile birlikte ayni
maddenin konsantrasyonu bilinen bir ¢ozeltisinin (standart ¢ozelti) absorbanslar1 6l¢iiliip dogru

oranti kurularak konsantrasyon hesaplanir.

A, =K. b cp c, = Standart ¢ozeltinin konsantrasyonu
A,=k,. b,. C, c,= Bilinmeyen ¢dzeltinin (deney) konsantrasyonu

Her iki ¢ozelti de ayn1 maddeyi igcerdigi i¢in ayni absorptivite katsayisina sahiptir. Isik ayni tiir

kiivetlerden gegtigi igin 151k yolu (b) 1 cm’dir. Bu durumda k;.b; = k,.b, olacagindan,

_ A
c, = —% X¢
Ay

Deneyin absorbansi
c, = Y x Standardin konsantrasyonu

Standardin absorbansi

formiiliine ulasilir.

Molar absorptivite bilinmedigi durumlarda bir maddenin bilinmeyen konsantrasyonunu bulmak i¢in
standart egri kullanilir. Bu amagla ayn1 maddenin konsantrasyonu bilinen bir ¢ozeltisi (standart
¢ozelti) hazirlanir ve bu ¢ozeltinin degisik oranlarda seyreltilmesi ile farkli konsantrasyonlarda
standart cozeltiler elde edilir. Elde edilen standart ¢ozeltilerin absorbanslar1 uygun dalga boyunda
Olgiilir. Standart cozelti konsantrasyonlar1 yatay eksene (x), bu konsantrasyonlarin verdigi
absorbanslar dikey eksene (y) yerlestirilerek elde edilen grafige standart egri (kalibrasyon egrisi)

denir. Bu egride 6l¢iilen absorbanslar ve ¢ozeltilerin konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal bir iliski
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oldugu goriiliir. Boyle bir egrinin yardimi ile absorbansi dlgiilen ancak konsantrasyonu bilinmeyen

¢ozeltinin konsantrasyonu hesaplanabilir.

—

Absarbans

Konsantrasyon ——

Lambert-Beer kanununun grafikle ifadesi

Spektrofotometre kullanimi:

Spektrofotometre agilarak, lambalarinin 1sitnmasi i¢in 5 dk beklenir.

Cihaz, uygun dalga boyuna ayarlanir. Bunun icin 6nceden maksimum absorbans tayini
yapilmal1 ve uygun dalga boyu saptanmalidir.

Kullanilacak kiivetlerin temiz ve lekesiz olmasina, parmak izi bulunmamasina dikkat edilir.
Dogru 6lgiim igin énce cihaz kalibrasyonu yapilir. Iginde saf su (veya ayirag korii) olan bir
kiivet yerlestirilerek cihaz sifir absorbansa ayarlanir. Saf su, 15181 absorbe etmeyerek %100
transmitans verir. Genellikle absorbansi 6l¢mek icin ortama katilan ayiraclar, ortama
katildiklar1 konsantrasyonda kiivete konulup sifir absorbans ayar1 yapilir. Buna ayirag¢ kori
denir. Bdylece ortamdaki miktar1 tayin edilecek madde disindaki maddelerin
absorbanslarinin katkisi yok edilmis (sifirlanmis) olur.

Ayar yapildiktan sonra konsantrasyonu bulunacak maddenin c¢ozeltisi kiivete konulup
absorbansi Olciiliir. Bu ¢ozelti berrak olmali, igerisinde partikiil bulundurmamalidir.

Kiivetin i¢indeki ¢ozeltinin hacmi, 151k yolunu tamamen kapatmaya yeterli olmalidir. Eger
hacim buna yeterli degilse mikrokiivetler kullanilmalidir.

Olgiim UV alaninda ise alette uygun lamba ayar1 (hidrojen veya déteryum) yapilmalidir.

1. DENEY: Maksimum absorbans tayini

Bir ¢ozeltinin rengi bize hangi renge ait 151k radyasyonunun tutulup geri kalanlarin bileskesinin

gordiigiimiiz renk oldugunu belirtmektedir. Ornegin kirmizi bir ¢dzeltinin yesil renge ait 15131

tuttugunu anlayabiliriz. Buna gore yesil renge ait spektrumdaki dalga boylarinda 6l¢tim yapilarak en

yiiksek absorbansin 6lgiildiigli dalga boyunu saptayabiliriz. Bu dalga boyu o ¢o6zeltinin

konsantrasyonunu bulmak amaciyla absorbansini 6l¢erken kullanmamiz gereken dalga boyudur.
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Bu deneyde kirmizi renkli yemek boyasi ¢ozeltisinin maksimum absorbansi spektrofotometre ile
bulunur.
Gerecler:
a) Spektrofotometre
b) Kiivetler
¢) Kirmiz1 yemek boyasi1 ¢ozeltisi, % 2.5 mg
d) Grafik kagidi
Deneyin yapilisi:
e Temiz kiivetler hazirlanir.
e Kiivetlerden birine saf su, digerine yemek boyas1 ¢ozeltisi konur.
e Saf su konulan kiivetle spektrofotometrenin sifir ayar1 yapilir.
e 420-580 nm arasindaki dalga boylarinda 10 nm’lik araliklarla 6rnegin absorbansi okunarak
kaydedilir. Her dalga boyunda kor ile sifir ayar1 yapilmalidir.
e QGrafik kagidinda dalga boylari (nm) yatay, Olgiilen absorbanslar dikey eksene isaretlenerek
grafik cizilir. Grafikteki egrinin tepe noktasi ¢ozeltinin maksimum absorbansini ve bunun

Olciilebildigi dalga boyunu belirtir.

2. DENEY': Standart egri ile konsantrasyonu bilinmeyen bir érnegin

konsantrasyonunun hesaplanmasi

Bu deneyde 2.5 mg/dL’lik kirmizi yemek boyasi ¢ozeltisi ile standart egri ¢izimi yapilarak

konsantrasyonu bilinmeyen 6rnegin konsantrasyonu hesaplanir.

Kor S1 S Ss3 Sa Ornek
Sulandirma orant - 1/4 1/2 3/4 1 -
%2.5 mg boya 0 1 2 3 4 0
cozeltisi (mL)
Saf su (mL) 4 3 2 1 0 0
Ornek (mL) - - - - - 4

e % 2.5 mglik boya ¢ozeltisi yukaridaki tabloda goriildiigii gibi farkli konsantrasyonlarda

sulandirilir.
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e Spektrofotometre, bir onceki deneyde maksimum absorbansin Ol¢iildiigii dalga boyuna
ayarlanir.

e Kor ile sifir ayar1 yapilir. Cozeltilerin agik renkten koyuya dogru absorbansi ol¢iiliir.

¢ Bilinmeyen miktarda boya ¢6zeltisi igeren 6rnek tiipiiniin absorbansi okunur.

e Konsantrasyonlar yatay (x), absorbanslar dikey eksene (y) yerlestirilerek bir grafik gizilir.

e Ornegin absorbansi grafige yerlestirilerek standart egriden konsantrasyonu saptanir.

e Ornegin absorbansina en yakin olan standart boya ¢ozeltisi secilerek asagidaki formiil ile de
hesaplama yapilir.

Ormegin absorbansi (Ag) x Standardin konsantrasyonu (As)

Ornegin konsantrasyonu (Cq)=
Standardin absorbansi (As)

Elektron transportu

Aerobik organizmalarin ¢ogunda bir substratin yiikseltgenmesi ile substrattan elektron ve proton
birlikte uzaklasir. Uzaklastirilan elektronlarin ¢esitli elektron tasiyicilar (elektron transport zinciri)
tizerinden O2’ne aktarilmasiylasu olusur. Elektron transport zinciri, hiicrenin mitokondri ad1 verilen
organelinde gergeklesen ve solunum zinciri olarak da bilinen elektron tagima sistemidir. Metabolik
reaksiyonlar (karbonhidrat, lipit ve protein yikimi) sirasindaki oksidasyonlara katilan NAD" ve
FAD koenzimleri, yiikseltgenen substratlardan aldiklari elektronlarla NADH + H* ve FADH’ye
indirgenir. Bunlarin rejenerasyonlari, mitokondrisi olan dokularda solunum zincirinde gergeklesir.
Elektron transport zinciri araciligi ile elektron aktarimi sirasinda protonlar (H") agiga ¢ikar ve bu

protonlar mitokondriyal matriksin disina pompalanir.

IO 000000 00000000000 0C000000000%0eN .
X A XOCx oy J
X
LA 20000000000000000000000000000 0 Iy 7O 0
000 X + OO0 XX
0002 + 2H 00084
4H 4l
4H*
+
00000000 ¢
+
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( il ~F
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Fumarat

Suiksinat
NADH + H* NAD*

Matriks ATP

Solunum zincirinde elektron transportu

36



Mitokondri membranmin i¢ ve dig yiizeyleri arasindaki proton konsantrasyonu farki, biyolojik
oksidasyon reaksiyonlarinda saglanan enerjinin temel kaynagidir. Bu hipoteze kemiozmotik teori
ad1 verilir. Matriks membraninin diginda H* iyonlar fazla oldugu i¢in pH daha diisiiktiir. Bu farkin
olusturdugu proton gradyani ile protonlar ATP sentaz enzimi lizerinden akarak matrikse geri
donerler. Bu gegis sirasinda 1 mol NADH’dan 2.5 mol ATP, 1 mol FADHz’den 1.5 mol ATP

sentezlenir.

Zedelenmis mitokondri tanecikleri olarak tanimlanabilen Keilin-Hartree kalp tanecikleri
mitokondrinin sadece elektron transportu i¢in gerekli bazi fraksiyonlarimi igermektedir. Keilin-
Hartree kalp taneciklerinde sitrik asit siklusu, oksidatif fosforillenme gibi reaksiyon dizilerinin
yiiriitiilmesi igin gerekli aktiviteler kaybolmus olmasina ragmen, fonksiyonel flavoproteinler ve
sitokromlarin tlimii bulunmaktadir. Bu nedenle ortama eksojen substrat eklendiginde taneciklerde
yiikseltgenme, elektron tasinmasi ve oksijen harcanmasi olaylar1 kataliz edilebilir. Boyle bir sistem
tarafindan eksojen substrat yilikseltgendiginde ylikseltgenmenin siddeti O, harcanmasi ile dogrudan
iligkilidir. Ortamin Oz konsantrasyonunun Ol¢iilmesiyle substratin yiikseltgenme siddeti

belirlenebilir.

Laboratuvarda yiikseltgenmenin ve elektron transportunun deneysel olarak gosterilmesi igin
elektron transport sistemi olarak Keilin-Hartree kalp tanecikleri, eksojen substrat ve son elektron
alicis1 olarak oksijen yerine bir boya kullanilir. Bu boya, elektronlar1 aldiginda indirgenerek renk

degisimine ugrar. Renk degisimi spektrofotometrede ol¢iiliir.
3. DENEY: Elektron Transportunun Spektrofotometrik Olciimii

Bu deneyde Keilin-Hartree kalp tanecikleri, eksojen substrat olarak siiksinat ve son elektron alicisi
olarak Oz yerine mavi renkli 2,6-Diklorofenol indofenol (DPIP) boyasi kullanilacaktir. Siiksinat
fumarata ylikseltgenirken elektron transport zincirine verilen elektronlar DPIP tarafindan sistemden
almir. Bu sirada DPIP indirgenir ve renk siddeti azalir. Bu degisim spektrofotometrede Olgiilerek
biyolojik oksidasyonun gostergesi olarak kullanilir. Burada birim zamandaki absorbans degisimi
Ol¢iilmektedir. Bu yonteme Kkinetik okuma yontemi denir. Asagidaki iki sekilde bu siiregler
gosterilmektedir. Bu yiikseltgenme siiksinata yapica benzeyen malonatin ortama eklenmesi ile
durdurulabilir. Deneyin ikinci asamasinda elektron taginmasinin durdurulmasinin sonuglar

gosterilmektedir.
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indirgenmis substrat
XH,

Cl
Cl

2,6-diklorofenol-indofenol
(mavi)

Cl
X ) H
O
cr’
indirgenmis (renksiz)
2,6-diklorofenol-indofenol

DPIP
AHz /
NAD? Flavin-Hz CO, CN-
2t Antimisin A \ 2H*
A Slele Fe%/ Fe*3
NADH+H* Fe? 120,
Flavin . . )
Yukseltgenmis Sitokrom Sitokrom
c
Flavin-Hz e
COO +3 Fet?
= 3
Fumarat (indirgenmis) ¢ ad o
Flavin
Suksinat \ DPIP
malonat
oo Elektonakst .

Ayrwraglar:

1- Keilin-Hartree kalp tanecikleri homojenati: Taze koyun kalbinden elde edilen bu tanecikler
sogukta (1-4° C) en az bir hafta dayaniklidur.

2- 0.3 M potasyum fosfat tamponu (pH=7.4).

3- 0.5 M siiksinat: Indirgenmis substrat olarak kullanilir.

4- 2,6-Diklorofenol indofenol (DPIP) ¢ozeltisi: 13.5 mg DPIP, 50 mL saf suda eritilir.

5- 0.5 M malonat: Elektron transport zinciri inhibitorii olarak kullanilir.
Deneyin yapilisi:

Bes tiip alinir ve asagidaki tabloda gosterilen miktarda ayiraclar kalp tanecikleri ve siiksinat

disinda sirasiyla konulur.
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Tupler

Ayiraglar (mL) 1 (Kor) 2 3 4 5
DPIP 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
0.3 M Potasyum fosfat (pH:7.4) 1.125 1.125 1.125 1.125 | 1.125
0.5 M malonat (inhibitdr) - - 0.025 - 0.025
H20 1.025 0.975 0.950 0.875 | 0.850
Kalp tanecikleri - 0.025 0.025 0.025 | 0.025
0.5 M siiksinat - 0.025 0.025 0.125 | 0.125

e Oncelikle 1 no’lu tiibiin absorbansi 30’ar sn. aralarla 2 dk. boyunca kaydedilir. Absorbansta bir

degisiklik olmadig1 gozlenir.

e 2 no’lu tiibe kalp tanecigi siispansiyonundan 0.025 mL eklenerek karistirilir.

e 2 no’lu tiibiin absorbanst 600 nm’de 30’ar saniyelik aralarla 2 dk. siireyle kaydedilir. Bu ¢alisma,

endojen substratlarin verdigi reaksiyonu elimine etmek igindir.

e Daha sonra 2 no’lu tiibe siiksinat eklenir, karistirilir ve kore karst 30 saniyelik aralarla 2 dk.

stireyle 600 nm’de absorbans degerleri kaydedilir.

e Her deney igin absorbans y eksenine, zaman (saniye) X eksenine yerlestirilerek grafikler

hazirlanir.

Ayni islemler tabloda gosterilen diger (3, 4 ve 5 no’lu) tiipler i¢in tekrarlanir.

Sorular:

. Kalp tanecikleri ve siiksinat deney ortamina neden en son eklenir?

. 3 ve 5 no’lu tiiplerde neler gozlediniz? Nedenini agiklaymiz.

1
2
3. 2 ve 4 no’lu tiiplerde neler gozlediniz? Nedenini agiklayiniz.
4

. Antimisin A ve KCN’nin deney ortamina eklenmesi DPIP’1n indirgenmesini ne yonde

etkiler?
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TBG-111 UYGULAMASI

ENZIMLER

Enzimler, genellikle protein yapili olan biyolojik katalizorlerdir. Substratlarimin aktivasyon
enerjisini diislirerek reaksiyonun tamamlanmasini hizlandiran ve reaksiyon sonunda miktarlar
degismeyen (tiiketilmeyen) enzimler, reaksiyon sirasinda substratlar1 ile kompleks olusturur.

Reaksiyon tamamlandiginda substrat {iriine doniistirken enzim ilk haline doner.

Enzimle katalizlenen bir reaksiyon:

Substrat + Enzim «— [Enzim-Substrat kompleksi] —» Uriin + Enzim

Kisaca: Substrat —— Uriin seklinde gosterilebilir.

Bazi1 enzimatik reaksiyonlarda katalizin gergeklesmesi i¢in reaksiyon ortaminda gorev yapan kiigtik,

organik molekiillere koenzim denir.

Klinikte enzim konsantrasyonunu Ol¢mekte kullanilan yontem, enzim aktivitesinin saptanmasidir.
Enzim aktivitesi ise, bir enzimin katalizledigi reaksiyonun hizinin 6l¢iilmesi ile belirlenir. Bunun

icin birim zaman araliginda (6rnegin 1 dk veya 1 sn):

- Azalan substrat,
- Olusan firiin,
- D0niisiime ugrayan koenzim

miktarlarindan yonteme uygun olan herhangi biri 6lgiiliir.

Enzim aktivitesi, /nternasyonal Unite (1U) veya katal birimleriyle ifade edilir. 1U, bir dakikada, 1
umol substrati {iriine doniistiiren (veya 1 pmol {iriin olusturan) enzim miktarin1 gosterir. Katal ise

saniyede 1 mol substrati iirline doniistiiren (veya 1 mol {iriin olusturan) enzim miktarini ifade eder.

Spesifik aktivite, enzimin 1 miligraminin birim zamanda olusturdugu iiriin miktaridir. Diger bir
deyisle 1 mg enzimin gosterdigi aktivitedir. Spesifik aktivitenin hesaplanmasi igin deney

ortamindaki enzim miktar1 da bilinmelidir.

Enzimatik reaksiyonlarda, enzim konsantrasyonunun sabit oldugu kosullarda substrat
konsantrasyonu arttikga reaksiyonun hizi da artar. Bu artis bir noktadan sonra durur, substrat
konsantrasyonu ne kadar artarsa artsin, reaksiyon hizi sabit kalir. Bu noktada, enzim substrat ile

doymustur ve bu hiza Vmax (maksimum hiz) adi verilir. Enzim aktivitesi 6l¢iimleri, maksimum
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hiza ulasildiginda yapilir.

Michaelis Menten'in kinetik egrisi, enzimle Kkatalizlenen bir reaksiyonda hiz ile substrat
konsantrasyonu arasindaki bagintiy1 gdosterir. Maksimum hizin yarisina ulagmak i¢in gerekli
substrat konsantrasyonuna Km denir. Her enzimin spesifik substrati i¢in sabit bir Km degeri vardir.
Bu deger enzim aktivitesi tayinlerinde mutlaka bilinmelidir, ¢linkii ortama konulmasi gereken

substrat miktar1 Km degerine gore hesaplanir.

Y

K [S]

Michaelis- Menten Grafigi

Enzimle katalizlenen bir reaksiyonda reaksiyon hizini belirleyen faktorler, enzim ve substrat
konsantrasyonlar1 ile ortamin sicakligi ve pH’sidir. Ayrica ortamdaki inhibitdriin varligi da
reaksiyon hizini etkiler. Maksimum hiza (Vmax) ulasildiginda birim zamanda olusan iirlin miktari,
yani reaksiyonun hizi sabittir. Bu nedenle aktivite Olgiimleri Vmax’da yapilir. Bu kosullarda
olusan tiriin miktari, ortamdaki enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Birim zaman araliginda
(dakika veya saniye) olusan {irlin miktarindan enzim aktivitesi hesaplanabilir (Mevcut enzimin

caligmasini engelleyen inhibitor gibi faktdrlerin varliginda enzim kinetigi degisir).

Laboratuvarlarda enzim tayinleri ¢esitli hastaliklarin taninmasinda ve izlenmesinde yol gostericidir.

Reaksiyon hizin1 6lgmek i¢in iki yol kullanilir.

1) Kinetik reaksiyonlar (Devamli izleme): Bu tip reaksiyonlarda, substrat, iirlin veya koenzim
miktarindaki degisim reaksiyon devam ederken belirli araliklarla izlenir. Bu amagla, belirli
miktarda substrat iceren bir tiibe, enzim iceren Ornekten belirli hacim eklenir ve absorbans

spektrofotometrede bir dakika aralarla okunur. Bir dakikadaki ortalama absorbans degisiminden

(AA) enzim aktivitesi hesaplanir.

2) End-point (son nokta) reaksiyonlari: Bu tip reaksiyonlarda, substrat, {iriin veya koenzim
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miktarindaki degisim reaksiyon sona erdirildikten sonra belirlenir. Bu amagla, belirli miktarda
substrat, enzim iceren belirli hacimdeki 6rnekle belirli bir siire inkiibe edilir. Siire bitiminde enzim
aktivitesi durdurulur. Bunun i¢in genellikle ortamin pH'" veya sicakligl degistirilir. Ortamda olusan
iirliniin konsantrasyonu hesaplanarak enzim aktivitesi bulunur (Bazi yontemlerde substrat veya

koenzimin 6l¢iildiigii unutulmamalidir).

Biyolojik 6rneklerde ol¢iilen enzim aktivitesi genellikle o 6rnegin birim hacmi basina ifade edilir.
Ornegin; plazmada (veya serumda) 5 IU/L olarak ifade edilen bir enzim aktivitesi, 1 L plazmada

(veya serumda) 1 dakikada 5 pmol iiriin olusturan enzimin varligini gosterir.

Enzim kinetigine ait Ozelliklerin incelenmesi amaciyla soya filizinden elde edilen asit fosfataz
kullanilabilir. Asit fosfataz, pH:5.0°de fosfat esterlerinin hidrolizini kataliz eder. Substrat olarak p-
nitrofenilfosfat (PNPP) kullanildiginda asit fosfataz fenol halkasina bagli fosfat grubunu
uzaklastirir. Reaksiyon sonunda olusan p-nitrofenol, renkli bir iiriindiir. Uriin miktarindaki degisim

spektrofotometrede 410 nm’de izlenebilir.

1. DENEY: Enzimatik reaksiyonda olusan iiriiniin (p-nitrofenol; PNP) standart
egrisinin cizilmesi

Bilindigi gibi spektrofotometrik Olgiimlerde absorbasin konsantrasyona cevirilmesi i¢in molar
absorptivite katsayisi veya standart egri kullanilir. Asit fosfataz enziminin katalizledigi reaksiyonun
irtinii olan p-nitrofenoliin gesitli konsantrasyonlar: ile 410 nm’deki okunan absorbans arasindaki
iligkiyi gosteren standart egrinin ¢izilmesi i¢in;

Aywraglar:

1- 0.1 mM p-nitrofenol stok ¢ozeltisi
2- 0.05 M NaOH

Deneyin yapilisi:

e Deney tiipleri 1’den 6’ya kadar isaretlenir. Hazirlanan ayiraglar asagidaki tabloda belirtilen

miktarda deney tiiplerine konulur.

Deney Tiipleri
Ayrraglar (mL) 1 (Kor) 3 4
0.1 mM PNP - - -
0.05 M NaOH 3 3 3
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3 mL disari atilir.

PNP
k{\f\[\/\'/

1 2 3 4 5 6

0 0.0063 0.0125 0.025 0.05 0.1 PNP (mM)

0 0.019 0038 0075 015 0.30 PNP (umol)

¢ En sondan baslayarak bir tlipten bir onceki tlipe 3’er mL ¢ozelti aktarildiginda giderek daha
seyreltik konsantrasyonlarda p-nitrofenol ¢6zeltileri elde edilmis olur. 2. tiipten uzaklastirilan 3
mL ¢ozelti ATILIR.

e Spektrofotometre 410 nm dalga boyunda 1. tiipteki 0.05 M NaOH ¢o6zeltisine karst sifirlanir ve
diger tiiplerdeki ¢ozeltilerin absorbanslari okunur.

e X eksenine her tiipteki p-nitrofenol konsantrasyonu, y eksenine ise olgiilen absorbans degerleri
yazilarak standart egri grafigi ¢izilir.

e C(izilen standart egri grafigi kullanilarak sonraki deneylerde okunan absorbanslara karsilik gelen

p-nitrofenol konsantrasyonlar: hesaplanacaktir.

1. DENEY': Substrat Konsantrasyonunun Reaksiyon Hizina EtKisi

Soya filizinden elde edilen asit fosfataz enziminin katalizledigi reaksiyonda substrat
konsantrasyonun reaksiyon hizina etkisi incelenir. Bu amagla sabit konsantrasyonda enzim igeren
ornek tlizerine degisik oranlarda sulandirilmis substrat konularak reaksiyon hizi belirli bir zaman

dilimi sonunda 6lgiiliir.

Aywraglar:

1- 3 mM p-nitrofenilfosfat (PNPP)

2- Etilendiamin-sitrat tamponu (pH: 5.0)

3- Asit fosfataz ¢ozeltisi (deneysel olarak daha Onceden saptanan uygun konsantrasyonda
hazirlanmis)

4- 0.1 M NaOH
Deneyin yapilisi:

Deney iic asamaldir. Tlk asamada sabit konsantrasyonda enzim, degisen konsantrasyonlarda
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substrat ile belirli siire inkiibe edilir. Ikinci asama, alkali ilavesi ile reaksiyonun durdurulmasidir.

Uciincii asamada, olusan iiriin spektrofotometrik yontemle tayin edilir.

e Deney ve kontrol tiipleri 1’den 6’ya kadar isaretlenir. Hazirlanan ayiraglar asagidaki tabloda

belirtilen miktarda deney ve kontrol tiiplerine sirasiyla konulur. Bu islem sonunda, 1°de 6’ya

kadar numaralandirilmis deney ve kontrol tiiplerinde sirasiyla 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1 mM substrat

(PNPP) bulunur.

Deney Tiipleri Kontrol Tiipleri

Ayrraglar (mL) 1 2 3 4 5 6 1* | 2% | 3* | 4* | 5* | 6*
3 mM PNPP - 01]02|03|04 |05 - 01]02|03|04)|05
Distile su 0504 |03|02]01 - 05|04 |03|02)01 -
Etilendiamin-sitrat | 5| 55 | 55 | 05 | 05 | 05| 05| 05| 05| 05| 05 | 05
tamponu (pH:5.0)

Distile su - - - - - - 1050505 |05|05] 05
Enzim ¢ozeltisi 0570505050505 ]| - - - - - -

Deney ve kontrol tiipleri iyice karistirilir, 37°°de 15 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi

tamamlandiginda alkali ilavesi ile reaksiyon sonlandirilir.

Ayrraglar (mL)

1

2

3

4

5

6

l*

2*

3*

4*

5*

6*

0.1 N NaOH

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

Deney tiiplerinin absorbanslar1 kontrol tiiplerine karsi 410 nm dalga boyunda spektrofotometrede

okunur.

Sorular:

1- Reaksiyon hizi ile substrat konsantrasyonu arasindaki iliskiyi grafikle gosteriniz. [Hiz i¢in

dakikada olusan tiriin miktar: (pmol/dk), substrat konsantrasyonu i¢in her tiipteki PNPP miktar

(mM) olarak alinacaktir].

2- Lineweaver-Burk grafigini kullanarak Km degerini hesaplayiniz.

3- Reaksiyon hizi ile substrat konsantrasyonu arasindaki iliski Michaelis-Menten iliskisine uyuyor

mu? Artan substrat konsantrasyonunun hiz tizerindeki etkisi nedir? Agiklayimiz.
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2. DENEY: pH’1n Reaksiyon Hizina Etkisi

Bu deneyde asit fosfataz enziminin katalizledigi reaksiyonda pH’nin reaksiyon hizina etkisi

incelenir.
Aywraglar:

1- 3 mM p-nitrofenilfosfat (PNPP)

2- Etilendiamin-sitrat tamponu (ii¢ farkli pH’da: 3.0; 5.0; 8.0)

4- Asit fosfataz ¢ozeltisi (deneysel olarak daha dnceden saptanan uygun konsantrasyonda

hazirlanmais)

5- 0.1 M NaOH

Deneyin yapilisi:

e Deney ve kontrol tiipleri 1’den 3e kadar isaretlenir. pH’s1 3.0, 5.0 ve 8.0 olan 3 ayr1 etilendiamin

-sitrat tamponu hazirlanir ve asagidaki tabloda belirtilen miktarda deney ve kontrol tiiplerine

sirastyla konulur.

Deney Tiipleri Kontrol Tiipleri
Ayrraglar (mL) 1 2 3 1* 2* 3*
Etilendiamin-sitrat tamponu (pH:3.0) 0.5 - - 0.5 - -
Etilendiamin-sitrat tamponu (pH:5.0) - 0.5 - - 0.5 -
Etilendiamin-sitrat tamponu (pH:8.0) - - 0.5 - - 0.5
3 mM PNPP 0.5 0.5 0.5 - - -
Distile su - - - 0.5 0.5 0.5
Enzim ¢ozeltisi 0.5 0.5 0.5 - - -

Deney ve kontrol tiipleri iyice karistirilir, 37°°de 15 dakika inkiibe edilir. inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda alkali ilavesi ile reaksiyon sonlandirilir.

0.1 N NaOH

1.5

1.5 1.5

1.5 1.5 1.5

Deney tiiplerinin absorbansi kontrol tiiplerine kars1 410 nm’de okunur.
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Sorular:
Belirtilen her pH noktasina kars1 gelen reaksiyon hizin1 pmol iiriin/dk olarak hesaplayiniz.

1- Reaksiyon hizi ile pH arasindaki iliskiyi grafik iizerinde gosteriniz.

2- Enzim aktivitesi i¢in optimum pH nedir?
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2.DONEM UYGULAMALARI

METABOLIZMA-I

Metabolizma triinlerinin incelenmesi
UREME-UROGENITAL-I

Idrar incelenmesi
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METABOLIZMA-I DIiLIMi UYGULAMALARI
Uygulama 1 ve 2

METABOLIZMA URUNLERININ iINCELENMESI

A- KARBONHIDRAT METABOLIZMASI iLE ILGILIi INCELEMELER

Karbonhidrat metabolizmasi ile ilgili degerlendirmeler, genellikle viicut sivilarinda glikoz diizeyi
olciilerek yapilir. Bu amagla en sik kullanilan 6rnek kan ve idrardir. Kanda glikoz diizeyi tam kan,
serum veya plazmada Olgtilebilir. Kan 6rnegi oda sicakliginda tam kan halinde bekletildiginde, kan
hiicrelerindeki glikolitik enzimlerin glikozu metabolize etmesi sonucu glikoz diizeyi saatte yaklasik
%7-10 oraninda azalir. Bu nedenle, dl¢lim i¢in tam kan 6rnegi kullanilacaksa, islem hemen
yapilmalidir; serum ya da plazma kullanilacaksa, kan hiicreleri en ge¢ yarim saat icinde santrifiij
edilerek uzaklastirilmalidir. Olgiim hemen yapilmiyorsa serum veya plazma buzdolabinda (+4°C)
saklanmalidir. Rutin uygulamada bu stirelere uymak gii¢ oldugundan, glikoz diizeyi dl¢iilecek kan
orneklerinin NaF-Na,EDTA, KF-Na;EDTA veya NaF-K-oksalat iceren floriirlii tiiplere (gri
kapakli) alinmasi 6nerilir. Floriir iyonu, glikolizde gorevli enolaz enziminin inhibitoriidiir. Flortirli

plazma Orneklerinin glikoz diizeyi oda 1si1sinda 8 saat, +4°C’de 72 saat stabildir.

Glikoz ol¢timii genellikle 8-12 saatlik agliktan sonra (aglik kan sekeri tayini) sabah alinan vendz kan
orneginde yapilir. Ayrica herhangi bir 6glinden sonraki 2. saatte alinan kan 6rneginde (tokluk kan

sekeri tayini) veya oral glikoz tolerans testinin (OGTT) bir bileseni olarak da yapilabilir.

Plazma glikoz diizeyi
Achk Tokluk (2. Saat)
Normal 70-100 mg/dL <140 mg/dL
Bozulmus glikoz toleransi 100-125 mg/dL 140-199 mg/dL
Diabetes Mellitus >126 mg/dL >200 mg/dL
Hipoglisemi <55 mg/dL

Tam kanin %84'(, serum ve plazmanin ise %90-93'1 sudan olusur ve glikoz 6l¢iimleri kanin sulu
fazinda yapilir. Orneklerin su igerigindeki fark nedeniyle glikoz diizeyi,dl¢iimde kullanilan érnegin
tipine gore farklilik gosterir. Plazma glikoz diizeyi, tam kan glikoz diizeyinden yaklasik %10-15,
serumdan ise yaklasik %35 daha yiiksektir. Glikoz diizeyi kan Orneginin alindig1 yere gore de

farklilik gosterir. Kapiller ve arteriyel kan glikoz diizeyleri vendz kandan yaklasik %5-10 daha
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yiiksektir.Ornegin, vendz plazmada 126 mg/dL olarak 6lgiilen glikoz diizeyi tam kanda 112 mg/dL,
kapiller kanda 118 mg/dL, serumda ise 120 mg/dL olarak 6lg¢iiliir.

Klinik biyokimya laboratuvarlarinda glikoz 6l¢timii i¢in indirgeme yontemleri Ve enzimatik yontemler
kullanilabilir. Somogyi-Nelson ya da dinitrosalisilik asit yontemi gibi indirgeme yontemleri glikozun
sicak ve alkali ortamda indirgeyici 6zelligine dayanir. Bu yontemler {irik asit, kreatinin, glutatyon gibi
diger indirgeyici maddeler tarafindan da etkilendigi i¢in glikoza spesifik degildir, rutinde kullanimlar
giderek azalmistir. Enzimatik yontemler ise glikoz oksidaz veya heksokinaz enzimleri kullanilarak
yapilir. Bu nedenle glikoza 6zgii, hassas yontemlerdir ve rutinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bunlardan heksokinaz yontemi glikoz dlgiimiinde referans metod olarak kabul edilmektedir.

1. DENEY:: Glikoz Oksidaz Yontemi ile Serum Glikoz DiizeyininOl¢iilmesi

Prensip:Glikoz, glikoz oksidaz enzimi ile oksitlenerek glikonik aside doniisiirken hidrojen peroksit
olusur. Olusan hidrojen peroksit, peroksidaz enziminin kataliziyle suya indirgenirken ortamdaki
renksiz kromojen madde (o-dianisidin, 4-aminoantipirin+fenol veya aminofenazon+fenol)
oksitlenerek renkli bir bilesige doniisiir. Sonugta ortamdaki glikoz miktarina esit olan oksitlenmis
kromojen miktar1 spektrofotometrik olarak dl¢iiliir.

Glikoz

D-Glikoz + H,0 + 0, —9Kda2_ o 1y giikonik Asit + H.0.

indirgenmis . Oksitlenmis
HeOz + kromojen _Peroksidaz kromojen + 2H20

(renksiz) (renkli)

Aywraglar: 1- Calisma Ayiraci: >11kU/L glikoz oksidaz, >20U/L peroksidaz ve 4-aminoantipirin ve
fenol igeren 200 mM pH 7.5 potasyum fosfat tamponu

2- Standart: 200 mg/dL glikoz ¢ozeltisi

Deneyin yapilisi: Ug tiip aliir ve asagidaki tabloda belirtilen sekilde hazirlanr.

Kor Standart | Deney
Calisma ayiraci 2mL 2mL 2mL
Distile su 20 uL - -
Standart - 20 uL -
Plazma — — 20 L

Tipler karigtirilir, 37°C'de 10 dakika veya 20-25°C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra deney ve
standart tiiplerin absorbanslar1 505 nm’de ayirag koriine karsi okunur.
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Hesaplama:

Deney Absorbansi

x Standart konsantrasyonu (200 mg/dL)
Standart Absorbansi

Glikoz (mg/dL) =

idrarda Glikoz Aranmasi

Dolasimdaki glikoz, glomeriiler filtrata gecer ancak tamami proksimal tubuluslardan geri
emildiginden normal kosullarda idrarda glikoz veya diger monosakkaritler bulunmaz. Ancak siitte
bulunan bir disakkarit olan laktozun gebelik ve lohusalik donemlerinde idrarda c¢ikmasi
fizyolojiktir. Idrarda glikozun varhi@ genellikle kan glikoz diizeyinin yiikseldigine isaret eder. Kan
glikoz diizeyi, tubuluslardan glikoz geri emilimi i¢in bobrek esigi olan 160 mg/dL'yi astiginda

idrara glikoz ¢cikmaya baslar. Idrarda glikoz bulunmasina glikeziiri denir.

Idrarda glikoz veya diger monosakkaritlerin varhig karbonhidratlarin indirgeyici 6zelliklerine
dayanan testlerle kolaylikla gosterilebilir. Bu testler glikozun sicak ve alkali ortamda indirgeyici
olmasindan yararlanilarak gelistirilmis yontemlerdir. Glikozun yaninda laktoz, friiktoz, galaktoz,
pentoz gibi diger bazi1 karbonhidratlarla ve iirik asit, kreatinin, glutatyon gibi indirgeyici 6zelligi olan

maddelerle de pozitif sonug verdigi i¢in 6zgiin degildir.

Glintimiizde hizli sonug verdigi ve uygulamasi kolay oldugu i¢in idrarda glikoz aramak icin genellikle
glikoz oksidaz, peroksidaz ve indirgenmis bir kromojenin birlikte emdirildigi idrar stripleri (kagit

seritler) kullanilmaktadir.

Idrarda seker bulunmasi durumunda bu seker(ler)in tiiriinii saptamak igin polarimetre, fermentasyon,
ozazon olusumu veya Seliwanoff testi (frikktoz), Bial’in orsinol testi (pentozlar) gibi 6zel kimyasal

testler uygulanabilir.

2. DENEY: idrarda Fehling Testi ile Glikoz Aranmasi
Ayraglar:

1- Fehling | : %7 CuSQOg ¢ozeltisi

2- Fehling II: 350 g sodyum-potasyum tartarat ve 100 g NaOH igeren ¢ozelti

Deneyin yapilisi: Deneyin baglangicinda, bir deney tiipline esit hacim Fehling I ve Fehling II ayiraglart
konur ve acik alevde kaynatilir. Bu islem deney ortaminda indirgen bir madde olup olmadigim

belirlemek i¢in yapilir. Isitmakla ayiracin rengi degismemelidir.
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Ayiracin renginin degismedigi goriildiikten sonra kaynatilmis ayira¢ bulunan tiipe, ayiracin hacmi
kadar idrar eklenir ve tekrar kaynatilir. Idrarda glikoz (veya diger indirgen sekerler) varsa turuncu-

kirmiz1 bir renk olusur.

Deneyin prensibi: Fehling | ve Fehling Il ayiraglart karigtirildiginda CuSOs + 2NaOH — Cu(OH), +
Na,SOs reaksiyonu gergeklesir. Olusan bakir (iki) hidroksit (Cu(OH)2), mavi renklidir ve alkali
ortamda ¢okme egilimindedir. Bu ¢okelmeyi Fehling II ayiracindaki sodyum-potasyum tartarat onler.
Yapilarinda serbest aldehit ve keto grubu bulunan sekerler, sicak ve alkali ortamda Fehling I
ayiracindaki iki degerlikli bakir1 indirger.indirgeme sonucu mavi renkteki Cu(OH), énce sar1 renkli

bakir(bir) hidroksite (CuOH), 1sitilmaya devam edildiginde de kiremit kirmizisi rengindeki bakir

Cu{OH); — CuOH — Cu,0
mavi sarl kirmizi

(bir) oksite (Cu,O) doniisiir. Ortamda indirgen seker yoksa 1sitma sonucu mavi renk degismez.

Serbest aldehit grubuna sahip disakkaritler de Fehling deneyinde pozitif (+) sonug verir. Glikozun
aldehit grubu ile friikktozun keto grubunun kondansasyonuyla olusan sakkaroz, serbest aldehit veya

keto grubuna sahip olmadigindan Fehling deneyinde negatif (—) sonug verir.

Fehling testi glikoz ve diger sekerler icin spesifik bir test degildir. Urik asit, kreatinin, aldehitler,
fenoller, aminofenoller, formik asit, rezorsinol gibi bir¢ok bilesik Fehling aywraci ile pozitif

reaksiyon verir.
B- LIPIT METABOLIZMASI iLE iLGILI INCELEMELER

Lipitler, yapilarinda 6nemli miktarda nonpolar hidrokarbon zinciri iceren bu nedenle suda
coziinmeyen, dokulardan kloroform, aseton, eter gibi organik ¢oziiciiler ile ekstre edilebilen, bir
grup heterojen yapili organik bilesiktir. Yiiksek enerjili bu bilesikler viicutta endojen olarak
sentezlenebildikleri gibi bitkisel ve hayvansal kaynakli besinlerle eksojen olarak da alinirlar.
Trigliseritler, fosfolipitler, sfingolipitler, glikolipitler ve steroidler gibi alt siniflara ayrilarak
incelenirler. Tibbi biyokimya laboratuvarlarinda dislipidemilerin saptanmasi ve aterosklerotik damar
hastalig1 riskini belirlemek ve tedavi takibi icin lipit metabolizmasi ile ilgili incelemeler yapilir. Bu
amagla oncelikle serumda trigliserit, total kolesterol, LDL-kolesterol ve HDL-kolesterol diizeyleri
oOlgiiliir. Hipolipoproteinemi ve hiperlipoproteinemi tiplerinin belirlenmesinde serum lipoprotein
elektroforezi, apoprotein diizeylerinin dl¢iimii ve serumun buzdolabinda bir gece bekletildikten sonra

incelenmesi gibi yontemler kullanilir.
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Serum lipitleri incelenecek kisi, analizden 6nceki 2—3 giin normal bir diyetle beslenmeli, lipit
diizeylerini etkiledigi bilinen ilaglar (oral kontraseptif, tiroid hormonu, steroid vb.) ve alkol
kullanmamali, normal fiziksel aktivitesinin digina ¢ikmamalidir. Hastanin akut bir hastalik gecirip

gecirmedigi (akut miyokard infarktiisii gibi) sorgulanmalidir.

Lipit incelemeleri tercihen 1214 saatlik acliktan sonra alinan kan drneklerinde yapilir. Olgiimler igin

serum veya plazma kullanilabilir; ol¢limler aymi giin yapilmayacaksa EDTA’li plazma tercih

edilmelidir.
Serum lipit diizeyleri
Trigliserit Total kolesterol

Normal: <150 mg/dL Normal: < 200 mg/dL
Orta derecede yiiksek: 150-199 mg/dL, Ateroskleroz risk smir1: 200-239 mg/dL
Yiiksek: 200-499 mg/dL, Ateroskleroz riski yiiksek: >240 mg/dL
Cok yiiksek: >500 mg/dL

LDL-Kolesterol HDL-kolesterol:
Normal: < 130 mg/dL Normal: erkek:>45 mg/dL,
Ateroskleroz risk smir1: 130-159 mg/dL Normal: kadin:>55 mg/dL
Ateroskleroz riski yiiksek: >160 mg/dL Ateroskleroz riski yiiksek: <40 mg/dL

Serum orneginin LDL diizeyi direkt yontemlerle Slgiilebilecegi gibi trigliserit, total kolesterol ve
HDL kolesterol diizeyleri biliniyorsa Friedwald Formiilii ile de hesaplanabilir. Bu formiil trigliserit

diizeyi 400 mg/dL’den yiiksekse uygulanmaz.
Friedwald Formiilii;
LDL-kolesterol = Total kolesterol — (HDL-kol. + VLDL-kol.)

VLDL-kolesterol = Trigliserit/5

3. DENEY: Kolesterol Esteraz Yontemi ile Serum Total Kolesterol Diizeyinin
Olciilmesi

Prensip:Bu yontem ii¢ asamalidir, 1. asamadakolesterol esteraz enzimi ile ester kolesterolleri hidroliz

Kolesterol

. esteraz .
Kolesterol esterleri _=Z"=""% 4, Kolesterol + Serbest yag asitleri
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edilerek kolesterol serbestlestirilir.

Kolesterol

Kolesterol + O —’okydaz Kolestenon + 4H:0-

2. asamada kolesterol, kolesterol oksidaz enzimi ile oksitlenirken hidrojen peroksit (H202) olusturulur.
3. asamadaolusan H20,, deney ortaminda bulunan peroksidaz enzimi ile suya indirgenirken ortamdaki
renksiz kromojen madde (o-dianisidin, 4-aminoantipirin+fenol veya aminofenazon+fenol) oksitlenerek

renkli bir bilesige doniisiir. Sonugta ortamdaki kolesterol miktarina esit olan oksitlenmis kromojen

indirgenmis . Oksitlenmis
H202 +  Kkromojen Perosidaz kromojen + 2H0
{renksiz) (renkli)

miktar1 spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Ayrraglar:

1. Calisma Ayiracit: >0.5 KU/L kolesterol esteraz, >0.15 kU/L kolesterol oksidaz, >0.25 kU/L
peroksidaz ve 4-aminoantipirin ve fenol igeren 75 mM pH 6.8 PIPES (piperazine-N,N'-bis(2-
ethanesulfonic acid) tamponu

2. Standart: 200 mg/dL kolesterol ¢ozeltisi

Deneyin yapilisi: Ug tiip alinir ve asagidaki tabloda belirtilen sekilde hazirlanr.

Kor Standart | Deney
Calisma ayiract | 2 mL 2mL 2mL
Distile su 20 uL — —
Standart - 20 uL -
Serum - - 20 uL

Tiipler kanstirilir, 37°C'de 10 dakika veya 20-25°C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra deney ve

standart tiliplerin absorbanslar1 512 nm’de ayira¢ koriine kars1 okunur.

Hesaplama:
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Deney Absorbansi
Standart Absorbansi

Kolesterol (mg/dL) = x Standart konsantrasyonu (200 mg/dL)

KETON CiSIMLERI

Normal beslenme kosullarinda beyin, eritrositler, 16kositler periferik sinirler ve bobrek medullasinin
kullandig1 temel enerji kaynagi glikozdur. Ancak glikozun viicutta depolanmasi oldukg¢a sinirlidir.
Karaciger ve kas glikojeni baslica beyin fonksiyonlar1 ve akut gereksinimler i¢in kullanilir. A¢likta
ya da Diabetes Mellitusta oldugu gibi glikoz kullaniminin bozuldugu kosullarda, dokularin glikoz
gereksinimini karsilamak iizere bir seri hormonal diizenleme sonucu karacigerde bir taraftan
glikoneojenez aktiflenirken, diger taraftan da yag asitlerinin oksidasyonu uyarilir. Yag asitlerinin
oksidayonu sonucu olusan asetil-KoA’lar enerji saglamak lizere sitrik asit siklusunda oksitlenir.
Aclik uzadikea, asetil-KoA diizeyi artarken oksalasetat diizeyi azalmaya baglar. Bu durumun sitrik
asit siklusunun isleyisini bozmasi nedeni ile asetil-KoA’lar karacigerde ketojenez denilen bir yolla
keton cisimlerine doniistiiriiliir. Bu maddeler kan yolu ile basta iskelet kasi, kalp kast ve bobrek

korteksi olmak tizere ekstrahepatik dokulara tasinir ve enerji kaynagi olarak kullanilirlar.

Keton cisimleri asetoasetik asit (S-ketobutirik asit), p-hidroksibutirik asit ve asetondur. Normal
kan diizeyleri 0.5-1.5 mg/dL kadardir. Keton cisimlerinin %75-80'ini B-hidroksibutirat, %Z20'si
asetoasetat ve %2 kadar1 asetondan olusur. Suda ¢Oziinebilir olduklar1 i¢in, dolasimda
taginabilmeleri icin lipoproteinlerin yapisina katilmalarina ya da bir proteine baglanmalarina gerek
yoktur. Uzun siiren aclik, karbonhidratlardan fakir diyetle veya yaglardan zengin diyetle beslenme,
kusma, ishal ya da Diabetes Mellitus durumlarinda kan ve idrarda keton cisimlerinin diizeyi artar.
Kanda keton cisimlerinin artmasina ketonemi, idrarda keton cisimlerinin ¢ikmasina ketoniiri denir.
Normal kosullarda idrarla atilan keton cisimleri miktar1 ¢ok diistiiktiir (20—70 mg/ giin) ve rutinde
kullanilan yontemlerle gosterilemez. Bu nedenle idrarda keton cisimleri bulunmadigi kabul edilir.
Aseton, asetoasetatin dekarboksilasyonu ile olusur ve viicuttan solunum yolu ile de uzaklastirilir.

Bu nedenle ketonemili kisilerin nefesinde ve idrarinda aseton kokusu vardir.

Aseton disindaki keton cisimleri orta derecede kuvvetli asitlerdir ve tampon sistemler tarafindan
kolaylikla tamponlanabilirler. Keton cisimlerinin kan diizeyinin tamponlama kapasitesini asacak
kadar yiikselmesi kan pH’sinin asit yone kaymasina ve ketoasidoz adi verilen bir klinik tabloya

neden olur. Ketoasidoz tedavi edilmezse ketoasidoz komasina ve 6liime neden olabilir.

Ketoasidozun tani ve takibi igin kan ve idrarda keton cisimleri tayini yapilir. Keton cisimlerinin

tciinli birden gosterebilen bir yontem yoktur. B-hidroksibutirat kan ve idrarda en fazla miktarda
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bulunan keton cismi olmasia ragmen pratik bir 6l¢lim metodu bulunmadigindan rutin analizlerde
aranmaz. Diger keton cisimlerinin tayini i¢in siklikla nitropriissiyat kullanilan yontemler uygulanir. Bu

yontemler asetona asetoasetattan 15—20 kat daha duyarlidur.

Glinlimiizde hizl1 sonug verdigi ve uygulamasi kolay oldugu i¢in idrarda keton cisimleri aramak igin
yaygin olarak idrar stripleri kullanilmaktadir. Bu seritler keton cisimleri igeren idrar Ornegine
batirildiktan sonra iireticisi tarafindan belirtilen siire kadar beklenir ve stripte olusan renk degisikligi

kutunun tizerindeki renk ile karsilastirilarak semikantitatif bir 6l¢tim yapilabilir.

4. DENEY: Rothera Tozu ile Serumda Asetoasetat ve Aseton Aranmasi

Aywraglar: Sodyum nitroprussiyat, susuz Na>COs ve susuz (NH4)2SO4 karisimindan olusan Rothera

tozu

Deneyin yapilisi: Bir porselen kaba findik biiyiikliiglinde Rothera tozu konur, ortas1 ¢ukurlastirilir
ve lizerine bir damla serum damlatilarak bir dakika kadar beklendikten sonra tozdaki renk degisimi
degerlendirilir. Normal serum Rothera tozunda bir renk degisikligine neden olmaz. Ketonemili
serum ise eflatun-mor bir renk olusturur. Sonug olusan rengin siddetine gore degerlendirilir: renk
degisikligi yok: (—), Kirli mavi renk: (£), acik mor-menekse renk: (+), koyu menekse renk: (++).
Reaksiyonu (++) olan serum, bu renk olugsmayincaya kadar sulandirilarak test tekrarlanir ve sonug
sulandirma katsayisi ile carpilarak raporlanir. Ornegin koyu menekse renk olusan serum 4 kez

sulandirilmis ise sonug 4x (++) = (8+) olarak belirlenir.

5. DENEY: Weyl-Legal yontemi ile idrarda Aseton Aranmasi
Aywraglar: 1N NaOH, % 20’1ik CH3COOH ve % 5’lik sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi

Deneyin yapilisi: 2-3 mL idrar, lizerine birkag damla NaOH damlatilarak alkalilestirilir. Daha sonra
bu alkali idrarin {izerine birkag damla Na-nitroprussiyat ¢ozeltisi eklenir ve kirmizi renk olustugu
gozlenir. Hem aseton hem de idrarin normal bir bileseni olan kreatinin bu kirmizi renge neden olur.

Bunu ayirt etmek i¢in deney ortamina birkag damla % 20'lik CH3COOH damlatilir. Kreatininin

olusturdugu kirmizi renkli kompleks asit ortamda pargalanir ve renk kaybolur. Asetonun

olusturdugu renk ise kaybolmaz, aksine daha koyu kirmiziya doner.
6. DENEY: Gerhardt yontemi ile Idrarda Asetoasetat Aranmasi
Aytraglar: %10’luk FeCls ¢ozeltisi

Deneyin yapilisi: Deney tiipiiniin 1/3'line kadar idrar konarak iizerine birkag damla %10’luk FeCls
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damlatilir. Normal idrarda FeCls eklenmesi ile fosfatlarin ¢okmesi sonucu kirli beyaz bir ¢okelti

olusur. Asetoasetat bulunan idrarda ise kirmizi bir renk olusur.

Asetoasetatin FeCls reaksiyonu ile olusan bu renk, idrarda salisilat, fenol ve antipirin gibi bilesikler
bulundugunda da ortaya g¢ikar. Ayirt edebilmek i¢in kirmizi rengin olustugu idrar agik alevde
kaynatilir. Asetoasetattan kaynaklanan renk, idrarin kaynatilmasi ile kaybolur, ilaglardan
kaynaklanan renk ise kaybolmaz. Idrarmn kaynatilmasi ile rengin kaybolmasinin nedeni asetoasetatin

1s1 ile asetona doniismesi, asetonun da bu reaksiyonu vermemesidir.

C- PROTEIN METABOLIZMASI iLE iLGIiLi INCELEMELER

Serumda total protein miktar1 6.0-8.3 g/dL kadardir ve bunun ¢ogunu karacigerde sentezlenen albiimin
ve lenfositler tarafindan iretilen immiinglobiilinler olusturur. Serum albiimin diizeyi 3.5-5 g/dL,
globiilin diizeyi 2.3-3.5 g/dL, albiimin / globiilin orani ise 2:1 kadardir. Serum protein diizeyleri
siklikla genel saglik ve beslenme durumunun degerlendirilmesi, karaciger, bobrek ve kemik iligi
kaynakli hastaliklarin tanis1 ve takibi amaciyla oOlgiiliir. Klinik biyokimya laboratuvarlarinda
proteinlerle ilgili olarak serum ve idrarda protein tayinin yapilir. Serum proteinlerini incelenmek
amaciyla Oncelikle total protein ve alblimin diizeyi Olciiliir. Altmis kadar farkli proteini iceren
globiilinler ise total protein miktarindan alblimin miktar1 ¢ikarilarak hesaplanir. Gerektiginde protein
elektroforezi yapilarak globiilin alt gruplarindaki (o1-, a2-, B- ve y-globiilinler) degisiklikler saptanir ya
da immunometrik yontemlerle globiilinlerin bireysel olarak diizeyleri Olgiilebilir. Serum protein
diizeyinin artmasina hiperproteinemi; azalmasina hipoproteinemi; yapica ¢ogu kez
immiinglobiilinlere benzeyen ve normalde kanda bulunmayan bazi atipik proteinlerin varligina ise

paraproteinemi adi verilir. Ornegin, multipl myelomda immiinglobiilin hafif zincirleri artig1.

d1-antitripsin, TBG
transkortin ....
haptoglobin, seriiloplazmin,
o2-makroglobin ...
transferrin
B—I‘poprot_em )
immiinglobiilinler

Alblimin o1

©n B
, I T® " @

Serum protein elektroforezinin normal paterni
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/. DENEY:: Biiiret Yontemiyle Serumda Total Protein Tayini

Prensip: Proteinlerdeki peptid baglarinin alkali ortamda bakir tuzlari (Cu?") ile menekse renkli

kompleks olusturmasi prensibine dayanir. Olusan rengin siddeti peptid baglarinin sayisi ile orantilidur.

T8 T8 59
C—=C C—C. .-
H \N/H \—'T\l/H N, et

H" 2’_"_H H

0 e

i
el
O R OR O R

Aywraglar: 1- Biliret ayiraci: 30 mM potasyum iyodit, 100 mM Na*-K* tartarat,30 mM CuSOQa ve
3.8 M NaOH igeren ¢ozelti

2- Standart: 7 g/dL'lik protein ¢ozeltisi

Deneyin yapiligi: Ug tiip alinir ve asagidaki tabloda belirtilen sekilde hazirlanr.

Kor Standart Deney
Biiiret ayiraci 2mL 2mL 2mL
Distile su 40 pL — —
Standart - 40 uL —
Serum — — 40 uLL

Tipler kanstirilir, 37°C'de 10 dakika veya 20-25°C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra deney ve

standart tiliplerin absorbanslar1 555 nm’de ayira¢ koriine kars1 okunur.

Deney Absorbansi

x Standart konsantrasyonu (7 g/dL)
Standart Absorbansi

Total protein (g/dL) =

Hesaplama:
Idrarda Protein Aranmasi

Normal kosullarda idrarla giinde 20—150 mg kadar protein atilir. idrar proteinlerinin yaklasik yarisin
albiimin, geri kalanini distal tubuluslardan salgilanan tiromukoid olusturur. Bu eser miktardaki protein,
rutinde kullanilan protein arama yontemleri ile saptanamaz ve pratikte idrara protein ¢ikmadigi kabul
edilir. Bobrek fonksiyonlarin1 degerlendirmek, bdbrek hastaliklarini ve bdobrek hasarini erken

dénem saptamak igin idrarda protein tayini yapilir. Idrarin protein diizeyin artmasma (>300
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mg/giin) proteiniri ya da eski adiyla albiimintiri denir.

Proteiniiriler fonksiyonel veya organik proteiniiriler olarak baslica iki grupta incelenir. Fonksiyonel
proteiniiriler, herhangi bir hastaliga bagli olmayip idrarda az miktarda protein bulunmasi ve bu
durumun gelip gecici olmasiyla taninir; maraton kosusu gibi agir egzersiz, uzun siire ayakta
kaldiktan sonra goriilen proteiniiri (<300 mg/giin) ve gebelikte goriilen hafif albuminiiri (150
mg/giin) bu grupta yer alir. Organik proteiniiriler ise prerenal, renal ya da postrenal nedenlere bagh
olarak ortaya cikar. Prerenal proteiniiriler kalp yetersizligi, karinda sivi birikmesi, karin igi
tiimorler, karaciger hastaliklari, atesli hastaliklar gibi bobrek dolagimini giiclestiren durumlarda
goriiliir. Renal proteintiriler, nefrit ve nefroz gibi bobregin filtrasyon kapasitesinde bozukluga yol
acan hastaliklarda ortaya ¢ikar. Postrenal proteiniirilerde ise lireterler, mesane, prostat ve iiretranin

inflamatuvar hastaliklari, tiimor veya travmalari gibi alt iiriner sistem hastaliklarinda goriiliir.
Idrarda protein i¢in tayini kalitatif, semikantitatif ve kantitatif yontemler kullanilr.

Kalitatif yontemler proteinlerin cesitli kimyasallar ile denatiire edilerek c¢oktiiriilmesi prensibine
dayanir ve olusan bulanikligin siddeti protein miktar1 ile dogru orantilidir. Semikantitatif yontemlerde
tetrabromfenol mavisi, tetraklorofenol veya tetrabromsulfonfitalein gibi albiminle reaksiyona giren

anyonik boyalar ve tampon emdirilmis idrar stripleri kullanilir.

Kalitatif ve semikantitatif yontemler genellikle idrar protein konsantrasyonu 300-500 mg/giin’i
astiginda pozitif sonug¢ verdiginden proteiniirinin arastirilmasi i¢in hassas degildir. Ayrica diyabetik
hastalardaki mikroalbuminiiriyi ya da paraproteiniirileri saptayamazlar. Bu durumda immunometrik
yontemlerle idrarda mikroalbiimin tayini ya da idrarda immunfiksayon elektroforezi gibi ileri tayin

yontemleri tercih edilir.
8.DENEY: Heller’in Halka Deneyi ile idrarda Protein Aranmasi
Apyrraglar: Derisik nitrik asit (HNO3)

Deneyin yapilisi: Bir deney tiipiine bir miktar idrar konur ve tiip 45° kadar egik tutularak bir pipet
yardimiyla yavasca derisik HNOgz sizdirilir. HNOgz idrardan daha yogun oldugu igin tiipiin dibine dogru
hareket eder. Idrarda protein varsa, HNOs ile idrarin temas yiizeyinde proteinlerin asit etkisiyle

denatiire olmas1 sonucu beyaz bulanik bir halka olusur.
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UREME-UROGENITAL-1 UYGULAMALARI

IDRAR INCELEMESI

Idrar; bobrek glomeriil ve tubuluslarinda filtrasyon, reabsorpsiyon, sekresyon ve ekskresyon
mekanizmalari ile olusan bir sividir. % 95°1 su, % 5’1 organik ve inorganik maddelerden olusan
kanin bobrekler tarafindan olusturulan ultrafiltratdir. Bilesiminde baslica iire, tirik asit, kreatinin,
sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, fosfat, oksalik asit, sitrik asit, vitaminler, hormonlar ve hormon

metabolitleri bulunur.
Bobrekler, idrar olusturmanin yaninda organizmada su fonksiyonlart {istlenir:

e Diizenleyici fonksiyonu: Su-elektrolit ve pH dengesinin saglanmasinda temel rol oynar (sivi
homeostazi).

e Bosaltim fonksiyonu: Metabolizma son iiriinlerinin ve karacigerde zehirsizlestirilen (suda erir hale
gelen) toksik iiriinlerin viicuttan atilmasini saglar (ekskresyon).

e Endokrin fonksiyonu: Renin, eritropoietin ve kalsitriol hormonlarinin ve bazi metabolitlerin (6rn.
kreatin) sentezinde gorev alir

Normalde her iki bobrekten dakikada gegen plazma miktart 650 mL’dir (1200 mL kan). Bunun

dakikada 125 mL’si glomertillerden siiziiliir ve glomeriiler filtrati olusturur. Glomertiler filtrata plazma

proteinleri ve proteine bag1 maddeler disinda kalan tiim maddeler geger. Daha sonra bu filtratin igerigi

tubulusun farkli kisimlarinda degisiklige ugrar, viicut i¢in gerekli maddeler geri emilirken zararh veya

yararsiz maddeler tubuler filtrata salgilanir. Boylece bu maddelerin idrar yolu ile atilimi saglanir.

Kisaca idrar,kamin bébrekler tarafindan olusturulan bir ultrafiltrati olaraktanimlanabilir. 1drar,

oncelikle bobrek ve iiriner sistem fonksiyonunun gdstergesi olarak incelenir. Bunun yaninda, bazi

sistemik hastaliklar da idrarin bilesiminde degisiklige yol acabilir. Bu degisiklik, normalde ¢ikan

maddelerin konsantrasyonunda degisme veya normalde bulunmayan bazi iirlinlerin patolojik atilimi

seklinde olabilir. Idrar analizi klinik tanrya énemli katkida bulunur.

Idrarm incelenmesi genellikle ii¢ asamada gerceklestirilir:

1) Idrar toplanmasi

2) Tam idrar tahlili
a) Idrarin fiziksel 6zelliklerinin incelenmesi
b) Idrarin kimyasal 6zelliklerinin incelenmesi
¢) Mikroskobik inceleme

3) Mikrobiyolojik inceleme
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Idrar Toplanmasi

Idrar 6rnegi, hastanin yasina ve yapilmasi istenilen analize gore, temiz (tercihen steril) bir kapta
toplanir. Idrar analizi, 6rnek hastadan alindiktan sonra 30 dakika icinde tamamlanmalidir. Eger bu
miimkiin degilse, agz1 kapali bir kapta buzdolabinda saklanmali, gerekirse koruyucu madde

eklenmelidir.
Idrar analizleri igin asagidaki idrar 6rnekleri kullanilabilir:

Rastgele idrar ornegi (spot idrar):Gln i¢inde, herhangi bir zamanda elde edilen idrar 6rnegidir.
Idrarin mesanede ne kadar siireyle kaldig1 bilinmedigi i¢in elde edilen sonuglarin yorumlanmasi

zordur. Idrar seyreltik oldugunda diisiik konsantrasyondaki bilesikler saptanamayabilir.

Sabah ilk idrar érnegi:Rutin idrar analizleri i¢in tercih edilen Ornektir. Gece yatmadan once
mesane bosaltilir ve sabah ilk idrar toplanir. Bu 6rnekler rastgele 6rnege kiyasla daha sabit, daha
derisik ve asit karakterdedir. Hiicrelerin, silindirlerin ve mikroorganizmalarin incelenmesi i¢in

uygun bir ornektir.

Orta-akim idrar:Ozellikle idrarin bakteriyolojik incelemeleri ve idrar kiiltiirii icin istenen idrar
ornegidir. Idrarm ilk kismu tuvalete yapildiktan sonraki kistm toplanir, son kisim tekrar tuvalete

yapilir. Ozel kapta ¢ok temiz kosullarda toplanmalidir.

24 saatlik ornek: Sabah ilk idrar 6rnegi atilarak 24 saat siireyle ertesi giin sabah ilk idrar 6rnegi
dahil bir kaba toplanir. Toplanan idrarin 24 saatlik oldugundan siiphe duyuluyorsa, idrarda kreatinin
Olctimii yapilir. Bunun nedeni giinliik kreatinin atilimimin kas kiitlesine bagli sabit olmasidir.

(Erkekte 20-24 mg/kg/giin, kadinda 18-22 mg/kg/giin)

Kateterize érnek: Ureteral veya mesaneye ait 6rnek toplanabilir. Mesaneye ait idrar 6rnegi genelde

once mesane yikandiktan sonra alinmalidir.

Tam Idrar Tahlili

Biyokimya laboratuvarlarinda yapilan bu islem ti¢ asamalidir.

I. Fiziksel inceleme:idrarin goriiniim, koku, yogunluk ve pH’sinin degerlendirilmesidir.
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Gorunim:

a) Renk: Idrarin goriintiisii ve rengi cam silindirde incelenir. Taze idrar kehribar sarisidir. Bu
rengi iirokromlar verir. Az miktarda iiro- ve koproporfirin de renge katkida bulunur. Idrar
rengindeki degismeler patolojik durumlar hakkinda ipucu verir.

® Agcik renkli idrar fazla su atilmasina baghdir, genellikle yogunlugu diisiiktiir.

® Normal idrar 6rnegi bekletilirse tirokrom pigmenti oksitlendigi i¢in koyu renk alir.

® (ay renginde idrar, biliriibin veya kan varligini diislindiiriir.

¢ Bekletilmekle siyahlasan idrarda homojentisik asit (alkaptoniiri) veya melanin pigmenti
varlig1 diisiiniilmelidir.

e Idrarda normalden fazla iirobilin varsa renk koyu sari-turuncu olur, beklemekle
kahverengine degisir.

b) Berrakhk: Taze ve normal idrar berraktir. Berraklik, idrarin pH’na ve iginde maddelerin
tam olarak erimis olmasina baglhidir.

Bulaniklik sebebleri;

® Agsirt hiicresel eleman (eritrosit, 16kosit, bakteriler) bulunmasi

® Protein bulunmasi

e Kiristaller bulunmasi

°

Tuzlarin oda sicakliginda ¢okmesi

Mukus bulunmast, lipidiiri

Koku:idrarin kendine &zgii kokusu vardir. Bu koku idrardaki fenollerden kaynaklanir. Bunun

disinda bazi patolojik durumlarda idrarin kokusu degisir. Ornegin kontrol edilemeyen diyabet

hastaliginda keton cisimleri ¢iktig1 i¢in idrarda aseton kokusu alinir. Bekletilmis ve bakteri tiremis

idrarda amonyak kokusu olur. Bunun nedeni bakteride bulunan iireaz enziminin tireyi pargalayarak

amonyak olusturmasidir.

Idrar hacmi:Normal idrar miktari 24 saatte 1000-1800 mL /giin’diir.

24 saatlik idrar hacminin >2000 mL’nin {izerinde olmasina poliiiri, <400mL olmasina oligiiri,

<100 mL olmasina veya hi¢ idrar olmamasina aniiri denir.

Poliiiri asagidaki sebeplere bagli olabilir:

Asirt s1vi alimi (polidipsi)
Ditiretik kullanimai,
Kafein, alkol kullanimi
Eksiida ve 6demlerin resorpsiyonuna bagli olarak
I.V. glikoz veya tuz ¢ozeltilerinin kullanimi
Diabetes mellitus; asir1 glikoz atilimina bagh diiirez
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e Antiditiretik hormon (ADH) yapiminda (hipotalamik diabetes insipidus) veya etkisindeki
yetersizlik (nefrojenik diabetes insipidus),
® Progresif kronik bobrek yetersizliginde doku kaybina bagli olarak bobregin idrar1 konsantre
etme yeteneginin kaybi.
Oligiiri sebepleri; az su igmek, cok terlemek, diyare ve kusma gibi sivi kaybmin c¢ok oldugu
durumlar, yaygin 6dem olusumuna yol agan haller, kanama, sok, kalp yetmezligi gibi bobrek kan

akiminin azaldigi durumlar ve bobrek yetmezlikleri olabilir.

Aniiri tag, tiimor, hipertrofik prostat gibi nedenlerle idrar akiminin 6nlendigi durumlarda ve bobrek

yetmezliginde goriilebilir.

Pollakiiri: Idrar miktarinda artis olmadan idrara ¢ikma sikligmin artmasina pollakiiri denir.
Genellikle idrara ¢ikma sikligi 24 saatte 4-5 kez olur. Psikojenik veya organik nedenlerle (iiriner

sistem enfeksiyonlari, sistit) goriiliir. Tanida pollakiiri ile poliiiriyi birbirinden ayirmak gereklidir.
Ozgiil agirhk (dansite):

Belli bir hacimdeki idrar agirliginin ayn1 hacim ve 1sidaki saf suyun agirligina oranina idrarin 6zgiil
agirhigr (dansite) denir. Oran olarak ifade edildigi i¢in birimi yoktur. Normal beslenen bir kiside
idrar dansitesi 1.015-1.020/gilindiir. Giiniin herhangi bir saatinde alinan idrar 6rneginin dansitesi
1.001-1.030 arasinda degisebilir. Idrar dansitesinin suya nazaran fazla olmasinin baslica sebebi

icerdigi lire ve NaCl’diir.

Idrar dansitesi iirometre ad1 verilen gerecle dl¢iiliir. Siiziilmiis idrar bir dl¢ii silindirine konur ve
tirometre idrarin igine yavasca birakilir. Urometrenin dengeye gelmesi ve sabit durmasi beklenir. Bu
islem sirasinda {irometrenin cam silindirin geperlerine degmemesine dikkat edilir. Idrarmn {ist
yiizeyinin iirometre {izerindeki seviyesi okunur. Urometre 15°C’lik siv1 i¢in ayarlanmistir. Daha
sicak veya soguk bir idrarin gercek dansitesi hesaplama yolu ile bulunur. Bunun i¢in idrarin
sicakligi bir termometre ile 6l¢iiliir. 15°C tizerindeki her 3°C’lik sicaklik farki icin okunan degere 1
eklenir, 15°C'nin altindaki her 3°C igin 1 cikartilir. Ornegin 21°C'deki idrarin okunan dansitesi

1.005 ise, gercek dansitesi 1.007 olacaktir.
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Proteinsiz plazmanin 6zgiil agirligina esit (250-350 mosm/L) idrar ¢ikarilmasina izosteniiri denir.
Bu durumda idrarin dansitesi 1.010’dur. Idrar dansitesinin artmasi (1.035-1.040) hipersteniiri;

dansitenin 1.010’dan diisiik olmasi hiposteniiri olarak tanimlanir.

Hipersteniiri nedenleri:

e Idrarda ¢oziinmiis madde miktarmin artmasi, rnegin ¢ok miktarda NaCl, protein veya glikoz
¢ikmasi (idrarda madde fazinin artmasi) .

e Az suicilmesi veya terleme nedeniyle normalde atilan maddelerin ¢ok az idrarla ¢ikarilmasi
(idrarda sulu fazin azalmast).

Hiposteniiri nedenleri:

e Normalde ¢ikarilmasi gereken maddelerin idrarla atilamamasi (bobrek fonksiyon bozuklugu)

e (Cok fazla su icilmesi sonucunda idrar yogunlugunun azalmasi (¢dziinmiis madde miktarinin
idrar hacmine oraninin azalmast).

e Viicut fonksiyonlarindaki bozukluklar sonucu, viicudun su tutma yetene§inin ortadan
kalkmasi (diabetes insipidus).

izosteniiri nedenleri:

e Genellikle anurinin baslangic donemini takiben ilerlemis bobrek hastaliklarinda ortaya ¢ikar.

e Hasarli tubuluslar glomeriiler filtrat1 konsantre /diliie etme yetenegini kaybetmistir.

Idrar pH:

Idrar pH's1 beslenmeye bagli olarak degismekle birlikte, normal beslenme kosullarinda idrar hafif
asittir. Normal idrar pH's1 5-8, ortalama 6'dir. Idrar pH's1 genellikle yapisindaki primer fosfatlardan
ileri gelir. Idrar 6rnegi beklemekle alkaliye doniiseceginden pH taze idrarda tayin edilmelidir. Keton
cisimlerinin varhg pH'yr diisiiriir. Ureyi pargalayip amonyak olusturan bakteriler idrar pH'sini

alkalilestirir.

Idrar pH"1 turnusol ve indikatér kagitlar1 yardimi ile dlgiiliir. Indikatér kAgidi iizerine idrar
degindirildiginde ortaya ¢ikan renk skaladan karsilastirilarak pH saptanir. Turnusol kagidi ile

idrarin asit veya alkali oldugu anlasilabilir.
Il. Kimyasal inceleme:

Klinik biyokimya laboratuvarlarinda, idrarda protein, glikoz, biliriibin, iirobilinojen, keton cisimleri
gibi bilesiklerin varlig1 oncelikle kalitatif metotlarla arastirilir. Daha sonra gerekirse bu bilesiklerin

diizeyleri kantitatif yontemlerle tayin edilir. Uygulamasi kolay ve hizli sonug verdigi i¢in rutin idrar
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analizinde tercih edilen bir yontem de idrar stripleridir. Idrar stripleri, uygun ayiraglar emdirilerek
hazirlanmig seritlerdir. Glikoz, keton cisimleri gibi tek bir analiz igin gelistirilmis olanlarin yani sira
idrar dansitesi, 10kosit, eritrosit, nitrit, keton cisimleri, biliriibin, iirobilinojen, protein ve glikoz
varligmmi birlikte gdsteren tipleri de mevcuttur. Bu stripler iireticiler tarafindan belirtilen siire
boyunca idrar i¢inde tutulur, bu silirenin sonunda serit iizerinde olusan renk degisikligi kullanma
kilavuzu tizerinde bulunan her parametre i¢in belirtilen farkli degerlere ait renklerle karsilastirilarak

sonuclar semikantitatif olarak saptanir.Siireli deneyler i¢in kronometre kullanilir.

Strip idrara daldirilir.idrarin fazlas: siiziiliir.
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Olusan renk siddeti karsilastirilir.
IDRARDA GLIKOZ ARANMASI

Normal kosullarda glikoz veya diger bir monosakkarit idrarda bulunmaz. Monosakkaritler arasinda
idrar patolojisi agisindan en Onemlisi glikozdur. Dolasimdaki glikoz bobrek glomeriillerinden
siiziiliir ve tubuluslardan geri emilir. idrarda glikozun varhi@ genellikle kan glikoz diizeyinin
yiikseldigine isaret eder. Normalde kan glikoz diizeyleri 70-100 mg/dL arasindadir. Kandaki
konsantrasyon, glikozun tubuluslardan geri emilimi i¢in bobrek esigi olan160 mg/dL'yi astiginda
idrara glikoz ¢ikmaya baslar. Idrarda glikoz bulunmasina glikoziiri denir. Glikoziirinin baslica
sebebiDiabetes Mellitiis hastaligidir. Diabet olmadan da bu tablo olusabilmektedir (renal glikoziiri).
Eger hastanin proksimal tubuler fonksiyonlarin1 bozan bazi toksinler veya ilaglar s6z konusu ise,
veya genel proksimal tubuler fonksiyon bozukluguna yol acan Fanconi sendromu,
multiplmyelom, Wilson hastalig1 gibi durumlar varsa renal glikoziiri goriilebilir. Bunlarda altta
yatan hastalik tedavi edilebildigi taktirde glikoziiri ortadan kalkar. Proksimal tubullerdeki hasar
genellikle tiim tubuler geri emilme fonksiyonlarini olumsuz etkilediginden, hastalarda tek basina
glikoziiri degil, ayn1 zamanda aminoasidiiri (idrarda aminoasitlerin olmasi) ve renal tubuler

asidoz (bikarbonat kaybina bagl olarak kan pH’sinin diismesi) da tabloya eslik eder.
1. DENEY: idrarda kalitatif yontemle glikoz aranmasi- Benedict deneyi

Kalitatif yontem: Benedict Testi

Benedict ayiraci:173 g sodyum sitrat, 100 g Na2COg, 17.3 g CuSOs saf su ile litreye tamamlanur.

Deneyin yapilisi:Bir tiibe 5 mL Benedict ayiract konur. Uzerine 8 damla idrar katilir, karistirilir ve
kaynar su banyosunda 3 dakika tutulur. (Idrar 8 damladan fazla konulmamalidir. Ortamda fazla idrar

varsa fosfatlar ¢okeleceginden sonug net olmaz.)

Tiip kaynar su banyosundan ¢ikarildiktan sonra asagidaki gozleme dayanarak degerlendirme yapilir:
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Sonuc Glikoz (g/dL)

islkelel yol, tnavi-vesil renk ] -
Zan cékeleldi vesl renk 1+ 0=
Zeytin vesili renk M+ 1.0
Eahwerengi-turuncu renk + 15
Tugla kirmizis renk 4+ =20

Kiil rengi veya beyaz ¢okelti fosfatlardan ileri gelir.

Striple glikoz aranmasi:

Kullanilan seritler glikoza spesifiktir. Bu seritler glikoz iceren idrar Ornegine batirildiktan sonra
tireticisi tarafindan belirtilen siire kadar beklenir ve stripte olusan renk degisikligi kutunun tizerindeki
renk ile karsilastirilarak semikantitatif bir Slgiim yapilabilir. Idrar stripleri ile 6l¢iim, indirgeme
yontemlerinden daha hassastir. Ancak idrarda askorbik asit ve {irik asit miktarlar1 artmigsa glikoz

reaksiyonu baskilanabilir.

Bu yontemle glikoz disindaki diger indirgen sekerleri (laktoz, galaktoz ve fruktoz ) saptamak miimkiin
degildir. Bu nedenle galaktoz ve fruktoz metabolizmasini etkileyen herediter hastaliklarin

taranmasinda strip kullanilamaz.

IDRARDA PROTEIN ARANMASI

Protein, normal sartlarda idrarda basit deneylerle saptanamayacak kadar az cikan bir organik
maddedir. Giinliik idrarda 20-150 mg protein bulunmasi normal kabul edilir. Baz1 kaynaklarda iist
simir 100 mg/gilin olarak alinir. Bu miktarin yaklasik olarak yarisini albiimin, geri kalanmi distal
tubuluslardan ve Henle kulpunun ¢ikan kolundan salgilanan Tamm-Horsfall glikoproteini (iiromukoid)
olusturur. Pratik olarak idrara protein ¢ikmadig1 kabul edilir ve bu eser miktardaki proteinler, giinliik
analizler icin kullanilan protein arama yontemleri ile gosterilemez. Idrarda protein ¢iktigi hallere
proteiniiri ya da eski adiyla albiiminiiri denir. Agir proteiniirilerde glinde idrarla atilan protein
miktar1 4 gramdan fazla olabilir.

Proteiniiriler gecici ve siirekli olarak gruplandirilabilir. Gegici olanlar herhangi bir hastaliga baglh
olmayip idrarda az miktarda protein bulunmasi ve bu durumun gegici olmasiyla karakterizedir.
Ornegin maraton gibi agir egzersiz kosullarinda ve uzun siire ayakta kalindiginda ve gebelikte

goriilen hafif albumintiri bu grupta yer alir.
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Proteiniirinin devamli olarak saptanmasi altta yatan sistemik veya renal bir hastalik gostergesidir ve
mutlaka yakin izleme gerektirir. Glomeriiler, tubuler ve tasma (overflow) proteiniiri olmak tizere
iic grupta incelenir. Glomeriiler hastaliklarda (nefrotik sendrom gibi), glomeriil gegirgenliginin
artmasi proteiniiri ile sonuglanir. Tubuler proteiniiride tubulointerstisiyel hasar nedeniyle diisiik
normal geri emme kapasitesini asacak miktarda diigilk molekiil agirlikli protein iiretilmesine bagl
olarak ortaya c¢ikmaktadir (multiple myeloma, Bence-Jones proteiniirisi gibi). Ayrica postrenal
proteiniiri, bobrek sonrasi idrar yollarindan kaynaklanan proteini igerir ve genellikle inflamasyon,

kanama ve malignite nedeniyle goriiliir.

2. DENEY: idrarda Kalitatif yontemlerle protein aranmasi

Kaynatma Deneyi

Idrarda protein aranmasinda en basit yontemdir. Deney tiipiiniin yarisina kadar konulan siiziilmiis
idrar agik alevde kaynatilir, patolojik miktarda protein bulunmasi halinde bulaniklik gériiliir. idrarda
cok miktarda fosfat ve karbonat bulunmasi halinde de kaynatmakla bulaniklik olusabilir. Ayirici tani
kaynatilmig idrar {lizerine birka¢ damla % 3'lik CH3COOH damlatilarak yapilir. Bulaniklik siirerse

proteinden, kaybolursa fosfat ve karbonatlardan kaynaklandig: diistintiliir.
Siilfosalisilik Asit Deneyi

En giivenilir protein arama yontemdir. Bir miktar siiziilmiis idrarin {izerine esit miktarda % 3 'lik
stilfosalisilik asit konulur, karistirilir ve 10 dakika beklenir.Protein varsa miktarina gore, hareli veya net
bulaniklik goriiliir. Bulaniklik nedeni, stilfosalisilik asit ile proteinlerin amin (-NH2) gruplarmin
baglanmasi sonucu olusan ¢éziinmeyen komplekstir. Oda 1sisinda olusan bulaniklik ve/veya ¢okmenin

derecesi asagidaki tanimlamalara gore yapilabilir.

Negatif- Bulaniklik olugsmaz (<5 mg/dL)

Eser- Farkedilebilir bulaniklik (= 20 mg/dL)

(+) = Bulaniklik var, graniilasyon yok (= 50 mg/dL)

(++) = Graniilasyon birlikte bulaniklik (= 200 mg/dL)

(+++) = Graniilasyon ve ¢okelme ile bulaniklik (= 500 mg/dL)

(++++)= Cokmiis protein kiimeleri veya kat1 ¢okelti olusumu (>1.0 g/dL)
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Esbach yontemi

Protein miktar 6l¢timiinde semi-kantitatif yontemdir. Bunun i¢in 24 saatlik idrar kullanilir. Bu yontem,
cift asitle proteini ¢oktiirerek (% 1 pikrik asit ve % 2 sitrik asit karisimi) ¢okeltinin yiiksekligini
okuma prensibine dayanmaktadir.Duyarligi diisiik olup 0.5 g/L'den az protein miktarini tam
gostermez. Esbach tiibii lizerinde U (urine) ¢izgisine kadar idrar, R (reactive) ¢izgisine kadar Esbach
ayiract (% 1 pikrik asit ve % 2 sitrik asit karigimi) konulur. Mevcut proteinin ¢okmesi i¢in 24 saat
bekletildikten sonra ¢okeltinin hizasindaki say1 litrede gram (g/L) cinsinden protein miktarini verir.

Escbach yontemi ile 0.5-12 g/L arasindaki protein diizeyleri 6lgiilebilir.

Striple protein aranmasi:

Albumine en hassas olan bromfenol mavisi indikator boyas1 kullanilarak (pH=3) olusan renk ile
protein tayinin yapilmasi esasina dayanir. Globulinler ve Bence-Jones proteinine duyarli degildir.

Eser pozitif; 10 mg/dL veya 150 mg/24 sa (normalin st sinirt).
(+)  =200-500 mg/24sa,

(++) =0.5-1.59/24sa,

(+++) =2-59/24 sa,

(++++)=7gveya>70/24 sa

Saglikli bireylerin konsantre idrarlarinda eser protein goriilebilir. Alkali ve/veya tamponlanmis idrar
(alkali tedavi alan kisilerde veya bakteriyal kontaminasyon) proteiniiri yoklugunda da pozitif
sonuclara sebep olabilir. Bu yontem idrar bulaniklifi, radyografik madde veya ilag ve ilag

metabolitlerinden etkilenmez.
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IDRARDA BILIRUBIN ARANMASI

Biliriibin hemoglobinin yikim iiriinlidiir.Retikiiloendotelyal sistemde olusan biliriibin (serbest
bilirubin = indirekt bilirubin) albiimine baglanarak kan dolasimi ile karacigere gelir, burada
glikuronik asitle birlesir ve suda ¢6ziinebilen bagl biliriibin (direkt bilirubin) haline gecer. Direkt

biliriibin karaciger hiicresinden safra yollarina verilir, safra yollariyla da ince bagirsaga gelir.

Idrarda normalde biliriibin bulunmaz. Biliriibinin idrara cikisina biliriibiniiri denir. Biliriibiniiri
goriilebilmesi i¢in, direkt biliriibinin kanda artmas1 gerekir. Sadece direkt (bagl) biliriibin idrara
gegebilir.Serbest biliriibin suda ¢oziinmediginden kan diizeyleri artsa bile idrarda bulunmaz. Ancak
lipofilik 6zelligi nedeniyle kan-beyin engelini kolayca asabilir. Normalde kanda total biliriibin % 0.2-
1 mg’dir. Direkt biliriibin diizeyi 0.2 mg/dL’yi gegmez. Direkt bilirubin i¢in bobrek esigi ¢ok diisiik
oldugundan, normal diizeyin iizerine ¢iktifinda idrarda saptanabilir. Kanda biliriibin 2-2.5 mg’1

gecmesi halinde dokulara yayilir ve sarilik (ikter) goriiliir.

Idrarda direkt biliriibinin bulunmasi safra taslar1 veya tiimor nedeniyle safra kanali tikamklar veya
hepatoselliiler hastaliklar nedeniyle hepatositlerin biliriibini safraya verememesine bagl olarak ortaya
¢ikar. Biliriibiniirili idrarn rengi sari-kahve renkten yesil-kahveye degisiklik gosterir. Safra kanali

tikaniklig1 tamsa sarilik ile birlikte akolik digk: da goriilebilir.

Idrarda bilirubin testinin (+), iirobilinojen (-) olmasi intrahepatik ve ekstrahepatik safra kanali

tikanikliklarim diisiindiiriir. Bilirubintiiri hemolitik sariliklarda goriilmez.
3. DENEY: idrarda kalitatif yontemlerle biliriibin aranmasi

Kalitatif yontemler, bilirlibinin yesil renkli bir pigment olan biliverdine oksidasyonuna dayanir.
Gmelin testi: Bir deney tiibiine 2 mL idrar konulur. Tiip egilir ve kenarindan, altinda tabakalanmak
lizere, derisik HNOs yavasca dokiiliir. Idrarda biliriibin varsa, idrarin HNOg3 ile deginme yiizeyinin

biraz lizerinde yesil renkli bir halka (biliverdin) olusur.

Rosin-Trousseau testi: Deney tiibiine bir miktar idrar konulur. Tiip egik durumda iken iizerine birkag
mL %?1'lik alkol-iyot karisim pipetlenerek tabakalanmasi saglanir. Idrarda biliriibin varsa, deginme

yiizeyinde belirgin yesil bir halka olusur.
Striple biliriibin aranmasi:

Striple biliriibin reaksiyonu, biliriibinin asit ortamda diazo tuzlariyla reaksiyonlagsmasi esasina dayanr.
Diazo tuzunun tiiriine gore farkli renkler goriilebilir. 2,6-diklorbenzen-diazoniyum tetraflorborat iceren

striple pembeden menekseye kadar degisen renk olusur.
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Idrar 6rnegi taze olmahdir, ¢iinkii idrarda bulunan biliriibin glikuronid hizla daha az reaktif serbest
biliriibine hidroliz olur. Ornegin uzun siire 1513a maruz kalmas ile yalanci-negatif sonuglar goriilebilir.
Cok miktarda askorbik asit ve nitrit bulunmasi biliriibin sonuglarin1 azaltabilir. Piridin tlirevi ilaglar

sonucu maskelerken, rifampisin ve klorpromazin metabolitleri yalanci-pozitiflige sebep olabilir.
IDRARDA UROBILINOJEN ARANMASI

Biliriibin karacigerde glikuronidleserek safra yoluyla bagirsaga atildiktan sonra [-glikuronidaz
enziminin kataliziyleglikuronik asitten ayrilir ve bagirsak bakterileri tarafindan indirgenerek once
iirobilinojen, sonra tekrar indirgenerek sterkobilinojen denilen tetrapirol bilesiklerini olusturur.
Urobilinojen, bagirsagn iist kisimlarinda enterohepatik dolagimla karaciger hiicrelerine geri doner.
Bu sirada bir miktar iirobilinojen bobreklerden siiziilerek idrara geger. Bu nedenle idrarda az

miktarda iirobilinojen bulunabilir (< 4 mg/ giin).

Sariliklarin ayirici tamsinda idrarda {irobilinojen aranmasi énemlidir. Idrarda iirobilinojen miktari,
hemolitik sariliklar, viral hepatit, toksik nedenler, ilaglara bagli hepatoselliiler hasar ve bazi siroz
olgularinda artar. Kolestatik sariliklarda ise tikanmaya bagli barsaga direkt bilirubin akisi
azalacagindan, idrarda iirobilinojen saptanmaz.Urobilinojen 1s13a duyarli bir bilesik oldugundan taze

ornekle calisilmasi gerektigi unutulmamalidir.
4. DENEY: idrarda kalitatif yontemlerle iirobilinojen aranmasi

Ehrlich deneyi

3-5 mL idrara birkag¢ damla Ehrlich ayiraci damlatilir ve calkalanir. Urobilinojen ya da
sterkobilinojen varsa, zayif ya da kuvvetli pembe-kirmiz1 bir renk goriiliir (beyaz zemine tutulan

tiibiin iist kismindan bakilmalidir).

Normal idrarda az miktarda tirobilinojen ciktigindan hafif pembe renk olusabilir. Daha koyu

pembe-kirmizi renk degisimi i¢in (+), (++) , (+++) olarak degerlendirme yapilir.
Ayiraglar:

- Ehrlich ayiraci:2 g p-dimetilaminobenzaldehit 50 mL distile suda ¢6ziiniir, izerine 50 mL derisik
HCI eklenir.
- Doymus sodyum asetat

- Kloroform
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Striple iirobilinojen aranmasi:

Striple idrar iirobilinojeni Erlich aldehit reaksiyonu ile saptanir. Urobilinojen oldukca labil bir madde

olup siiratle asit idrarda non-reaktif metabolitine doniistiigiinden taze idrar kullanmalidir.

Fenazopiridin tiirevi ilaglarin metabolitleri ile yalanci-pozitif reaksiyon goriilebilir.
IDRARDA KETON CISIM ARANMASI

Karbonhidratlarin bulunmadig1r veya kullanilamadig1 kosullarda organizma igin gerekli enerji yag
asitlerinin oksidasyonundan saglanir. Yag asitlerinin yikimi sonucu olusan asetil KoA lar ortamda
yeterli oksalasetat bulunmadigindan sitrik asit sikliisiinde oksitlenemez. Asetil KoA’lar bu nedenle
keton cisimleri sentezinde kullanilir. Keton cisimleri; aseton , asetoasetik asit ve B-hidroksi biitirik
asittir. Sulu fazda ¢oziinebilirler. Mitokondrisi olmayan eritrosit hari¢ tiim dokular keton cisimlerini
oksitleyip enerji elde edebilirler. Ancak olusumu kullanim kapasitesini astiinda kanda artar
(ketonemi), idrarda cikar (ketoniiri). Aseton disindaki keton cisimleri asit oldugundan ketonemide
serum pH’s1 asit yone kayar (ketoasidoz). Kontrolsiiz tip I diyabette giinde 5 gram kadar keton cismi
idrarla atilabilir. idrarda keton cisimlerinin en az birini saptayan metod, ketoniirinin saptanmasi igin

yeterlidir. Diyabetin takibinde 6nemlidir.

5. DENEY: Idrarda kalitatif yontemlerle keton cisim aranmasi
Weyl-Legal (nitroprussiyat) Deneyi

Ayiraglar: 1 N NaOH, CH3COOH (% 20), sodyum nitroprussiyat (% 5)

Deneyin yapilisi: 2-3 mL idrar bir deney tiipline alinarak iizerine NaOH ¢ozeltisi damlatilip
alkalilestirilir. Sonra sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi eklenir ve kirmizi renk olustugu goézlenir. Bu
renk hem aseton, hem de idrarin normal bileseni olan kreatinin nedeniyle olusabilir. Ancak
kreatininin ayiragla olusturdugu renk, asit ortamda kaybolur. Asetonun olusturdugu renk ise
kaybolmaz. Bunu ayirt etmek i¢in tiibe % 20'lik asetik asit damlatilir. Aseton varsa asit ilavesiyle
renk daha koyu kirmiziya doner. Kreatininin olusturdugu kirmizi renkli kompleks asit ortamda

parcalanir ve renk kaybolur.

Gerhardt Deneyi

Gerhardt yontemi ile sadece asetoasetik asit saptanabilir, bu yontem 3-hidroksi biitirata hassas degildir.
Deneyin yapilisi:

Deney tiipiliniin 1/3'line kadar idrar konur, iizerine %10’luk demir (IIT) kloriir (FeCls) ayiraci

damlatilir. Normal idrarda fosfatlarin ¢ékmesiyle kirli beyaz bir ¢okelti olusur. idrarda asetoasetik
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asit varsa, FeClz eklenmesi ile kirmizi renk goriiliir. Asetoasetik asidin FeCls ile verdigi reaksiyon
sonucu olusan bu renk; idrarda salisilat, fenol ve antipirin gibi bilesikler bulundugunda da ortaya

cikar. Bu nedenle asagidaki islemle asetoasetatin ayirici tanist yapilir.

Kirmizi rengin olustugu idrar acik alevde kaynatilir. Asetoasetik asitten ileri gelen renk sivinin
kaynatilmas1 ile kayboldugu halde, ilaglardan ileri gelen renk kaynatmakla degismez. Idrarin
kaynatilmasi ile rengin kaybolmasinin nedeni; asetoasetik asidin 1s1 ile asetona donilismesi, asetonun

da bu reaksiyonu vermemesidir.
Striple keton cisim aranmasi:

Giinlimiizde keton cisimleri i¢in kullanilan strip, sodyum nitroprussiyat reaksiyonu esasina dayanir.
Bu yontemle aseton ve asetoasetik asit tayin edilebilir, B-hidroksibutirik asit tayin edilemez.
Sodyum nitroprussiyat oncelikle asetoasetik asitle reaksiyona girer. Ug keton cisminden idrarda en
cok miktarda ¢ikan B-hidroksi butirik asittir. Ancak, pratik direkt bir metodu bulunmadigindan rutin
idrar analizinde aranmaz. Fenolsiilfoftalein veya fenilketonlar, L-DOPA metabolitleri ile yalanci renk

reaksiyonu olusabilir.
IDRARDA HEMOGLOBIN ARANMASI

Idrarda anormal sayida kirmizi kan hiicrelerinin bulunmasina hematiiri, eritrositlerin pargalanmasima

bagli serbest hemoglobinin bulunmasina ise hemoglobiniiri denir.

Hematiiri (nefrit, tas, travma), hemoglobiniiri (hemoliz), miyoglobiniiri (rabdomiyoliz) hemoglobin

reaksiyonun pozitif olmasi nedenleri arasinda sayilabilir.
Striple hemoglobin aranmasi:

Serbest hemoglobindeki hem yapisinin peroksidaz benzeri aktivitesi bulunur. Hem bu aktivitesi ile
stripte bulunan bir organik peroksit ile renklendirici madde tetrametilbenzidin arasindaki reaksiyonu
katalizler. Tetrametilbenzidinin oksitlenmesine bagli olarak idrarda strip ile 0.05-0.3 mg/dL

hemoglobin saptanabilir. Yiiksek dansiteli ve protein diizeyi yiiksek olan idrarda test duyarlilig1 azalir.

Askorbik asit gibiindirgen ajanlar ile yalanci negatif sonug olusabilir. idrarda yiiksek miktarda nitrit
olmasi reaksiyonu geciktirir. Hipoklorit gibi oksitleyici ajanlar, cilt dezenfektani olarak kullanilan iyot
yalanci-pozitif reaksiyona sebep olur. Ayrica iiriner enfeksiyonlarla iligkili olarak mikrobiyal

peroksidazlarla da yalanci-pozitiflik ortaya ¢ikabilir.

Idrar sedimentinin normal oldugu fakat hemoglobin reaksiyonunun (+) bulundugu durumda taze idrar
ornegi alinarak eritrositler a¢isindan incelenmelidir, ¢iinkii alkali idrar veya 1.010” dan diisiik dansiteli

idrar eritrositlerin pargalanmasina sebep olabilir.
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IDRARDA NiTRIiT ARANMASI

Buyontem idrarda belirli miktarda (>10° -10° ) bakterinin bulunmasi halinde, bu bakterilerin nitrat:
nitrite indirgeyen enzimleri ile olusan bir reaksiyondur. Baslica mikroorganzimalar Escheria. Coli,
Klebsialla, Enterobakter, Proteus, Psddomonas tiirevleridir. Negatif sonu¢ bakteriliri olmadigin
gostermez. Enterokoklara bagli enfeksiyonlarda bakterinin nitrat indirgeyen enzimleri olmadigindan

nitrit reaksiyonu negatif kalir.Nitrit testinin pozitif olmasi halinde kiiltiir calismasi1 yapilmalidir.

Bakterinin idrardaki nitrati nitrite doniistiirmesi i¢in bir gece boyunca (minimum 4 saat) idrarin
mesanede kalmasi (inkiibasyonu) gerektigi i¢in sabahki ilk orta akim &rneginin kullanilmasi
onerilir.Uygun olmayan sartlarda toplanan ve saklanan 6rneklerde yalanci-pozitif sonuglar goriilebilir.

Mesanede nitrite indirgenme igin gerekli olan siire nedeniyle rastgele toplanan veya kateterden alinan
orneklerle galigilan nitrit reaksiyonu ile bakteriiiri arasinda korelasyon saptanmamustir. Askorbik asit,

iirobilinojen, diisiikk pH (pH<6.0) yalanci-negatiflige sebep olabilir.
IDRARDA LOKOSIT ESTERAZ ARANMASI

Insandaki nétrofil azurofilik graniiller esteraz aktivitesi gosteren 10 kadar protein igerir ve esteraz
aktivitesi bu hiicreler i¢in bir marker olarak kullaniliridrarda nétrofil ve diger hiicreler labil
oldugundan 106kosit esteraz aktivitesi mikroskopta saptanamayan bu hiicrelerin kalintilarinin

saptanmast i¢in gereklidir.

Idrarda belirli miktarda nétrofilin bulunmasi idrar yolu enfeksiyonunu diisiindiiriir. Pozitif 16kosit
esteraz bulgusu, idrarda bozulmamis veya pargalanmis (lize) notrofil varligim gosterir. Negatif 16kosit
esteraz iiriner enfeksiyon ihtimalinden uzaklastirmakla birlikte idrar, bakteri varligi agisindan sediment

ve/veya kiiltiir ile incelenmelidir.

Okside edici ajanlar ve menstriiel kontaminasyon ile interferans goriilebilir. Yiiksek askorbik asit
varligireaksiyonu inhibe edebilir. Yiiksek dansite, glikoz ve protein varligi test sonuglarini azaltabilir.
Idrarm vajinal s1v1 ile kontaminasyonu yalanci-pozitif sonuca sebep olabilir, mikroskopta cok miktarda
skuamoz epitel hiicreleri ve bakteri goriilebilir. Trikomonas ve eozinofiller de yalanci-pozitiflige sebep

olabilecek alternatif hiicresel esteraz kaynagi olustururlar.
SEDIMENT INCELEMESI

Idrarm mikroskobik incelenmesi; santrifuj edilen ve daha sonra iist faz1 atilan idrarn tiip dibinde kalan

sedimenti kullanilarak yapilir. En az 10 saha degerlendirilerek ortalamasi alinmalidir.
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Eritrositler: Normal idrarda 0-2 eritrosit bulunur. >3 eritrosit {izeri anormal olarak kabul edilir.

Idrarda eritrosit goriilmesi; menstruasyon, agir egzersiz, travma, damar yaralanmasi, bobrek/ iireter
taslar1, glomeriilonefrit, piyelonefrit veya sistite bagli olabilir. Lokositlerle birlikte eritrositlerin varlig

infeksiyonu disiindiirtir.

Lokositler: Idrarda daha ¢ok polimorfoniikleer 18kositler bulunabilir. Her sahada 4-5’den fazla
16kosit anormal olarak kabul edilir. Hipotonik ve alkali idrarda 16kositler hizla parcalanabileceginden
oda 1sisinda 2-3 saatte bekleme ile Iokositlerin yaklasik % 50’si kaybolabilir. Bu nedenle sediment
16kosit agisindan ¢abuk degerlendirilmelidir. Akut glomeriilonefrit, intertisyel nefrit ve iiriner sistem

enfeksiyonlarinda goriiliir.

Bakteri: Normal idrar sterildir, bakteri bulunmaz. Az sayida bakteri cilt ve hava kontaminasyonuna

bagl goriilebilir

e Taze ornekte 16kositle, az veya ¢ok sayida bakteri iiriner enfeksiyonu gosterir.

® Her sahada >20’den fazla bakteri anlamlidir.

e [drarda goriilen en patojen bakteriler; gram(-) E.Coli ve proteus’dur.
Silendirler: Silendirler tubuluslarin seklini almis silindirikyapilardir. Distal tubulusda veya toplayici
kanallarda olusur. Proksimal tubul ve henle kulpu silendirlerin olusumu i¢in uygun degildir. Tamm-
Horsfall proteini Henle kulpunun g¢ikan kolunun kalin kismindan sekrete edilen bir glikoprotein olup
biitlin silendirlerin matriksini olusturur. Bu proteinin olusturdugu fibril agy, tiibiiler filtratta bulunabilen
hiicre, hiicresel pargalar veya graniiler materyalleri tutar. Glomertiler gegirgenligin artisina sebep olan
bir glomeriiler hasar, Tamm Horsfall proteinine diger proteinlerin (albumin ve globiilinlerin) de

katilmasina sebep olur.

Normal kisinin idrar sedimentinde ¢cok az sayida silendire rastlanir. Bobrek hastaliklarinda ¢ok sayida
ve degisik formlarda goriiliir. Cok miktarda silendir proteiniiri ile birlikte agir egzersizi takiben normal

kiside goriilebilir.

Diisiik pH, artmis iyonik konsantrasyon, tubuler sivida hiicre veya hiicre dokiintiisii bulunmasi ile
nefronun tikanmasi sonucu silendirlerin olusumu artar. Tubuluslara giren normal diizeyden fazla
miktardaki plazma proteinleri silendir olusumunu arttirir. Genellikle miktar1 fazla olan protein
albimindir, ancak Bence Jones immiinglobulini, hemoglobin, miyoglobin gibi globiilinler de silendir

olusumuna katilabilir.

75



Matriks Silendirleri

Hyalin silendirler: Hemen hemen tamami Tamm-Horsfall proteininden olusan bu
silendirlermatriksleri temiz, jelatindz, hiicre veya partikiil icermeyen yapilardir. Hyalin silendir
glomeriiler kagag1 gosterir.

Mumsu silendirler: Kronik bobrek hastaliklarinda bazi silendirler goriiniiste daha yogun hal
alir ve bunlara mumsu silendirler denir. Sarimsi, parlak goriiniimlii, keskin sinirh, siklikla

uclar1 agik olarak goriiliir. Tubuler inflamasyon veya harabiyeti gosterir.

Hiicresel silendirler

Eritrositik silendirler: Nefrondaki kanamayi gosterir. Renal glomeriiler hasar eritrositlerin
tubule kagmasina sebep olur. Bu kagis, proteiniiri ile birlikte gerceklestiginde distal nefronda
silendir olusumu i¢in optimal kosullar saglanmis olur. Glomeriiler hasarla eritrosit silendirleri
olusur.

Lokositik silendirler: Kirilgan, graniillii yapilardir. Notrofilik eksiida ve intersitisyal
inflamasyonla birlikte goriilen tubulointerstisyel hastaligi gosterir. Bu hastaligin en sik
rastlanan Ornegi piyelonefrittir. Komplemanin kemotatik etkisine bagli olarak glomeriiler
hastaliklarda goriilebildigi gibi interstisyel nefrit, lupus nefriti ve nefrotik sendromda da
goriiliirler.

Epitelyal silendirler: Lokositik silendirler ile ayirmak giictiir. Renal tubuler hiicrelerin
dokiilmesi ve birlesmeleri ile ortaya ¢ikar. Renal tubuler hiicrelerin en karakteristik 6zelligi
tek, yuvarlak cekirdegidir. Akut tubuler nekroz, sitomegalovirus enfeksiyonu gibi viral
hastaliklar ve agir metal zehirlenmesinde gortiliir.

Graniiler silendirler: Kaba ve ince graniilli olarak iki gruptur. Hasarli glomeriillerden
tubulusa gecen plazma proteinlerinin agregatlart veya lokosit, eritrosit hiicrelerinin artiklar
veya hasarli renal tubuler hiicreler graniilleri olugturur. Glomeriiler, tubuler, tubulointerstisyel
hastaliklarda ve renal allograft rejeksiyonunda goriiliir. Ayrica kronik kursun zehirlenmesi,
piyelonefrit ve viral enfeksiyonlara da eslik edebilir.

Yagh silendirler: Lipid graniiller igeren kaba graniiler silendirlerdir. Genellikle agir

proteiniiride goriiliir. Nefrotik sendromun bir gdstergesidir.

Pigment silendirleri

Hemoglobin silendirleri: Saridan kirmiziya degisen renkteki bu silendirler glomeriiler
hastalikta goriiliir. Daha seyrek olarak da tubuler kanama ve nadiren hemoglobiniiriyle birlikte

ortaya cikar.
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e Hemosiderin silendirleri: Pigment yiiklii renal tubuler hiicrelerden kaynaklanir.
e Miyoglobin silendirleri: Kirmizi-kahverengi olan bu silendirler akut kas hasar1 sonucu
miyoglobiniiri ile birlikte goriiliir.

Kristaller

Normal asit idrarda goriilenler:

e Kalsiyum oksalat: Renksiz, zarf bigimi goriiniisli
® Amorf iirat: Sari-kirmizi, tugla tozu goriiniisli
o  Urik asit: Sar1- kirmizi1 kahve renkli, diizensiz, rozet, prizma goriiniislii

Normal alkali idrarda goriilenler:

® Amorf fosfat: Renksiz, ince kum goriintislii
e Kalsiyum karbonat: Renksiz, ufak yuvarlak gériiniislii
e Triple fosfat: Renksiz 3-6 kenarli prizma (tabut) goriintislii
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Tripl Fosfat kristali Oksalat kristali
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Eritrosit silendiri

Urik asit kristalleri
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Amorf urat kristali
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Amorf fosfat kristali
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