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Saglik hizmetleri, hayatimizin ayrilmaz bir par¢asidir. Yagadigimiz siire boyunca ge-
sitli nedenlere bagl yaralanma ve hastaliklarla karsilasmamiz kaginilmazdir. Bu sebeple,
klinik laboratuvarlar1 saglik hizmetleri agisindan hayatimizin en énemli saglik kriterle-
rinden birisini olusturmaktadir. Klinik laboratuvarlarinin baslica gorevi; hastaliklarin
teshisi, tedavisi ve takibini yaparken belirleyici olan kritik bilgileri dogru, giivenilir ve
miimkiin olan en kisa siirede doktorlara sunmaktir. Dolayisiyla test sonuglarinin dogru
ve giivenilir okunabilmesi i¢in 6rnek alma isleminden 6nce baslayan ve ¢ikan sonuglarin
raporlanmasini takiben uzmana iletilmesine kadar gegen siireteki parametrelerin bilin-
mesi, sonuglarin dogru yorumlanmasi bakimindan olduke¢a 6nemlidir. Hatal1 ve eksik ya-
pilmus testler hasta hayatini tehlikeye sokacagindan bu asamada sizlere 6nemli gorevler
diismektedir. Bu baglamda laboratuvar hizmetlerinin sadece ‘numuneyi cihaza okutup
sonug almak’ seklinde algilanmasinin da yanlis bir diisiince oldugunu bilmenizi isterim.
Iyi bir saglik elemany, ‘teorik bilgilerini, klinik ve laboratuvar bulgulariyla birlestirerek
yorumlayan ve hastaya en dogru taninin konulmasina yardimci olan anahtar kisidir

Calismam boyunca maddi manevi destekleriyle her zaman yanimda olup beni des-
tekleyen canim aileme, sevgili esim Enes Giir¢ay Aslana ve biricik kizzim Nur Sena As-
lana sonsuz tesekkiir ederim.
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BOLUM 1

]

KLINIK BIYOKIMYA-1 LABORATUVAR UYGULAMALARI

Laboratuvarda Uyulmasi Gereken Kurallar

1. Laboratuvarda c¢alisabilmek i¢in laboratuvar ¢alisma kurallar1 ve giivenlik kural-
lar1 bilinmelidir.

2. Laboratuvarlara vaktinde gelinmelidir. Geciken 6grenci derse alinmayacaktir.

3. Sessiz ve dikkatli calisilmalidir.

4. Laboratuvara onliiksiiz gelinmemeli ve laboratuvardan ayrilincaya kadar onliik-
ler ¢cikartilmamalidir.

5. Onliigii ya da uygulama kitabi olmayan 6grenci laboratuvar derslerine giremeyecektir.

6. Ogrenciler yalnizca kendisi icin gosterilen alanda ¢alismali, uygun malzemeleri
kullanmalidir.

7. Her 6grenci ¢alisma bittikten sonra calistig alani ve kullandigi malzemeleri bir
sonraki grup arkadaslarinin kullanacag: sekilde temiz ve tertipli olarak birakmalidir.

8. Laboratuvarda yiiksek sesle konusulmamali, ani hareketlerden kaginilmalidir.

9. Laboratuvarda 6zellikle kimyasal maddelerle kesinlikle saka yapilmamalidir. Kim-
yasal maddelere eldivensiz dokunulmamali, kimyasal maddeler asla agza gotiiriilmemeli
ve koklanmamalidir.

10. Deneylerde kullanilan madde israf edilmemeli, uygun ve gerektigi miktarlarda
kullanilmalidir. Eger stok sisesinden madde alinmigsa sisenin kapagi masaya ters konul-
maly, i¢inden istenilen miktarda alinmali, fazla alinan miktar bir daha stok sisesine ko-
nulmamalidir. Fazla alinip tekrar stok sisesinin i¢ine bosaltilan miktar sise icindeki tiim
numunenin bozulmasina neden olabilir.

11. Calismaya baslamadan 6nce kullanilacak olan tiim malzemeler kalintilardan te-
mizlenmelidir.

12. Calisma esnasinda laboratuvar kapi ve pencereleri agiksa kapatilmalidir. Varsa
havalandirma acilabilir.

13. Laboratuvar hijyeni ve giivenligi acisindan laboratuvarda gereksiz her tiirlii mal-
zemenin bulunmas: dnlenmelidir.

14. Ozellikle yanic1 ve patlayici ézellikte olan kimyasallarin (eter, alkol, kloroform)
agizlar1 mutlaka kapali bulundurulmals, kesinlikle ¢cakmak, kibrit gibi yakicilarla yakla-
silmamalidir.
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10 Klinik Biyokimya-I Laboratuvar Uygulamalari

15. Cozeltiler hazirlandiktan sonra uygun kosullarda saklanmalidir. Karigikliga yol
agmamasi ve bozulup bozulmadiginin anlagilabilmesi i¢in reaktiflerin iizerine kimya-
sal formiilii, kimin hazirladigi, hazirlanma tarihi, son kullanma tarihi, kag mL hazirlan-
dig1 yazilmalidur.

16. Tarihi ge¢mis reaktifler hatali sonuglara neden olacagi i¢in kullanilmamalidir.
17. Calismalarda miimkiin oldugunca, 6zellikle analizlerde, saf su kullanilmalidur.

18. Kimyasal madde ile temas edildiginde derhal temas edilen bolge bol su ile yikan-
malidir. Asit, alkalilerle temas edildiginde yanma varsa hemen sorumlu personele ha-
ber verilmelidir.

19. Caligma bittikten sonra eller sabunla dezenfekte edilmelidir.

20. Caligma ortaminda kan ve kan bilesenleriyle ¢alisilacaksa mutlaka eldiven takil-
malidir.

21. Kullanimi bilinmeyen cihazlara dokunulmamali, sorumlu bir egitmen esliginde
cihazlar ¢alistirilmalidir.

22. Size ait olmayan hi¢bir seye dokunulmamali ve yeri degistirilmemelidir.

23. Uygulama sonunda her grup aldig1 malzemeyi diizenli bir sekilde yerine koymali
ve temiz bir sekilde teslim etmelidir.

24. izin alinmadan laboratuvardan ¢ikilmamalidur.
25. Uygulama bitiminde rapor hazirlanmali, egitmene teslim edilip imzalatilmalidur.

26. Laboratuvar ¢aligmasi bittiginde 6grenci yoklama kagidini imzalamadan labora-
tuvardan ayrilmamalidir.

Biyokimya Laboratuvarinda Caligma Sartlar1 ve Onemli Bilgiler

Biyokimyada laboratuvar ¢aligmalarinin belirli kurallara gore ytiriitiilmesi gerekir. Bu
kurallar asagidaki sekilde siralanabilir:

1. Deneyle ilgili tiim teorik bilgilere sahip olunmalidur.

2. Laboratuvara onliiksiiz girilmemeli, ¢aligma masalarinin temizlik ve diizenine dik-
kat edilmelidir.

3. Laboratuvar madde ve malzemelerinin kullaniminda gereken kurallara uyulmalidur.

4. Laboratuvar kazalarinda ilk yardim konusunda bilgi sahibi olunmalidir.

Biyokimya Laboratuvarinda Madde ve Malzeme Kullanim1

Kimyasal maddeler ile ¢alisirken sunlara dikkat edilmesi gerekir:

1. Kimyasal maddeler ekzotermik reaksiyon meydana getirirler. Bu nedenle asit ve
alkali olan kimyasallar birbirinden uzakta depolanmalidir.

2. Baz1 asitler de aralarinda ‘ge¢imsiz’ olabilirler. Diizenleme i¢in ‘Giivenlik Bilgi
Formu (GBF/MSDS)’ gozden gegirilmelidir.

2
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Klinik Biyokimya Uygulama Kitab1 11

3. Asit, her zaman suyun {izerine yavas yavas sizdirilarak ilave edilmelidir.

4. Kullanilacak kimyasallar ‘Korozif (asindiricilar) veya solventler (¢oziiciiler)’ ise ya-
vag karistirilmalidir.

5. Kimyasal malzemeler i¢in kullanilan materyaller kesinlikle bagka bir amag i¢in kul-
lanilmamaly, (yiyecek vb. koymak) laboratuvar disina ¢ikarilmamalidir.

6. Ortamda bilinmeyen bir kimyasal varsa kesinlikle tadina bakilarak ya da kokla-
yarak taninmaz.

7. Laboratuvarda kimyasallarin kullanimi sirasinda gaz, toz, buhar ¢ikis1 olabilir. Bun-
larin ortama yayilmasini dnlemek i¢in havalandirma veya vantilatér gibi havalandirma
sistemleri mutlaka ¢alistirilmalidir.

8. Kimyasallar 1s1ya ve darbeye kars: iyi muhafaza edilmelidir.

9. Kimyasal maddelerle ¢alisilan ortamda herhangi bir sey yiyip i¢ilmemeli ve ya-
nicy, yakici ve patlayict maddeler kesinlikle (sigara, cakmak, kibrit) kullanilmamalidir.

10. Calisma bittikten sonra eller yikanmaly, eller yikanmadan herhangi bir sey yiyip
icilmemelidir.

11. Madde kaplar1 mutlaka etiketlenmeli, etiketler dayanikli kilinmali ve etikete ice-
rigin formiilii yazilarak tarih ve hazirlayanin adi eklenmelidir.

12. Bir yere sigrayan veya doékiilen madde hemen temizlenmelidir.

13. Kullanilan kaplar ve aletler hi¢bir zaman kirli birakilmamalidir.

14. Cozelti sisesine hicbir zaman pipet veya herhangi bir sey daldirilmamalidir.

15. Cozelti bulundugu kaptan kullanilacak olan miktardan biraz fazla alinmali ve ar-
tan miktar hicbir zaman tekrar sisesine bosaltilmamalidir.

16. Deney diizenegini hazirlarken yere diismemesi veya yerinden kipirdamamasi igin
diizenegin tezgahin ilerisinde bir yere kurulmasina dikkat edilmelidir.

17. Laboratuvarda uygulama sonrasi kullanilan malzemeler ve diizenek temiz bir se-

kilde birakilarak yerine kaldirilmalidir. Calisma alani temizlendikten sonra laboratuvar
terk edilmelidir.

18. Laboratuvarda calisirken saglar agik olmamali, topuklu ayakkabilar giyilmemeli,
sarkan elbiseler tercih edilmemelidir.

19. Laboratuvarda ¢alisirken daima giivenlik gozligii takilmalidir. Eger goze bir kim-
yasal madde gelirse goz 10 dk. bol su ile yikanmalidir.
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12 Klinik Biyokimya-I Laboratuvar Uygulamalari

UYGULAMA 1: LABORATUVARDA KULLANILAN MALZEME VE ALETLER

Balon joje: Mikroorganizmalarin iretilmesi i¢in besi ortamlarinin hazirlanmasinda, bazi
¢ozeltilerin hazirlanmasinda, herhangi bir sebeple 1sitilmasi ve kaynatilmasi gereken uy-
gulamalarda kullanilan cam malzemelerdir. 25 mLden 1000 mLye kadar degisik hacimler-
de bulunabilir. Alt1 balon gibi olup iistiinde ince bir boru (yaklasik 1 parmak kalinliginda)
bulunduran cam laboratuvar malzemesidir. ‘Hacimsel olarak ¢ok hassas olmasr’ en 6nemli
ozelligidir. Sv1 seviyesi ince borunun iizerindeki boyun ¢izgisine kadar hizalandiginda
kusursuz ¢ozeltiler hazirlanabilir. Stv1 hacim 6l¢iimleri balon joje materyali ile hassas ola-
rak ol¢iilir.

Beher (beherglas): Bardaga benzer cam malzemedir. Sivilar1 6l¢mek, muhafaza etmek
i¢in kullanilan cam veya porselenden yapilmis laboratuvar malzemesidir. Bu laboratuvar
cam malzemesi ¢ozelti hazirlanmasi, maddelerin karigtirilmasi, aktarilmasi ve 1sitilmasi
agsamalarinda kullanilabilen gok fonksiyonlu bir malzemedir. Genis agizly, silindirik, 1s1ya
dayanikly, alt kismi diiz olan cam malzemedir. Ag1z kismi oluk seklinde oldugu i¢in konu-
lan s1v1 kolayca bagka bir kaba aktarilabilir.

Erlen (Erlen mayer): Dibi diiz, Gist kismi dar, asagiya dogru genisleyen, koniye benzeyen
cam malzemedir. Rahat¢a karistirmayi saglayan yapis: nedeniyle analitik kimya laboratu-
varinda titrasyon islemlerinde ve diger genel amaglar i¢in kullanilir.

Deney tiipii: Kimyasal reaksiyonlarin gerceklestirildigi ince-uzun, silindirik bi¢imli, kii-
¢iik capli cam malzemelerdir. Atese dayanikli olan deney tiipleri pyrex camdan yapilmustir.
Cesitli boyutlarda deney tiipleri vardir. Genellikle “15 x 1,5 cm ebadinda” olanlar daha sik
kullanilir. Maddelerin birbirleriyle etkilesimi gozlemek i¢in kalitatif analizlerde kullanilan
kiictik capli cam malzemelerdir.

Baget: Maddeleri birbirine karistirmak i¢in kullanilan kalin cam ¢ubuklardir. Stizme isle-
minde iri taneli maddeleri tutarak siizge¢ kagidinin bu iri taneler nedeniyle ttkanmasini
onler. Cam ve metalik formlar1 vardir. Kat1 maddelerin ezilmesi icin kullanilacaksa ke-
sinlikle cam baget kullanilmalidir. Ciinkii metaller asidik siviyla reaksiyona girdiklerinde
paslanabilir.

Meziir (Dereceli silindir): Sivi hacmini 6lgmeye yarayan cam malzemedir. Uzerinde de-
receler oldugu icin dereceli silindir de denilir. ‘Cam veya propilen’ malzemeden yapilmis
kaplardir. Genel olarak 5 mLden 2000 mLye kadar cesitli hacimleri 6l¢iilebilmektedir. La-
boratuvar siseleri ve beherlere oranla daha hassas ve dogru 6l¢tim yaparlar. Meziirler ¢ok
duyarli hacim dl¢timleri i¢in kullanilmamakta, yaklagik hacim dl¢timleri i¢in kullanilmak-
tadur.

Damlalik: Bazi ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda ya da tepkime sirasinda asit veya
baz ilavesinin yapilabilmesi i¢in ortama kimyasal ilave edilmesinde kullanilir. Ug kismi
kauguktan yapilmistir. Kauguk kisimdan tutarak istenen miktarda alinan damla uygun
yere (Preparat hazirlarken) damlatilarak kullanilabilir.

Sise: Beyaz renkli olabildigi gibi hazirlanan boyalarin saklanmasi i¢in de kullanilan koyu
renkli reaktif siseler, laboratuvarda kullanilan silindirik seklinde olan cam malzemeler-
dendir. Hazirlanan reaktiflerin saklanmasini saglar. 25 mILden 1000 mLye kadar hacimleri
olabilir. Reaktifler 1g1iktan etkileniyorsa hazirlanan ¢6zeltinin bozulmamasi i¢in kahveren-
gi siselerde saklanmasi gerekir.
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Klinik Biyokimya Uygulama Kitab1 13

Pipet: Az miktardaki sivi hacimlerin 6l¢timiinde kullanilan cam malzemelerdir. Belirli
miktarda siviy1 bir kaptan diger kaba aktarmaya yarar. Pastor pipetleri, sivilarin aktaril-
masi i¢in tek kullanimlik (disposable) olarak plastikten yapilmis pipetlerdir. Kullanislar:
pratik ve kolaydur.

Huni: Siizme islemi i¢in kullanilir. Sivilarin bir yerden bagka bir yere 6zellikle agzi dar
olan kaplara aktarilmasinda kullanilir. Toz halindeki katilarin da aktarilmasinda biiyiik
kolaylik saglamaktadir. Cam veya plastikten yapilmis olan tiirleri vardur.

Balon joje: Titrasyon islemlerinde ¢6zeltinin hazirlanmasi ve hazirlandiktan sonra sak-
lanmast i¢in kullanilan cam malzemelerdir.

Biiret: Belli miktarda sivinin alinmasi i¢in kullanilan boru seklindeki cam malzemeler-
dendir. Borunun {izeri gizgilerle derecelendirilmistir. Altinda ise musluk vardir. Bu islevi
nedeniyle titrasyon islemlerinde kullanilmaktadir. Genellikle 25-50-100 mL hacmindedir.
Tutulus bicimine gore musluk sag (sol) tarafta iken sol (sag) elin parmag: ile muslugun
tutulmasi seklinde titrasyon gergeklestirilebilir. Boylece daha etkili ve verimli bir ¢aliyma
gergeklestirilmis olur. Gerek manuel gerekse de otomatik kullanima uygun tipleri vardir.

Desikator: Katilarin kurutmasinda kullanilan, tabaninda nem tutucu madde bulunan
cam kapakli kaptir. ‘Kalsiyum kloriir ve silikajel’ en ¢ok kullanilanlaridir.

Petri kabi: Hiicre kiiltiir kabi olarak da bilinen, genellikle disposable kullanilan camdan ya
da plastikten yapilmig agz1 birbirine tam oturmayan kapaklardan olusan, mikroorganizma
liretmeye yarayan kaplardir. Cam petri kaplari sterilize edildikten sonra tekrar kullanima
uygundur.

Saat camr: Laboratuvarda tartim yapmak amaciyla kullanilan konkav sekilli cam malze-
melerdendir.

Havan: Kat1 maddeleri toz haline getirmek i¢in kullanilir. Boyalar i¢in genellikle temizligi
kolay olmasi nedeniyle cam havan kullanilir. Sert maddelerin ezilmesi i¢in gelik havanlar
kullanilir.

Tablo 1: Cam ve porselen kap kullanimlar:
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14 Klinik Biyokimya-I Laboratuvar Uygulamalari

Bunzen Beki: Mikrobiyoloji laboratuvarinda yapilacak olan analizlerin giivenliginden
sorumlu olan 1sitma aygitidir. Bunzen beklerinde ‘dogal gaz, LPG vb. farkli yanici gazlar
kullanilabilir. Bir taban {izerine oturtulmus kiigiik boru vardir ve bu boruya gaz basing-
la girer; borunun altinda ayarlanabilen deliklerdeki havayla karisir ve borunun iist ug
kisminda ¢akmakla veya kibritle yakildiginda sicak bir alevin olusmamasini saglar. Gaz
muslugu agilir ve alev siddeti istenilen oranda ayarlanir.

Sac Ayagr: Isitma amaciyla lizerine amyant tel konularak kullanilan ekipmandir. Cam
malzemeler 1sitilmak istendiginde bunun tizerine konularak 1sitilabilir.

Amyant Tel: Ani 1sitma ve ani 1sitmanin neden olabilecegi patlamalar1 ve sigramalari
onlemek i¢in bek alevi ile 1sitilacak malzeme arasina konur. Cam malzemelerin isitilirken

fazla 1s1dan etkilenmesini 6nlemek i¢in kullanilir.

Masa: Isitilmasi istenilen materyalin giivenli bir sekilde tutulmasr i¢in kullanilir. Metal
veya tahtadan yapilmis olanlar1 vardir.

Spatiil: Toz ve kiigiik pargalarin alinmasi i¢in metal veya porselenden yapilmis labo-
ratuvar malzemesidir. Farkli kimyasallarla ¢alisilacaksa her kimyasalin igine ayr1 spatiil
sokulmak tizere kullanilir.

Terazi: Laboratuvarlarda ¢ozeltilerin hazirlanmasi, kati madde tartim1 ve baz1 madde-
lerin agirliklarinin belirlenmesi i¢in kullanilir. Adi terazi ve hassas terazi olmak tizere
cesitleri vardur.

Su Banyosu: Benmari olarak da bilinen elektrikli laboratuvar aracidir. Beher, erlen gibi
cam malzemelere konulan kimyasallarin belli sicaklikta kalmalar1 i¢in 1s1n1in ayarlanabil-
digi, i¢i suyla dolu kaptir.

Etiiv: Sterilizasyon (ekim i¢in petri kutularinin sterilizasyonu gibi) ve dezenfeksiyon is-
lemlerinde yararlanilan islevsel bir cihazdir. Isitma ve kurutma islemlerinde de kulla-
nilmaktadir. Mikroorganizmalarin iiremesi igin belirli bir sicaklikta tutulmas: gereken
durumlarda kullanilir.

Santrifiij: Kati maddeleri sivi kismindan ayirmak igin kullanilir. Ozellikle serum veya
plazmay1 ayirma amactyla kullanilir. Igerisine konulan karigimlarin birbirinden ayrilma-
st i¢in gok hizl1 donme hareketi yapar. Buna merkezkag kuvveti denir. Santrifiije yerles-
tirilen tiiplerin hepsinin esit agirlikta olmasina ve tam kargilikli olarak yerlestirilmesine
dikkat edilmelidir. Yerlestirme isleminden sonra dakikadaki donme hizi ve siiresi ayar-
lanir. Santrifiijiin dondiirme hizini belirlemek igin RCF-G (relative centrifugal force =
rolatif santrifugal gii¢) ve rpm (revolution per minute = dakikadaki devir sayis1) gibi
birimler kullanilir.

Termometre: Sicaklig1 6l¢en cihazlar olduklari i¢in ‘sicak 6lger’ olarak da bilinirler.
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Klinik Biyokimya Uygulama Kitab1 15

pH Metre: Laboratuvar ortaminda hazirlanan soliisyonlarin pH’larini 6l¢gmek i¢in kulla-
nilan cihazdir. Cihazda elektrotlar bulunur. Elektrodun ya da pH probun belirli bir siire
kullanimi sonrasi i¢ kismindaki KCI sivisi tiikenebilmektedir. Bu nedenle bazi pH elekt-
rotlar1 doldurulabilir 6zellikte oldugu igin siv1 bittikten sonra kolayca yerine yenisinin
takviyesi yapilabilmektedir. pH’lar1 bilinen standart soliisyonlarla elektrotun kalibrasyonu
yapilabilir. Saf suyla elektrot kismi yikanarak dl¢iilmek istenen sivi, soliisyonun igine dal-
dirilir. Ekranda goriilen deger hazirlanan numunenin pH degeridir. Ol¢tim bittikten sonra
elektrot distile su ile iyice yikanir. Elektrotun ucu, kapaginda bulunan KCI kimyasal ile
temas edecek sekilde kapatilir.

Tablo 2: Laboratuvarda kullanilan cihaz ve diger ekipmanlar
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16 Klinik Biyokimya-I Laboratuvar Uygulamalari

UYGULAMA 2: LABORATUVAR MALZEMELERININ TEMIiZLiGi

Biyokimya laboratuvarlarinda kullanilan cam malzemelerin her tiirlii kirden arindi-
rilmis olmasi oldukga 6nemlidir. Ozellikle hacim 6lgiim araglarinin tamamuyla temiz ol-
mast gerekir. Cam malzemelerin temizligi sirasiyla: Kaba temizlik, deterjanla yikama,
¢esme suyunda durulama, saf sudan gegirme seklinde olmalidir. Kullanilan kimyasallar
suda ¢Oziiniiyorsa temizlemek i¢in ilk olarak sabunlu su kullanilir. Eger ¢ikmiyorsa le-
keleri yok etmek i¢cin kromik asit ¢ozeltisi, bazik permanganat ¢ozeltisi ya da kral suyu
kullanilir (MEGEP, 2015). Pipetlerin i¢inde kan, serum, kimyasal kalintilar1 olabilece-
ginden ve bu kalintilarin kurumamasi gerektiginden pipetler gesme suyu ile dolu meziir
icinde biraz bekletilmelidir. Igerisinde kan pihtisi, serum artig1 gibi kalintilar kalmigsa
%10’luk potasyum hidroksit ¢ozeltisi icinde 12 saat bekletilmelidir (Altinisik, 2007: 20).
Cam malzemelerde yag kalintis1 varsa bikromat temizleme ¢ozeltisinde bir gece bekle-
tilmelidir (Altinigik, 2007: 20).

Kirler genellikle su, sabun, deterjan, kuvvetli bazlar, kuvvetli asitler, kral suyu, per-
manganatin alkali ¢ozeltileri veya kromik asit ¢ozeltileriyle muamele edilebilir (MEGEP,
2015). Cesme suyunun altindaki kirli kap, ihtiya¢ olursa fir¢a ile yikanmalidir. Daha sonra
bahsedilen temizleyicilerden birisiyle yikanir. Once ¢esme suyu sonra saf su seklinde ol-
mals, leke ¢ikmazsa asit veya baz ilavesi yapilmalidir.

Mikroskop temizligi i¢in ise optik kisimlar (okiiler ve objektifler) mercek kagidi veya
yumugak tiilbent ile temizlenebilir. Immersiyon yag1 kullanimindan sonra objektifi te-
mizlemek i¢in 7 kisim Eter + 3 kisim Etil alkol ¢ozeltisi kullanilir. Bu karisim yoksa ob-
jektif fazla 1slatilmadan ksilol kullanilabilir (MEGEP, 2015). Mikroskobun zarar gérme-
mesi i¢in bu temizleme yoluna miimkiin oldugunca fazla gidilmemelidir. Mikroskop
temizligi bittiginde mikroskop 4’liik objektifte birakilmali ve tizeri koruyucu kilif gegi-
rilerek giines 15181ndan korunmalidir.

Deney: Mikroskop Cami Temizligi
Amag - Hedefler:

Laboratuvarda kullanilan cam malzeme tiirlerinin neler oldugunun ve temizliginin
nasil yapilacaginin 6grenilmesi.

Arag - Geregler:
1. Ksilen

2. Etil alkol

3. Dereceli silindir
4. Huni
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Metot:
Sira Islem Basamaklari ez ..
Kontrolii
1. | 10 mLlik dereceli silindire 3 mLlik ksilen 6lgiilerek konulur.
2. | 10 mLlik dereceli silindire 7 mLlik etil alkol 6l¢tilerek konulur.
3. | Iki karisim behere yavas yavas dokiiliir.
4. | Huni yardimiyla elde edilen karisim kiiciik siselere dokiiliir.
5 Cam malzemeler distile sudan gegirilerek
" | kurumasi i¢in etiive konulur.

Tablo 3: Mikroskop cami temizligi islem basamaklar:

SONUC -YORUM:
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18 Klinik Biyokimya-I Laboratuvar Uygulamalari

UYGULAMA 3: TARTIM TEKNIiKLERi

Dogru bir tartim kantitatif analizin temel islemlerinden biri ve belki de en 6nemli-
sidir. Bu nedenle bu islemin ¢ok iyi bilinerek yapilmasi gerekir. Dogru yapilmamis bir
tartim iizerine kurulan analiz, uygulanan yontemler ne kadar uygun olursa olsun dogru
sonug vermez.

Tartimlarda kullanilan aletlere genel olarak terazi denir. Kullanilan terazinin duyar-
lilig1 yapilacak tartinin 6nemine goére degisir. Cogu zaman 0,1 mga kadar duyarli olan
bir terazi ile pratik tartimlar yeterli dogrulukta yapilabilir. Laboratuvarlarda analitik te-
razi ve hassas teraziler kullanilmaktadir (MEGEP, 2012).

Hassas Terazi

Hassas teraziler 0,1 grama kadar dogrulukla tartarken analitik teraziler ise daha has-
sas tartim yaparlar. 0,1 miligram kadar dogrulukla tartarlar. Nitel Biyokimya Laboratu-
varlarinda hassas teraziler, elektronik ve tek kefeli teraziler, kaba teraziler, ¢ift keseli kla-
sik teraziler gibi gesitli teraziler kullanilabilir.

Bir terazide 3 ozellik aranir:
1. Hassaslik: Bir terazinin tartabilecegi en diisitk miktardur.

2. Tartim Giicii: Terazinin tartabilecegi maksimum agirlik o terazinin maksimum
tartim glictdiir.

3. Cabukluk: Bir terazinin en kisa zamanda maddeyi tartabilmesidir.

Deney: Nacl, Koh vb. Tartimi

Amag - Hedefler:

Belirli bir miktardaki maddenin dogru miktarlarda tartilmasinin 6grenilmesi.
Arag - Geregler:

1. Terazi

2. Tartilacak madde
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Sira Islem Basamaklari islem Kont.

1. | Terazi agilir. (Cihaz ¢ok hassastir.)

Ekranin sifirlanmasi icin acele edilmeden beklenir.

2| Ekranda 0,00 goriilmeden islem yapilmaz.

Tartim i¢in oncelikle kullanacaginiz kabin veya kagidin darasi
alinmalidir.

Tartacaginiz maddeyi kefeye koyarken dikkatli olunuz.
4. | Gosterge sabitlenmeden okumayiniz.
Okunan degeri kaydediniz.

Tartilan madde kefeden alinir. Tartilan maddelere ¢iplak elle
dokunulmaz. Cihazin gii¢ digmesi kapatilir. Cihaz ve gevresi
temizlenir. Temizleme isleminde fir¢a kullanilir. Malzemeler
temizlenir.

Tablo 4: Tartim teknigi islem basamaklar:

SONUC -YORUM:
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UYGULAMA 4: HACIM OLCUMU

Deney 1: Pipetle Hacim Olgme

Amag - Hedefler:

Swvilarin hacim 6lgtimiiniin 6grenilmesi ve degerlendirilmesi.

10 mLlik dereceli bir pipete belli miktarlarda sivilarin 6l¢timii ve aktarilmasi hedeflenir.
Arag - Geregler:

1. Dereceli pipet

2. Beher
3. Puar
Metot:
Sira Islem Basamaklar: Islem
Kont.

1. | Temiz ve kuru bir pipet segilir ve puar pipete takilir.

Puarin (A) noktasina sol elle basilirken sag elle de oval kismindan basti-
2. i L. .

rilir ve boylece i¢indeki hava bogaltilir.
3 Puarin (S) noktasina bastirildiginda pipet i¢ine istenilen miktar olan 9,8

" | mL saf su dolar.

Puarin igine sivi kagmamalidir. (Z) noktasina basilinca ¢ekilen miktarin
4. . Ny

baska bir kaba aktarilmasi saglanmis olur.

Tablo 5: Pipetle hacim 6l¢me iglem basamaklari

SONUC -YORUM:
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Deney 2: Meziirle Hacim Olgme
Amag - Hedefler:

Meziir kullanarak hacim 6l¢timii yapabilme.

Arag - Geregler:

1. Meziir
2. Erlen
3. Beher
4. Sivi madde
Metot:
Sira Islem Basamaklar1 o
Kont.
1. | Sivi hacmine uygun olan, temiz ve kuru bir meziir segilir.
2. | Dogru 6l¢iim i¢in meziir diiz bir zemine konmalidir.
3. | Beherde hazirlanilan sivi madde meziire aktarilir.
4 Etrafa madde dokiilmemesi i¢in aktarimi yapilacak olan sivinin kondugu
" | beherin agz1 hafifce egilerek meziir agzina degdirilir ve beher dogrultulur.
5. | Meziirde dl¢iilen sivi kullanilacak kaba (erlen) aktarilir.
6. | Meziir temizlenir.
7. | Sonug ve yorumlar yazilir.

Tablo 6: Meziirle hacim 6l¢me islem basamaklar1

SONUC-YORUM:

Her maddenin hacmi meziirle dl¢iilebilir mi? Kisaca agiklayiniz.
Iki s1v1 karisim birbiri i¢inde ¢oziiniiyorsa hacminin meziirle 6lgiilmesi giive-

nilir midir?
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Deney 3: Biiretle Hacim Ol¢me
Amag - Hedefler:

Biiretle hacim 6l¢iimii yapabilme.
Kullanilan Ara¢ Geregler:

1. Saf su

2. Toz seker

3. Biiret

4. Mezur

5. Beher

6. Erlen

7. Huni

Metot:

10 gram glukoz tartiniz ve bunu 200 mL suda ¢6zdiiriiniiz. Bu karigim hazirlandik-
tan sonra biiret yardimiyla 17, 23 ve 28 mLlik aldiginiz hacimleri, daha énceden segti-
giniz 3 farkli behere bosaltiniz. Biiretle dl¢tiigiiniiz hacimleri meziire bosaltiniz ve de-
gerlendirmesini yapiniz.

Islem

Sira Islem Basamaklari Kont.

10 gram toz seker tartilir.

200 mL saf su 6l¢gmek i¢cin meziir kullanilir.

Saf su ve toz sekerin homojen karisimini saglamak icin beher alinir.

Biiretin muslugunda kalint1 kalmis olmamalidir.

1
2
3
4. | Segilen biiret temiz ve kuru olmalidur.
5
6

Destek gubuguna kelebekle biiret baglanir.

Huni yardimziyla sifir gizgisinden daha yukariya kadar karisimla biiret dol-
durulur.

8. | Biiretin muslugu kontrol edilir.

Biiretin musluk ucunun havasi alinarak buret sifirlanir.

Meziire konan karisimin meziir ¢izgisi ile goziin ayni hizada olmasi ge-
10. | rekmektedir. Karisimin saydam veya saydam olmayis1 da okuma yaparken
onemlidir.

Istenen hacimlerde karisim beher ya da erlene alinir. Istenen hacmi agma-

1 nak i¢in dikkatle meziir ¢izgisinde seviye takip edilmelidir.

Biiretle hacmi 6lciilen karisim, meziire alinarak tekrar hacmi kontrol edi-

12. lir.

13. | Kullanilan malzemeler temizlenip yerine kaldirilir.

14. | Sonuglar rapor edilir ve yorumlanir.

Tablo 7: Biiretle hacim 6lgme islem basamaklari
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SONUC -YORUM:
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UYGULAMA 5: COZELTi HAZIRLAMA TEKNIKLERI
Cozelti Kavram

Laboratuvar ¢aligmalarinda kalitatif ve kantitatif islemler icin cesitli ¢ozeltilerin ha-
zirlanmasi gerekir. Amaca gore kullanilacak olan ¢ozeltilerdeki ¢ozen ve ¢ozlinen madde
oranlari yani konsantre oranlari belirtilerek bunlarin rahatlikla hazirlanmasi saglanir (Ak-
tiimsek ve Nurullahoglu, 2013:47).

Cozeltiler birden fazla maddenin bir araya gelmesiyle olusurlar. Bu maddeler genel-
likle kati, sivi, gaz seklinde bulunur. Cozelti veya soliisyonlar, ¢oziinen ve ¢oziicii ola-
cak sekilde iki yapidan olusur. Cozeltiyi meydana getiren, miktar bakimindan fazla olan
madde ‘¢dziicii, ¢oziinen miktar1 daha az olan madde ise ‘¢dziinen’dir. Ozellikle bildi-
rilmemisse ¢oziicli olarak genellikle distile su kullanilir. Cézlinme olay1 ¢oziinen ile ¢o-
ziicii olarak kullanilan maddeye bagli olarak gergeklesir.

Olgii Sistemleri

Tabloda yukaridan asagiya dogru yer alan 9 adet birim bulunmaktadir. Laboratuvar
ortaminda bunlardan ilk 3 tanesi genellikle kullanilmaz. Ciinkii ne viicudumuzda ne de
hazirladigimiz ¢ozeltilerde herhangi bir madde bu kadar ytiksek oranda bulunmaz (Gor-
mis, 2015:13).

On ek ads Sembol 10’un kuvveti | Agirlik Hacim Uzunluk
(birim) olarak degeri | birimleri birimleri birimleri
4
1 Tera T 102
2 Giga G 10°
3 Mega M 10°
4 Kilo k 10° Kilogram Kilometre km
5 Hekto h 102
6 Deka da 10!
On ek ad1 10un kuvveti .
(birim) Sembol ekl Gram (g) | Litre (L) Metre (m)
7 Desi d 10! Desilitre dL. | Desimetre dm
8 Santi C 10?2 Santilitre cL | Santimetre cm
9 Mili m 107 xé ligram Mililitre mL | Milimetre mm

Tablo 8: Olgii sistemi Kaynak: Gérmiis, (2015): 13
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Cozelti Cesitleri

En az iki bilesenden meydan gelen ¢ozeltiler, farkli agilardan incelenebilir. Ornegin;
tiziksel 6zelliklerine gore, elektrik akimini iletip iletmemelerine gore, bu ¢ozeltiyi olus-
turan bilesenlerin miktarlarina gore gesitli sekillerde incelenebilir.

Konsatrasyonuna Gore Cozelti Tiirleri

1. Seyreltik (dilite) Cozelti: Coziicii bakimindan esit olan ¢ozeltilerin icine daha az
¢oziinen madde ilave edilirse boyle ¢ozeltilere diliie edilmis ¢ozeltiler denir.

2. Derisik (konsantre) Cozelti: Coziicti bakimindan esit olan ¢ozeltilerin icine daha
fazla ¢oziinen madde ilave edilirse boyle ¢ozeltilere konsantre ¢ozeltiler denir. Ornegin
su ile dolu bir bardagin igine bir tane kiip seker atilirsa seyreltik ¢ozelti, iki tane kiip se-
ker atilirsa derisik ¢ozelti olur.

Cozebildikleri Coziinen Miktarina Gore Cozelti Tiirleri

1. Doymus Cozelti: Coziicii maddeye ¢oziinen ilave edilmesine ragmen ¢ozebile-
cegi maksimum ¢oziineni ¢oziip daha bagka ¢oziinen ilavesiyle ¢oziinmeyen ¢ozeltilerdir.

2. Doymamis Cozelti: Cozebilecegi miktardan daha az oranda ¢6ziinen madde ilave
edilmesiyle elde edilen ¢ozeltidir.

3. Asir1 Doymus Cozelti: Cozelti igerisinde ¢ozebileceginden daha fazla oranda ¢6-
ziinen madde ilavesiyle olusturulmustur. Derisimi doygunluk derisiminden biiyiik olan
¢ozeltilere asir1 doymus ¢ozeltiler denir. Coziicii belirtilen sartlarin disina ¢ikilarak ¢6-
zebilecegi madde miktarindan daha fazla madde ¢6zmiis ise olusan ¢ozelti asir1 doymus
¢ozeltidir (MEGEP, 2012).

Coziiniirliige Etki Eden Faktorler

Coziiciiniin tiirii: Herhangi bir madde her ¢oziiciide ¢oziiniir denilirse yanlis soy-
lenmis olur. Ornegin zeytinyagini suda ¢ozemeyiz.

Coziinen maddenin tiirii: Coziici tiiriinde oldugu gibi burada da aynisini soyleye-
biliriz.

Sicaklik: Kat1 ve sivilar sicaklikla birlikte ¢oziintirliiklerini genellikle arttirirlarken;
gazlar ise ¢oziiniirlitklerini sicaklik artisi ile azaltirlar.

Basing: Gazlarin ¢ozliniirliigii basing arttik¢a artar.

Cozelti hazirlarken su islemler yapilmalidir:

1. Oncelikle ‘istenilen miktar ne kadar’ bunu bulmak i¢in hesaplamalar yapilir.

2. Hesaplanan miktara uygun balon joje segilir ve diger malzemeler hazirlanir.

3. Hesaplanarak elde edilen sayisal veri kadar numune tartimi yapilir. (Madde sivi

ise pipet ile dl¢iiliir.)
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4. Tartilan kat1 madde bir behere konur.

5. Eger ¢ozeltide ¢oziicii olarak su kullanilacaksa balon joje igine biraz damitik su
dokiiliir.

6. Ardindan kat:1 numune katilir.

7. Kalan saf su da eklendikten sonra balon jojenin agzi uygun tipa ile kapatilir ve so-
liisyon, homojen karisim haline getirilene kadar ¢alkalanir.

8. Daha sonra balon jojenin boyun ¢izgisine kadar istenen hacimde siv1 ilave edile-
rek tamamlanir.

9. Hazirlanan ¢6zeltinin miktarinin balon jojenin boyun ¢izgisine degip degmedigine
bakmak i¢in balon jojenin sabit bir sekilde diiz bir yerde durmasi saglanir.

10. Son olarak da etiketleme yapilarak ¢ézelti uygun bir yere kaldirilir. (Etiket iize-
rine ¢ozeltinin derisimi, kimyasal formiild, tarihi, hazirlayan kisinin adi1 soyadi yazilir.)

11. Ozellikle molar, normal gibi ¢ziiciiniin miktarinin belli olmadig1 ¢ozeltileri ha-
zirlarken 6nemli olanin son hacim oldugu unutulmamalidir. Bu tarz ¢oézeltileri hazirlar-
ken genellikle balon jojeler kullanilmaktadir.

NOT: Asit ve bazlarla ¢alisirken de bir miktar suyun {izerine asit veya baz ilave ede-
rek ortamin nétr olmasi saglanmalidir. Burada ekzotermik reaksiyon sonucu bir miktar
151 ¢ikis1 olabilir. Balon joje ¢esme altinda dis taraftan sogutuldugu sirada igerisine suyun
kagmamasina dikkat edilmelidir. Soguttuktan sonra ¢ozelti hazirlamaya devam edilebilir.

Cozeltilerde Yiizde Hesaplamalar:

Yiizde terimi bir¢ok yoldan ifade edilebilir. Ornegin %5’lik seker ¢ozeltisi denildigi
zaman $0yle anlamaliy1z:

5 g seker ¢oziiciide eritilerek 100 mLye tamamlanmaistir.

5 g seker, 100 mL saf suda ¢oziindiiriilmustiir.

5 g seker, 100 gr. saf suda ¢oziindirilmistiir.

5 g seker, 95 gr. saf su ile karistirildiginda elde edilen %5’lik seker ¢ozeltidir.

Adr Gosterilisi | Tanimi

Cizimen madde kiitlesi

. . o % m,m = i - -x100
Kiitlece Yiizde % m, m Yom,m Coziicimim kiitlesi + Cizimenin kiitlesi

Cizimenin hacmi

. .. o %v v = i :
Hacimce Yiizde |%v,v 0 Cozeltinin hacmi
Hacim-Kiitlece 0 0 Cozimen madde kiitlesi

%o v,m = — —x100
Yiizde %, m ° Cizeltinin hacmi

Tablo 9: Yiizde hesaplamalar:

2

A
KAPADOKYA

UNIVERSITESI



Klinik Biyokimya Uygulama Kitab1 27

DIKKAT! Konsantre asitler {izerine hi¢cbir zaman su ilave edilmez. Damutik su iize-
rine asit konmalidir. Aksi halde konsantre asit icerisine diisecek su damlasi iyonlarina
ayrisacagindan asir1 isinmaya ve patlamaya sebep olur.

Deney 1: Kiitlece %5’lik 50 gr. NaCl Cozeltisi Hazirlama
Amag - Hedefler:

Kat1 ve sivi maddelerin, kiitlece % ¢ozeltilerini hazirlayabilme.
Arag - Geregler:

1. Hassas terazi

2. Puar

3. Spatiil

4. Huni

5. Pipet

6. Balon joje

7. Sv1 kimyasal madde
8. Kat1 kimyasal madde
Metot:

. islem
Sira Islem Basamaklari Kont.
Gerekli NaCl miktar1 hesaplanir.

100 mLlik bir beherin darasi alinir.

Hassas terazide hesaplanan miktar kadar NaCl tuzu tartilir. (2,5 gr. NaCl)

Hacmi 100 - 250 mL olan beher alinir. C6zelti kab1 secerken hazirlanacak
4. | olan ¢ozeltinin kiitlesinden daha biiyiik bir kap secimine dikkat edilme-
lidir.

Uzeri toplam kiitle 50 gram olacak sekilde saf su ile tamamlanr.

Tuzu ¢6zmek i¢in baget ya da cam ¢ubuk kullanilabilir.

Hazirlanan ¢ozeltinin saklanmast i¢in uygun bir kap alinir.

Cozeltiyi siseye aktarmak i¢in huni kullanilmalidir. C6zeltinin aktarildig:
8. | sisenin iizerine i¢inde ne oldugunu, miktarini, hangi tarihte ve kim tara-
findan hazirlandigini belirten etiket yapistirilmalidir.

Tablo 10: NaCl ¢6zeltisi hazirlanmasi
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ILGILI HESAPLAMALAR:

SONUC - YORUM:

Deney 2: Hacimce %5’lik 50 Ml Etil Alkol Cozeltisi Hazirlama
Amag - Hedefler:

Hacimce % ¢ozelti kavramini 6grenmek icin kati ve stvi maddelerden ¢ozelti hazirlama.
Arag - Geregler:

. Pipet

. Balon joje

. Puar

Piset

. Saf su

. Etil alkol

. Etiket
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Metot:
Sira Islem Basamaklar1 Islem
? Kont.
1. | Gerekli etil alkol miktarini hesaplanir.

Balon jojenin temiz olup olmadigini kontrol edilir. Hesaplanan miktarda

2 etil alkol 50 mLlik balon jojeye alinr.

3. | Hacim 50 mLye gelinceye kadar saf su ilave eklemeye devam edilir.

4. | lyice calkalanir ve boylece ¢zeltinin homojen hile gelmesi saglanir.

5 Hazirlanan ¢ozeltinin uygun ortamda saklanmasi i¢in agzi kapakli bir
* | cam kap kullanilir.

6. Cozeltinin aktarildigr sisenin iizerine derisimi ve adini belirten etiket

yapistirilir.

Tablo 11: Etil alkol ¢6zeltisi hazirlama

ILGILI HESAPLAMALAR:

SONUC - YORUM:
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Deney 3: Kiitle - Hacimce %3’liikk 150 mL Na SO, Cozeltisi Hazirlama
Amag - Hedefler:

1. Kiitlece-Hacimce % ¢ozelti kavramini 6grenmek igin kati-sivi maddelerden ¢6-

zelti hazirlama.

2. Molar ¢ozelti hazirlayabilme.
3. Normal ¢ozelti, molal ¢6zelti hazirlayabilme.
Kullanilan Ara¢ Geregler:
1. Pipet
2. Baget
3. Huni
4. Balonjoje
5. Puar
6. Piset
7. Na,SO,
8. Saf su
9. Renkli sise
10. Etiket
Metot:
Sira Islem Basamaklar1 e
4 Kont.
1. | Gerekli Na,SO, miktar1 hesaplanir.
2. | 100 mLlik bir beherin daras: alinir.
3 Materyalin saf suda baget yardimu ile ¢6ziinmesi saglanir. Cozerken digari-
" | yatagirmamaya dikkat edilmelidir.
4 Hazirlanan numuneyi balon jojeye aktarirken numunenin disariya dokiil-
" | memesine dikkat edilmelidir. Bunun i¢in huni kullanilabilir.
5 Beherde ¢ozeltiden kalintilar kalmamast igin beher saf su ile iyice temiz-
" lenir.
Herhangi bir madde kalintis1 kalmamast igin saf suyu dokerken, huni ve
6. | darasini alirken kullandiginiz cam malzemeyi iyice yikatarak ¢ozelti hazir-
ladiginiz diger kaba dokiiniiz.
7. | lyice calkalayarak homojen hale getirilir.
8 Cozelti hacmi uygun materyal kullanilarak hacmin saf su ile dl¢ii ¢izgisini
" | gecirmeden 150 mLye tamamlanmasi saglanir.
Hazirlanan ¢ozelti agz1 kapakl bir kapta saklanir. Cozeltiyi siseye aktarir-
9. | ken mutlaka huni kullanilir. Cozeltinin aktarildig: sisenin tizerine derigimi
ve adini1 belirten etiket yapistirilir.

Tablo 12: Na2SO4 ¢ozeltisi hazirlama
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ILGIiLi HESAPLAMALAR:

SONUC - YORUM:
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UYGULAMA 6: MOLARITE VE MOLAR COZELTI HAZIRLAMA

Laboratuvarda ve tipta kullanilmak iizere hazirlanan ¢ozeltilerde ¢6ziinen madde
konsantrasyonunun ¢ok fazla olmasi veya gereginden az olmasi istenmeyen ciddi so-
nuglara neden olabilir. Ornegin bir ilag gereginden fazla kullanilmigsa kisinin 6liimiine
neden olabilir. Kimyada bir ¢ozeltinin igerdigi madde miktarinin bilinmemesi yanls ve
hayati sonuglara neden olur.

Molar Cozelti

En ¢ok kullanilan derisim birimlerinden biri de molar derisimdir. Molarite ‘bir litre
¢ozeltide ¢oziinmiis olan maddenin mol sayistdir. M ile gosterilir. 1 M ¢ozelti denilince
‘cozeltinin 1 litresinde 1 mol maddenin ¢oziindiigii’ anlagilir (MEGEP, 2015). Ornegin
1 molar KOH ¢ozeltisi, 1 litresinde 1 mol yani 56 gram NaOH ¢6ziinmiis olan ¢ozelti
anlamina gelir.

Mol Maddenin kiitlesi m
oL sayist = n=—
Y Mol Agirligy MA
Molarite = Cézijn?n Mc.lddenir.l IW.OlSaylSl M = n
Cozelti Hacmi(Litre) V(L)

Molar Cozelti Hazirlama Asamalar:

Molar ¢ozeltiler balon jojelerde hazirlanir.

Molar ¢ozelti hazirlama islem sirasi:

1. Ik olarak gerekli malzemelerin hazirligi yapilir. Daha sonra ¢oziinen madde mik-
tar1 hesaplanir. Tartima gegmeden 6nce hesaplama kontrol edilmelidir.

2. Cozelti hazirlarken kati madde kullanilacaksa hassas terazi kullanir. Kullanilacak
madde s1v1 ise uygun pipetle istenilen hacimde madde alinmalidir.

3. Kullanilacak balon jojenin temiz olmasina dikkat ediniz ve kapagini kapattiginizda
s1zint1 yapmadigindan emin olunuz. Ne kadarlik ¢6zelti hazirlanacaksa ona uygun balon
joje secilmelidir. (Orn: 100 mLlik ¢ozelti i¢in 100 mLlik balon joje segilmelidir.)

4. Coziinen madde hesaplandiktan sonra balon joje igerisine aktarilir ve biraz saf su
eklenerek yavas yavas ¢ozdiiriilmeye ¢alisilir.

5. Eger ¢ozelti konsantre asit ile hazirlanacaksa bir miktar su konulduktan sonra asit,
balon jojeye damuitilarak ya da sizdirilarak yavas yavas eklenmelidir.

6. Daha sonra kalan ¢oziicli de azar azar ilave edilerek ¢6zeltinin tamamen ¢o6ziin-
mesi saglanmalidir. Bu islem yapilirken hazirlanan ¢ozelti balon jojenin boyun ¢izgisini
gecmemelidir. Boyun ¢izgisi, okumanin dogru yapilmasi igin 6nemlidir.

7. Coziicii (genellikle saf su) ile son hacmi tamamlanir.

8. Hazirlanan ¢ozeltinin homojen halde karisimi saglanmalidir. Daha sonra homojen
hazirlanmis ¢ozelti reaktif siseye aktarilir, etiketlemesi yapilir ve uygun bir yere kaldirilir.
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Deney 1: 0.1 M 100 mL NaOH Cozeltisinin Hazirlanmasi (M, NaOH: 40 gram/mol)
Amag - Hedefler:

Molarite kavramini 6grenebilme ve molar ¢ozelti hazirlayabilme.

Arag - Geregler:

1. NaOH
2. Spatiil
3. Saf su
4. Piset
5. 100 mLlik reaktif sise
6. Hassas terazi
7. Beher
8. Huni
9. 100 mLlik balon joje
10. Etiket
Metot:
Sira Islem Basamaklari Islem
3 Kont.
1. | Coziinen madde miktar1 uygun hesaplamalarla bulunur.
5 Bulunan NaOH’i hassas terazide tartilir (0,4 gr.). Sonug 0,4 gr. degilse he-
" | saplamalar tekrar yapilmalidur.
3. | 0,4 gr. NaOH tartildiktan sonra 100 mLlik balon jojeye aktarilir.
4. | Pisetle biraz su eklenerek katt NaOH'nin ¢dziinmesi saglanmalidur.
Pisetle saf su aktarilirken balon jojeye konulan kati, cam malzemenin ke-
5. | narlarinda kalmis olabilir. Bu nedenle kenarlarinda kalan kati numune ka-
lintilar1 suyla giderilmeye galigilmalidir.
6 Coziinme sirasinda ekzotermik reaksiyon olacag icin musluk altinda so-
| gutma yapilmalidir.
7. | Piset yardimiyla ¢ozeltinin son hacmi 100 mLye tamamlanir.
3 Balon jojenin agzi uygun kapakla kapatilir, sizint1 yapmadigindan emin
" | olunduktan sonra homojen karisimi igin alt tst edilir.
Kapag1 kapatirken dokiilme olmasi durumunda hacmi tamamlamaya gali-
9. | sirsaniz hazirlayacaginiz ¢ozeltinin daha seyreltik olmasina neden olursu-
nuz. Bu nedenle ilave yapmayiniz.
10. | Hazirlanan ¢ozeltinin aktarilacag: reaktif sise temiz ve kuru olmalidir.
11 Hazirlanan ¢ozeltiyi reaktif siseye dokerken huni kullanmak, dokmeden
" | dolay1 olusabilecek kayiplarin 6nlenmesini saglar.
12 Son olarak hazirlanan ¢ozelti etiketlenmelidir. Etiketi yapistiracaginiz sise-
" | nin yuizeyi kuru olmalidur.
13. | Kullanilan malzemeler temizlenerek uygun yere konulur.

Tablo 13: 0,1 M 100 mL NaOH ¢ozeltisi hazirlama
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ILGILI HESAPLAMALAR:

DENEY DUZENEGI $EKLI:

SONUC-YORUM:
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Deney 2: Uygulama 6’y1 asagidaki verilere gore tekrarlayiniz.

0.5 M 250 mL CaCO, ¢ozeltisi hazirlamaniz istenirse bu ¢ozeltiyi nasil hazirlarsiniz?
Islem basamaklarini kendiniz olusturarak ¢ozeltiyi hazirlayiniz.

Metot:

islem

Sira Islem Basamaklar1 Kont.

S I R B o BB R

ot
5

[u—
[
.

Tablo 14: Ogrenci uygulamas icin islem basamaklarinin olusturulmasi

ILGILI HESAPLAMALAR:

SONUC:
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UYGULAMA 7: NORMALITE KAVRAMI

Normalite: Bir litre ¢ozeltide ¢6ziinen maddenin esdeger gram sayisidir. Birimi
“normal’dir ve “N” seklinde gosterilir. Normalitenin 6l¢iim birimi “Eq/litre’dir (Altini-
$1k,2008:35).

Coziinenin esdeger gram sayist

Cozeltinin hacmi (litre)

Cozlunen madde (gr.)

Esdegerlik =
saegerilk sayist Coziinen maddenin esdeger kiitlesi

Coziinen maddenin mol kiitlesi

Esdeger kutle = Cozlinen maddenin tesir degerligi

Normalite (N) = Molarite x Tesir degerligi

N=M*t

Tesir degerligi:
Asit ve bazlarda ¢ozeltiye verdigi H veya OH iyonu sayisina esittir.
Yiikseltgen veya indirgenlerde verdigi veya aldig: elektron sayisina esittir.
Tuzlarda toplam pozitif veya negatif yiik sayisina esittir.

Deney: 0,3 N 150 mL NaOH ¢ozeltisi nasil hazirlanir? (NaOH MA: 40 gram/ mol)

Amag - Hedefler:

Normalite kavraminin 6grenilmesi ve Normal ¢6zeltinin hazirlanabilmesi.

Arag - Geregler:

1. Hassas terazi

2. 250 mL balon joje

. Piset

. Baget

. Cam huni

. NaOH

. Pipet

. 100 mL beher

. Hesap makinesi
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Metot:
Islem

Sira Islem Basamaklar1
Kont.

1. | Gerekli NaOH miktar (1,8 gr.) hesaplanir.

Balon jojeye bir miktar saf su konulur.

Hesaplanan miktar kadar NaOH tartilir.

Hesaplanan miktarda NaOH, az miktarda saf suda ¢ozdiiriiliirken ka-

risimin disartya tasmamasina dikkat edilmelidir.

5. | Coziinen karisim balon jojeye huni ile aktarilir.

6. | lyice calkalayarak homojen hale getirilir.

Cozelti, pisetle balon jojenin boyun ¢izgisine kadar (50 mL) saf su ile

tamamlanir.

8 Agz1 kapali cam bir kaba aktarilir. Etrafa tagip hacim kaybi olmasini
onlemek i¢in mutlaka huni kullanilmalidur.

. Aktarilan reaktif sisenin {izerine ¢ozeltiyi hazirlayanin adi, ¢ozeltinin

kimyasal formiilii, tarih vs. yazilarak etiketlemesi yapilmalidir.

Tablo 15: Normalite ¢ozeltisi islem basamaklar1

ILGILi HESAPLAMALAR:

SONUC:
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UYGULAMA 8: MOLAL DERISIMDE COZELTI HAZIRLAMA

‘1000 gram ¢oziiciide ¢6ziinmiis olan maddenin mol sayist’ olarak adlandirilir. “m”
ile sembolize edilir (Mehmetoglu, 2013:423). Birimi mol/ kg veya molaldir.

) 6zlnenin mol sayist n mol
Molalite = ¢ m= =

coziiciniin kiitlesi G kg

Deney: 1 molal NaClI ¢ozeltisi nasil hazirlanir?
Arag - Geregler:

Kurallara uygun bir sekilde molal ¢6zelti hazirlayabilme.
Arag - Geregler:

. Hassas terazi

. Baget

. Piset

. Saat cami

. Beher

. Balon joje

. Etiket

Metot:

NN U W

Sira Islem Basamaklar1

1.  Hesaplamalar yapilir.

2. | Hesaplanan oranda madde hassas terazide tartilir.

3. | Madde oncelikle az saf su ile beherde biraz ¢ozdurliir.

Cozelti balon jojeye dokiiliir ve geri kalan saf su, hacim ¢izgisine kadar
tamamlanir.

Homojen karisim elde edildikten sonra etiketleme yapilmalidir. Etiketin
yapistirilacag kisim temiz ve kuru olmalidir. Etiket bilgileri a¢ik, anlagilir
bir sekilde tizerine yazilmalidir. Uygun bir yerde muhafazasi saglanmali-
dir.

Tablo 16: 1 Molal NaCI ¢6zeltisi hazirlama
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ILGIiLi HESAPLAMALAR:

SONUC-YORUM:
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UYGULAMA 9: SEYRELTME (DILUSYON)

Konsantre bir ¢ozeltiden seyreltik (diliie) bir ¢ozelti hazirlanmasina seyreltme (di-
liissyon) denir (Altinigik, 2008:22). Ornegin 1:100’1uk seyreltme yapilirken konsantre ¢6-
zeltiden 1 birim alinarak toplam hacim olan 100 birime tamamlanur.

Cozeltilerde C molarite veya normalite olarak ifade edildigi zaman:

C1.V1=C2.V2 (C = Konsantrasyon, V= hacim)
M1.V1 = M2.V2 (M = molarite)
N1.V1=N2.V2 (N = Normalite )

Deney: 0,5 M’lik 50 mL NaOH ¢o6zeltisi hazirlayiniz, 150 mLye seyreltiniz.
Amag - Hedefler:

Uygulamayi yaparken islem basamaklarinin kontroliiniin yapilmas: ve yapildigina
dair isaret konulmast.

Kullanilan Arag¢ Geregler:
1. Balon joje

2. Reaktif sisesi

3. Meziir

4. Beher

5. Spatiil

6. Hassas terazi

Metot:

Sira Islem Basamaklari

Calisacaginiz ortamin diizenlenmesi

Hesaplamalarin yapilmasi

3. | Cam malzemenin temizliginin yapilmasi

Istenen kat1 maddenin hesaplamasinin yapilmasindan sonra hassas tera-
zide tartilmasi

Kat1 maddenin beherde ya da uygun cam malzemede saf su ile ¢ozdiiriil-
mesi

6. | Saf suyun balon jojeye ilavesi ile balon jojenin boyun ¢izgisinin kontrolii

7. | Cozelti sisesinin etiketlenmesi

Diliie etmek i¢cin 50 mLlik hazirlanan ¢ozeltiye 100 mL saf suyun eklen-
mesi

9. | Cozeltiyi dilile etmek i¢in kapakli kahverengi sisenin hazirlanmasi

Seyreltilen ¢ozeltinin reaktif siseye aktarilmasindan sonra tizerine madde-
10. | nin formiiliiniin, tarihinin, hazirlayanin adinin, ka¢ molarite hazirlandig-
nin yazilmasi

11. | Uygulama raporunun hazirlanmasi

Tablo 17: 0,5 M’lik 50 mL NaOH ¢6zeltisi hazirlama
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UYGULAMA 10: PH VE TAMPON QOZELTiLER
Asit, Baz, pH Kavrami

Asit, sulu ¢ozeltilere H* iyonu veren, baz ise sulu ¢ozeltilere OH iyonu verebilen
maddedir.

Ornegin: [H'] iyon konsantrasyonu 1x10°M ise pH= -log 10° = 6

pH ol¢iimii cam elektrot ile yapilir. Elektrodun ucunda cam zar bulunur ve bu zar
H* iyonuna kars1 segici-gegirgendir.

Asitler ve bazlar kendi iglerinde zayif ve kuvvetli asit ve baz olarak siniflandirilirlar.
Kuvvetli asit ve bazlar suda tamamen iyonlastiklar halde, zayif asit ve bazlar suda kis-
men iyonlagirlar. HCI kuvvetli, CH,COOH ise zayif bir asittir. NaOH kuvvetli, NH, ise
zayif bir bazdir. Metal hidroksitler baz 6zelligi tasiyan bilesiklerdir. Metal oksitlerin gogu
suda bazik ¢ozelti olusturduklar: halde ametal oksitlerin gogu asidik 6zellik gosterirler.
Asit veya baz ilavesiyle pH degisimlerine diren¢ gosteren ¢ozeltilere tampon ¢ozeltiler
denir. Laboratuvarda planlanan tepkimenin istenilen yonde ilerlemesi i¢in gereken sa-
bit pH degerini saglar.

pH:
[H*]=1x10 """ mol /L
pH =-log [H * ]

Oda sicakliginda saf suyun hidrojen iyonu [H*] derisimi “1 x 107 mol / I’dir. Bu
nedenle ‘saf suyun pH degeri 7’dir.

Saf suda [H* ] = [OH - ] = 107 mol / Ldir.

Tampon Cozeltiler

Tampon ¢ozeltiler: ‘Cozelti ortamina az miktarda asit veya baz ilavesi ile fazla mik-
tarda pH degisimi olmayan ¢ozeltiler’

Bir tampon ¢ozelti zayif bir asit ve onun eslenik bazindan meydana gelir. Tampon
etkisi, asetik asit dengesinin kuvvetli bir asit veya bazin ilavesi ile nasil degistigi izlene-
rek aydinlatilabilir.

CH,COOH _,, + H20 , <==> CH,COO__, + H,O . Ka=1.8x10° Dengede,
[CH,COOH] = [CH,COO"] oldugunda [H30* ] = 1.8x10° M,

pH = -log(1.8x10” )

pH = 4.74 olur.
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Deney 1: Tibbi Laboratuvarda En Sik Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi
Arag - Geregler:

1. Tris aminometan

2. HCI

3. Deiyonize su

4. Beher

5. Meziir

6. PH metre cihazi

Deney 2: Tris ~-HCI Tampon (pH 7.2-9.0 araligindaki tampon)

0.1 M Tris (hidroksimetil) aminometan (12.1gr./L) ile 0.1 M HCI (1 Litre suda 8.3
mL %37 HCl) hazirlanir. 50 mL Tris (hidroksimetil) aminoetan ¢ozeltisine agagida be-
lirtilen miktarda HCI asit ¢ozeltisinden eklenir ve deiyonize su ile son hacmi 200 mLye
tamamlanir (Demirtas vd., 2014:21).

pH 72 |74 |76 |78 |82 |86 |9.0
HCl 442 |41.4 (384 [325 219 [12.2 [5.0
(mL)

ILGILi HESAPLAMALAR:

SONUC:
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Deney 3: Glisin - Sodyum Hidroksit Tampon (Ph 8.6-10.6 Araligindaki Tampon)

0.1 M Glisin (7.5gr./L) ile 0.1 M NaOH (4gr./L) 50 mL glisin ¢ozeltisine asagida be-
lirtilen miktarda NaOH ¢ozeltisinden eklenir ve deiyonize su ile son hacmi 200 mLye
tamamlanir (Demirtas vd., 2014:21).

pH 8.6 (9.0 |94 |9.8 |10.0 [10.4 |10.6
NaOH (mL) 40 88 [16.8 |27.2 |32.0 |38.6 |455
ILGILI HESAPLAMALAR:

SONUC:
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UYGULAMA 11: BIYOKIMYASAL ANALIZLER
Biyokimyasal Analiz ile Ilgili Metotlar

Kalitatif analiz, belirli ayiraglar ile bir karigimdaki kimyasal bir maddenin sadece var-
Iigin1 gostermek icin yapilir. Kantitatif analiz ise bu maddenin miktarini tespit etmektir.

Kantitatif analiz, bir karisimdaki kimyasal bir maddenin i¢inde ne kadar oranda ol-
dugunu gostermek i¢in yapilan analizdir. Kantitatif analiz metotlar1 3 temel gruba ayrilir.

a) Gravimetrik metot: Bu metot klinik biyokimya laboratuvarinda tercih edilmez.

b) Voliimetrik metot: Titrasyon ile bir ¢6zeltide bulunan maddenin miktarinin ta-
yininde kullanilir. Kanda kalsiyum, kloriir ve mide suyunda HCI tayinleri bu metot ile
gergeklestirilir.

¢) Kolorimetrik metotlar: Cesitli kimyasal reaksiyonlar sonucu renk degisikliginin
meydana gelmesi ile bir maddenin miktar tespit edilebilir. Spektrofotometrik analizle-
rin ¢ogu bu esasa dayanir. Bu metot biyokimya laboratuvarlarinda siklikla kullanilir (Ak-
tiimsek ve Nurullahoglu, 2013:19).

Deney 1: Kagit Kromatografisi: Bir Miirekkep Karisiminin Yiikselen Kagit Kro-
matografisi Yardimiyla Ayrilmasi

Amag - Hedefler:

Kagit kromatografisi ile gerceklestirilen ayirimin teknigini kavratabilmek.
Arag - Geregler

1. Whatman No: 1 kromatografik kagit

2. Iyi kalitede siyah, mavi ve kirmizi ¢ini miirekkepler

3. Beher

4. Kilcal boru

5. Saf su

6. Cetvel
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Metot:

Islem

Sira Islem Basamaklari Kont.

Whatman No:1 kromatografi kagidindan yiikselme dogrultusuna dikkat
1. | edilerek 20x25 boyutlarinda kesiniz. Suyla temas edecek kenardan kursun
kalemle 2 cm yiiksekliginde diiz bir ¢izgi ¢iziniz.

Cizgi tizerine 2 cm araliklarla kirmizi, mavi, siyah ve ayrica miirekkep ka-
risitmindan kilcal boru yardimu ile kiigiik lekeler olusturunuz.

Lekeler kuruduktan sonra yiikselme oku yukariya gelecek sekilde 25 cn’lik
3. | kenardan rulo yapiniz ve rulonun dik durmasi igin bir toplu igne ile tut-
turunuz.

Bu ruloyu i¢inde 1 cm saf su bulunan beher icine hi¢ temas ettirmeden
oturtunuz.

5. | Yaklasik bir saat sonra ruloyu beherden ¢ikartip kurutunuz.

Ayri ayr tatbik edilen miirekkeplerin verdigi Rf degerlerini ve karisimin
verdigi Rf degerini hesaplayarak karsilastiriniz.

Tablo 18: Kagit kromatografisinde miirekkep deneyi

DENEY DUZENEGI VE CiZiMi:

SONUC:
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UYGULAMA 12: LiPiTLER

Lipitler; yapitas: yag asitleri ve gliserol olan, doymus veya doymamis karbon zincirine
sahip, suda ¢oziinmeyip alkol, eter, kloroform, aseton gibi kimyasallarda ¢6ziinebilen, es-
ter baglari ile birbirine bagli olan makromolekiillerdir. Dogada ve canlida karbonhidrat-
lar ve proteinlerle birlikte bulunabilirler. Alinan gida maddelerinin 6zellikle karbonhid-
ratlarin fazlasi yaglara cevrilerek depolanir. Enerji gereksinimi oldugunda da kullanilirlar.

Lipitler suda ¢6ziinmeyen ve kimyasal olarak yag asitlerinin bir alkolle esterlesme-
sinden olusan yiiksek enerjiye sahip bilesiklerdir. Alkollerin ve yag asitlerinin genel ya-
pilar1 ve ester olusturma ozelliklerini asagida verilen formiiller ile gérmeye ¢aligalim.

R-OH +R-COOH — R-COO-R +HO
Alkol  Yag Asidi Ester Su

Lipitlerin Organizmada Dagilim

Lipitlerin viicutta dagilimi ¢esitli hayvansal dokularda farklilik gosterir;
o Yumurta, sperma ve beyinde %7,5 -30

« Embriyonal dokuda %1-2

« Lipit deposu olmayan dokularda %1-10

» Yag deposu olan dokularda ve sar1 kemik iliginde %90 oraninda dagilim gosterir
(Altintag, 2013:7).

Yag Asitlerinin Siniflandirilmas:
Igeriginde bulunan cift bag durumuna gére yag asitleri;_
« Doymus yag asidi,

o Doymamis yag asidi olarak siniflandirilirlar.

Insan viicudunda sentezlenip sentezlenememesine gore;
o Elzem (esansiyel =temel) yag asidi,

o Elzem olmayan yag asitleri olarak siniflandirilirlar.

Deney 1: Esterlesme Testi

Organik bir asidin hidroksil grubunu kaybetmesiyle su olusmas: sonucunda mey-
dana gelen olaya esterlesme, yeni olusan bilesiklere ester denir.

Yaglar, genel olarak yag asitlerinin gliserol ile yaptiklar1 esterlerdir. Bu deneyde la-
boratuvar sartlarinda esterlesme gosterilecektir. Deneyde H,SO, katalizor olarak kulla-
nilacaktir (Aktiimsek ve Nurullahoglu, 2013:75). Esterler hos kokular1 olmasi bakimin-
dan sentetik koku yapiminda kullanilmaktadirlar.
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Amag - Hedefler:

Ester olusumunun gosterilmesi.
Arag - Geregler:

1. %9611k etil alkol

2. Glasiyal asetik asit

3. H,SO,

Metot:

Sira Islem Basamaklar1

1. | ler mL etil alkol ve glasiyal asetik asit deney tiipiine konulur.

2. | 1mL H, SO, ilave edildikten sonra biraz beklenir.

Su bulunan bir erlene hazirlanan karigim bosaltilir ve asetik asitin yakici
kokusu yerine etil asetat kokusu hissedilir.

Tablo 19: Esterlesme testi

DENEY DUZENEGI

SONUC:
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Deney 2: Lipitlerin Coziiniirligii
Amag - Hedefler:
Lipitlerin ¢oztintirligiiniin kavranmasi.
Arag - Geregler:
1. Stearik asit
2. Tereyag1, margarin ve zeytinyag1
3. Organik ¢oziiciiler
Metot:

Sira Islem Basamaklar1 Islem

Kont.

1. | Stearik asidin su ve organik ¢oziiciilerde nasil ¢6ziindiigiinii gozlemleyiniz.

Yaglar1 organik ¢oziiciilerde ¢ozdiikten sonra bir damlasini kagit iizerine
damlatip meydana gelen lekeleri tartisiniz.

3. | Elde ettiginiz sonuglar1 tabloda yerlestiriniz.

Tablo 20: Lipit ¢oztintirlik testi

Aseton Alkol Kloroform Eter

Su

Tereyag:

Stearik asit

Zeytinyag1
Margarin

SONUC:
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Deney 3: Salkowski Testi ile Kolesterol Tayini
Kolesterol nedir?

Hayvansal kokenli bir steroid olan kolesterol, insan safra tagindan ilk kez 1775 y1-
linda ayristirilmigtir. Dolayisiyla insan safrasinda oldukea fazla miktarda bulunmaktadur.
Mum kivaminda yagimsi bir madde olan bu streroid, yasamimiz i¢in gereklidir. Sinir,
kalp, beyin, bagirsaklar, karaciger, kaslar gibi viicudumuzun gesitli yerlerinde kolesterol
bulunmaktadir. Viicudumuz cesitli sebeplerden dolay: (safra asitlerini tiretmek, D vita-
mini sentezlemek, kortizon hormonu sentezi gibi) kolesterole gereksinim duyar. Kanda
¢ok az miktarda kolesterol bulunsa bile bu iiretimler olabilmektedir. Kanda gereginden
¢ok kolesteroliin olmasi durumunda, bu fazlalik birikerek kan damarlarinin daralmasina
ve arteriyoskleroza neden olmaktadir (MEGEP, 2011).

Deneyin amac:

Bu deneyde, kandaki kolestrol miktarinin 6l¢imii degil sadece varliginin analizi ya-
pilmaktadir. Bu nedenle kalitatif bir ¢aligmadir. Dolayisiyla bu deney elimizdeki koles-
terol drneginin nasil reaksiyona girdigini, bunun sonucunda ne gibi belirtiler verdigini
ogrenmek i¢in yapilmis bir analiz tayinidir.

Kloroformda ¢6ziinmiis kolesterol {izerine siilfiirik asit (H,SO,) konuldugunda iki
tabaka halinde karakteristik renkler olusur:

Kloroform tabakasinin rengi: Kirmizi ile mavi arasinda bir renk alir.

Asit tabakasi: Parlak yesil bir renk alir. Bu renklerin olusum nedeni heniiz bilinme-
mektedir (Aktiimsek ve Nurullahoglu, 2013:84).

Arag - geregler:

1. Kloroform

2. Konsantre (derigik) stlfiirik asit
3. Kolesterol

Metot:

Islem

Sira Islem Basamaklar1 Kont.

Bir tiip icinde bir miktar kolesterolii koyarak tizerine 1-2 mL kadar kloro-
form eklenir ve ¢oziliir.

Konsantre siilfiirik asit, tiip kenarindan yavasca iki tabaka yapacak sekilde
ilave edilir.

3. | Olusan renkler karsilastirilmak tizere not edilir.

Tablo 21: Salkowski testi ile kolesterol tayini
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UYGULAMA 13: KARBONHIDRATLAR KARBONHIDRAT TESTLERI 1
Karbonhidratlarin Tanimu

Karbonhidratlar genellikle C, H ve O elementlerinin birlesmesiyle canlilarda meydana
gelen makromolekiillerdir. Genellikle (CH,O)_ seklinde formiillenirler. Ancak bu genel
formiile uydugu halde karbonhidrat olmayan bilesikler de olabilir (Asetik asit- CH,O.;

Laktik Asit - C;H O,; gibi). Bundan bagka genel formiilasyona uymayan ancak karbon-
hidrat olan bilegikler de bulunmaktadir (Deoksiriboz - C.H, O,; Ramnoz - CH ,O,).

1074 1275
Karbonhidratlarin en kii¢iik birimini basit seker olarak bilinen glukoz olusturmakta-
dir. Karbonhidratlarin tatli olmasinin nedeni igerdikleri ‘OH (Hidroksil)’ varligidir (Adam
vd., 2013:57). Karbonhidratlarin amilaz enzimi etkisiyle kimyasal sindirimi, mastikasyon
ve degliitasyon hareketleriyle de mekanik sindirimi agizda basglamaktadir. Karbohidrat-

lar, tim canli gruplari i¢in ¢ok dnemli enerji kaynag: olustururlar.

Karbonhidratlar yapisal olarak sirasiyla; monosakkaritler, disakkaritler, polisakka-

ritler ve karbohidrat tiirevleri olmak iizere dort gruba ayrilmaktadir.

Karbonhidratlarin Siniflandirilmas:

MONOSAKKARITLER | DISAKKARITLER | POLISAKKARITLER
5 Karbonlular

Riboz
Deoksiriboz

6 Karbonlular

Maltoz Nl.sast-a
Glikojen
Laktoz .
Siik Seliiloz
Glukoz ukroz Kitin
Fruktoz
Galaktoz

Tablo 22: Karbonhidratlarin siniflandirilmasi

MonosakKkaritler: Tek bir aldehit veya keton iceren normal sartlarda suyla hidroliz
olmayan basit sekerlerdir. En 6nemlisi glukozdur. Daha karmasik yap: olusturmak i¢in
glikozidik bag ile bag olustururlar. Glukoz, fruktoz, galaktoz gibi heksozlar; ksilol, sorbi-
tol gibi seker alkoller monosakkaritlere 6rnek verilebilir. (Kh testleri i¢in Tablo 24% bkz.)
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Disakkaritler: Yapisinda iki monosakkarid bulunduran ve bu monosakkaritlerin bir-
birine glukozit bagi ile baglanmasiyla baglanma esnasinda bir molekiil su agiga ¢ikaran
karbonhidrat bilesikleridir. Tablo 23’te de 6rnekleri verilmistir.

Polisakkaritler: Monosakkaritlerin farkli kisimlarinin degisik karbonlar1 arasinda gi-
kozidik bag ile baglanmasi sonucunda bir molekiil su agiga ¢ikmasiyla olugsmus komp-
leks karbonhidratlardir. En bilinen 6rnekleri nisasta ve glikojendir. Bilesiminde birgok
monosakkarit bulundururlar. Depo polisakkaritler ve yapisal polisakkaritler seklinde iki
kisma ayrilirlar.

Organik Bilesikler:
Monosakkarit Monosakkarit Disakkarit Su
Glukoz Glukoz Maltoz H,0
Glukoz Fruktoz Sakkaroz H,0
Glukoz Galaktoz Laktoz H,0

Tablo 23: Disakkarit Ornekleri

1) Kullanim sirasina gore: Karbonhidratlar - Lipitler - Proteinler
2) Enerji verme sirasina gore: Lipitler - Proteinler - Karbonhidratlar
3) Yapiya katilma sirasina gore: Proteinler - Lipitler - Karbonhidratlar

o Uzun siire aglik durumunda su sira ile kullanilirlar: Karbonhidratlar>Lipit-

ler>Proteinler
KARBONHIDRATLAR BELIiRLi KARBONHIDR
ICIN GENEL TESTLER ATLARA OZGU TESTLER

1. Molisch Testi

2. Metilen Mavisi Testi

3. Fehling Testi

4. Benedict Testi

5. Fischer Testi

6. Moor Testi, Pikrik asit, Barfoed ve
Antron Testi

1. Pentozlar i¢in Bial Testi

2. Ketozlar i¢in Seliwanoff Testi
3. Stikroz Testi

4. Tyot Testi

Tablo 24: Karbonhidrat testleri

Deney 1: Molisch Testi
Amag - Hedefler:

Karbonhidratin kalitatif (nitel) analizini yapmak.

Teorik Bilgi:

Bu test, konsantre H,SO, ile furfuralleri veren karbonhidrat ve diger organik bilesikle-

d

2

rin varligini gosteren genel testlerden biridir. Konsantre H,SO, monosakkaritleri verecek
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sekilde glikozid baglarini hidrolizler. Olusan monosakkaritler de furfural ve tiirevlerine
dehidre olurlar (Aktiimsek ve Nurullahoglu, 2013:59). Bu deney konsantre H,SO, mo-
nosakkaritlerinden su ¢ekerek onlar1 dehidre eder. Pentozlardan furfural, heksozlardan
da 5-hidroksimetil furfural olusur (Altinisik, 2009:17).

Arag - Geregler:

1. Konsantre H SO,

2. 1-naftol (Etanolde veya etil alkolde %1’lik ve taze olarak hazirlanmis ¢ozeltisi.)
3. %2’lik nigasta ¢ozeltisi

4. Maltoz, glisin, %5’lik glikoz, elma 6ziiti, siit, muzlu siit, portakal suyu, distile su
5. Deney tiipleri, pipet

Metot:

Islem

Sira Islem Basamaklari
Kont.

I¢inde 2 mL nisasta ¢ozeltisi bulunan deney tiipiine iki damla a-naftol ¢6-

zeltisi konulur.

1 mL H,SO, tiipte iki tabaka olusturacak sekilde ¢ozeltiye dikkatlice ilave

edilir.

3. | Tabakalasmanin oldugu yerde renk degisikligi olup olmadigina bakalir.

Ayni islemler nisasta ¢ozeltisi yerine su, elma 6ziiti, siit, muzlu siit, porta-

kal suyu, maltoz ve glisin gibi maddeler konularak tekrar edilir.

Tablo 25: Molisch testi
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GEREKLI TABLOLAR -CiZIMLER

SONUC:

YORUM-TARTISMA:

W2
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Deney 2: Metilen Mavisi Testi

Amag - Hedefler:

Renk tepkimeleri ile karbonhidratlarin taninmasi
Kullanilacak Arag¢ Geregler:

1. %2’lik glukoz ¢ozeltisi

2. %1’lik metilen mavisi ¢ozeltisi

3. Deney tupt

4. Damlalik
5. Bek alevi
Metot:
Sira Islem Basamaklar1 Lilene
Kont.

1. | Deney tiipiine dnce 5 cm’ su konur.

10 damla metilen mavisi ve 2 damla 2N NaOH (veya % 10’luk) iizerine
eklenir.

3. | Hazirlanan deney tiipii su banyosunda sitilir.

Uzerine 4-5 damla glukoz gibi indirgen bir seker ¢ozeltisi eklenir.

Tablo 26: Metilen mavisi testi

GEREKLI CIiZIMLER:

SONUC-YORUM:

W2
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UYGULAMA 14: KARBONHIDRAT TESTLERI 2

Normal idrar

Saglikli bir insanin idrarinda kan hiicreleri (eritrosit 16kosit vs.) erkeklerde 2-3 adet,
kadinlarda 3-4 adet eritrosit, epitel hiicreleri (5-6 adet) ve baz1 fizyolojik kristaller goriile-
bilir. Fakat normal idrar ya hi¢ protein icermemeli ya da ¢ok diisiik bir miktarda protein
icermelidir. 24 saatlik idrarda 70-100 mg. protein bulunabilir. Bu deger genel degerlen-
dirmede “yok” seklinde ifade edilir (Aktiimsek ve Nurullah, 2013: 114). Bébrekteki glo-
merulus kilcallar1 kanda bulunan tiim glukoz i¢in gegirgendir. Buradan bowman kapsii-
line gegen biitiin glukoz molekiilleri tekrar reabsorbsiyon gecirir. Bu nedenle saglikl bir
kisinin idrarinda 6lg¢iilebilir seviyede glukoz bulunmasi idrarin patolojik olduguna isa-
ret etmektedir. Ozellikle Diabetes mellituslu hastalarda goriilen bu durum, kandaki glu-
koz seviyesinin ¢ok artmasi neticesinde glomeruluslardan diger tiibiillere gegen glukozu
bu tiibiillerde geri emilimi saglayacak kapasitesinin iizerinde oldugundan geri emilemez
ve bu nedenle idrarda glukoza rastlanir. Bu durum ‘glukoziiri’ olarak adlandirilir. Bagka
durumlarda da gegici olarak glukoziiri goriilebilir. Ornegin; ‘korku, sok ve agir1 heyecan
durumunda, civa kloriir zehirlenmelerinde, agir egzersizler sonucu beyin tiimoérlerinde,
kafatas1 kiriklarinda akut ve kronik pankreatitiste hipertroidizimde ve kuduzda’ gluko-
ziiri goriilebilmektedir. Birgok seker idrarda goriilebilir. Ancak glukoz ve galaktoz goz-
lenmesi patolojiktir (Sahin vd., 2008:60).

Giinliik idrar miktar1 ne kadardir?

Alman sivi miktar1 giinliik idrar miktar: tizerinde etkili oldugundan cesitli hasta-
lik durumlars, idrar soktiiriicii ila¢ kullanimi, seker hastalig1 vs. gibi giinliik su tiiketi-
mine bagli olarak idrar miktarinda artis (1500 mL tstiine ¢ikabilir) meydana gelmekte-
dir. Giinliik idrar miktar1 normalde 1200-1500 mL iken sivi alim1 azaldiginda ise 1200
mLnin altina diser.

Normal idrar nasil goriiniir?

Normal idrarin rengi kehribar rengi denilen agik sar1 renkte, berrak bir goriinimde-
dir. Cesitli sebeplerden dolay idrarin renginde koyulagmalar olabilir. Su tiiketimi azal-
missa, ila¢ kullanimu fazla ise ya da ¢esitli ilaglar kullaniliyorsa Resim 1’deki gibi renk
de-gisikligi olabilmektedir. Ayrica idrar yollarinda bir kanama varsa idrarin rengi
pembe kirmizi bir renk alir. Idrarda bulaniklagma varsa bu durum bize enfeksiyon
varligini dii-siindiirmektedir.

Normal idrarda mikrop bulunur mu?

Saglikl bir kisinin idrar1 herhangi bir mikrop icermedigi i¢in steril kabul edilmek-
tedir. Idrarda enfeksiyon varligindan siipheleniliyorsa o zaman bakteri oldugu igin ste-
rilizasyon bozulur.
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Resim 1: [drarda renk degisimleri (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

Normal idrar asit midir alkali midir?

Hidrojen iyon konsantrasyonuna (pH) gore idrarin asit ya da alkali oldugunu anla-
yabiliriz. Normalde ‘idrar pH1 4.5-8 arasinda’ dir. Genelde idrar pH’1 hafif asidiktir
(5.0-6.0) denilebilir. Uzun siiren aglik veya susuzluk, siddetli diyare, uyku gibi durum-
larda, ‘viicudun asit yiikii artar’ Bunun yaninda seker hastalig1 iyi kontrol edilemedi-
ginde de idrar aside kaymaktadir. Yemekte ve yemek sonras1 mide asit sekresyonunu ger-
ceklestirdiginden idrar pH alkaliye kayar (Sahin vd., 2008:55).

Saglikli insanda aglik kan sekeri ‘kolorimetrik metotlarla 80-120 mg/dL, ‘enzima-
tik metotlarla 70-105 mg/dL’ arasindadir. Ancak yash kisilerde (60 yas ve iistii) bu de-
gerler 5-10 mg/dL daha yiiksektir. Kan sekerinin yiikselip idrarda seker ¢ikmas: dii-
zeyine bobrek esigi denilmektedir. 160 ile 200 mg (ortalama 180 mg/dL) arasindadir
(Mehmetoglu, 2007: 66).

Deney 1: Idrarda Kalitatif Glukoz Tayini-1 (Fehling Metodu)
Deneyin Prensibi: Serbest aldehit ya da keton grubu karbonhidratlarin alkali or-

tamda Cu*?yi, Cu*'e indirgemesinin gozlemlenmesi.
Arag-Geregler:
1. Idrar
2. Fehling A
3. Fehling B
4. Deney tiipu
5. Damlalik
6. Bek

W2
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Metot:

fslem

Sira Islem Basamaklar1 Kont.

1 mL Fehling A konduktan sonra iizerine 1 mL de Fehling B konulur. Eger
1. | deney tiipiinde ya da ayiraglarda bir bulasma s6z konusu degilse renk de-
gisimi gozlenmez.

Ayiraglar konulduktan sonra igine 1-2 mL idrar konur ve 1sitilir. (Ayrica
2. | idrar yerine %5’lik glukoz ¢oézeltisinden 2 mL alarak bagka bir deney tii-
piinde deneyin.)

Isitma sonucunda renk degisimi takip edilir.

Tipteki renk kirmizi veya turuncu renge doniiyorsa idrarda seker pozitif-
tir denir. Bu rengin agik-koyu olmasina gore +, ++, +++, ++++ seklinde
raporlanir.

Tablo 27: Idrarda seker tayini testi

Fehling Reaktifi hazir degilse su sekilde hazirlanabilir:
Fehling A ¢ozeltisi: 35 gr. CuSO,.5H,0 suda ¢6ziiliir, hacim 750 mLye tamamlanur.

Fehling B ¢ozeltisi: 120 gr. KOH ve 173 gr. Na-K tartarat (Rochelle tuzu) suda ¢o-
ziiliir, hacim 500 mLye tamamlanir. Fehling reaktifi: Esit hacimde A ve B ¢ozeltisi kul-
lanimdan hemen 6nce karistirilir (Lipit Metabolizmasi, 2019).

GEREKLI CiZIMLER

1.Tiip 2. Tiip 3. Tiip
Idrarda seker tayini

SONUC-YORUM:
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Deney 2: Idrarda Kalitatif Glukoz Tayini-2 (Benedict Metodu)

Deneyin Prensibi: Sicak alkali ortamda +2 degerlikli bakir iyonlarini +1 degerlikli ba-
kar iyonlarina indirgemek. Renk degisimine bakarak indirgenme olup olmadigini deger-
lendirebiliriz. (Sar1 renkli Cu (OH), veya kirmizi renkli Cu,0) (Mehmetoglu, 2013:205).

Arag- Geregler:

1. Deney tipi

2. Idrar numunesi

3. Benedict reaktifi

4. Pastor pipeti

5. Benmari veya bunzen beki

6. Karbonhidrat ¢ozeltisi (%1°lik galaktoz, laktoz, glukoz gibi indirgeyici maddeler)
Metot:

. fslem
Sira Islem Basamaklar: Kont.
1 Bir deney tiipiine 3 mL Benedict reaktifi iizerine 0,5 mL veya 6-7 damla
" | idrar numunesi konulur.
5 Ikinci bir deney tiipiine 3 mL Benedict reaktifi iizerine hazirlanan kar-
" | bonhidrat ¢ozeltisinden 0,5 mL ilave edilir.
3 Karistirma isleminden sonra tiipler benmaride 5 dakika kaynatilir. Kay-
" | natma sirasinda dikkatli olunmalidir. Etrafa sigrayabilir.

Tablo 28: idrarda geker tayini testi
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SONUC:

Idrarda glukoz varligini/yoklugunu agagidaki tabloya gore degerlendiriniz.

Renk Sonug¢ Yaklasik glukoz miktar:
Mavi 0 0-0,1

Tortusuz yesil renk Eser 0,1-0,2

Yesil, sar1 tortulu +1 0,3

Koyu yesil +2 1

Portakal saris1 +3 1,5

Kiremit kirmizisi +4 2 veya daha cok

Kaynak: Mehmetoglu, (2013):205

Deney 3: Idrarda Kantitatif Glukoz Tayini (Enzimatik Metotla Idrarda Glukoz

Tayin Etme)
Amag - Hedefler:

O-toluidin metodu ile kantitatif olarak idrarda glukoz tayin edebilme.

Arag - Geregler:
. Ortotuluidin Reaktifi (hazir) veya

. Ortotuluidin Reaktifi laboratuvar

ortaminda hazirlamak i¢in;

. Tiotire, glasiyal asetik asit, o-toluidin

. Glukoz standarti

1

2

3

4

5. Spektrofotometre

6. Benmari veya 1sitici
7. Numune (idrar)
8. Spektorofotometre kuvetleri
9. Distile su

10. Glukoz

11. Hassas terazi
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Metot:
Sira Islem Basamaklari ek
4 Kont.

O-toluidin reaktifi hazirlanir. (4 mL) 0,15 gr. tioiire i¢ine 96 mL glasiyel

1. | asetik asit ve 4 mL o-toluidin eklenir. Tiotire'nin ¢éztinmesi i¢in iyice ka-
ristirilmalidir.
Glukoz standart1 hazirlanmalidir. (100 mg/dL) 0,1 gr. glukoz hassas terazi-

2. | de tartilip bir miktar benzoik asit ¢ozeltisinde ¢ozdiiriiliir. Son hacim ha-
zirlanan ¢ozelti ile 100 mIe tamamlanir.
Asagida verilen ¢alisma semasina gore standart, numune ve kor tiiplere

3. . -
belirtilen oranlarda hazirlanan ¢ozeltilerden konulur.

4. | 100 Cde benmaride 5 dk. kaynamas: i¢in bekletilir.

5. | 5dk. sonra tiipler kaynar. Su banyosundan ¢ikartilir.

6. | Cesme suyu altinda biraz sogutulur.

7. | Spektrofotometrede 620 (610-630) nmde kore karst okutulur.

Tablo 29: idrarda kantitatif glukoz tayini islem basamaklari

N.

Hesaplama :%X 100 = %mg Glukoz (Mehmetoglu, 2013:70)

S.
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DENEY DUZENEGI VE CIZiMi:

REAKTIFLER KOR STANDART NUMUNE
Distile su 50 um

Numune (Serum) - - 50 pm
Standart - 50 pm

Orto-toluidin 2mL 2mL 2mL

Kaynak: Mehmetoglu, (2013):70

SONUC:

Deney 4: Fischer Testi

Aldehit veya keton grubuna sahip bilesiklerin kristal osazonlarinin olusabilmesi i¢in
151 ve asidik bir ortam gereklidir. Osazon kristalleri karakteristik sekillerdedir ve erime
noktalar1 indirgeyici (rediikleyici) sekerlerin taninmasinda rol oynar. Osazonlar si-
cakta veya sogukta belirlenebilirlerse de taninmada kristal olusumun zaman 6nemlidir
(Aktiimsek ve Nurullahoglu, 2013: 63). Aktif aldehit veya keton grubu ihtiva eden bile-
sikler, asidik ortamda 1sinin etkisiyle kristal osazonlari olusturur. Osazon; polihidroksi
aldehit veya ketonlarin, sodyum asetat ile 1sitilmas: sonucu elde edilen, suda ¢oziinme-
yen, sar1 veya turuncu renkli kristal seklinde bir maddedir. Baz1 aldoz ve ketozlarla
olusan osazon, sogudugunda ¢oker. Ayrica her osazon kristali sar1 renktedir ve karbon-
hidrat ¢esidine gore farkl kristal yapidadir. Bu da karbonhidratin yapisini erime nok-
tas tayini ile bulmamizi saglar.
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Arag ve Geregler:

1. Glasiyal asetik asit

2. Fenilhidrazin

3. Sodyum asetat (CH,COONa)

4. Mikroskop, lam ve lamel

5. Glukoz, fruktoz ve galaktozun %5’lik ¢ozeltileri
6. Deney tiipleri

7. Kaynar su banyosu

Metot:

Islem

Sira Islem Basamaklari Kont.

Hazirlanan karbonhidrat soliisyonlarindan deney tiiplerine 5er mL kadar
konulur.

2. | Tipleri asitlestirmek i¢cin 0,5 mL glasiyal asetik asit konulur.

Her bir tiipe 3 damla fenil hidrazin eklenir.

Tiiplere ¢ok az miktarda sodyum asetat konularak yavasca muamele edilir.

Tiipler kaynar su banyosuna konur. Sar1 kristaller olusuncaya kadar bekle-
tilir.

Osazon kristallerinin olusum zamanlari gozlenerek not alinir, mikroskopta
incelenir.

Tablo 30: Fischer testi

Bazi tiiplerde sar1 kristallerin hemen olustugu gozlenir. Bu tiiplerden bir damla ali-
narak hazirlanan preparatta kristal yapilar incelenir, goriilen kristallerin sekilleri ¢izilir.
Bazi tiiplerde ise zaman ge¢mesine ragmen kristaller olugsmaz. Cilinkii bunlar sogukta
kristal olusturabildikleri i¢in ¢esme altinda tutularak yavas yavas sogutulurlar. Soguma
esnasinda tiip i¢inde sar1 kristaller olusmaya basladiginda mikroskopta incelenerek go-

riilen kristallerin sekilleri ¢izilir (Aktiimsek ve Nurullahoglu, 2013: 65).

Sonug olarak Fenilhidrazin ile sekerlerin birlesimi neticesinde altin saris1 osazon
kristalleri olusur ve mikroskopta bakildiginda bunlarin birbirinden farkl sekillerde ol-

duklar: gorilir.
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MIiKROSKOBIK CiZIMLER:

0

SONUC-TARTISMA:

Deneyde glukozdan bagka 6rnegin sukroz (sakkaroz) ¢ozeltisi kullanilabilir miydi?
Tartisiniz.
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UYGULAMA 15: KARBONHIDRAT TESTLERI 3
Deney 1: Iyot Testi

Iyot, polisakkaritlerle renkli kompleksler olusturur. Iyot ile glikojen ve kismen hidro-
lize olmus nisasta kirmizi-kahverengi renk verirken; nisasta mavi renk olusturur (Ak-
tiimsek ve Nurullahoglu, 2013: 71). Nisasta indikatoriidiir. Yani nisastanin ayiraci iyot
¢ozeltisidir. Ortamda nigasta varsa iyot, lacivert-siyah veya mavi renge déniisiir. Iyot,
farkli polisakkaritlerle de renkli kompleksler olugturabilir. Ornegin; glikojenle iyot; kir-
mizimsi kahverengi bilesik olusturur. Iyot testi amiloz, amilopektin ve glikojen tespiti
icin uygun ve hizli bir testtir. Renk degisikligi olmazsa, ortamda nisasta yok demektir.

Deneyin Amaci: Belirli karbonhidratlar i¢in kalitatif analizi kavrama.
Arag-Geregler:

1. Tyot ¢ozeltisi (%3’litkk KI'da 0,005 N)

2. Seliiloz, glikojen, nisasta, iniilinin %1’lik ¢ozeltileri

Islem

Sira Islem Basamaklar: Kont.

Daort deney tiipii alinarak ¢alismas: diisiiniilen polisakkaritlerden birer mL
konulur. Tiiplerin iizerine isaretleme yapilir.

Polisakkarit ¢ozeltisi konulan tiiplerin iizerine 2’ser damla iyot ¢ozeltisi ek-
lenerek renk degisimleri takip edilir.

Tablo 31: Iyot testi

Deney 2: Lugol Cozeltisi Testi

Nisastanin indikatorii olarak lugol ¢ozeltisi de kullanilmaktadir. Is1 varliginda mavi
renk olusur. Is1 etkisini ortadan kaldirip soguttuktan sonra tekrar mavi renk olusturabilir.

Hazirlanisi:
1. 100 mL suya 10 gr. potasyum iyodiir (KI) ilave edilir.
2. Cozelti ¢alkalanirken 5 gr. iyot kristali de yavasca eklenir.

3. Stiziiliir ve kahverengi bir sisede muhafaza edilir.
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DENEY DUZENEGI S$EKLI (Deney 1 ve Deney 2'yi birlikte degerlendiriniz.)

SONUC (Deney 1 ve Deney 2’yi birlikte degerlendiriniz):
1. Nisasta, iyot ile mavi renk verirken monosakkaritler ve disakkaritler vermezler. Ne-

denini agiklayiniz.

2. Karisim 1sitildiginda renk degisti mi?

3. Cesme altinda sogutulursa renk degisir mi? Sonug ne oldu?
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UYGULAMA 16: AMINOASITLER VE PROTEINLER

Molekiillerinde amino (-NH2) ve karboksil grubu (-COOH) bulunduran makro-
molekiillerdendir. Amino asitlerden glisin en basit temsilcidir (H,N-CH,-COOH). Am-
noasitlerin D ve L izomerleri vardir. Bunlardan L serileri daima canli organizmalarda
bulunurken D-amino asitleri ise genellikle bakterilerin hiicre duvarlarindadir (Altintas,
2013: 4).

Biyomolekiillerden olan amino asitler; katidirlar, renksizdirler ve suda ¢6ziinmezler.
Ugucu olmayan aminoasitler etil alkolde az ¢oziiniirler. Eter, benzen ve kloroform vb.
organik ¢oziiciilerde hi¢ ¢oziinmezler. Aminoasitlerde ytiksek erime noktas: (>200 °C)
vardir. Bu nedenle erime noktalarindan daha yiiksek sicakliklarda sitilirlarsa bozulurlar.
Bununla birlikte aminoasitlerin kaynama noktalar1 yoktur (Altintas, 2013: 17).

‘100den fazla aminoasitten olusan polipeptidler’ protein olarak adlandirilirlar. Hiic-
rede yalnizca ribozomlarda sentezlen proteinler, diger organik bilesikler gibi temel ola-
rak karbon, hidrojen ve oksijenden meydana gelir. Bunlardan baska azot ve kiikiirt de
proteinlerin en 6nemli bilesenlerindendir. En 6nemli 6zelligi olan N’yi bulundurdugu
i¢in (Proteinlerde yaklagik ortalama %16 oraninda bulunur.) yaglardan ve karbonhid-
ratlardan kolaylikla ayrilabilmektedir. Biitiin canlilarda karbonhidratlar ve lipitler ayni
yapida iken proteinlerse her canli i¢in 6zeldir. Amino grubu (-NH2) ve karboksil grubu
(-COOH) bulunan bilesikler, ‘aminoasit’ olarak adlandirilirlar. Yapilarinda bulunun radi-
kal kisim (R) degiskendir. Bir amino asidin a-karboksil grubu ile diger bir amino asidin
a-amino grubu arasindan bir mol su agiga ¢ikmasiyla peptit bagi (amit baglar1) olusur.

Proteinlerin yap1 tasi amino asitlerdir. Dogada 300 kadar farkli amino asit bulunmak-
tadir. Amino asitlerin ‘standart amino asitler’ diye bilinen 20 tanesi DNA tarafindan
kodlanan ve proteinleri olusturan birimlerdir ("Aminoasitler”, 2019). Yap1 olarak sentez-
lenen 70 kadar amino asit vardir. Standart amino asitlerin amino grubu ve karboksil
grubu, ayn1 karbon atomuna baglanmistir. Bu 20 amino asitten 12 tanesi sentezlenebi-
lirken 8 tanesi sentezlenemedigi icin besinlerle disaridan viicuda alinmasi gerekmek-
tedir. ‘Insan viicudunda sentezlenemeyen bu aminoasitler temel veya esansiyel (eksoje-
nik) aminoasit’ olarak adlandirilir.

Yar1 Esansiyel Aminoasitler: Glisin, Arjinin, Trozin, Glutamin, Sistein, Prolin

Esansiyel Aminoasitler: Histidin, Triptofan, Valin, Treonin, Metiyonin, Lizin, Leu-
sin (Losin), Izoleusin (Izolosin), Fenil Alanin
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Alanin Losin
Arginin Lizin
Aspartat Metionin
Asparagin Fenil alanin
Sistein Tirozin
Glutamat Prolin
Glutamin Serin
Glisin Treonin
Histidin Triptofan
[zolésin Valin

Tablo 32: Standart amino asitler Kaynak: “Aminoasitler”, 2019

Deney 1: Kalitatif Aminoasit Tayinleri

Amino Asitlerin Coziiniirligii

Amino asitler genellikle suda ¢oziiniirler. Fakat aminoasitlerin ¢oziinme derece-
leri farklidir. Ornegin; aminoasitlerin zincir uzunluklari, 1sitma gibi faktorler bu durum
tizerinde etkilidir. Genellikle diiz ve uzun yan zincirli amino asitler az ¢oziiniirlerken;
kisa yan zincirli olan amino asitler ise ¢ok ¢dziiniirler. Bundan bagka polar gruplari olan
amino asitler de (hidroksil ve karboksil gibi) suda ¢oziiniirler.

Arag - Geregler:

1. HCI (0. 1 N)

2. NaOH (0. 1 N)

3. Etanol, Kloroform

4. Amino asitler (Glisin, trozin, valin)

Metot:
Sira Islem Basamaklar1 Islem
3 Kont.
1 Bes kiigiik tiip alinir. Tiipler etiketlenerek seyreltilmis asit ve baz, su, kloro-
" | form ve etanol 1’er mL konulur.
5 Calisma igin secilen aminoasitler tiiplere ¢ok az miktarda konularak spatul

ucu ile karistirilir. Aminoasitlerin ¢oziiniirliikleri gozlemlenir.

3. | Gozlemlenen degerler tabloda doldurulur.

Tablo 33: Amino asitlerin ¢oziintirligii
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DENEY DUZENEGI:

Su Etanol Kloroform Diliie asit Diliie baz

Valin

Tirozin

Glisin

Aminoasit

SONUC:

Deney 2: Proteinlerin Nitel Analizi
Deneyin amacr: Peptit bagi varligini tespit edebilmek.

Proteinlerin alkali bakir siilfatli (CuSO,) ortamda mor-menekse (biiiret deneyi) ren-
gini vermesi, ortamda peptit baginin varligini gosterecektir. Biiiret reaktifinin protein-
lerle reaksiyon verebilmesi i¢in ortamda en az 2 peptit bag1 (3 amino asit zinciri) igeren
peptitler olmalidir. Bu galisma ile peptit baglar1 belirlendiginden amino asitlerle her-
hangi bir reaksiyon gerceklesmez.

Arag- Geregler:

1. 3 adet deney tiipii
2. Damlalik

3. Spatiil

4. Yumurta aki (10 mL kadar) ve protein ¢ozeltisi (1 mL siit veya serum olabilir.)
5. %1’lik Glisin
6. %1’lik tire ¢ozeltisi (1 gr. {ire alinip 100 mLye tamamlanir.)
7.1 mL su

8. NaOH cozeltisi

9. CuSO, ¢ozeltisi
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islem

Sira Islem Basamaklar: Kont.

Yukarida belirtilen miktarlarda bes deney tiipiinden birincisine yumurta aks;
1. | ikincisine glisin; tiglinciisiine protein ¢ozeltisi; dordiinciisiine iire ¢ozeltisi; be-
sincisine de 1 mL su hazirlanip konulur.

2. | Tiplere 2’ser mL NaOH ilave edilip karistirilir.

Tum tiiplere Ser damla bakur siilfat ¢ozeltisi ilave edilerek renk degisiklikleri
gozlemlenir. Cikan sonuglar degerlendirilir.

Tablo 34: Proteinlerin nitel analizi

SONUC:

1. Deney sonrasi dort tiipte renk degisikligi oldu mu? Degerlendiriniz.

Numune Gozlenen Renk

Yumurta aki

%1°lik iire gozeltisi

1 mL protein ¢ozeltisi

%1’lik Glisin

1 mL su

2. Peptit baglarinin varligini tiiplerdeki renk degisikliginden anlayabilir miyiz? Tarti-

siniz.

Onemli Not: Biiiret deneyinde su kontrol amagh kullanilmustir. Biiiret tepkimesi
peptit bagina 6zgiin bir tepkime oldugundan siit, serum, %1’lik yumurta aki gibi
protein iceren yapilarda pembemsi mor renk olusurken; %1’lik iire ¢ozeltisinde bu
renk gozlenmemistir. Ure kristalleri 1sitildiginda iki iire molekiilii arasinda bir peptit
bag1 olusarak biiiret isimli madde olusur ve pembe mor renk meydana gelir (Tuli vd.,
2015: 54).
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Sira Islem Basamaklari

Deney 3: Tiikiiriik Amilazinin Faaliyetinin Gosterilmesi
Amag - Hedefler:

Nisastanin Amilaz (Pityalin) tarafindan pargalanmasi olayini incelemek.
Arag - Geregler:

1. Tikiriik

2. %2’lik nisasta ¢ozeltisi

3. Iyot gozeltisi

4. Benedict ¢ozeltisi

5. Lamlar

6. Saniyeli saat veya kronometre

Metot:

fslem
Kont.

Bir tiipe 5 mL nisasta ¢ozeltisi konulur.

10 mL lik bir meziir, 4 mL tiikiirtikle doldurulup 10 mLye kadar sulandi-

2 rilir.

3. | Buradan 1 mL alinir ve nisasta iizerine ilave edilir.

4 Enzimle substratin birlesmesinden 30 saniye sonra pipetin tiipe daldirilma-
" | swyla alinan bir damla, lam tizerine konur ve iyotla muamele edilir.

5 Bu islem nisasta ile iyodun reaksiyon vermemesine kadar her 30 saniyede
" | bir tekrarlanir.

6 Nisasta ile iyot reaksiyon vermedigi zaman i¢inde enzim bulunan tiipten 2
" | mL alinarak bagka bir tiipe aktarilir.

7 Bu tiipe 2 mL Benedict belirteci ilave edilerek sicak su banyosunda olusan

renk degisikligi gozlemlenir.

Tablo 35: Amilaz deneyi
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DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:
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KLINIK BIYOKIMYA-11 UYGULAMALARI

UYGULAMA 1: ENZIMLER
Deney 1: Enzim Aktivite Analizi-1 (pH’in Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi)

Bu deneyde, nisastanin maltoz ve dekstrin seklinde ayrismasini saglayan amilaz enzi-
minin iyot varliginda nasil bir renk degisimi gerceklestirdigi gozlemlenecektir. Bununla
birlikte nisastanin hidrolizi i¢in amilazin uygun pH araliginin ne oldugu da belirlenecektir.

pH, ‘Power of Hydrogen’ (Hidrojenin Giicii) anlamindadir ve bir ¢ozeltideki asitligi
ya da bazligi tanimlamak i¢in kullanilir. Bir maddenin pH degeri; hidrojen iyonu [H+]
ile hidroksit iyonunun [OH-] derisimlerinin birbirine oranlanmasiyla bulunur.

Eger H+> OH- ise ¢ozelti asidik; bunun anlami pH <7
Eger OH-> H+ ise ¢ozelti bazik; anlami pH > 7
Eger OH- = H+ ise ¢ozelti ndtrdiir; anlam1: pH = 7dir.

Ortamda bulunan ¢ok kuvvetli asit ve bazlarin varligi, enzimlerin denatiire olmala-
rina ve yapilariin bozularak 6zelliklerini kaybetmelerine neden olur. Enzimlerin en iyi
calistig1 nokta ‘optimum pH’ olarak adlandirilir.

Amag - Hedefler:
pH’1n enzim aktivitesi {izerine etkisinin 6grenilmesi.
Arag-Geregler:

. %2’lik nisasta ¢ozeltisi

. %0,2’lik NaOH

. %0,2’lik HCI

. Saf su

. Spor

1

2

3

4

5. Deney tiipleri (10 tane)
6

7. Iyot ¢ozeltisi

8

. Fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 6,8)
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Metot:
. Islem
Sira Islem Basamaklar1 .
Kontrolii

. Deney tiipleri alinarak asagida gosterilen miktarlarda her bir tiipe iste-

nen oranda ilave yapilir.
2. | pH metre ile tiiplerin pH degerleri dl¢iiliir ve kaydedilir.
; Belirtilen miktarlarda tiikiiriik ilavesi yapilir ve homojen karigimi sag-

lanir.

Bir dakika beklendikten sonra fayans iizerine damlatilan iyotun tzeri-
4. | ne her bir tiipten birer damla olacak sekilde damlatilir. Renk degisimi

not edilir.
. Biitiin tipler i¢in 5-10 ve 15. dakikalarda tekrar bakilir, her bir tiipiin

iyotla verdigi renk kaydedilir.
7. | Enzim aktivasyonu i¢in hangi pH’in en uygun pH oldugu not edilir.

Tablo 36: pH'in enzim aktivitesi tizerine etkisinin islem basamaklar1

Ayrraclar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(mL)
%?2 Nisasta 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
%0,2 NaOH - - - - - - 0,5 1,0 1,5 2
%0,2 HC1 6,0 3,0 1,5 1,0 0,5 - - - - -
Arik Su 4,5 7 85 9 9 9,5 9 9 8,5 7

Once deney tiiplerinin pH1 pH metre ile dlgiilerek kaydedilir. Daha sonra asagida
belirtilen miktarda tiikiiriik eklenerek tiiplerin karisimi saglanir.

Tiip no. 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10

Tiikiiriik (mL) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

(1/20 seyreltilmis)

Yaklasik olarak 1 dakika kadar beklenir. Daha énceden fayans {izerine 1 damla dam-
latilan iyotun {izerine hazirlanan tiiplerden birer damla damlatilarak renk degisimleri

gozlemlenir, not alinir.
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DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:
1. Amilaz enzimi hangi pHda en iyi gozlenmistir? Amilaz enzimi i¢in diisiiniilen uy-
gun pH aralig1 uygulama ile desteklendi mi?

2. Deney sonuglarini degerlendiriniz.

Deney 2: Enzim Aktivite Analizi-2 (Cl-Anyonu Etkisi)

Amag - Hedefler:

Enzimler tizerinde etkili olan bazi durumlardan ‘mineral etkisinin incelenmesi.
Arag - Geregler:

1. Deney tiipleri (4 adet)

2. Ayrraglar (%2 Nisasta, %0,1 NaCl, saf su, diliie edilmis tiikiiriik)

3. Fayans
4. Tyot
Metot:
Sira Islem Basamaklari Islem
Kont.

1. | Dort deney tiipiiniin igine tabloda belirtilen miktarda reaktifler konur.

Tiiplerin homojen karisimi saglandiktan sonra fayans tizerine damla-

tilan iyotun iizerine tiiplerden alinan birer damla ayr1 ayr1 damlatilir.

Bu islem 5., 10. ve 15. dakikalarda tekrar edilir. NaCI igerigindeki CI
3. | anyonunun amilaz enzimi ile ne tiir bir etkilesimde bulundugu, renk
degisimlerine bakilarak degerlendirilir.

Tablo 37: Enzim aktivasyonu tizerine kloriir nasil etki eder?
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Ayrraglar (mL) 1. TOP 2. TUP 3. TUP 4. TOP
%2 nisasta ¢ozeltisi 3 3 3 3

%0,1 NaCl - 1,5 2,5 5

Saf su 6 4 3 -
Tiikiiriik (1/20 seyreltilmis) |2 2 2 2
DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:

1. Kloriir elementinin kullanilmasinin sebebi ne olabilir?

2. Buelement yerine bagka bir element de kullanabilir miyiz?

3. Kloriiriin (Cl-) enzim aktivasyonundaki etkisi nasil olmugtur?

Deney 3: Katalazin Etkisinin Incelenmesi

Katalaz; H,0O,nin su ve molekiiler oksijene parcalanmasini katalize eder. Organik
katalizordiir.

Amag - Hedefler:

Katalazin, hidrojen peroksidin pargalanisi tizerine nasil etki ettiginin incelenmesi.
Kullanilan Arag¢ Geregler:

1. Sulandirilmis H,O,

2. Deney tiipleri

3. Kan

4. Bunzen beki alevi

5. Pipet
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Metot:
Sira Islem Basamaklar1 Islem
4 Kont.
1 Deney tiipiine ilave edilen bir damla kan, tizerine 5 mL su eklenerek sey-
© | reltilir.
2 Diliie edilmis %3’liik H,O, sulandirilan kanin iizerine 2-3 damla damla-
Tl
3. | Siddetli kopiirme ve gaz ¢ikisinin olup olmadig1 gozlemlenir.

Tablo 38: Katalaz etkisi incelemesinin islem basamaklar:

SONUC-YORUM:

1. Deney, kan yerine bir parca patates veya karaciger kullanilarak tekrarlanabilir mi?
Ne gibi sonuglar olusabilir?

2. Kan 1sitilarak deney tekrarlanirsa ne gibi sonuglar gézlemlenir?

Deney 4: Ureazin Etkisinin incelenmesi

Urenin, amonyak ve bikarbonat iyonlarina déniisebilmesi i¢in iireaz enzimine ihti-

yac1 vardir. Bu enzim, ortamin pH’inda artis meydana getirir.
Amag - Hedefler:
Ureazin, iireyi parcalayarak amonyak olusumuna neden oldugunu gozlemlemek.
Arag - Geregler:
1. Ure
2. Fenolfitaleyn
3. Deney tiipleri
4. Ureaz ¢ozeltisi
5. Pipet

6. Bunzen beki alevi
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islem

Sira Islem Basamaklar: Kont.

Iki deney tiipiine 2 mL iireaz ¢zeltisi ilave edilerek tiiplerin tizeri numa-
ralandirilir.

2. | 1 nolu tiip dikkatli bir sekilde alevde 1sitilip sogumaya birakilir.

Ureaz konmus iki deney tiiplerinin iizerine 2 mL iire ¢ozeltisi konduktan
sonra 2-3 damla da fenolfitaleyn damlatilarak homojen karisimi saglanir.

Her iki tiip de 37 °Cde inkiibasyondan sonra 1sitilan tiipte renk olusmaz-
ken; 1sitilmayan tiipte pembe-kirmizi renk olusumu goriiliir. (Once renksiz
olan karisim birka¢ dakika sonra iireazin etkisiyle par¢alanan tireden olu-
san amonyaktan dolay1 kirmizi renk olugur.)

Tablo 39: Ureazin etkisinin incelenmesi islem basamaklari

DENEY DUZENEGI:

SONUC - YORUM:

1. Indikator, katalizor ve substrat gibi terimler ne anlama gelir?

2. Bu deneyde kullanilan;

3. Ortamda renk degisimi oldu mu? Renk degisimi olduysa sebebi ne olabilir?
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UYGULAMA 2: SAFRA DENEYLERI

Safra ve Safra Salgisi

Karaciger tarafindan giinde yaklasik 1 litre kadar safra salgis1 salgilanmaktadir. Sal-
gilan safra salgisi safra kesesinde depolanir ve burada yogunlasarak onikiparmak bagir-
sagina salgilanir. Safra salgis viicutta ¢ok 6nemli gorevlerin yerine getirilmesini saglar.

Ozellikle sindirim i¢in ¢ok énemlidir.

Safra ve Ozellikleri

Safra, karacigerden devamli olarak salgilanan ve hepatik kanala bosalan, safra kese-
sinde toplanan sividir. Safranin bilesiminde; %97 oraninda su ve ayrica bilirubin gibi
safra renkli maddeleri, safra tuzlari, kolesterol, musin, protein bulunur. Bilirubin, he-
moglobinin yikilimi ile yesil renkli biliverdinin indirgenmesi sonucu olugan turuncu
renkli safra pigmentidir (Altinisik, 2007: 102).

Safra Asitleri; ham maddesi kolesterol olan safra asitleri, tiretildikten sonra 6giinler
aras1 donemde safra kesesi iginde depolanir. Yemek yenmesi ile birlikte safra kesesinden
bagirsak bosluguna bosaltilir. En 6nemli fonksiyonlari, yaglar: emiilsifiye ederek sindi-
rimi kolaylagtirmaktir. Sindirim islemi sonrasinda yaklasik %90 kadar1 geri emilir. Ag-
likta 6l¢iilen serum safra asiti konsantrasyonu, karacigerin dokusunun durumunun de-
gerlendirilmesine ve ozellikle de kolestazin derecesinin belirlenmesine ve izlenmesine
yardimci olabilir (“Safra Asitleri Testi”, 2019). Normalde serumda safra asidi diizeyi %1-2
mg1 gecmez. Koledokta safra tasi ve tiimor gibi nedenlerle tikaniklik oldugunda safra
asitleri kanda yiikselir ve “kolemi” diye tanimlanan durum ortaya ¢ikar (“Lipit Metabo-

lizmas1”, 2019). Safra asitleri, intestinal motiliteyi artirirlar.

Deney 1: Safra Asitlerini Tanimlama (Hay Deneyi)

Amag - Hedefler:

Safra asitlerinin sivilarin yiizey gerilimi tizerine azaltic1 etkisinin varhigini gozlemlemek.
Arag - Geregler:

1. Kikiirt tozu

2. Pipet

3.Su

4. Deney tiipleri

5. Safra

2

A
KAPADOKYA

UNIVERSITESI



82 Klinik Biyokimya-II Uygulamalar1

Metot:

Yarisina kadar su ile doldurulan deney tiipiiniin tizerine biraz kiikiirt tozu
ilave edilir.

2. | Kiikiirt tozlarinin durumu (batip batmadig1) gozlenir.

Kiikiirt tozlar1 katilan deney tiipiine 2-3 damla safra damlatilir. Kiikiirt toz-

> larinin bu durumdaki hareketleri gozlemlenir.
Tablo 40: Hay deneyi ile safra asitlerini tanimlama deneyi islem basamaklar:
DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:

Deney 2: Safra Asitlerini Tanimlama (Pettenkofer Yontemi)

Yogun siilfiirik asit etkisiyle sakarozdan olugan furfural yine siilfiirik asit karsisinda
safra asitleriyle reaksiyona girerek renkli bir madde olustugu goézlemlenir.

Amaglar - Hedefler:

Safra renkli maddeleri gostermek.
Arag - Geregler:

1. Safra

2. %5’lik glukoz ¢ozeltisi
3.HSO,

4. Pipet, tahta masa

5. Deney tiipleri

6. FTS
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Metot:

Sir: Islem Basamaklar oy
1ra slem Basamaklar1 Kont.
1 Bir deney tiipiine serum fizyolojik (FTS) ile diliie edilmis safradan 2 mL

" konulur.
4 mL derisik stlfiirik asit diliie edilen safranin tizerine eklenir.
Cesme altinda tutulan tiipiin sogumasi saglanir.
4 Ardindan bir iki damla %5’lik glukoz eriyiginden damlatilip hafifce isitalir-
" | sa koyu kiraz rengi (veya kirmizi bir halka) olusur.

Tablo 41: Pettenkofer yontemi ile safra asitlerini tanimlama deneyi islem basamaklar1

DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:

Deney, glukoz ¢ozeltisi yerine bir bagka ¢ozelti ile yapilsayd: tiipte temas yerinde yine
kirmizi halka gézlenir miydi?
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UYGULAMA 3: iDRAR BiYOKIMYASI

- -

-

Resim 2: Farkli konsantrasyonlardaki idrar 6rnekleri (Yazarin Kendi Cektigi Fotograf)

Idrar, insan metabolizmasinin olusturdugu énemli viicut sivilarindan biridir. Kanin
bobreklerdeki nefron denilen yapilardan siiziilmesi ile meydana gelir.

Kanin idrar sivisindan kalitatif ve kantitatif analiz ¢esitlerini ¢alisarak tedaviye yo-
nelik 6n bilgi vermektedir. Bu sayede doktorlarin hastalarin teshisinde ve tedavisinde
dogru bir yol izlemelerine yardimeci olmaktadir. Hatali ¢alisilan idrar analizleri ile yan-
lis teshis ve tedaviye neden olunabilecegi icin ¢ok dikkatli ve titiz ¢alisilmasi gerektigi
asla unutulmamalidir.

Rutin idrar analizleri insanlarda 6zellikle bobreklerde meydana gelen hasatliklar hak-
kinda oldukga faydali sonuglar vermektedir. Bu analizler kolay, ucuz ve hizli sonug ver-
mesi bakimindan 6nemli bir teshis araci olarak kullanilmaktadir. Cilinkii idrarla disar1
atilan bazi maddelerde azalma- artma hi¢ bulunmama veya normalde idrarda bulunma-
dig1 halde patolojik hallerde idrarda pozitif sonug verme gibi tan1 ve tedavinin takibinin
yapilmast agisindan ¢ok degerlidir (Sahin vd., 2008: 43).

idrarda Normal Olarak Bulunan Maddeler

Normal bir idrarin bilesiminde %95-96 su bulunur (G6rmiis, 2015: 188). Geri ka-
lan kisminda ise suda ¢6ziinmiis olarak inorganik-organik maddeler bulunur. Saglikl
bireyler i¢in;

*

Ure, Amonyak, Kreatinin, Aminoasitler, Kalsiyum, Potasyum, Fosfor, Sodyum
Purinler, indikan, Fenol, Kresol, Vitamin Magnezyum, Kursun, Kobalt, Demir,
metaboliteleri, Hormon metabolitleri, Bakar, Cinko, iyot, Klor, Flor

ve Enzim, Urik asit, Vitaminler

ORGANIK BILESIKLER; INORGANIK BILESIKLER;

24 saatlik idrarda 60 gr. madde viicuttan atilir. (35 gr. organik madde+25 gr. inor-
ganik madde)
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Idrarda Patolojik Olarak Bulunan Maddeler

Mikroskobik incelemede goriilen

Idrarda bul tolojik maddel
rarda butunan patotoye maceerer en 6nemli patolojik maddeler

Lokositler
onniaratiar)
(Glukoz) Eritrositler
Keton Cisimler
Bilirubin Silendirler
Hemoglobin
N A\
Idrarin Incelenmesi Asamalar1 (Tam drar Tahlili)
a) Idrarin fiziksel 6zelliklerinin b) Idrarin kimyasal ézelliklerinin
incelenmesi incelenmesi
. b) Kimyasal Inceleme:
a) Fiziksel Inceleme:
) - Ph, Seker, Protein
- Miktar . .
L -Safra pigmentleri:
-Ren
Bilirubin
-Gorinii -
; Urobilinojen
-Kok ..
" Urobilin
-Dansite .. .
-Keton cisimleri:
-Osmolarite
Aseton
Asetoasetik Asit
-Hidroksibuitiirik asit

¢) Mikroskobik inceleme




86 Klinik Biyokimya-II Uygulamalar1

Teknigine uygun sekilde toplanan idrar 6rneklerinin analiz sonuglarinin olumsuz et-
kilememesi i¢in kisa bir zaman dilimi i¢inde laboratuvara gonderilmesi gerekmektedir.
Steril, kapakli 6rnek tasiyicisina hastanin adi, 6rnegin alindig1 zamani belirtmek igin ta-
rih ve saat kesinlikle yazilmalidir. Idrar mikroskobisi idrar sedimenti ile yapilmaktadir.

Idrarin fiziksel goriintiisiinde ve kimyasal analizinde herhangi bir patolojik durum
olmasa bile idrar sedimentine bakilmalidir.

idrar ornegi toplama;
 Sabah ilk idrar (en siklikla yapilan)

» Rastgele idrar alinmasi (spot) (acil durumlarda)

o Temiz orta akim idrar1 (idrar kiltiirii i¢in)

> Idrar Tahlili Sonucu Normal Degerler Nasil Olmalidir?

Renk | Goriiniim | Bilirubin D,a nsite pH | Protein | Glukoz | Kan Keton
(yogunluk)
Agik sar1 .
. Negatif- . . .
Normal | (saman Berrak Negatif | 1,001-1,035 | 5-7 Eeer Negatif | Negatif | Negatif
rengi)

Tablo 42: Tam idrar tahlilinde normal degerler

Deney 1: Idrarin Fiziksel (Makroskobik) Incelenmesi: idrarin Renk, Koku, Mik-
tar ve GOriiniimii

Goriiniim: Taze idrar kehribar saris1 rengindedir. Idrara bu karekteristik rengini
‘iirokrom’ denilen pigment saglar. Idrarda meydana gelen herhangi bir renk degisimi
bize patolojik durumlar hakkinda bilgi verir. Fakat idrarda renk degisikligi olmasa bile
patojen durumlar s6z konusu olabilir. Idrarin rengi bulanik degil berrak olmalidir. Ce-
sitli sebeplerle idrar bulanik olabilir. Bu sebepler, karbonhidratlardan, iirik asit tuzlarin-
dan, lipitlerden, kalsiyum okzalattan, eritrosit, 16kosit, epitellerden, bakterilerden, kolloid
partikiillerden ileri gelebilir. Normal idrar 6rnegi bekletilirse, uygunsuz ortamlarda sak-

lanirsa veya 151¢a maruz kalirsa; bakteriler iireyi amonyaga pargalar, irokrom pigmenti
oksitlenir ve konsantre hale gelen idrar koyu renkli olur (Sahin vd., 2008:49).

Resim 4: Idrar renklerinin goriiniimii (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)
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Miktar

Bobreklerden atilan giinlitk idrar miktar: 600-1800 mL kadardir. Bu miktar normal
yetiskin erkeklerde 800-1800 mL; kadinlarda ise 600-1600 mL civarindadir (Mehme-
toglu, 2013: 195).

Aniiri: [drarin tamamen kesilmesi durumudur.

Oligiiri: 24 saatlik idrarin siirekli 400 mIden diisiik olmasidir. (Renal hastalik-
lar, kardiyak yetmezlik, ates, ishal, kusma, asir1 terleme durumlarinda)

Poliiiri: 24 saatlik idrarin stirekli 2500 mLden ¢ok olmasidir. (Diabetes mellitus,
diabetes insipitus durumlarinda, kronik renal yetmezligin baslangi¢c doneminde
goriilebilir.)

Noktiiri: Gece idrarinin 500 mLden fazla olmasidir.

Disiiri: Agrili idrar yapmadr.

Koku: Idrarin tazeyken kendisine has bir kokusu vardir. Eger idrarda kétii bir
koku varsa bu idrarin taze olmadigini, bekletildigini gosterir. Bekletilen idrarda
hatal1 sonuglar ¢ikacags icin iki saatten daha uzun siire korumasiz sekilde bekle-
tilen idrarlarla ¢alisiilmamalidir. Ciinkii bekletildik¢e idrardaki bakteriler, tireyi
amonyaga doniistiirecek ve idrarda keskin bir amonyak kokusu olusturacaklar-
dir. Keton cisimlerinden dolay1 diyabetli hastalarin idrar1 meyvemsi kokar. Kisi-
nin idrarinda enfeksiyon varsa bakterilerin iireyi amonyaga doniistiirmesinden
dolay1 kétii koku olusur. Idrarin kokusu teshis icin yeterli olmaz ancak bazi en-
der hastaliklarda boyle tipik kokular etkeni teshis etmeye yardimci olabilir (Fe-
nil ketoniiri gibi).

Idrar Dansitesi ve Degerlendirilmesi

Idrarin iginde erimis olan maddelerin miktar1 idrar dan-
sitesini belirler. Yetiskin insanlarda idrar dansitesinin referans
aralig1 (base line) 1.015-1.025 g/mL arasinda degisir. Viicuda
alinan su miktarina bagl olarak bu deger degisiklik gosterebi-
lir. Idrar dansitesi dansitometre (iirinometre) veya refrakto-
metre ismindeki cihazlarla olgiiliir (Mehmetoglu, 2013: 197).

Idrarda ‘protein atilmasi ve idrarin sogutulmast’ dansi-
teyi fazlalastiran faktorlerdendir.

Diabetes mellitus’ta bol idrar, dansite ise glukozdan dolay:
yiiksektir. Diabetes insipitus’ta ise bol idrar ¢ikarken dansite |
cok diisiiktiir (Mehmetoglu, 2013: 197). Idrar tahlilleri iiriner
sistem hastaliklar1 i¢in ¢ok 6nemlidir. Tahlil yapilirken ilk s1-

Resim 5: Konik santifiij

tipiinde idrar (Yazarin

rada ‘idrarin yogunluguna ve pH’ina’ bakilmak iizere degi-  jengi cektigi fotograf)
sik kriterler de ele alinir.

Bu kriterlerin bazilary, ‘idrarda kan, glikoz ve keton cisimciklerinin bulunmasrdir.
Sonuglar degerlendirildiginde tahlilde ¢ikan farkli degerlerin hepsi ayr1 bir hastaliga isa-
ret edebilmektedir.
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Deney 2: Refraktometre Cihazi ile Idrar Dansitesini Olgme

Klinik refraktometresi; (1000 . . . 1050 sg) degerleri arasinda iire 6l¢iimiinii yap-

maktadur.
Amag - Hedefler:

Refraktometre cihazini kullanarak idrarin fiziksel analizini (idrar dansitesi bakimin-

dan) yapabilme. \p

Ar a¢ - Gere‘}ler: Bir saatten fazla bekleyen idrarda:
1. Refraktometre & Biliriibin okside olur.
& Keton cisimleri ugar.

& pH yiikselir.
& Sedimentteki hiicre ve silindirler pargalanir.
& Bakteriler ¢ogalir.

\f\

Sira Islem Basamaklar1

2. Idrar numunesi

3. Saf su

Islem
Kont.

Refraktometre ug kisminda bulunan numunenin damlatildig: egik prizma-
nin bulundugu taraf i1518a bakacak sekilde govdeden tutulur.

2. | 2-3 damla numune cihazin cam kismina konur.

Refraktometrenin cam kapag: kapatilir.

Kapak kapaliyken cihazin diirbiin boliimiinii goziiniize konumlandirip gor-
diigiiniiz 6l¢iim tablosundaki degeri okumaya ¢alisiniz.

Refraktometrede alt kisim beyaz; tist kisim mavi olacak sekilde olugan yatay
¢izgi refraktometre okumasini verir.

Gormiis oldugunuz degerler net degil ise diirbiiniin hemen iizerindeki ayar
6. | halkasini gevirerek olgiim tablosunu saga sola gevirip netlik ayar1 yapabilir-
siniz.

Tablo 43: Refraktometre cihazi ile idrar dansitesini 6l¢gme islem basamaklar:
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UYGULAMA 4: iDRARIN KiIMYASAL ANALIiZi

Klinik biyokimya laboratuvarlarinda, dncelikle kalitatif metotlar gerektiginde ise bi-
lesiklerin miktarlar kantitatif analizlerle tayin edilmektedir. Kalitatif olarak idrarda, gli-
koz, iirobilinojen, protein, keton cisimleri, biliriibin gibi bilesiklerin varligini tespit ede-
biliriz. idrar analizleri igin kolay, hizli sonug veren ve maliyeti diisiik olan, bu yiizden
cok tercih edilen idrar striptleri de manuel olarak kullanilarak kalitatif sonug verirler.

Deney 1: Idrarin Fiziksel ve Kimyasal Incelenmesi
Striplerin Yapisi ve Ozellikleri

Manuel idrar analizinde strip ad1 verilen gubuklar ile
olgiim yapilir. Idrar striptleri, aragtirilacak bilesiklere gore
cesitli reaktifler bulunduran seliilozdan yapilmis uzun ¢u-
buk seklinde test cubuklaridir. Bu gubuklar, ‘l6kosit, erit-
rosit, protein, nitrit, glukoz, keton, pH, dansite, biliru-
bin ve iirobilinojen’ gibi analizlere duyarli parametrelerden
olusmaktadir. Strip, idrara batirilarak bir siire beklenir. Strip
tizerinde olusan renk degisikligi ile kutudaki renkler karsi-
lastirilarak uygun deger aralig1 belirlenir.

Ir1im i m

____

|V
iR ;
& sigeiical

Idrar striptleri miktar1 ¢ok az olan idrar numunelerinin -
analizinde, glukoz ve bilirubin gibi parametlerde, idrar ci-  Resim 6: Idrar striptleri
hazinda hata olma ihtimali diiiiniildigii durumlarda kont- (Yazarin kendi ¢ektigi
rol amagh olarak da kullanilabilir. fotograf

Resim 7: Striptle tayin edilen parametreler (soldan saga renk degisimleri)

(yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

Idrar stripleri renk gostergesi: {1k siitun normal degerleri gosterirken patolojik du-
rumun saga dogru arttig1 skaladaki renk degisiminden anlagilmaktadir.

Amag - Hedefler:
+ Ogrencinin uygun laboratuvar ortaminda idrarin fiziksel analizini yapabilmesi,

o Strip veya indikatorler ile idrarin biyokimyasal analizini yapabilme.

&
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Resim 8: Indikator (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

Arag - Geregler:
1. Mavi ve kirmiz1 turnusol kagid

2. Strip

Resim 9: Idrar stripti (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)
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Klinik Fayda: Uriner enfeksiyon, iirolitiazis, hematiiri, akut glomerulonefrit, Diabe-
tes mellitus teshisinde yararli.

Yetersiz numune, uygun verilmeyen numune, numunenin ¢ok bekletilmesi ve kirli
kapta gelmis olmasi, numunenin menstruasyon zamaninda verilmesi gibi durumlarda
numune gegici olarak reddedilebilir.

Metot:

islem

Sira Islem Basamaklar1 Kont.

Idrar pH1 6l¢iimii igin iyi saklanmis veya taze idrar gereklidir.

2. | Calismak i¢in barkot numaralari olan idrar 6rnekleri kabul edilir.

Idrar numunesi igine stript veya indikatér her reaktifine degecek sekilde
daldirilir.

Biraz beklendikten sonra gozlenen renk degisiklikleri parametrelerden oku-
nur. Idrarin pH i¢in uygun degerlendirme yapilir.

5. | Sonug (asit veya alkaliden hangisinin oldugu) raporlanir.

Turnusol kagidi kullanilarak uygulama yapildig: sirada bazik idrara turnu-
6. | sol kagidi batirlldiginda kagidin rengi mavi; asidik idrara turnusol kagidi
batirildiginda kirmizi rengini alir.

Tablo 44: Stript ve turnosol kagidi kullanimi islem basamaklari
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SONUC-YORUM:
IDRARIN FiZiKSEL iINCELENMESI:

Idrarin miktar idrarn rengi idrarin kokusu Idrarin gériiniimii

IDRARIN KiMYASAL iNCELENMESI:

Idrarda Striple; Dansite (SG: Spesifik gravite), pH, Lokosit,
Nitrit Eritrosit, Protein, Glukoz,

Hemoglobin, Keton, Bilirubin gibi parametrelerin kalitatif
kimyasal analiz sonuglar::

Turnusol kagidi ile idrar numunesinin degerlendirilmesi:
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UYGULAMA 5: NORMAL BiR iDRARDAKI MADDELERIN
TANIMLANMASI DENEYLERI

Deney 1: Idrarda Amonyum-Amonyak Tanimlama Deneyi

Idrarda var olan amonyum iyonlar1 (NH,*) 1sinn etkisiyle amonyak (NH,*) ve hid-
rojene (H') ayrisir. Olusan amonyak gazi 1slatilan kirmizi turnusol kagidindaki suyun
etkisiyle amonyum (NH,*) ve hidroksil iyonlarini olugturur. Ortamda hidroksil iyonu-
nun (OH) varlig1 nedeniyle kirmizi turnusol kagidi maviye doniisiir.

Amag - Hedefler:

Normal bir idrardaki maddelerin neler oldugunu ve hangi reaktiflerin kullanildig:-
nin 6grenilmesi.

Arag - Geregler:

1. %10’luk Na,CO,

2. Bunzen beki alevi

3. Turnusol kagidi (Kirmizi)
4. Deney tiipleri

5. Pipet
Metot:
Sira Islem Basamaklar1 e
? Kont.
1. | 4-5mL idrar deney tiipiine konulur.
» Idrar bulunan deney tiipii iizerine ortamun alkalilesmesi igin 1 mL Na,CO,
© | ¢ozeltisi ilave edilir.
3 Kirmizi turnusol kagidi biraz su ile isitilarak idrara degdirmeden tiipiin i¢
* | kismina uzatilir.
Temkinli bir sekilde tiipii 1sitirken kirmizi turnusol kagidindaki renk degi-
simi gozlemlenir. (Rengin maviye donmesi beklenmektedir.)

Tablo 45: Idrarda amonyum tanimlama deneyi islem basamaklari
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DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:

Deney 2: Ureaz ile Idrarda Ure Tanimlama Deneyi

Ureaz enziminin varligiyla idrarda bulunan iire, karbondioksit ve amonyaga parcala-
nir. Amonyagin par¢alanmasi sonucu agiga ¢ikan amonyum (NH,*) ve hidroksil grubu
(OH) suda ¢oziiniir. Alkali grubu olusturan OH™ grubu fenolfitaleyn indikatorii ile or-
tama pembe rengi verir (Altinisik, 2007: 111). Fenolftalein bazik ortamda pembe renkli
iken asidik ve notr ortamlarda renksiz olup ‘asit-baz indikatorii’ olarak kullanilir.

Arag - Geregler:

1. Ureaz ¢ozeltisi

2. Fenolfitaleyn

3. Pipet

4. Deney tiipleri
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Metot:

islem

Sira Islem Basamaklari Kont.

Hazirlanan iireaz ¢ozeltisinden 3 mL alinarak 3 mL idrarla karigimi sag-
lanir.

2-3 damla fenolfitaleyn ¢o6zeltisi karisima pipetlenir.

3. | 37°Cde tiipiin inkubasyonu yapilir.

Bir siire sonra tiipteki karisimin pembe renge doniistiigii gézlemlenir.

Tablo 46: Ureaz ile idrarda iire tanimlama deneyi islem basamaklar1

DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:

W2
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Deney 3: Jaffé Yontemi ile Idrarda Kreatinin Tanimlama Deneyi

Kreatinin 6zellikle kaslarin trettigi atik tiriin olup bobreklerden siiziiliir ve idrar yo-
luyla disar1 atilir. Kan testindeki kreatinin degerleri bobreklerin ne kadar iyi ¢alistigin
anlamaya yarar. Kanda kreatinin yiiksekligi genelde bobrekte bir problem teskil ettigi
tikrini akla getirir.

Kadin-erkek arasinda kan kreatinin diizeyleri karsilagtirildiginda erkeklerin kas kit-
lesi kadinlara gore daha fazla oldugu icin test sonuglar1 kadinlarda daha diisiik gikmak-
tadir. Bunun yaninda spor yapan Kkisilerde kas kitlesi daha fazla oldugu i¢in kreatinin
diizeyleri yine ytiksek ¢ikmaktadir.

Amag - Hedefler:

Pikrik asit ve idrardaki kreatininin alkali ortama girdiklerinde sari-kirmizi renkli
maddeyi olusturdugunu gozlemleme (Altintas, 2007: 111).

Kullanilan Ara¢ Geregler:
1. Deney tiipleri

2. Pastor Pipeti

3. %101k NaOH

4. Doymus pikrik asit

Metot:

Islem

Sira Islem Basamaklar: Kont.

1. | 5mL idrar deney tiipiine pipetlenir.

2 mL doymus pikrik asit 5 mL idrar {izerine ilave edilir ve 2 mL % 10’lukta
2. | hazirlanmis NaOH ¢ozeltisinden 2 mL eklenerek homojen karisimi sag-
lanir.

Elde edilen karigimin renk degisimi gozlemlenir. (Kreatinin varliginda
kirmizi-turuncu renk olmalidir.)

Tablo 47: Jaffé yontemi ile idrarda kreatinin tanimlama deneyi islem basamaklar1
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DENEY DUZENEGI:

SONUC:
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UYGULAMA 6: IDRARDA PATOLOJiK MADDELERIN
ARANMASI DENEYLERI

idrarda Kalitatif Albumin Arama Metotlar

Sulfosalisilik Asit Deneyi

Exton Deneyi

Kaynatma Asetik Asit Deneyi

Heller Deneyi

Robert Deneyi

Potasyum Ferrosiyaniir Asetik Asit Deneyi
Tanret Deneyi

Trichloracetik Asit (%20) Deneyi

Deney 1: Siilfosalisilik Asit ile Idrarda Protein Arama Deneyi

Siilfosalisilik asit, proteinlerin alkali gruplariyla hidroliz olmayan bilesik meydana
getirme Ozelligine sahiptir. Eger idrarda proteine rastlanilirsa 6zellikle albumin, bu pro-
teinlerin en kiigiik birimi olan aminoasitler stilfosalisalik asit ile birlesir ve suda ¢ozii-
nemeyen bir bilesik olan ‘protein-siilfosalisilat’ meydana getirir. Protein-siilfosalisilat
bilesigi ortamda bulaniklik, ¢cokelek ve flokiilasyon meydana getirir. Bu nedenle ortamda
protein varligindan bahsedilebilir.

Amag - Hedefler:

Siilfosalisilik asitle idrarda proteinin varligini veya yoklugunu gozlemleyebilme.

Arag - Geregler:
1. %20’lik stlfosalisilik asit

2. Pipet
3. Deney tiipleri
Metot:
Sira Islem Basamaklar1 Islem
Kont.
1. | Deney tiipiiniin yarisindan fazlasina idrar konulur.

9%20’lik siilfosalisilik asit ¢ozeltisi idrar dolu tiipiin {izerine yavas yavas pi-

2. | petlenirken tiipte herhangi bir bulaniklik veya ¢6kme olup olmadig: kont-
rol edilir.

3. | %20’lik siilfosalisilik asit idrarin {izerine damlatilir ve sonug rapor edilir.
Tiipte herhangi bir bulaniklik gézlemlenmezse idrarda protein ozellikle al-
bumin (-)

4. | ancak siyah yiizeyde hafif bir bulaniklik fark edilebilirse protein (hafif eser)

scok yogun bulanikligin yaninda flokulasyon ¢ok fazlaysa idrarda protein
(++++)dir.

Tablo 48: Siilfosalisilik asit ile idrarda protein arama deneyi islem basamaklar:
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DENEY DUZENEGI VE CIZiMi:

SONUC:

Deney 2: Kaynatma-Asetik Asit Yontemi ile idrarda Protein Arama Deneyi
Amag - Hedefler:

Idrarda protein varligini/yoklugunu asetik asit ile 6grenme.

Arag - Geregler:

1. %3’lik CH,COOH

2. Deney tiipleri

3. Pastor pipet

4. Bunzen beki alevi

Metot:

Sira Islem Basamaklar1

1. | Deney tiipii alinarak {igte ikisine berrak idrar konulur.

Berrak idrar hafif 1sitilarak bu kisimda hangi degisikliklerin (bulaniklik ve
gokelti gibi) oldugu gozlemlenir.

Isitilan bolgede bulaniklik olursa idrara 1-2 damla %3’liik asetik asit dam-
latilir.

4. | Bulanikligin degisimi gozlenerek sonug rapor edilir.

Isitma sirasinda 1sitilan kisimda bulaniklik goriilmesine gore degerlendir-
me yapilir. Gozlenmezse idrarda protein (-)’tir (Altintas, 2007: 115).

Isitma sirasinda 1sitilan kisimda bulaniklik olusur ve asetik asit damlatma
ile bulaniklik artarsa idrarda protein (+)’tir (Altintas, 2007: 115).

Tablo 49: Kaynatma-asetik asit yontemi ile idrarda protein arama deneyi islem basamaklar1
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DENEY DUZENEGI VE CIZiMi:

SONUC:

Deney 3: Heller Deneyi ile idrarda Protein Arama Deneyi
Amag - Hedefler:

Idrarda protein olup olmadiginin kalitatif yolla incelenmesi.
Arag - Geregler:

1. Konsantre HNO,

2. Pipet

3. Deney tiipleri

Metot:

Sira Islem Basamaklar1

1. | 2mL deney tiipiine derisik nitrik asit (HNO,) konulur.

Nitrik asit konulmus deney tiiptine 2 mL idrar tabakalandirilir. Tabakalarin

2 birbirine degdigi kisimda beyaz bir halkanin varlig1 gézlemlenir.
Idrardaki albumin yogunluguna bagl olarak tabakalandirilan beyaz
3 halkanin olusma zamani degisiklik gosterir.

Beyaz bir halka olusmazsa idrarda protein (-)
Beyaz bir halka olusursa idrarda protein (+)

Tablo 50: Heller deneyi ile idrarda protein arama deneyi
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DENEY DUZENEGI:

SONUG: Idrarda basit proteinlerden en ¢ok goriileni hangisidir? Nedeni nedir?

Deney 4: Tanret Yontemi ile idrarda Protein Aranmasi

Idrarda normal kosullarda protein ¢ikmasi patolojiktir. Fakat saglikli idrarda tespit
edilemeyecek kadar az oranda (giinde 100 mg.dan az) albumin ¢ikar. Egzersiz yapilma
durumlarinda (250 mg’a yiikselebilir) bu deger artabilir. Patolojik durumlarda ayrica
Bence-Jones proteini ve hemoglobin gibi proteinler de ¢ikmaktadir (Mehmetoglu, 2013:
199). Idrarda protein ¢ikmasina ‘proteiniiri’ veya kan proteini olarak en fazla albumin
bulundugu i¢in ‘albuminiiri’ denir.

Tanret yontemi, laboratuvarlarda kalitatif tayin olarak en ¢ok kullanilan yontemdir.
Protein tayininde pH ve dansite gok 6nemlidir. Bu nedenle tanret ile protein tayini ya-
pilmadan 6nce;

1. pH ve dansite ayarlanmalidir. (Dansite diisiikse biraz NaCl ilave ederek denge-

lenmelidir.)

2. pH alkali durumda ise asitlik i¢in asetik asit ilave edilerek pH<6 olmasi saglan-
malidir.

Lokosit de pozitiflige neden olacag: icin santrifiijle uzaklastirilmalidir.
4. Idrar berrak olmalidur.

Artik protein tayini yapilabilir.
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6. Protein tayini genellikle kalitatif olarak yapilmasina ragmen gerektiginde kanti-
tatif olarak da analizi yapilabilir.

7. Idrarda 16kosit yogunlugu varsa éncelikle bunlar uzaklastirilmalidir. (Lokosit faz-
laliginda protein pozitif ¢ikar.)

Tanret metotunda 1sitma ile koagiile edileceginden berrak olan idrarda bulaniklik
meydana gelmesi proteinlerin denature olmasindan veya suda ¢oziinmeyen fosfat ve kar-
bonatlardan kaynaklanir. Bu nedenle ortama tanret ilave edilmesi ile olugsan bulaniklik
asagiya dogru iniyorsa st tarafta bulaniklik azalarak gidiyorsa protein degildir. Karbo-
nat ve fosfattan kaynaklanmistir (Mehmetoglu, 2013:200). Bulanikligin artmasi protein
varligini (6zellikle albumin) gosterir.

Prensip: Isiyla koagiilasyon ve kimyasal maddelerle ¢okme esasina dayanir.
Amag - Hedefler:

Idrarda protein bulunup bulunmadigini gézlemleyebilme.

Arag - Geregler:

1. Hasas terazi

2. Balon joje

3. Beher
4. Tanret Reaktifi (KI, HgCL, Asetik asit)
5. Bek
6. Mezur
7. Deney
Metot:
Sir Islem Basamaklar1 Lilene
a slem Basamakla Kont.
1. | Deney tiipiiniin yarisini gegecek sekilde tiipe idrar eklenir.
Tiipe konan idrar hafif egilerek tistten kaynayincaya kadar isitilmaya basla-
2. w1 Tes S .
nir; bulaniklik veya ¢okelti olusup olusmadig: gozlemlenir.
3 Tipte 1sitilan kisimda bulaniklik gozlenmezse idrarda protein negatif
T ()i
4 Tp diiz tutularak iizerine bir iki damla tanret reaktifi damlatilir. Bulanik-
" | higin durumuna bakilir.
5 Bulaniklik kaybolursa bu durum karbonat ve fosfattan kaynaklanmistir.
" | Ortamda protein varligindan s6z edemeyiz.
6 Bulaniklik asagiya dogru inerek artiyorsa albumin varligindan s6z edebi-
© | liriz.
” Idrardaki bulaniklik su sekilde skorlanabilir; eser, bir (+), iki (++), ii¢
’ (+++), dort (++++) miisbet olarak degerlendirme yapilir.
8. | Sonuglar raporlanir.

Tablo 51: Tanret yontemi ile idrarda protein aranmasi islem basamaklar:
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DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:
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UYGULAMA 7: IDRARDA SAFRA PiIGMENTLERI DENEYLERI
Deney 1: idrarda Bilirubin Arama (Rosin-Trousseau Yontemi ile)

Alyuvarlar 6miirlerini tamamladiktan sonra dalakta yikilirlarken hemoglobin mole-
kiilleri par¢alanirlar ve bilirubin olusur. Karacigere gelen bilirubin, burada glukuronik
asitle birlesir ve birlestikten sonra safraya gonderilerek kandan disar1 verilir. Kansizlik
durumlarinda ya da safra yollarinin titkanmasinda kanda biliriibin ytikselir. ‘Direk bili-
rubin=konjuge bilirubin’ glukuronik asitle birlesmis olan bilirubindir. Karaciger has-
taliklarinda goriilen sarilik, biliriibin artisina baghdir. Bilirubin viicuttan bagirsaklar ve
idrar yoluyla atilir.

Prensip: Bilirubin, iyot ile yesil renk olusturur. Bu uygulamanin prensibi, bilirubi-
nin oksitlenerek yesil renkli biliverdin veya mavi renkli bilisiyanine déniisiip daha iyi
goriiliir hale gelmesini saglamaktir (“Bilirubin Analizi”, 2019). Idrarda bilirubin aramasi
yapilacaksa 1siktan etkilenme olacag: i¢in bekletilmeden hemen ¢alisiimalidir! Deney;
bilirubinin oksitlenerek biliverdine doniismesi esasina dayanir.

Amag-Hedefler:

Idrarda patolojik madde olarak agiga ¢ikan bilirubinin énemini 6grenme.
Arag - Geregler:

1. Deney tiipleri

2. Pipet

3. Rosin reagent

4. Idrar numunesi

Metot:

Sira Islem Basamaklar1

1. | Cam deney tiipiine 5 mL idrar doldurulur.

Uzerine 2-3 mL Rosin reaktifi 45 derecelik a1 ile tabaka olusturacak sekil-

2. de sizdirilir.

Tabakalarin kesistigi yerde yesil renkli halka olugmasi idrarda bilirubin
varligini gosterir.

Tablo 52: idrarda biluribin (Rosin yontemi ile idrarda
bilirubin arama deneyi) islem basamaklar
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DENEY DUZENEGI:

SONUC:

Deney 2: Idrarda Urobilinojen Arama (Ehrlich Yontemi ile)
Idrarda Urobilinojen

Urobilinojen bakteriler araciliiyla bagirsakta olusturulup sterkobilinojene gevrilir.
Normalde diskida bulunurlar. Gaitayla %99’u atilir. Idrarda iirobilinojen 1mg/dLye kadar
normal kabul edilir. Alkali idrarda iirobilinojen eksresyonu arttigindan 6gleden sonra 2
saat (14.00-16.00 arasinda) toplanmig idrarda bakilmasi 6nerilir (Sahin vd., 2008: 64-65).

Saglikli idrarda tirobilinojen bulunmasi normaldir. Urobilinojenin bulunmamasi safra
yollarinin tikandigini gosterir (Mehmetoglu, 2013: 209). Urobilinojen; iirobilin, sterko-
bilinojen ve sterkobilin bilirubinin yikim triinleridir. Karacigerden safranin fazla atili-
minda, bu maddeler bagirsaktan emilirler ve idrarla atilirlar.

Bilirubin bagirsaga geldiginde barsak bakterileri tarafindan tirobilinojen haline ¢evri-
lir. Idrarda iirobilinojen varliginda iirobilinojen, ‘Ehrlich reaktifi ile kirmizi renk’ olus-
turur (Altinisik, 2007: 120).

Prensip: Urobilinojen Ehrlich reaktifi ile reaksiyona girdiginde ‘kirmizi renkli bir
yapr meydana getirir. Testin oda sicakliginda yapilmas: gerekir. Yoksa yanlis pozitiflik
verebilir. Ayrica tirobilinojen aranmasi icin daima taze idrar olmaly, giines 151$1na maruz
birakilmamalidir. Urobilinojen seviyesi 6gleden sonra en yiiksek diizeye ulastigindan bu
saatte toplanmis idrar numunesi daha degerlidir (MEGEP, 2011).

Klinik degerlendirme: Cesitli sebeplerle (safra kesesi tikanmasi, yogun antibiyotik
tedavisi gibi) bagirsak florasinin bozuldugu durumlarda idrarda tirobilinojene rastlan-
maz. (Patolojik durum)

Amag - Hedefler:

Urobilinojenin, Ehrlich reaktifi ile kirmizi rengin olusturmasi ve durumun deger-
lendirmesini yapabilme.
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Arag - Geregler:

1. Reaktif: Erhlich ayiraci (p-dimetilaminobenzaldehit ve HCl igerir.)
2. %10’luk BaCl,

3. Pipet

4. Deney tiipleri

5. Bunzen beki alevi

Metot:

1. | Cam deney tiipiine bekletilmeden yeni alinan ve bilirubin icermeyen id-
rardan 5 mL konulmalidir. Bilirubin idrarda fazla oldugu takdirde renk
degisiminin degerlendirilmesi zorlasacaktir. (Bilirubini uzaklastirmak i¢in
5mL %10’luk BaCl, eklenir ve daha sonra siiziiliir.)

2. | Idrardan bilirubin uzaklagtiriliginda 1 mL Ehrlich reaktifi ilave edilir ve
biraz beklenir. Renk degisimi gozlenir.

3. | « Karisimda kirmizi renk olusumu: idrarda iirobilinojen normal seviyede,

o Kan kirmizisi renk olusumu; tirobilinojenin arttig1 anlamina gelir.

Rengin siddetine gore (+), (++), (+++)

« Kirmiz1 renk olugmazsa tiip 1sitilir. Isitma sonucunda kirmizi renk olusu-
mu gozlenirse; iirobilinojen normaldir.

o Isitmaya ragmen kirmizi renk olusmuyorsa: iirobilinojen (-)

Tablo 53: Ehrlich yontemi ile idrarda tirobilinojen arama deneyi islem basamaklari

DENEY DUZENEGI:

SONUC:
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Deney 3: Idrarda Urobilin Aranmasi (Schlesinger Metotu)

Prensip: ‘Urobilinin alkol iceren ortamda cinkoasetat tuzlariyla yesil-mavi floresans
rengi vermesi’

Reaktifler:

1. Cinkoasetat

2. %90 oraninda alkol

3. Lugol ¢ozeltisi yoksa yerine 0.1 N iyot ¢ozeltisi

Amag - Hedefler:

Idrarda iirobilin bulunup bulunmadigini gézlemleyebilme.
Arag - Geregler:

Metot:

Islem

islem B
Sira slem Basamaklar: Kont.

4 mL idrar alinarak cam deney tiipiine konulur.

Idrara 5 damla lugol ¢ozeltisi ilave edilir ve 10 dk. beklenir.

3. | Tupe 5 mL alkol-¢inko asetat ¢ozeltisi eklenir, karigtirilir, stiztiliir.

Tiip i¢ine konan siizlintil, siyah bir zemin tizerinde giines 15181na kars1

tutulur.
5 Yesil bir floresans varlig1 idrarda tirobilin oldugunu gosterir. Floresan-
" | sin siddeti tirobilin yogunluguna bagl olarak degisiklik gosterir.
Tablo 54: Idrarda iirobilin aranmasr islem basamaklar1
DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:
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UYGULAMA 8: KETON CiSIMLERI

Keton cisimleri normalde kanda ¢ok az miktarda bulunurlar. Baslica tiirleri “ase-
ton, asetoasetikasit ve - hidroksibiitirik asit”tir (Mehmetoglu, 2013: 210). Dokular
icin 6nemli enerji kaynaklaridir, dokularda glikozun ve serbest yag asitlerinin alterna-
tifi olarak kullanirlar. Ozel metabolik kosullarda kanda birikir ve patolojik etkilere yol
acarak ketoasidoz komasinin olusmasina neden olurlar. Keton cisimleri idrarda ‘reaktif
gubuklarca’ belirlenirler. Ayrica kanda da miktar belirlemesi yapilmaktadir. Kan keton
konsantrasyonu 70 mg/dLyi asarsa, ketonlar idrarda goriiliirler (ketoniiri). Ketoniiri in-
stilin yetmezliginin erken bir bulgusudur ve tip 1 diyabetik hastalarin takibinde deger-
lidir ($ahin vd., 2008: 63). C vitamini veya antibiyotik kullanimi idrarda bakilan keton
testi sonucunu degistirebilir ve bu nedenle yanlis sonug verebilir. Kanda cesitli sebep-
lerle keton cisimlerinin miktar artabilir. Diabetes mellitus, kronik aglik, tokken yapilan
spor gibi durumlarda artmasina ‘ketonemi’ denir.

Ketoasidoz Nedir?

Kanda ‘keton cisimleri’ birikmesidir. Genel olarak bir hastalik belirtisidir. Ozellikle
tedavi edilmemis seker hastaliginda goriiliir. Ayrica uzun siireli agliklarda, ameliyat son-
rasy, stres ve ates sirasinda ortaya ¢ikabilir. Ketoasidozun belirtilerinden biri agizda ase-
ton kokusudur. Aseton ugucu oldugu igin viicuttan akcigerler yoluyla atilir.

Asetoniiri

Idrarda litrede 20-30 mg'dan fazla aseton bulunmasi durumudur. Cesitli nedenlerle
kanda aseton miktar1 ¢ogalirsa asetoniiri goriiliir. Eger idrarda ii¢ keton cisimciginin
(aseton asetasetik, oksibiitirik asit) miktar: cogalmigsa ketoniiri sdz konusu olur. Keton
cisimcikleri genellikle sekerli diyabette yaglarin geregince yakilamamasi sonucu gogalir-
lar. Bu durum viicuttaki hassas kimyay1 bozar ve tehlikeli bir durum olan diyabetik ke-
toasidoza (DKA) neden olur.

Glukoz Keton Yorum
0 0 Iyi
N 0 1. Kandaki glukoz degeri yiiksektir.
2. Daha ¢ok insiilin gerekir.
+ Insiilin yeterli degildir.
0 + Tiiketilen besin yetersizdir.

Tablo 55: Idrar testleri Kaynak: (“Diyabette Idrar ve Kan Testleri’, 2019)

Deney: Idrarda Keton Cismi Arama (Legal Yontemi ile)

Legal yontemi, Lieben yontemi, Lange yontemi keton cismi arama yontemlerindendir.

Arag - Geregler:
1. Reaktif: %5’lik taze sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi
2. %10’luk NaOH ¢ozeltisi
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3. Glasiyal asetik asit
4. Pipet
5. Deney tiipleri
Metot:
Sira islem Basamaklari Haee
Kont.
1. | Deney tiipiine 4-5 mL idrar konulur.

2.

2 mL %5 sodyum nitroprusside reagent ilave edilir, homojen karigimi sag-
lanir.

Homojen karisim tizerine 2 mL %10’luk NaOH konduktan sonra renk de-
gisimine bakilir. Tiipte kirmizi rengin meydana gelmesi idrarda kreatinin
oldugunu gosterir.

2 mL glasial asetik asit konarak renkte herhangi bir degisimin olup olma-
digina bakilir. Buna gore sonug degerlendirilir.

[k kirmiz1 renk, asetik asit ilavesi ile daha kirmizi olup koyulagtyorsa id-
rarda aseton vardir.

[k kirmiz1 renk asetik asit ilavesiyle renkte acilma meydana gelip dekolo-
rize oluyorsa idrarda aseton yoktur.Son karisimin rengi agilirsa idrarda ke-
ton cismi negatif; Son karisimin rengi kiraz kirmizisina veya visnectiriigii
rengini alirsa idrarda keton cismi pozitiftir.

Tablo 56: idrarda keton cismi aramak igin legal yéntemini kullanma islem basamaklari

DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:

W2

A
KAPADOKYA
UNIVERSITESI



110 Klinik Biyokimya-II Uygulamalar1

UYGULAMA 9: IDRARDA KALSIYUM ARAMA
(SULKOWITCH YONTEMI) (Total Kalsiyum; Iyonize Kalsiyum)

Kalsiyum viicutta en ¢ok bulunan mineraldir. Viicuttaki tiim hiicreler ¢esitli islevler
i¢in kalsiyum kullanirlar. Kalsiyum viicutta kemikler ve disleri olusturmak ve onarmak
i¢in kullanilir. Ayrica sinirlere, kalbe, kaslarin dogru ¢alismasina ve kanin pihtilagmasina
yardimci olur. Viicuttaki kalsiyumun ¢ogu kemiklerde depolanir. Kalan kismi kanda bu-
lunur. Kandaki kalsiyum seviyesi ¢cok diistiigtinde kemikler kan seviyesini tekrar normale
getirmeye yetecek kadar kalsiyum salarlar. Kalsiyum seviyesi ¢cok yiikseldiginde fazla kal-
siyum ya kemiklerde depolanir ya da viicuttan idrar veya digki yoluyla atilir.

Idrar testi icin;

Numune: 24 saatlik idrar veya spot idrar kullanilabilir. Laboratuvara en az 1 mL id-
rar génderilmelidir. Idrar toplandiktan sonra soguk ortamda tutulmalidir.

Idrarda kalsiyum cesitli sebeplerle artip azalabilir:

Hipertroid, osteoporoz vb. gibi durumlarda idrarda kalsiyum artarken hipoparatriod,
rasitizm ve osteomalazi (kemik yumusamasi) gibi durumlarda azalir.

Deney 1: Idrarda Kalsiyum Arama (Sulkowitch Yontemi ile)

Sulkowitch yontemi; asidik ortamda amonyum oksalat ile kalsiyumun hidroliz olma-
yan kalsiyum oksalat meydana getirmesi ilkesine dayanir.

Arag - Geregler:

1. Reaktif: Sulkowitch reaktifi (2,5 gr. Okzalik asit, 2,5 gr. Amonyum okzalat ve 5
mL Asetik asit 150 mL saf su konarak ¢ozdiiriiliir.)

2. Pipet
3. Deney tiipleri
Metot:
Sira Islem Basamaklar1 Islem
Kont.

Bir deney tiipiine pipetle 4 mL idrar konulduktan sonra tizerine 4 mL Sul-
kowitch reaktifi ilave edilir. Iyice karismalari igin 2- 3 dakika beklenir.

2. | Elde edilen karisimda bulaniklik olusup olusmadig: gézlemlenir.

Cikan sonuglar1 bulanikliga bakarak soyle yorumlayabiliriz:

o Idrarda bulaniklik yoksa idrarda kalsiyum negatif.

o Idrarda bulaniklik varsa idrarda kalsiyum poxzitif.

o Idrarin tizerine Sulkowitch reaktifinin eklenmesiyle idrarda bulaniklik
olmussa ve giderek artip ¢okme olusturuyorsa, siit goériiniimii meydana
gelmisse +1, +2, +3, +4 miispet seklinde artis belirtilir.

Tablo 57: idrarda kalsiyumun aranmasi (sulkowitch yéntemi) islem basamaklar
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DENEY DUZENEGI SEKLI:

SONUC:
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UYGULAMA 10: iDRARDA KALITATIF VE
KANDA KANTITATIiF ANALiZ METOTLARI

Canlilar hayatlarini siirdiirebilmek igin hiicrelerine oksijen gondermek ve metabo-
lizma sonucu olugan 6rnegin CO, gibi artik {iriinleri de digar1 atmak zorundadirlar. Ok-
sijen tagtyic1 protein HEMOGLOBIN; oksijen depolayici protein ise MIYOGLOBINdir.

Deney 1: Idrarin Kalitatif Hemoglobin Analiz Metodu: O-Toluidin Metodu
Idrarda agir1 hemoliz sonucu hemoglobin ¢ikmasina hemoglobiniiri denir.
Arag - Geregler:

1. Reaktifler:

o -Toludin reaktifi: 0,5 gr. o —toludin alinarak 50 mLlik balon jojenin i¢ine akta-
rilir. 50 mLye 95 alkol ile tamamlanir.

o Asit-peroksit reaktifi: 25 mL glacial asetik asit iizerine %3’liikk hidrojen perok-
sit konur. Hacim 50 mLye tamamlanir.

2. Deney tiipleri
3. Pastor pipeti

4. Idrar numunesi

Metot:
Sira Islem Basamaklari s
Kont.
1. | 5mL idrar konulur.
2. | 2 damla o-toludin reaktifi tiip i¢indeki idrarin tizerine konulur.
3. | 2 damla asit peroksit reaktifi karisimlarin tizerine damlatilir.
4. | Tupte mavi veya yesil renk meydana gelirse idrarda hemoglobin miispettir.
5. | Renk olusmazsa sonug menfidir.

Tablo 58: Idrarin kalitatif hemoglobin analizi: o-toluidin metodu islem basamaklari

DENEY DUZENEGI:

SONUC:
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Deney 2: Idrarda Fenilketoniiri (Fenilpiruvik Asit)

Resim 10: Idrarda fenilketoniiri icin ayiraclar

Fenilketoniiri, proteinli gidalarda bulunan fenilalanin isimli bir maddenin eksikli-
ginden kaynaklanir. Genetik yolla gegen bir hastaliktir. Bu hastalikla dogan ¢ocuklarin
kaninda ve diger viicut sivilarinda fenilalanin metabolize edilemedigi i¢in ¢ocugun bey-
nine zarar vermektedir. Eger erken tani konup tedavisine baslanmazsa ¢ocukta ileri de-
recede zeka geriligi gozlenir (Mehmetoglu, 2008: 217).

Arag - Geregler:

1. Idrar

2. %25’lik stilfiirik asit

3. %10’luk demir kloriir (FeCl,)
4. Pastor pipeti

Metot:

Sira Islem Basamaklar1

1. | Pastor pipeti ile idrardan 5 mL alinarak deney tiipiine konulur.

Uzerine 2 damla siilfiirik asit ve yaklagik olarak 10 damla kadar da % 10’luk
hazirlanan FeCl, ¢ozeltisi eklenir.

2.

Idrar koyu yesil rengini olusturup renk birka¢ dakika iginde kayboluyorsa
3. | testin pozitifliginden bahsedebiliriz. (Idrarin mavi-yesil rengini olugturduk-
tan sonra kaybolmasi (+) yani miispet)

Tablo 59: Idrarda fenilketoniiri aranmasi
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DENEY DUZENEGI:

SONUC:

Deney 3: Kanda Ure Tayini = Ureaz Metodu: Berthelot Metodu (Enzimatik Ko-
lorimterik Metot)

Bu metotta kullanilan enzim: Ureaz
Kullanilan katalist: Nitroprussid
Olusan iiriin: Mavi renkli indofenol

Gergeklesen reaksiyon: Urenin iireaz varhiginda karbondioksit (CO,) ve amonyaga
(NH,) parcalanmasi.

Alkali ortamda amonyak fenol ve hipoklorit ile reaksiyona girmesiyle mavi renkli
indofenoliin olugmasi.

Bu uygulama idrar, serum, plazma (amonyumlu ve floriirlii antikoagiilanli plazma-
lar harig) iiresi tayini i¢in yapilabilir (Mehmetoglu, 2008: 83).

Arag - Geregler:

1. Cesitli reaktifler:

EDTA Tamponu (gliserin, NaOH, distile su)

Ureaz

Fenol reaktifi (distile su, Na-nitroprussiyat )

Alkali hipoklorit ¢ozeltisi (NaOH, ¢amasir suyu, distile su)

Standart ¢ozelti ( Na-benzoat, distile su, iire, konsantre H,SO,)

2. Spektrofotometre

3. Deney tiipleri

4. Folyo kagid
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5. Spor

6. Pastor pipeti

7. Spektrofotometre kiivetleri

8. Benmari

9. Kandan elde edilen serum veya idrar

10. Santrifiij cihazi

11. Otomatik pipet
Metot:

Sira

Islem Basamaklari

EDTA tamponu hazirlanir: 2,5 gr. EDTA; 100 mL gliserin; 125 mL distile
su, % 4’lik NaOH (pH: 6,5).

Islem
Kont.

Ureaz ¢ozeltisi hazirlanir: 100 mg. iireaz, EDTA tamponu ile bir miktar
¢ozdiiriiliir. Son hacim tampon ile 250 mLye tamamlanir.

Fenol reaktifi hazirlanir: 5 gr. fenol 75 mL distile suda eritilir; 0,25 gr.
Na-nitroprussiyat eklenir. Distile su ile son hacim 1 Lye tamamlanir. Ha-
zirlanan ¢ozelti folyo kagid ile kapatilir.

Alkali hipoklorit soliisyonu hazirlanir: 5 gr. NaOH biraz suda eritilir. 10
mL ¢amasir eklenir. Son hacim 200 mL olmast i¢in saf su eklenir.

Standart ¢ozelti hazirlanir: 1 gr. sodyum benzoat 500 mL distile suda eri-
tilir. 0,4 mL konsantre H,SO, ilave edilerek karigtirilir. 0,125 gr. iire tarti-
lir; sodyum benzoat ¢ozeltisinde bir miktar eritilir. Son hacim ayni ¢ozelti
ile 250 mLye tamamlanir.

3 deney tiipiine ¢aligma semasina uygun sekilde hazirlanan ¢ozeltiler uy-
gun miktarlarda pipetlenir.

Pipetleme sonrast tiipler 37 C'de inkiibe edilir. (10”)

3 deney tiipiine ¢aliyma semasinda belirtilen oranlarda fenol reaktifi ve
alkali hipoklorit soliisyonlarinda konur. Karistirildiktan sonra tekrar tiip-
ler 37 Cde inkiibe edilir. (10’) 10 dakika sonra tiiplere 10 mL distile su
konularak kore kars1 560 nmde okutulur.

Tablo 60: Ureaz metodu islem basamaklari
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DENEY DUZENEGI:

Calisma Semasi

REAKTIFLER KOR STANDART NUMUNE

Distile su 20pl - -

Numune( Serum) - - 20 pl

Standart - 20 pl -

Ureaz 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL

Kaynak: Mehmetoglu, (2013): 83

Pipetleme sonrast tiipler 37 C’de inkiibe edilir. (10”)

REAKTIFLER KOR STANDART NUMUNE
Fenol Reaktifi 1 mL 1 mL 1 mL
Alkali hipoklorit 1 mL I mL I mL

Kaynak: Mehmetoglu, (2013): 83

Pipetleme sonrasi tiipler 37 C'de inkiibe edilir. (10”)

Hesaplama: %mg iire = N'O's' x 50 (Normal degerler: % 10-40 arasinda)

S.0

N.O.D. : Numunenin optik dansitesi

S.0.D. : Standardin optik dansitesi

SONUC:
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UYGULAMA 11: iDRARIN MiKROSKOBIiK INCELENMESI

1. Idrar sedimentleri
2. Kan hiicreleri

3. Epitel hticreler

4. Kristaller

Hastanin idrar1 goriiniis itibariyle (fiziksel veya kimyasal agidan olsun) herhangi pa-
tolojik bir durum ihtiva etmese dahi mutlaka mikroskobik agidan da incelenmeli, sedi-
mentlere bakilmalidir. Dolayisiyla idrar sedimentinin mikroskobik incelenmesi, fiziksel
ve kimyasal incelemeyi tamamlamaktadir. Fiziksel ve kimyasal incelemeler sonunda pa-
tolojik bir bulguya rastlanmayan idrar 6rneklerinin mikroskobik incelenmesi sirasinda
onemli patolojik bulgular saptanabilir (“Saglikbilim’, 2019). Mikroskobik muayene ile id-
rarda organik (gesitli epitel hiicreleri, alyuvarlar, akyuvarlar, silendirler) ve inorganik se-
dimentler/elementler (kristaller) aranmaktadir.

Deney 1: Idrar Sedimentinden Preparat Hazirlama ve Preparatin incelenmesi
Amag - Hedefler:

Idrar sedimentini inceleyebilmek igin preparat hazirlayabilme.

Arag - Geregler:

1. Santrifiij

2. Santrifiij Tipleri

3. Idrar numunesi

4. Lam, lamel, mikroskop

. R
=]
W =J nr soor

Resim 11: Santrifiij cihazi (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)
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Santrifiijleme yaparken dikkat edilmesi gerekenler:

Santrifiyj tiipleri ayni boyutta ve sekilde olmalidir.

Cihaz1 galistirmadan 6nce cihazin diiz ve saglam bir zeminde oldugundan emin

olunmalidir.

Merkezkag kuvvetinin etkisiyle tiiplerin kirilmamasi igin tiipler simetrik olarak
cihaza yerlestirilmelidir.

Kapak acikken cihaz ¢alistirilmamalidir.

Santrifiij cihazinda tiim ayarlamalar1 yaptiktan sonra, hiz1 (devir/dakika) i¢in ci-
haza giris yapildiktan sonra son kez kontrol edilerek ¢alistirilmalidir.

Cihaz calisirken kapak agilmamalidir.

Santrifiij cihazinda tig tiip santrifiij edilecekse dengelemek i¢in dérdiincii tiip ola-
rak diger tiplerin i¢indeki numune kadar su konmalidir.

Santrifiij yaparken dondiirme hizlarina dikkat edilmelidir. Gereginden fazla dondiirme

yapilirsa hiicreler hemoliz olabilir, silendirler dagilabilir ya da hiicre igerigi bozulabilir.

Yavag dondiiriiliirse de numune igerigindeki maddelerin ¢okmesi saglanmamis olabilir.

Idrar numunesi igin 2000-2500 rpmde 5 dakika déndiirme yeterlidir.

Preparat Hazirlama:

N

fslem

Islem Basamaklari Kont.

13 mLlik tiiplere %’ti dolacak sekilde (10-11 mL kadar) idrar konulur. Se-
diment incelenecegi i¢in idrar hacmi 6nemlidir. Farkli hacimde idrarlar
alinarak santrifiigasyona ugradiginda elde edilen sedimentlerin incelen-
mesi ile farkli sayida hiicreler ¢ikarak yaniltici olabilir. Ornegin 10 mL
idrarda 13-14 eritrosit cikabilirken 5 mL idrar alinmis numunenin id-
rar sedimentinde 4-5 eritrosit ¢ikabilir. Bu nedenle idrar hacmine dikkat
edilmelidir.

Santrifiij edilen idrarin ¢alkalanmadan tek seferde ters gevrilerek dokiil-
mesi saglanir. Ancak idrar1 dokerken dikkatli olunmalidir. Tiipiin altin-
daki ¢okeltinin dismemesine dikkat edilmelidir. Dipte kalan az miktar-
daki idrarla cokelti ¢ozdirilir. Tipiin dip kismina vurularak ¢ozdiril-
mesi saglanabilir.

Ozenle temizlenen lam iizerine ne ¢ok az ne de ¢ok fazla olacak sekilde
bir damla idrar sedimenti damlatilir.

Lamelle 45 derecelik ac1 ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatma
yapilir.

Hazirlanan preparat kurumadan hemen mikroskopta incelenmelidir.
Once 4’litk sonra 10’luk daha sonra da 40’lik objektifte alan bulunur.
Hastanin verdigi tim idrarin hacmi 6nemli oldugu i¢in not edilmelidir.
Idrar sedimenti igin hem fiziksel hem de kimyasal inceleme beraber ya-
pilmalidir.

Tablo 61: idrar sedimentini incelemek icin preparat hazirlama islem basamaklar1
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DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:
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UYGULAMA 12: iDRAR SEDIMENTI iINCELEME

Idrar Preparatinin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonunda goriilen elamanlarin miktari, rapora su sekilde yazi-
labilir: Nadir, az, ¢ok, mebzul ve kiime terimleri kullanilir veya her sahada sayilan ela-
manlarin miktarinin ortalamasi alinir. Ornegin; her sahada 5-6 eritrosit, 10-15 16kosit,
bol epitel, 8-10 kalsiyum okzalat kristali gibi ifadeler kullanilir (MEGEP, 2011).

Deney 1: Idrar Sedimentinin Incelenmesi

Amag - Hedefler:

Idrar sedimentinde kristaller ve silenderleri gézlemleyebilme ve bunlarin ayrimini
yapabilme.

Arag - Geregler:

1. Santrifiij, santrifiij tiipleri

2. Idrar toplama kabi

3. Idrar numunesi

4. Lam, lamel, mikroskop

Metot:

Islem

Sira Islem Basamaklari Kont.

1. | Konik santrifiyj tiipleri tercih edilir.

Santrifiij isleminde kullanilacak olan idrarin hacmi 4 mL ile 14 mL arasin-
da degisebilir.

Idrar, konik santrifiij tiiplerine alinarak denge terazisinde dengelenir. Sant-
3. | riftje karsilikli olarak yerlestirilen tiipler 2500 veya 3000 devirde 3-5 dk.
santrifiijlenir.

Santrifiij edilen idrar ¢alkalanmadan ¢ikartilir ve tist kismindaki idrar bir
kerede lavaboya dokiiliir.

Daha sonra sediment pipet yardimiyla hafifce karistirilarak lam iizerine
1-2 damlasi alinarak lamelle kapatilir.

6. | Preparat mikroskobik incelemeye hazir hale gelir.

Tablo 62: Idrar sedimentinde kristaller ve silenderleri

gozlemleyebilme ve bunlarin ayrimini yapabilme iglem basamaklari
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DENEY DUZENEGI:

Mikroskopta Goriilen Kristaller ve Silenderlerin Cizimi:

SONUC-YORUM- idrar Sedimentinin Degerlendirilmesi:
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UYGULAMA 13: GAITA ANALIZ SEKILLERI

Sindirim sistemi ve organlarindaki hastaliklarin teshisi bakimindan gaita analizleri
gerek kimyasal gerekse fiziksel olarak kimyasal ve fiziksel olsun klinik agidan 6nem arz
etmektedir. Gaita, (feges, diski) yararli besinlerin viicuda alindiktan sonra sindirilip za-
rarli olanlarinin atik seklinde viicuttan uzaklastirilmas: seklinde disar1 atilmasiyla mey-
dana gelmis besinlerdir. Genel olarak gaitanin analizi i¢in laboratuvarda en ¢ok yapilan
uygulamalar; ‘gizli kan arama, sterkobilinojen, nisasta ve lipit arama’ dir.

Gaita kiiltiiri sonucu 1 veya 2 giinde ¢ikmaktadir. Patojen bakteri tireyen kiiltiirlerin
sonuglarinin ¢itkmasi 2-3 giinii bulabilmektedir. Normalde gaitada birgok bakteri oldu-
gundan kiiltiirde daima tireme olmaktadir. Klinik olarak anlamli olan ve tedavi edilmesi
gereken ise gaita kiiltiiriinde patojen bakterilerin tiremesidir. Gaita kiiltiiriinde ‘Salmo-
nella, Shigella, Kolera’ gibi bakterilerin {iremesi patojenlere drnek olarak gosterilebilir
(“Gaita Kaltiirt Tahlili”, 2019).

GAITA ANALIZ SEKILLERI
FIZIKSEL ANALiZ | KIMYASAL ANALiZ MIKSROSKOBIK ANALIZ
Miktar1 Gizli kan analizi Hiicrelerin aranmasi
Rengi Sterkobilinojen analizi Nisasta molekiilii aranmasi
Gortiniimii Sterkobilin analizi Yag molekiilii aranmasi
Mukus Kristallerin aranmasi
Kokusu Besin artiklarinin aranmasi
Reaksiyonu Parazitlerin aranmasi

Tablo 63: Gaita analiz sekilleri

Deney: Slayt Testiyle Gaitada Gizli Kan Analizi

Bu testi yapmaya baslamadan 6nce hasta birkag giin boyunca ila¢ kullanmissa kulla-
nimina ara vermeli ve diyetinde bazi kisitlamalar yapmalidir. (Kirmizi et, et igeren sar-
kiiteri tirtinleri, brokoli, turp, salgam gibi besinler kesilmelidir.)

Giintimiizde gaita analizi i¢in kullanilan cihazlar gelistirilmistir ve kullanimi da ol-
dukga kolay olan ticari kitler vasitasiyla ¢alistirilan otomatik cihazlar gaita analizlerini
yapabilmektedir. Ancak bu kitlerin olmadigr durumlarda asagida manuel yontemle de
gizli kan tayini yapilabilmektedir.

Amag - Hedefler:
Laboratuvar ortaminda uygun materyal ile gaitada gizli kan analizi yapabilme.

Kullanim amaci: Gastrointestinal sistemin herhangi bir yerinde meydana gelen ka-
nama varsa erken belirti vermesi adina bu durumu belirlemek amaciyla yapilan bir test-
tir. Bu test; en ¢ok anemi durumunun olup olmadigini belirlemek veya kolon kanseri ta-
ramasi, mide iilseri, hemoroit vb. vakalar1 belirlemek amaciyla yapilabilir.
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Arag - Geregler:
1. Gaita Ornegi
2. Kagt slayt

3. %6’k H,0,

Resim 12: Slayt testi 6rnegi (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

Metot:

Islem

Sira Islem Basamaklar: Kont.

Teste baglamadan 6nce kitin ¢alisip ¢alismadigr kontrol edilir. Bunun
1. i¢cin kontrol boliimiine hidrojen peroksit damlatilir ve mavimsi renk
verirse kit dogru ¢alisiyor demektir.

Hastanin ad1 soyadi, protokol numaras: slayt kapag: iizerine yazilarak

2. kapak agilir.

3 Gaita kabindan gaita kasig ile bir miktar alinir. Miimkiinse numune,
’ kanli ve mukuslu kisimdan alinmalidir.

4 Kagik yardimiyla alinan gaita test uygulama béliimiiniin 6n yiizeyine

surulir.

5. Slaytin arka yiizii ¢evrilir, kapag: acilir.

Test uygulama béliimiiniin tizerine % 6’lik H,O, reaktifinden bir damla
damlatilarak kapag: kapatilir. 1dk. beklenir.

Renk yaklasik 30 saniye iginde mavi oluyorsa gaitada gizli kan (+3),
Bir miktar bekledikten sonra mavimsi renge doniisityorsa (+2),

7. Sadece gaitanin siiriildiigii 6n yiizeyde mavimsi renk gozleniyorsa (+1),
Herhangi bir renk degisimi olusmadiysa test sonucu negatif (-) seklinde
degerlendirilir.

Tablo 64: Slayt testiyle gaitada gizli kan analizi islem basamaklar:
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DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:
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UYGULAMA 14: GAITADA EHRLICH METODU iLE
STERKOBILINOJEN ANALIZi

Gaitada Sterkobilinojen Tayininin Onemi

Safranin duodenuma ulagmasini engelleyen tikanmalar olup olmadigini veya safra
yolu tikaniklarinin olup olmadigini arastirmak i¢in yapilan tayin yontemidir.

Gaitada sterkobilinojen bulunmalidir. Bulunmamasi durumunda hastaliktan s6z
edilebilir (MEGEP, 2013).

Deney: Gaitada Ehrlich Metodu ile Sterkobilinojen Analizi
Amag - Hedefler:

Gaitada sterkobilinojen tayini yapabilme.
Arag - Geregler:

1. Gaita Ornegi

2. Deney Tiipleri

3. Baget, Pipet, Beher

4. Lugol reaktifi

5. %1,5 HCI reaktifi

6. Etil alkol

7. %10’luk sodyum karbonat (Na,CO,)

Metot:
Sira Islem Basamaklar1 Islem
4 Kont.
1 Bir deney tiipiine kiigiik bir miktarda (mercimek kadar) digki konur ve
| birkag damla % 10’luk sodyum karbonatla ezilir.
2 10 mL etil alkol bu karisim {izerine ilave edilerek baget yardimiyla ezilme-
| sisaglanir ve sulu digki kivamina getirilir.
3 Ortamu asitlestirmek icin %1,5 HClden 1-2 damla damlatilarak 5-6 daki-
* | ka beklenir.
4 Bekledikten sonra elde edilen sulu digkinin tizerine 9-10 damla ‘Ehrlich

reagent’ damlatilir.

5. | Tipte olusan renk degisimi kalitatif olarak gozlemlenir.

Menekse rengin siddetine gore (+ + ++ ), (++ +), (+ +), (+ ) miispet
seklinde degerlendirilir.

Tablo 65: Gaitada Ehrlich metodu ile sterkobilinojen analizi islem basamaklar1
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DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:
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UYGULAMA 15: GAITANIN MiKROSKOBIK INCELENMESI
Deney 1: Gaitada Nisasta Arama

Rapora, ‘nisasta goriildii’ veya ‘goriilmedi’ seklinde yazilir. Normal sartlarda gaitada
nisasta goriilmez. Nisasta bagirsaklarda sindirilemediginde kisinin nisastaya kars: in-
tolarasinin olmadig: diistiniiliir. Nisasta bagirsaklarda tam olarak sindirilemediginden
birtakim sindirim sistemi rahatsizliklarina ve gaz sancilarina neden olur. Boyle kisilerin
gaita analizlerinden ¢ikan sonuglara ‘nisasta tanecigi goriildii’ seklinde raporlama yapi-
Iir (MEGEP, 2011).

Amag - Hedefler:

Gaitanin mikroskobik analizinde bakilan parametreleri ve gaita preparatinin yapili-
sin1 kavrayabilme.

Arag - Geregler:
1. Gaita 6rnegi
2. Lugol reaktifi
3. Lam

4. Lamel

5. Mikroskop
Metot:

Sira Islem Basamaklar1

Incelenecek olan gaitadan kiigiik bir parca feces alinarak lam {izerine ko-
nulur. Uzerine bir damla lugol soliisyonu eklenir.

Lam iizerinde esit dagilim olmasi i¢in bagetle karistirilarak lamelle kapa-
tilir.

Once 10x sonra da 40x’lik objektifle saha taranarak inceleme yapilir.

Mikroskobik inceleme sonrasi agagidaki sonuglara gore degerlendirme ya-

pilir:

« Nisasta sindirimin sonuna gelmis: Herhangi bir renk degisimi (akro-
dekstrin) yoktur.

« Nisasta ileri derecede sindirilmis: Macun renkli graniiller vardur.

« Nisasta kismen sindirilmis: Kirmizi renkli graniiller (eritrodekstrin)
vardir.

« Nisasta sindirilmis: Mavi renkte tek veya ¢ok merkezli yapilar goriinebi-
lir.

Tablo 66: Gaitada nigasta analizi islem basamaklar1
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DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM:

Not: Rapora, nisasta goriildii veya goriilmedi seklinde yazilir (Megep, 2011).

Deney 2: Gaitada Yag Arama

Yag emilim bozukluklarinda, pankreas yetmezliginde, lipaz enziminin salgilanama-
mas1 durumunda ve bagirsak hareketliligin artmasi gibi hallerde fegeste yaga rastlanabilir.
Notral yaglar, yag asitleri, sabunlar feceste yagin goriilme sekillerindendir (MEGEP, 2011).

Amag - Hedefler:

Mgili reaktifi kullanarak gaitada yag analizi yapabilmek.

Arag - Geregler:

1. Doymus Sudan-III Reaktifi: Bir miktar sudan-III boyas: %95’lik alkolde doymus
héle getirilir. Kullanilmadan 6nce stiziiliir.

2. Baget
3. Lam, lamel, mikroskop
. fslem
Sira Islem Basamaklari Kont.

1. | Gaitadan bir cam gubuk veya gaita kagigiyla kiigiik bir miktar gaita alinip
lamin tizerine yaydirilir.

Uzerine 1-2 damla sudan-III reaktifi eklenir.

Steril lamel kapatilir.
Mikroskopta dnce 10x sonra da 40x objektifle bakilir.

Tablo 67: Gaitada yag analizi islem basamaklar:
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Yaglar Reaktif Sonug

Notral yaglar Sudan-III Turuncu veya kirmizi boyanma,
mikroskopta diizensiz sekiller
gorundr.

Yag asitleri Sudan-III Turuncu veya kirmizi boyanma,
mikroskopta iki ucu sivri igne
goruntusu

DENEY DUZENEGI:

SONUC-YORUM
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Klinik Biyokimya Uygulama Kitabi
Elif Gezer Aslan

Klinik Biyokimya Uygulama Kitabi, saglik bilimlerinde uygulamal
derslerde kullanilabilecek kaynak kitaplarin sinirli sayida olmasi
nedeniyle hazirlanmigtir. Alana yonelik en giincel bilgi ve yontem-
leri iceren bu kitap ile teorik bilgilerden sonuglarin alinmasina ka-
dar devam eden asamalarin tamaminda sirali islem basamaklarini
izleme imkan olugturulmustur. Kitap icerisinde, her testin adiyla
belirtilmis 48 adet deney uygulamasinin yani sira ¢alisilan 6rnek
tiirii, metot, gerekli malzemeler, uygulamadan elde edilecek sonug-
lar ve verilerin yazilabilecegi bog alanlar islem basamaklariyla bir-
likte verilmistir. Bu sayede kontrol listeleri aracihgryla islem yapulir-
ken uygulama prosediiriiniin hangi asamasinda olundugu kolay-
likla takip edilebilecektir. Mevcut ders kitaplarindaki eksikler dik-
kate alinarak gelistiren bu yontemle, gézlem asamasindan beceri
edinme siirecinin basariyla tamamlanmasina kadar gerekli olan
teorik bilginin pratige dokiilmesi kolaylagtiriimigtir.

Gerek zengin teorik icerigi gerekse deneylerin takibinde izlenecek
yontemlerin yalin anlatimi, yiiksekdgretim 6grencileri ile degerli
meslektaglarimizin yar sira alana ilgili duyan okurlarin da titiz bir
¢alismanin verimi olan bu kaynak kitaptan azami derecede fayda-
lanmalarim saglayacaktr.
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