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ONSOZ

Bu kitap miinhasiran Biokimya pratik ders kitab1 olarak hazrlan-
migtir. Ogrenciler Biokimya teorik derslerinde 6grendiklerini bu pratik-
lerde bizzat yapma imkéanim bulacaklar ve bu suretle de nazari bilgiler bu
deneylerle daha iyi 6grenilmis olacak ve pratik bir deger kazanacaktir.

Kitabin ilk boliimiine dgrencilerin laboratuvarda dikkat edecekleri
bazi umumi kaideler konulmustur. Bundan maksat laboratuvarda en uy-
gun hareket tarzimi belirtmek ve melhuz kazalar1 dnlemektir. Ogrenciler
bu kaidelere riayet ettikleri taktirde laboratuvarda her hangi bir miiessif

olay vukua gelmez ve dolayis: ile de gerek kendisi, gerek arkadasi ve ge-
rekse miiessese zarardide olmaz.

Miiteakip boliimler, karbonhidratlar, proteinler, lipidler; enzimler ve
hydrogen ion konsantrasyonu ile aldkali deneylerle rutin idrar ve kan
analizlerini ihtiva etmektedir.

Boliimlerdeki deneyler miinhasiran 6grencilerin yapabilecekleri de-
neyler olup program geregince ayrilmis bulunan saatlere gore ayarlan-
mig ve teferruattan kacinilmistir. Bununla beraber bu deneylerin miihim

bir kismi mezuniyeti miiteakip meslek hayatinda da miiracaat edilecek
ve istifade edilecek olan deneylerdir.

Kitapta gozden ka¢gmig hatalarin bagiglanmasini dilerken kitabin bas-
kisim biiylik bir titizlik ile yapan GUZEL iSTANBUL Matbaasi ailesine
tesekkiir etmeyi bir bor¢ bilirim.

Prof. Dr. Muzaffer ATASAGUNGIL
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OGRENCILERIN LABORATUVARDA DiKKAT EDECEKLERI
BAZI UMUMI KAIDELER

1) Caligilan saha ve aletler temiz tutulacak, soliisyon ile kirlenmig
ise temizlenecek, gerekirse laboratuvar yoneticisinden yardim istenecek-
tir.

2) Terazi, santrifiij, kolorimetre v.s. gibi hususi aletler kullamldik-
tan sonra temizlenecek ve temiz olarak birakilacaktir.

3) Saulfuric acid, hydrochloric acid, konsantre sodium hydroxide v.s.
gibi yakic1 kimyasal maddelerle sedium cyanide v.s. gibi zehirli maddeleri
kullanirken con dikkat edilecek ve agagida belirtilmis olan hususlar uy-
gulanacaktir. ;

4) Yangn sondiiriiciiler ile su dug yerleri evvelden tesbit edilecektir.

5) Dersane ve laboratuvarlarda sigara icilmeyecektir.

6) Verilecek niimuneye gore bir laboratuvar defteri alinacak ve la-
boratuvarda yapilan deneyler ve neticeleri bu deftere yazilacaktir. Zaman
zaman laboratuvar yoneticileri tarafindan kontrol edilecek olan bu def-
ter sozlii sinavdan evvel kiirsii profesorliigiine teslim edilecektir.

7) Umumi reaktifler konuldugu masadan uzaklastirilmayacaktir.

8) Kullanma liizumu olmadig1 halerde masalardaki su, hava gaz ve
hava musluklar1 kapal tutulacak ve laboratuvar terk edilirken kapal
olup olmadiklar1 kontrol edilerek acik olanlar kapatilacaktir.

9) Kan aligta siringa ve ignenin steril olmasina dikkat edilecektir.

10) Kantitatif analizler en az iki defa tekrarlanacaktir.

11) Civ kullanirken yere ve masaya dokiilmemesine ve altin v.s. gibi
miicevherat ile temas etmemesine dikkat edilecektir.

12) Laboratuvar bitiminden evvel laboratuvardan digar1 cikilmaya-
caktir,

Yangm ve Patlamalar :

Alkoller, ether, toluene, xylene v.s. gibi yanici solventler laboratuvar-
larda oldukea, sik kullamilmaktadir. Bunlardan alkol ve bilhassa ether bu-
harlar1 yaliniz yanici degil baz1 ahvalde patlayicidirlar. Bu hususta aga-
gidaki koruyucu tetbirlerin alinmas: gerekir.

1) Bu gibi maddeler cam kaplara kullanmaga yetecek derecede az
miktarlarda konulmalidir. Biiyiik miktarlar, havalandirma tertibath, alev-
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den uzak ve elektrik kontaktindan korunmusg soguk depolarda muhafaza
edilmelidir.
2) Icinde yanici solvent bulunan gisenin kapag acilmadan evvel en

az 3 metre uzaginda yanan biinzen beki gibi her hangi bir c¢iplak alev bu-
lunmamasina dikkat edilmelidir.

3) Yamc solventler, buharlarinin toplanip hava ile patlayier bir ka-
rigim yapacak kadar kii¢iik odalarda kullanilmamaldir.

4) Yanic1 solvent ihtiva eden soliisyonlar hi¢ bir suretle biinzen
beklerinde 1sitilmamali, kaynayan su bonyolar: veya ve bilhassa elektrik
ocaklarinda 1sitilmahdir.

5) Laboratuvarda solvent yangini husule gelecek olursa asagidaki
sekilde hareket edilmelidir.

a) Beher v.s. gibi ufak kaplardaki bu gibi solvent yanginlarini
sondiirmek icin beherin iistii derhal daha biiyiik bir kap veya 1slak bir ku-
masg ile Ortiiliir veyahut da bu maksatla CO.li (kopiiklii)) yangin sondii-
riiciilerden birisi kullanilir.

b) Yanici solvent masa ve yerlere dokiiliirse civarda caliganlar
derhal ikaz edilmeli ve kopiiklii yangin sondiiriiciisii kullanilmahidir. Eger
yangin kontrol altina alinamaz ise laboratuvar siiratle terk edilmeli ve
yangin sondiirme ekibi haberdar edilmelidir. Bu maksat ile bir ¢ok yer-
lerde bulunan otomatik yangin ihbar vasitalar ile telefondan istifade edi-
lir. Bu bakimdan biitiin laboratuvar personeli ile 6grencilerin yangin sén-
diiriiciileri ile alarm aletlerinin yerlerini bilmeleri gerekir.

Biinzen bekleri de yangina sebebiyet verebilirler. Biinzen beki icten
yanacak olursa o zaman bek fazla 1simir ve beke bagh olan hava gazinin
lastik borusunu eriterek yangina sebebiyet verir. Fakat bu hal bekler te-
miz tutulur ve usuliine uygun sekilde kullanilacak olur ise husule gelmez.

Bir cok kazalar gaz borularindaki kacaklar veya musluklarin iyi ka-
patilmamasi neticesi meydana gelir. Laboratuvarlarda gaz kokusu duyu-
lur ise orada katiyen ateg yakilmamali (ciplak alev), pencereler acila-
rak laboratuvar havalandirilmali ve kacak yer bulunup diizeltilmelidir.

Su banyolar1 da yanginlara sebebiyet verebilir. Bu tip yanginlar
umumiyet ile tahta masalar iizerine konulan kaptaki suyun bitmesi neti-
cesi meydana gelir. Ilk tetbir gaz veya elektrik ceryanini kesmektir.

Zehirli, tahrip edici ve yakicr reaktifler :

Ogrenciler derisik asidler, alkaliler ve zehirli rea.ktifleri kullanirken
cok dikkatli olmahdirlar.
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Derisik mineral asidler :

Bu asidler, sulfuric, hydrochlorie, nitric ve perchloric acid’lerdir. De-
rigik organik asidler ve meseld acetic acid’de bu gruba girer. Bu madde-
ler viicut dokularm siiratle tahrip ederler. Umumiyetle goriilen kazalar
asidlerin el, yiiz ve gozlere temas: ile veya asidlerin pipet ile ¢ekilmesi es-
nasinda agiza kagmasi ile olmaktadir. Bu bakimdan bu gibi asidler hig
bir zaman pipetle dogrudan dogruya cekilmemeli veya cekilirken agiza
kacirmamaga dikkat etmelidir. Bu bakimdan bu maksat ile ucuna lastik
puvar takilmig pipet veya biiret kullamlmahdir. Derisik asidler ile soliis-
yon yapilirken veya bagka bir kaba bosaltirken lastik onliikk ve koruyucu
gozliik takilmal ve asid yavas yavas bosaltilmalidir, Bu esnada yiiz asid-
den uzak tutulmahdir.

Asidlerin hususiyle sulfuric acid’in su ile diliisyonunda 1s1 meydana
gelir. Cok miktardaki asid az miktardaki su ile karigtirllacak olursa hu-
sule gelen 1s1 patlayic1 reaksiyona sebebiyet verebilir. Bu bakimdan asid-
lerin diliisyonunda agagidaki sekilde hareket edilmelidir.

1) Asid umumiyetle suya ilave edilmelidir.

2) Bosaltma c¢ok yavag olmal ve bu esnada kap devaml su-
rette hareket ettirilmeli ve soliisyonun karigmasi temin edilmelidir,

3) Uzerine asid ildve edilecek soliisyon miimkiin ise daha ev-
velden sogutulmaldir.

4) Kullanillan cam kap ince cidarl, 1siya mukavim (Pyrex
veya Jenna) olmahdir. Kalin cidarhh adi cam kaplar 1s1 kargisinda kirila-
bilirler.

5) Kabin dig sath: ile masadaki asid artiklar1 iyice temizlen-
melidir.

Derisik alkaliler :

Gerek solid ve gerekse konsantre haldeki alkaliler dokularda, agiz ve
ozofagus’da agir doku harabiyetlerine sebebiyet verirler. Solid sodium
hydroxide suda eritildigi zaman fazla bir 1s1 meydana gelir ve dereceli
cam kaplar gibi kalin cidarli cam kaplar bu 1s1 kargisinda kirilabilirler.
Bu bakimdan bu gibi derigik alkaliler suda eritilirlerken aynen derisik
asidlerdeki gibi hareket etmelidir. Kabin calkalanmasi bilhassa solid alka-
li parcalarinin cam iizerinde kalmamas: ve husule gelecek 1s1nin camin
muayyen yerine lokalize olmamasi bakimindan miihim bir tetbirdir. Cal-
kalamanin akar su altinda veya soguk su banyosunda yapilmasi tercih
edilmelidir.

Ammoniac da buharlarinin tahrig etkisinden dolay: tehlikelidir. Goz-
ler ve akcigerler iizerine zararh etkiler yapar. Derigik ammoniac soliis-
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yonlarmnin bir kaptan diger bir kaba bosgaltilmas: ceker ocaklarda yapil-
mali ve katiyen agiza alinan pipetle cekilmemelidir.

Derisik oksidanlar :

Bunlar hydrogen peroxide, perchloric acid gibi maddelerin derigik
soliisyonlar: ile ferric nitrate, potassium dichromate ve chromic acid gibi
solid oksidanlardir. Bunlar deri ve gozler icin tehlikeli oldugu gibi okside
edilebilen maddeler ile temasda da tehlikelidirler. Bu maddelerin zararl
tesirlerinden korunma tarzi agagidaki zehirli bilegiklerde oldugu gibidir.

Zehirli bilesikler :

Methyl alcohol, cyanide’ler, ferro- ve ferricyanide, arsenikli bilesik-
ler, oxalate’lar, nitroprusside’ler, zine, kurgsun ve barium bilegikleri ile
elementel] iode (iodine) dir. Bu maddelerin 6grencilerin ellerine temasi ve
bu suretle agiz, gida v.s. ye gegmesi, soliisyonlarin pipetle dikkatsizce ce-
kiligleri zehirlenmelere sebebiyet verebilir. Bu bakimdan pipetler, gida

maddeleri, sigara v.s. masa iizerine konulmamali ve bilhassa laboratu-
varda yemek yememelidir.

Toksik buharlar :

Laboratuvarlarda aspirator v.s. yollarla ventilasyon temin edilmig
dahi olsa acetone, chloroform, ether, carbon tetrachloride, methanol ve
bilhassa daha ¢ok tehlikeli ve zehirli olan brome gibi maddeler veya sol-
ventlerin (10 ml. den fazla miktarlar1) bir kaptan digerine bosaltilmala-
r1 veya bunlarin solventlerinin hazirlanmalar: bilhassa ceker ocak iginde
yapilmal veyahutta bu maksatla kondansator kullamlmaldir.

Carbon tetrachloride gibi baz1 solventlerin buharlar kiiciik odalarda
birikerek toksik tesir yapabilirler. Bu bakimdan bu gibi maddeleri az mik-
tarda dahi olsa ihtiva eden bu sigelerin agizlar: acik birakilmamali ve bu-
lundugu yerler iyice havalandirilmalidir,

Yamk ve haslanmalar :

Bilindigi gibi yaniklar sicak cam egya veya madeni aletler ile ve hag-
lanmalar da sicak likitler veya buharlar: ile olur. Kuvvetli ultraviole ve-
ya infraruj radyasyonlara maruz kalmakla da yamklar husule gelebilir.

Laboratuvarda cam ve madeni esyaya sicak olmadigina kani olma-
dan veya sicak olup olmadig1 kontrol edilmeden ¢iplak elle dokunulma-
malidir. Bu gibi sicak malzemeler hususi masalarla tutulmahdir. Yanik-
lar, sicak elektrik ocaklarina temas ile de olabilecegi gibi bilhassa iginden
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yanan ve kizmig bulunan biinzen beklerine temas ile de olmaktadir. Bu
bakimdan da bu gibi malzemelere temas etmeden evvel bunlarin sicak
olup olmadiklarina dikkat edilmesi gerekir.

Haglanmalar umumiyetle kaynayan sivilarin sicramasi, sicak sivi ih-
tiva eden kaplarin kirilmasi veya buharla temas neticesi meydana gelir.
Meseld, bir tiipte az miktardaki bir sivinin kaynatilmasi ile muhtevanin
patlayip digariya sicramas: ile yiiz ve eller haglanabilir. Sivi maddelerin
kalin cidarh cam kaplarda 1sitilmasi ve sicak sivilarin soguk cam kaplara
bosaltilmas: cam kaplarin kirilmasini ve sicak sivinin dokiilmesini mucip
olabilir. Ince cidarli cam kaplar biinzen beki gibi alevle direkt olarak te-
mas ederse kirilabilir. Bu bakimdan bu gibi kaplar direkt alevle temas
ettirilmemeli, bir amyant levha iizerinde 1sitilmahdir. Bu hususta yuvar-
lak dipli cam malzemeler, erlenmeyer tipi cam malzemelere nazaran daha
emniyetlidir. Kuvvetli kaynamalarda digar1 sicramalari miimkiin merte-
be azaltmak icin kabin icine daha evvelden bir ka¢ cam boncuk veya kay-
nama tagi koymalidir.

Elektrik yamk ve soklar :
Elektrik yamk ve goklar1 agagidaki sebeplerle olur.

1) Elektrikli cihazlarin yas elle tutulmas: veya 1slak bir ze-
min iizerine konulmasi.

2) Tellerin bozuk veya fazla voltaj ile yiiklenmig olmasi.

3) Elektrik ceryamn: ile caligan cihazlari sehir ceryanina bag-
lamadan caligtirmak. Eger alet ceryana baglanmaz ise icerisinde bulunan
ve elektrik enerjisini depolamig olan biiyiik kondanzatorler tehlikeli sokla-
ra sebebiyet verebilirler.

4) Sige veya beherlerin elektrik ocaklari iizerinde kirilarak
sivi muhtevanin kisa devreye sebebiyet vermesi. Bu bakimdan boyle bir
kaza olunca elektrik ocaginin gehir ceryani ile olan baglantis1 derhal kesil-
melidir. Bilahara da elektrik ocag: iyice temizlenmelidir.

Bu gibi kazalarin dnlenmesi icin agagidaki hususlara dikkat edilme-
lidir.

1) Elektrikli cihazlara hi¢ bir suretle islak elle dokunulma-
malidir.

2) Elektrik devresini tripl fig gibi multipl fis kullanarak bag-
ka aletlere ceryan verip fazla yiikle yiiklememelidir.
3) Aletlerin ldmba v.s. gibi malzemesini degistirir iken gehir
ceryan ile olan irtibatini kesmelidir.
Laboratuvarlarda vukua gelen elektrik soklari umumiyetle az agrili
olmakla beraber tehlikelidir. Baz1 kuvvetli elektrik soklarinda suur kay-
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p1 olabilir. Bu gibi vak’alarda gahis kontakt sahasindan derhal uzaklagti-
rilmahdir. Uzaklagtirilma esnasinda kurtarici behemehal - siipiirge sap1
v.s. gibi elektrik gecirmeyen bir cisim kullanmalidir. Aksi halde kurtari-
c1 da elektrik ceryanina tutulabilir. Bu vak’alarda siiratle tibbi tedavi ve
suni teneffiis yapilmaldir.

Cam malzemenin kullamilmasi esnasinda olan kazalar :

Cam malzemenin kirilmas1 ile husule gelen kesik ve yaralanmalar
laboratuvarlarda en ¢ok goriilen kazalardandir. Cam malzeme kirilmasi-
nin azligr o laboratuvarin yeterli caligma indeksini gosterir. Dikkat edile-
cek hususlar agagiya cikarilmigtir,

1) Madeni ve tahta maddeler kirilmadan evvel egilir ve bila-
hara kirihirlar. Cam ise kirilmadan evvel kirilacagina dair bu gekilde bir
emare vermez.

2) Tiiplere tipa takarken fazla tazyik yapilmamahdir. Miim-
kiin ise bir bez veya eldiven kullanmalidir. Lastik tipalar tiiplere tiipiin ag-
z1 distile su ile islatildiktan sonra sokulmalidir. Buz dolabindan cikarilan
gigelerin kapaklar1 acilmadig: takdirde kuvvet sarfederek acmaga calig-
mamali, gigenin agzim 1sitarak geniglemesini temin etmeli ve ondan sonra
acmalidir.

3) Santrifiij esnasinda santrifiij tiiplerinin kirilmamas: icin
santrifiij tiipliniin igine sokuldugu madeni kismin dibine lastik konulmali
ve kargiliklh tiiplerin agirhiklar1 denk olmalidir. Takriben 3000 devirli fazla
siiratlerde dibi yuvarlak tiipler dibi konik tiiplere nazaran kirilmaya kar-
si‘daha mukavim oldugundan dibi yuvarlak tiipler kullanilmali ve cok
" fazla siiratlerde de plastik tiipler tercih edilmelidir.

4) Cam malzemenin dolapta uygun olmayan tarzda muhafa-
zas1 da kirilmalara sebebiyet verebilir. Kondanser gibi malzemeler bu ge-
kildeki muhafazada kolayca kirillacagindan bunlar kutularda veya raflar-
da muhafaza edilmelidir. Dereceli ve volumetrik kaplar dolaplara biribi-
rine temas etmeyecek ve birisini- alirken digerine zarar vermeyecek ge-
kilde muhafaza edilmelidir.

CAM MALZEMENIN TEMiIiZLENMESI

Tiipler :

Tiipler icinde % 25 yikama sodasi bulunan bir kaba daldiriir ve tak-
riben 25 dakika kadar kaynatilir. Sogutulduktan sonra bagka bir kaba
alinir ve musluk altinda iyice yikanir. Bildhara 15 dakika miiddetle % 2 -
5 hydrochloric acid soliisyonunda birakilir, Tekrar musluk altinda iyice
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yikanir, miiteakiben de distile su ile yikamir. Suyun siiziilmesi igin kendi
haline birakilir ve bildhara da etiivde kurutulur.

Sodium, potassium, calcium, kursun, civa gibi metal ion’larin tayini
maksad ile kullanilacak cam malzeme yukaridaki gibi temizlendikten son-
ra ayrica % 20 nitric acid icerisinde 12 - 24 saat miiddetle birakilir. 3 - 4
defa degistirmek sureti ile bir kapta distile su ile yikanmir ve bildhara da
etiivde kurutulur.

Pipetler :

Pipetler kullamldiktan sonra derhal icerisinde distile su bulunan bir
cam silindire daldiriir. Bu suretle serum, kan ve diger kimyasal bakiye-
lerin pipet icinde kurumalar1 énlenmig olur. Bilahara pipetler birka¢ defa
distile su ile yikandiktan sonra siiziilmesi icin bekletilir ve etiivde kuru-
tulur,

Pipetlerdeki kan pithtilarin1 temizlemek icin pipetler % 10 potassium
hydroxide icinde bir gece birakilr.

Yagh pipetlerin temizlenmesi icin 12 - 24 saat dichromate temizleme
soliisyonunda birakilmasi icabeder. Bilahdra pipetler musluk altinda igin-
den su gecirerek iyice yikanir. Bir kac defa da distile su ile y1kandiktan
sonra siizillmege terk edilir ve kuruyasiya kadar 90 °Clik etiivde bek-
letilir. : -

Dichromate temizleme soliisyonu :

Litrelik 1siya dayanikh bir cam kaba 500 ml. distile su konur, iize-
rine devamli calkalamak sureti ile yavag yavag 250 ml. konsantre sulfurie
acid ilave edilir. Karigim soguk su banyosunda sogutulur. Bildhara iize-
rine 100 gr. potassium dichromate ilive edilir ve eriyinceye kadar karig-
tirihir, distile su ile litreye tamamlanir. Dichromate temizleme soliisyonu
degisik sekillerde de hazirlanabilir. Bu hususta gerekli bilgi ilgili kitap-
lardan temin edilebilir.

Spesfik temizleme metodlar :

Permanganate lekeleri : Bu cesit lekeler lekeli maddenin % 25 v./v.
sulfuric acid veya % 50 hydrochloric acid’deki % 1 w./v. ferroz sulfate
soliisyonuna daldirilmasi ile cikarilir.

Silver nitrate lekeleri : Bu cesit leke lekeli maddenin bir gece kon-
santre ammonium hydroxide’de birakilmas ile giderilebildigi gibi bir sa-
at miiddetle iode soliisyonunda ve bildhara da tekrar bir saat sodium
thiosulfate soliisyonunda birakilmasi ile giderilebilir.




Musluk yaglar : Organik solventlerle yikamak sureti ile giderilebi-
lir. Bu ameliye ile temizlenmedigi takdirde bu maksatla konsantre sulfu-
ric acid kullamlabilir. Bu maksat icin kullamlan diger bir temizleme so-
liisyonu da 100 gr. potassium hydroxide, 100 ml. suda eritilip iizerine 900
ml. % T0 ethyl alcohol ildve edilerek hazirlanir. Bu soliisyon ¢ok hassas
ve nazik cam malzemeler icin kullanilmalidir,

Recineli maddeler : Recineli maddeler ile bulagmig madde 30 dakika
miuddetle 5 kisim acetone, 2 kisim ether ve 1 kisim benzene karigimina
daldirilarak birakilmak sureti ile temizlenir.

Kan pihtis1 : Kan pihtisi bulunan madde piht1 eriyesiye kadar % 5
potassium hydroxide soliisyonuna daldirilarak temizlenir. Hassas ve ince
aletler sicak pepsin soliisyonu ile muamele edilmelidirler.




KARBONHIDRATLARLA ILGIiLi
DENEYLER

A) REDUKTOR OLAN KARBONHIDRATLARLA REDUKTOR
OLMAYANLARIN BENEDICT KALITATIF TESTI
ILE AYIRD EDILMESI

Prensip :
idrarda kalitatif seker tayini bahsindekinin aymdir.

Reaktif :

Kalitatif Benedict reaktifi : Bir behere 173 gr. sodium citrate (Nas
CeH;0:. 2H:0) ve 100 gr. anhidr sodium carbonate (Na. COs) veya 200
gr. kristalize sodium carbonate (Na.COs. 10 H.O) konur. Uzerine 700 ml.
kadar distile su ilave edilir ve isitilarak eritilir, sogutulur, litrelik bir ba-
lona siiziiliir. Ayr1 bir kapta 17,3 gr. bakir sulfate (Cu SO.. 5 H:0) 100
ml. kadar distile suda eritilir ve azar azar olmak iizere kargtirarak lit-
relik balondaki soliisyon iizerine aktarilir. Distile su ile litreye tamamla-
nir. Stabildir, durmakla bozulmaz. :

Teknik :

7 adet deney tiipiine pipetle 5 gser ml, Benedict kalitatif reaktifi ko-
nur. Masa iizerindeki soliisyonlardan 1. ci tiipe glucose, 2. ci tiipe fructose,
3.-cii tiipe arabinose, 4. cii tiipe lactose, 5. ci tiipe sucrose, 6. c1 tiipe gom
arabik ve 7. ci tiipede msasta soliisyonundan 0,5 ml. veya 8 damla konur.
Tiipler ayr1 ayri olmak iizere bir alevde en az 2 dakika miiddetle kaynati-
lir veya hepsi birden kaynar su banyosunda 5 dakika tutulur. Kendi ken-
dine sogumaga terk edilir.

Sonugclarm okunmasi :

Rediiktor karbonhidrat ihtiva eden tiiplerde karbonhidrat konsant-
rasyonuna tabi olmak iizere yesil, sar1 ve kirmizi renkte bir ¢cokelek mey-
dana gelir. Rediiktér korbanhidrat ihtiva etmeyen tiipler tamamen berrak
kalhr ve cokelek tegekkiil etmez.




Test Uzerine Seker Konsantrasyonunun Tesiri:

Teknik :

8 tiip alinir ve siralanir, iclerine 5 ml. Benedict kalitatif reaktifi ko-
nur. Her tiipe sira ile olmak iizere masa iizerindeki % 0,01; 0,05; 0,1;02;
0,4; 0,8; 1; 2 konsantrasyondaki glucose soliisyonlarindan birisi ildve edi-
lir. Tiipler yukaridaki gibi kaynatiir ve sogumaga terk edilir.

En diigiik ve en yiiksek glucose konsantrasyonunun hangi tiipte oldu-

gu ve diger konsantrasyonlarin verdigi reaksiyonlar tetkik edilerek bu-
lunur.

B) REDUKTOR SEKERLERIN BENEDICT TITRASYON
METODU ILE KANTITATIF TAYINi

Prensip :

idrarda kantitatif seker tayini bahsindekinin aymdir.

Reaktifler :

1) Kantitatif Benedict reaktifi : 200 gr. kristalize sodium carbo-
nate (Na. CO;. 10H:0) veya 100 gr. anhidr sodium carbonate (Na. COs),
200 gr. sodium veya potassium citrate (Cs H; Nas O:. 2 H.O) ve 125 gr. po-
tassium thiocyanate (KSCN) takriben 800 ml. distile suda isitilarak eri-
tilir, siiziiliir. Ayn bir kapta 18 gr. kristalize bakir sulfate (CuS0..5 H:0)
takriben 100 ml. distile suda eritilir ve karigtirmak sureti ile yukarida
hazirlanan soliisyona yavasg yavas ilave edilir. Karigim iizerine 5 ml. % 5
potassium ferrocyanide (K. Fe (CN).. 3 H.0) soliisyonu ilave edilir. Kari-
sim sogutulduktan sonra litrelik bir balona aktarilir ve distile su ile litre-
ye tamamlanir, |

2) Solid sodium carbonate.

Teknik :

Bir pipet ile hassas olarak 5 ml. kantitatif Benedict reaktifi alimir ve
bir. tiipe konur, iizerine yarim cay kagig1 kadar sodium carbonate ilave
edilerek bir alev iizerinde sodium carbonate eriyinceye kadar 1sitilir. Masa
iizerindeki konsantrasyonu tayin edilecek rediiktér geker soliisyonundan
dereceli bir Iiipete cekilir ve kaynatilmig olan reaktif iizerine damla damla
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ilave edilir. Her damlatista reaktif alev iizerinde karigtirarak kaynatilir.
Bu esnada mavi rengin gittikce agildign goriiliir. O zaman mechul soliis-
yonun damlatilmas: daha ihtiyatla yapilmahdir. Mavi rengin kaybolmasi
ve dipte beyaz bir cokelegin tegekkiili (CuSCN) reaksiyonun bittigini
gosterir. Pipetten sarf edilen mechul konsantrasyonlu soliisyonun miktar:
tesbit edilir,

Hesap :

Bakir sulfate gayet hassas olarak tartildig: taktirde 5 ml. kantitatif
Benedict reaktifi 0,01 gr. glucose tarafindan rediiklenir. Bu bakimdan sar-
fedilmis olan niimune icinde 0.01 gr. glucose bulunur. Bundan da % gr.
veya mg. miktara intikal edilir.

C) SUCROSE’UN INVERSIYONU

Prensip :

Sucrose, glucose ve fructose molekiillerinden yapilmig rediiktdr ozel-
ligi olmayan bir disaccharide’tir. Asidle hidrolizde glucose ve fructose’a
parcalanacagindan karigim rediiktor 6zellik kazanir ve polarize 1181 hidro-
lizden evvel saga cevirirken hidrolizi miiteakip sola cevirir.

Reaktifler :

1) Sucrose soliisyonu.

2) Konsantre sulfuric acid.
3) Satiire barium hydroxide.
4) Kalitatif Benedict reaktifi.

Teknik :

1) Sucrose soliisyonunun Benedict kalitatif testi ile rediiksiyon ve-
rip vermedigi kontrol edilecek.

2)Bir behere 25 ml. sucrose soliisyonu konur. Uzerine 5 damla kon-
santre sulfuric acid ilave edilir, bir dakika kaynatilir, sogutulur ve satiire
barium hydroxide ile notralize edilir. Siiziiliir ve siiziintiiniin yukaridaki
gibi Benedict kalitatif testi ile rediiksiyon verip vermedigi kontrol edilir.

3) Sucrose soliisyonunun cevirme derecesi hidrolizden evvel ve son-
ra polarimetre ile dlgiiliir.
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D) NISASTA iLE ILGILI DENEYLER
1) fTode Testi:

Reaktifler :

1) Diliie misasta soliisyonu.
2) Diliie iode soliisyonu.
3) Diliie alkali soliisyonu.
4) Alkol.

Teknik :

Bir tiipe 2 -3 ml. dilile msasta soliisyonu konur. Uzerine bir damla
diliie iode soliisyonu damlatilir ve mavi rengin tegekkiil ettigi goriiliir. Tii-
piin 1sitilmasi ile rengin kaybolduguna ve sogutunca da mavi rengin tek-
rar tegekkiil ettigine dikkat edilir.

Bu reaksiyonun husulii i¢in soliisyonun nétral veya asid reaksiyon-
da olmasi gerekir. Bu bakimdan ayni deney nigasta soliisyonuna alkali ve
digerinde de alkol ildve ederek tekrarlanmir ve iode soliisyonunun damla-
tilmas: ile alacag: renge dikkat edilir. Alkali ve alkol ildve edilmig her iki
deneyde rengin kaybolup kaybolmadigina dikkat edilir.

2) Nisasta Solisyonunun Rediktor Ozelligi
Gosterip Gostermediginin Kontrolii:

Yukarida bahsedilmis olan Benedict kalitatif testi tatbik edilir ve re-
diiksiyon verip vermedigi kaydedilir.

3) Nisastanin Asid ile Hidrolizi:

Bu deney ile nigastanin dextrin’ler kanali ile glucose’'a hidrolizi ve
muayyen zamanlarda tesekkiil etmig olan glucose’un Benedict titrasyon
metodu ile tayini yapilacaktir. Bu deney bildhara migastanin yapilacak
olan enzimatik hidrolizi ile mukayese edilebilir.

Reaktifler :

1) 4 N sodium hydroxide soliisyonu.
2) 4 N hydrochloric acid soliisyonu.
3) % 1 msasta:soliisyonu.

4) Diliie iode soliisyonu.
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5) % 5 alkol soliisyonu.
6) Kantitatif Benedict soliisyonu,

Teknik :

1) 400 ml. lik bir behere 200 ml. kadar su konur ve kaynar vaziyet-
te tutulur.

2) Bir port tiipe 8 tiip konur ve tiipler numaralamr. Her tiipe 1 ml.
4 N NaOH konur. A

3) Uzerinde godeler bulunan bir test levhasmin godelerine veya ma-
sanin fayans iizerine ayri ayr1 10 ar damla diliie iode soliisyonu damlati-
hir.

4) 80 ml. % 1 mgasta soliisyonu iizerine 8 ml. 4 N HCI ilave edilir,
kangtirilir ve hemen bu nigasta ve asid karigimindan 10 ar ml. bir pipet
ile cekilerek bagka bir port tiipe dizilmis ve numaralanmig olan 8 tiipe
aktarlir. Geri kalan nigasta karigimi da diger bir tiipe aktarilir ve bu tiip
igaretlenir. Biitiin tiipler kaynar suya daldirilir ve agizlar1 mantar tipa ile
hafifce kapatilir.

5) Tiipler sicak su banyosuna daldirildiklar1 zaman kaydedilir ve 5
ger dakika araliklarla igaretli tiipten 1 veya 2 damla msasta - asid karigimi
bir pipet ile gekilerek godelerinde iode soliisyonu bulunan iode test plagma
veya fayansa damlatilir. Her 5 ger dakikalk araliklar ile yapilan bu ame-
liyenin zaman ve neticeleri kaydedilir. Hidroliz olay1 achroodextrin safha-
sina eriginceye kadar iode testine devam edilir. Bu safhada igaretli tiip
banyodan ¢ikarilir ve iizerine bir kac¢ misli % 95 alkol ilave edilir. Nisasta
ve biiyiik molekiillii dextrin’ler hidrofilik kolloid vasfinda olduklarindan
alkol ile c¢okelirler.

6) Tiiplerin sicak su banyosuna daldirilmalarini miiteakip 15 ger
dakika araliklar ile igaretsiz tiiplerden birisi sicak su banyosindan g¢ika-
rilir ve hemen bir port tiipte 1 - 8 e kadar numaralanmig olan ve iclerinde
4 N NaOH bulunan tiiplerden 1 ci tiipe aktarilir. Alt iist ederek karigtiri-
Iir ve igerisinde buz bulunan bir behere daldirilarak sogutulur. Bu ame-
liyeye 8 ci tiipe aktarasiya kadar diger igaretsiz tiiplerde de aynen tekrar
edilir, Bu suretle alkali, asidi notralize ederek hidrolizi durdurur.

Her tiipteki karisimin rediiksiyon veren geker miktar:1 Benedict tit-
rasyon metodu ile tayin edilir. 1 den 8 ci tiipe dogru geker konsantrasyo-
nunun arttigina ve son iki tiipiin ayni seker kiymetini vermesi ile hidro-
lizin tamamlanmig olduguna dikkat edilir.

7) Glucose miktar: hesaplanir ve zamana gore isaretlenerek iode
testi neticeleri ile kargilagtirilir,
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E) BAZI AYIRICI TESTLER

1) Maya ile Fermentasyon :

Bu deney pratigin baslangicinda yapilacaktir. Her masa ayr1 yari so-
liisyonlar iizerinde birer deney yapacak ve neticeler bildhara okunacaktir.

Teknik :

Her masada bir kisi glucose, fructose, arabinose, lactose, sucrose ve
msasta soliisyonlarindan birisinin 20 ml. kadarim1 bir huniye koyup az
bir kisim maya ile iyice ezip karigtiracak ve karigimi bir saccharometreye
acik agzindan kapali kisminda hava habbesi kalmayacak tarzda doldu-
racak ve sicak bir yerde kendi haline birakacak. Fermentasyona ugrayan
geker hangisi ise 12 saat sonra alkolik fermentasyona ugramig ve dola-
yis1 ile meydana gelen CO. saccharometrenin kapali kisminda birikmis
olacaktir. Gaz tegekkiil etmemis ise o tiipteki sekerin fermentasyona ug-
ramadigin1 gosterir. Tegekkiil eden gazin CO: oldugu saccharometreye
2 - 3 ml. % 10 sodium hydroxide ilave edip parmakla acik agzi kapatilarak
alt iist edildiginde gazin ortadan kalkmas ile anlagilir.
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2) Osazone Teskil ederek Sekerlerin Birbi-
rinden Ayird Edilemesi:

idrar analizleri kismina alinmigtir.

3) Seliwanoff Testi (Resorcinol-HC1 Reaksi-
yonu):

Prensip :

Bu test ketose'larin tesbiti icin tatbik edilir. Ketose’larin resorcinol-
HC1 karigimindaki HC1 ile hydroxymethyfurfural’e cevrilmesi ve bunun
da resorcinol ile kondanse olarak kirmizi renk vermesi esasina dayanir.

Reaktif :
Seliwanoff reaktifi : 50 mg. resorcinol 70 ml. distile suda eritilir ve
iizerine 30 ml. konsantre hydrochloric acid ilave edilir,

Teknik :

Ayr1 ayri numaralanmig 4 ayr tiipe 0,5 ser ml. fructose, glucose, lac-
tose ve sucrose soliisyonu konur. Her tiipe 5 ser ml. Seliwanoff reaktifi
ilave edilir, karigtinlir ve kaynayan su banyosuna daldirilir, kaynatilir.
Kirmiz1 rengin hangi tiipte ve ne zaman goriildiigii kaydedilir.

Kaynatmaya 15 dakika devam edilir ve her 5 dakikada hangi tiipte
renk tesekkiil ettigi tesbit edilir.

Kaynamanin 20 - 30 cu saniyelerinde kirimiz: bir renk tegekkiil etme-
si o tiipteki soliisyon icinde ketose’'un mevcut oldugunu gosterir.

Kaynamanin uzatilmasi ile sucrose ihtiva eden tiipte de kirmizi bir
renk meydana gelebilir. Bu olay da sucrose’un asid ve 1sitma ile fructose’a
hidrolize oldugunu ve dolayis ile ketose reaksiyonu verdigini gosterir.

Kaynatma uzatilacak olursa glucose ihtiva eden tiipte de kirmiz1 bir
renk meydana gelebilir. Bunun sebebi de glucose’'un HCI in katalitik te-
siri ile fructose’a. doniigmesidir.

Not : Seliwanoff testinde hydrochloric acid konsantrasyonu 9% 12
den fazla olmamalidir. Miisbet reaksiyonda kirimizi renk ilk kaynama
aninda ve nihayet kaynamadan 20 - 30 saniye sonra tegekkiil etmelidir.
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4) Tauber Testi (Benzidine Reaksiyonu) :

Aldopentose’lar ortamda 0,05 mg. kadar dahi olsun bu test ile sabit
kiraz kirimizi bir renk verir. Ketopentose'lar bu teste cevap vermezler.

Reaktif :

Glacial acetic acid’deki % 4 benzidine soliisyonu,

Teknik :

3 tiip almir, numaralanir. Tiiplere sira ile benzidine soliisyonundan
0,5 ml. konur ve birer damla olmak iizere 1 ci tiipe arabinose, 2 ci tiipe
glucose ve 3 cii tiipe de gom arabik test soliisyonundan damlatilir. Tiipler
bir kac dakika kaynatilir ve bildhara derhal sogutulur. Pembe - Kirmizi
rengin goriilmesi pentose’'un mevcudiyetini gosterir,
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PROTEINLER ILE IiLGIiLiIi DENEYLER

A) PROTEINLERIN TERKIiBi iLE ALAKALI TEST

Kuru bir tiip alinir, icerisine bir miktar toz yumurta aki albumini
konur ve alevde 1sitilir. Bu esnada tiipiin agzina 1slatilmig kirmizi turnu-
sol kagidi ve ayrica kursun acetate ile 1slatilmig bir siizgeg kdgid tutulur.

Isitma esnasinda toz albuminin komiir haline gelmesi albuminin ya-
pisinda carbon bulundugunu, kirmizi turnusol kégidinin maviye dénmesi
ammoniac’in dolayis: ile de nitrcgen ve hydrogen bulundugunu ve kursun
acetate’ll siizgec kdgidinin siyah renk almasi da sulfur mevcudiyetini gos-
terir. Tilp ve yumurta albumini tozunun tamamen kuru olmasi halinde
tiipiin i¢ cidarindaki yashk da albuminin yapisinda hydrogen bulundugu-
nu gosterir.

Kikiirt Mevcudiyetini Gosteren Testler:

Reaktifler :

1) Kursun acetate soliisyonu.

2) Hydrochloric acid.

3) Glacial acetic acid.

4) Potassium hydroxide soliisyonu.
5) Yumurta albumini soliisyonu.

1) Bir tiipe esit hacimde potassium hydroxide ve yumurta albumini
soliisyonu konur. Uzerine 1 -2 damla kursun acetate soliisyonu damlati-
Iir, karigim kaynatihir. Soliisyon renginin esmerlesmesi cystine ve cysteine
kiikiirdiinii gosterir. Bundan sonra iizerine hydrochloric acid ilive edilir
ve soliisyondan intigsar edecek kokuya dikkat edilir.

2) Bir tiipe esit hacimde potassium hydroxide ve yumurta albumini
soliisyonu konur ve kaynatilir. Sogutulur. Glacial acetic acid ile asidlen-
dirilir. Uzerine 1 -2 damla kursun acetate damlatilir, Soliisyonun esmer-
lesmesi veya siyah renk almasi cystine veya cysteine kiikiirtiiniin mevcu-
diyetini gosterir.
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B) PROTEIN VE AMINO ACID’LERIN RENK REAKSIYONLARI

1) Millon Reaksiyonu:

Reaktifler :

1) Millon reaktifi : Isitma suretiile 1 ml. Hg alimr, 2 ml. konsant-
re nitric acid de eritilir ve bildhara iizerine hacminin iki misli su ilave
edilir. Bir ka¢ saat kendi haline terk edilir ve bilahara da siiziiliir.

2) Yumurta albumini soliisyonu : Yumurta aki 6 - 10 voliim su ile
karigtirihir, 1sitilir. Tegekkiil etmig olan ovomucin cokeleginin ayird edil-

mesi i¢in karigim bir tiilbentten sikilarak siiziiliir. Bildhara siiziintii tek-
rar filtre kdgidindan siiziiliir. Testte bu siiziintii kullanilir.

3) % 0,1 Phenol soliisyonu.

Teknik :

Bir tiipe 5 ml. yumurta albumini konur. Uzerine 3 -4 damla Millon
reaktifi damlatilir. Kangtirnlir ve alevde kaynayasiya kadar 1sitilir, Kuv-
vetli mineral asidlerle beyaz bir ¢tkelek halinde ¢okelen proteinler burada
kirmizi renge doniisiirler. Proteose ve pepton’lar ise kirmiz1 bir soliisyon
meydana getirirler.

Eger bu testte renk meydana gelmez ise 2 - 3 damla daha reaktif ila-
ve edilir ve tekrar isitilir. Daha fazla reaktif ilave edilmemelidir. Aksi
taktirde sar1 bir renk meydana gelir, Bu ise pozitif reaksiyon degildir.

TeTst % 1 phenol soliisyonu ile tekrarlamir ve 1sitilinca kirmizi ren-
gin tesekkiil edip etmedigi kontrol edilir.

Bu rekasiyon protein molekiiliinde hydroxyphenyl grubun (—C, Ha.
OH) mevcudiyeti ile aldkahdir. Tyrosine, phenol (carbolic acid), thymol
ve p-hydroxyphenyl pyruvie acid gibi fenolik bilesikler de bu reaksiyonu
verirler. Proteinlerin bu reaksiyonu vermesinin sebebi de proteinlerde
tyrosine gibi fenolik gruplar ihtiva eden amino acid’lerin mevcudiyetidir.

2) Xanthprotein Reaksiyonu:
Reaktifler :

1) Konsantre nitric acid.
2) % 0,1 phenol soliisyonu.
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3) Yumurta albumini soliisyonu.
4) 9% 33 sodium hydroxide soliisyonu.

Teknik :

Bir tiipe 2 -3 ml. yumurta albumini soliisyonu konur. Uzerine 1 ml.
konsantre nitric acid ilive edilir. Beyaz bir ¢okelek meydana gelir. Ka-
risim 1sitilir. Cékelek sariya doner ve dolayisi ile de karigim sar1 bir renk
alir. Soliisyon sogutulur ve iizerine dikkatle % 33 sodium hydroxide so-
liisyonundan ilave edildiginde sar1 rengin koyulagip portakal rengini alma-
s1 testin miisbet oldugunu gosterir.

Bu reaksiyon protein molekiiliinde phenyl (—Cs H;, benzene) grubu-
nun mevcudiyetine baghidir. Benzene, nitric acid ile muayyen nitro modifi-
kasyonlarina doniigerek bu rengi vermektedir.

3) Glyoxylic Acid Reaksiyonu (Hopkins
Cole Testi) :

Reaktifler :

1) Hopkins - Cole reaktifi : 1 litre satiire oxalic acid soliisyonuna
60 gr. sodium amalgam ildve edilir ve karigim gaz ¢ikmasi nihayete erin-
ceye kadar bekletilir. Siiziiliir ve iizerine 2 - 3 voliim distile su ilave edilir.

2) Konsantre sulfuric acid.

3) Yumurta albumini soliisyonu.

Teknik :

Bir tiipe 2-3 ml. yumurta albumini soliisyonu ve esit miktarda glyoxylic
acid (CHO. COOH -- H:0) soliisyonu (Hopkins - Cole reaktifi) konur, ka-
rigtirilir. Tiip egilerek kenarindan yavasca 5-6 ml. konsantre sulfuric
acid, protein soliisyonu ile bir tabaka tegkil edecek gekilde tabakalandiri-
lir. 1ki tabaka arasinda kirmiz - menekse bir renk meydana gelmesi testin
miisbet oldugunu gosterir. Eger renk hemen tegekkiil etmez ise bir kac
dakika beklenir ve iki tabakanin birbirine daha iyi temas etmesi igin
tiip hafifce sallamir. Eger sallama hizli olursa iki siv1 birbirine karigir. O
zaman da bu karigimin menekse renginde olmas: testin miisbet oldugunu
gosterir.
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Bu renk tryptophan grubunun mevcudiyetine baghdir. Nitrate'lar,
chlorate’lar, nitrite’ler ve fazla chloride’ler reaksiyonun husuliine mani
olurlar. Fakat eser derecedeki bakir sulfate hassasiyeti arttirir.

4) Biuret Testi:

Reaktifler :

1) 9% 0,5 bakir sulfate soliisyonu.
2) % 10 sodium hydroxide soliisyonu,
3) Yumurta albumini soliisyonu.

Teknik :

Bir tiipe 2-3 ml. yumurta albumini soliisyonu konur. Uzerine esit
miktarda % 10 sodium hydroxide soliisyonu ildve edilir. Karigtirihir. Bi-
lahara iizerine damla damla ve her damlada karistirmak sureti ile pem-
bemsi - menekse renk meydana gelesiye kadar % 0,5 bakir sulfate soliis-
yonu ilave edilir. Karigima fazla bakir sulfate ilive etmemelidir. Aksi hal-
de menekse renk, tesekkiil edecek olan bakir hydroxide mavi ¢okelegi ile
goriilmeyebilir.

Biuret testini birbirine direkt olarak veyahutta yaliniz nitrogen ve-
ya carbon atomu ile baglanmig olan carbamyl (—CONH-:) gruplar: ihtiva
eden maddeler verirler. Ayrica haddi zatinda protein olmamakla beraber
biuret testinin husuliine sebebiyet veren liizumlu gruplarn ihtiva etmekte
olan - COHN: grubu yerine - CSNH:, - C (NH) NH: veya CH. NH: grup-
lar1 ihtiva eden madeler de bu testi verirler. Asagiya bunlara ait bir mi-
sl verilmigtir.

CONH
| 2
CIZONH2 TH
CONH2 CONH2
Oxamide Biuret

Test ismini iirenin 180 C° da isitilmas: ile doniigtiigii biuret’den al-
migtir. Proteinlerin pozitif reaksiyon vermelerinin sebebi molekiillerinde
O H

I
— C—N— gruplarim ihtiva etmeleridir.
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5) Ninhydrin (Triketohydrindene hydrate)
reaksiyonu:

Reaktifler :
1) pH s1 5-7 arasinda diliie protein soliisyonu.
2) % 0,1 triketohydrindene hydrate (C. H.. (CO);. H.0)soliisyonu.

Teknik :

Bir tiipe 5 ml. diliile protein soliisyonu (pH s1 5 - 7 arasinda) ko-
nur. Uzerine 0,5 ml. % 0,1 triketohydrindene hydrate soliisyonu ilave edi-
lir, Kaynayasiya kadar 1 -2 dakika kadar isitilir. Sogumaga terk edilir.
Mavi rengin meydana gelmesi testin pozitif oldugunu gosterir.

Proteinler, peptone’lar, peptide’ler, amino acid’ler, ammoniac dahil
diger primer amine’ler miisbet reaksiyon verirler.

Amino acid’ler ninhydrin ile reaksiyona girince CO., ammoniac ve
umumiyet ile de aldehyde verdiginden bu reaksiyon, renk degisikligi, te-
gekkiil eden ammoniac’in tayini veya CO: nin 6lciilmesi yollar:1 ile amino
acid’lerin kantitatif tayininde kullanilir.

NH:
|
R-C-COOH — R-C = O + NH; + CO:

| |
H H

C) PROTEINLERIN IZOELEKTRIK NOKTALARI

Reaktifler :

1) 0,01 N acetic acid soliisyonu.
2) 0,1 N acetic acid soliisyonu.
3) % 95 lik alkol.

Teknik :

Bu deneyde protein olarak yumurta aki kullanilacaktir. Bir port tii-
pe 7 tiip siralanir ve asagidaki semada gosterildigi tarzda hazirlanir.
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Tiip Numaralar: 1 2 3 4 5 6 7
Distile su ml 8,38 | 7,75 | 8,75 8,5 8 1 5
0,01 N acetic acid ml. | 0,62 :,?5 — -] - ~7_ 7 —
0,1 N acetic acid ml — — 0,25 0,5 1 2 4

Tiipler iyice karigtirihir. Her tiipe 3 damla yumurta aki ildve edilir

ve hemen karngtiriir. Bulanmiklik goriilen tiip kaydedilir. Bu proteinler
kendi izoelektrik noktalarinda da olsalar suda solubldirler. Fakat bu nok-
tada ortama alkol gibi bazi presipitan ajanlarin ilavesi ile kolaylikla pre-
sipite olurlar, Bu bakimdan her tiipe 5 ml. % 95 alkol ilave edilir, hemen
karigtinilir ve kendi haline birakilir. Presipitasyon goriilen tiipiin pH s1
pH kégidi ile tayin edilir. Yumurta akinda 1 den fazla protein bulundugu
dikkate alinarak neticeler agagidaki cetvel ile kargilagtirilir.
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Not : Yumurta aki albumininin pH s1 4,55 - 4,90 dir,
Baz1 proteinlerin izoelektrik noktalar:

Protein ~ pH
Ovalbumin 4,55-4,90
Serum albumin 4,88
Serum globulin (at) 5,5
Gelatin 4,80-4,85
Casein 4,55 a
Protamine’ler 12,0-12 4
Insulin 5,30-5,35
Hemoglobin (rediiklenmis) 6,79-6,83
Hemoglobin (oksitlenmis) 6.7




LIiPIDLER ILE IiLGIiLI DENEYLER

A) YAG SOLVENTLERI

Bu pratikte zeytin yaginin su, diliie asid ve alkali, sicak alkol, soguk
alkol ve ether’deki solubilitelerine bakilacak ve hangisinin yaglar i¢in en
iyi solvent oldugu kaydedilecektir.

B) YAGLARIN EMULSIYONU

a) Bir tiipe 1 damla nétral zeytin yag1 ve iizerine de az bir miktar
distile su konur. Tiip calkalanir. Yag kiiciik parcalara ayrilarak emiilsiyon
tegkil eder ise de bu devamli bir emiilsiyon degildir. Bir miiddet sonra
yag damlalari sudan ayrilarak tiipiin sathinda toplamirlar.

b) Bir tiipe 1 damla nétral zeytin yag1 ve iizerine bir miktar safra
tuzu soliisyonu konur, calkalanir. Meydana gelen emiilsiyonun devamh
olup olmadigina dikkat edilir.

Notral zeytin yagmin hazirlanmas: : Zeytin yag1 % 10 sodium car-
bonate ile calkalanir. Karigim ether ile ekstrakte edilir. Ether ucurulur.
Kalan noétral zeytin yagidir,

C) CESITLI YAGLARIN ANSATURASYON DERECELERININ
TETKIKI

Reaktifler :

1) Chloroform.

2) 1lode soliisyonu.

3) Pamuk tohumu yagi.
4) Keten tohumu yag.
5) Sigir don yag.

Teknik :

Bir port tiipe 4 tiip siralanir. Her tiipe 5 ml. chloroform konur. 2. ci
tiipe 20 damla pamuk tohumu yag, 3. cii tiipe 20 damla keten tohumu
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yag1 ve 4. cii tiipe de mercimek biiyiikliigiinde sigir don yag1 konur. 1yice
kangtirilir. 2. ci tiipe agik menekse renk alasiya kadar ve her damlada
calkalamak ve rengi kontrol etmek sureti ile iode soliisyonu damlatilir ve
acitk menekse rengin kac damlada meydana geldigi kaydedilir. Diger ii¢
tiipe de o kadar damla iode soliisyonu damlatilir, karigtirihir ve alacag:
renk kaydedilir. Bu duruma goére hangi lipidin iode’'u absorbe ettigi bulu-
nur.

Bildhara sira ile her tiipe 1 inci tiipteki karigimin ayni rengini alasi-
ya kadar iode soliisyonu damlatilir ve her tiiplin ka¢ damlada 1 inci tiip-
le ayni rengi aldig1 tesbit edilir.

D) CHOLESTEROL

a) Liebermann-Burchard Testi:

Reaktifler :

1) Chloroform.

2) Acetic anhydride.

3) Konsantre sulfuric acid.
4) Cholesterol. ’
5) Lanolin.

6) Sigir don yagu.

Teknik :

Bir kuru tiipe bir kag kristal cholesterol konur, Uzerine 2 ml. chloro-
form ildve edilerek eritilir. Uzerine 10 damla acetic anhydride ve 1-3
damla konsantre sulfuric acid damlatilir, karigtirilir. Karigim evveld kir-
mizi, bildhara da mavi ve nihayet yesil bir renk alir.

Test chloroform yerine iiziim cekirdegi biiyiikliigiinde lanolin ve sigir
don yag1 kullanilarak tekrar edilir ve neticeler kaydedilir.

b) Salkowski Testi:

Reaktifler :

1) Chloroform.
2) Konsantre sulfuric acid,
3) Cholesterol.




Teknik :

Bir tiipe bir kag kristal cholesterol konur ve iizerine 1 -2 ml. kadar
chloroform ilave edilir. Eritilir. Uzerine esit miktarda konsantre sulfuric
acid ilave edilir. Rengin mavimtrak - kirmizidan kiraz kirmizisi1 ve menek-
ge olmasi cholesterol mevcudiyetini gosterir.

E) LECITHIN

Reaktifler :
1) Chloroform.
2) Acetone.

3) Asid molybdate soliisyonu : 100 ml. lik bir balona 30 ml. 10 N
sulfuric acid, 20 ml. % 12,5 ammonium molybdate konur ve distile su ile
100 ml. ye tamamlanir.

4) Aminonaphthol sulphonic acid reaktifi : 100 ml. lik bir balona
% 15 sodium sulfite’den 2,5 ml. ve 250 mg. 1-amino-2-naphthol-4-sulpho-
nic acid konur. Eriyinceye kadar karigtirilir. Kahve rengi sisede saklanir.
Bu soliisyon iki hafta dayanir,

Teknik :

Bir tiipe iiziim cekirdegi biiyiikliigiinde lecithin konur. Uzerine 2 -3
ml. kadar chloroform ildve edilir, eritilir. Uzerine takriben iki voliim
acetone katilir. Husule gelecek presipitasyona dikkat edilir. Lecithin di-
ger ekseri lipid'lerden bu test ile tefrik edilir.

Bir tiipe ufak bir miktar lecithin konur ve iizerine 2 ml. distile su
ilave edilir. Bir tel ile karigtirihr. Lecithin’in suda eridigine dikkat edilir.
Muhteviyat bir biinzen bekinde kurutulur ve yakilir. Sogutulur. Uzerine
2 -3 ml. su ilave edilir, kaynatilir, sogutulur ve siiziiliir. Siiziintiide agag:-
daki gekilde phosphor aranir.

Siiziintilye 2 ml. asid molybdate soliisyonu ve 2 ml. aminonaphthol
sulphonic acid reaktifi ilave edilir, karistirihr ve 5 dakika kendi haline bi-
rakilir. Mavi bir rengin husulii phosphate’larin mevcudiyetini gosterir.
Rengin koyulugu phosphate konsantrasyonu ile orantihdir.




ENZIiMLER ILE IiLGIiLI DENEYLER

A) NISASTANIN TUKURUK AMYLASE'I iLE DIJESYONU

Reaktifler :

1) % 1 amidon soluble soliisyonu.

2) Phosphate tampon soliisyonu, pH 7.
3) Diliie iode soliisyonu.

4) Fehling reaktifi.

Teknik :

iki tiip alinir ve numaralanmir. Her iki tiipe % 1 nisasta soliisyonun-
dan 1 ml. ve 1 ml. de phosphate tampon soliisyonundan konur. Bu arada
masadaki fayans veya godeli fayans test plag: iizerine iki sira halinde
birer damla diliie iode soliisyonundan konur.

Ayrica bir tiipe bir miktar tiikiiriik konur. Tiipiin yarisina kadar
distile su konarak karigtirmak sureti ile diliie edilir. Yaris1 bagka bir tiipe
aktarilir. Tiiplerden birisi iyice kaynatihir. Bu ameliye ile tiikiiriikteki
amylase inaktive edilmig olur. Diliie tiikiiriik ihtiva eden diger tiip kay-
natilmayacaktir.

Nisasta ve tampon soliisyon ihtiva eden tiiplerden birincisine kayna-
tilmamisg olan tiikiiriik soliisyonundan 1 ml. ve ikincisine de kaynatilmig
tiikiiriik soliisyonundan 1 ml. konur, karigtirihir.

Birer dakika araliklar ile bu karisgimdan 1 er damla alinarak evvelce
fayans iizerine iki sira halinde damlatilmig olan iode soliisyonu iizerine
damlatilir. 1. ci tiipten alinanlar iist siradaki, 2. ci tiipten alinanlar da alt
siradaki iode damlalan iizerine damlatilir ve alacaklar1 renklere dikkat
edilir. .

tkinci tiipten alinan karigim iode ile mavi renk verdigi halde 1. ci tiip-
ten alinan damlalar iode ile 6nce pembe, kirmizi (dextrin’ler) renk verir.
Bir kac dakika sonra da tamamen renksiz kalir (maltose).

Bu deneyleri miiteakip 1 ve 2. ci tiiplere 7-8 damla Fehling reaktifi
koyarak rediiksiyon verip vermedigi kontrol edilir. 1. ci tiipte bu dijesyon
neticesi maltose tesekkiil edeceginden bu tiipteki muteva rediiksiyon ve-
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recek, 2. ci tiipte ise enzim inaktive edilmis oldugundan msgasta hidroliz
edilmemis olacak ve dolayisi ile de rediiksiyon vermeyecektir.

B) ENZIM AKTIVITESI UZERINE BAZI FAKTORLERIN TESIRI

1 —Anion’larin aktivite iizerine tesiri:

Bilindigi gibi amylase dijestif tesir bakimindan chloride gibi baz1 mu-
ayyen anion’larin mevcudiyetine ihtiyac goOsterir. Asagidaki deneyde
NaCl in amylase iizerine hizlandiric1 tesiri tetkik edilecektir.

Reaktifler :

1) % 1 Nisasta soliisyonu,
2) % 0,1 NaCl soliisyonu.
3) Pancreatin soliisyonu.

4) Cok diliie iode soliisyonu.

Teknik :

iki adet ufak behere 2 ml. % 1 nigasta soliisyonu konur. 1. ci behere
2 ml. distile su, 2. ci behere de 2 ml. 9% 0,1 NaCl soliisyonu ilave edilir. Bi-
lahara her iki behere 2 ml. pancreatin soliisyonu ilave edilir ve karigtiri-
lir. Takriben ikiger dakikalik fasilalar ile her iki beherden ayr1 ayr1 birer
damla alinir ve fayans iizerine daha evvelden damlatilmig olan 5 damla
cok diliie iode soliisyonu iizerine damlatilir. NaCl ilave edilmis beherdeki
nigasta soliisyonunun daha cabuk dijeste edilmig olduguna dikkat edilir.

2) pH ve 1s1nin tesiri ve 1s1 ile inakti-
vasyonu:

a) Fibrin'e asid ve alkali ortamda pepsin’in tesiri :

Reaktifler :

1) N/50 hydrochloric acid soliisyonu.

2) N/50 sodium carbonate soliisyonu,

3) % 0,5 gr. ik pepsin soliisyonu.

4) Kaynatilmis pepsin soliisyonu : 9% 0,5 lik pepsin soliisyonunun
bir kismimin kaynatilmasi ile elde edilir.

5) % 0,5 gr. hk bakir sulfate soliisyonu.

6) % 10 sodium hydroxide soliisyonu.




RUTIN IDRAR ANALIZ METODLARI

Bobrek fonksiyonlar: asagidaki sekilde Ozetlenebilir.

1) Uzviyetten fazla suyun eliminasyonu ve bu suretle de viicut si-
visi ile plazma voliimiiniin regiilasyonu.

2) TUre (urea) ve creatinine gibi metabolizma artiklarinin eliminas-
yonu.

3) 1ilaclar gibi yabanci maddelerin eliminasyonu.
4) Proteinler, amino acid’ler, glucose, vitaminler, hormonlar v.s.
gibi normal uzviyet fonksiyonu i¢in liizumlu maddelerin tutulmasi.

5) Serumda potassium, calcium, phosphor ve magnesium’un optimal
konsantrasyonlarini muhafaza ederek elektrolit balasinin regiilasyonu
(esikli maddelerin 1trahi) ile uzviyet sivilarinin ozmotik basincinin regii-
lasyonu.

6) Ammoniac tesekkiilii, serbest asidlerin sekresyonu, hydrogen ion
miibadelesi ve bicarbonate, alkaline phosphate reabsorpsiyonu ile acid-base
balasinin muhafazasi.

Bobreklerde idrar tesekkiilii ve yukarida yazilmig olan fonksiyonla-
rin yapilmasi nephron denilen ve semas1 sahife 35’e konulmus olan iinit-
lerle yapilir. Her iki bobrekte bir milyondan fazla nephron vardir. Nor-
malde bunlarin ancak bir kismi faaldir. % 60 - 751 liizumu halinde faali-
yete gececek sekildedir. Bobrek faaliyet derecesine gore vazife goren
nephron sayisi degisir. Bu bakimdan bobrek fonksiyonunun bozulmas i¢in
bobrekteki leziyonun ¢ok genig olmasi veyahut bagka bir deyimle bu lezi-
yonun bobrek dokusunun 2/3 inden fazla olmas: gerekir.

Nephron, glomerulus (renal corpuscle, Malpighi cisimleri) ve renal
tubulus olmak iizere iki kisimdan ibarettir. idrar tesekkiiliiniin baslangic
yeri olan glomerulus, aortadan ayrilan arteria renalis’in miiteaddit kolla-
rindan birisi olan afferent arteriol'iin tubulus'un kapal iist ucuna bir ka-
piller yumak haline girmesi ile meydana gelir. Bu kapiller yumaktan ci-
kan kan damarina da efferent arteriol denir. Efferent arteriol’iin ¢cap1 af-
ferent arteriole nazaran daha dardir. Bu kapiller yumak tubulusun kapali
iist ucuna o sekilde girer ki boru halinde olan tubulusun c¢oken bu kismi
(visseral yaprak) biitiin kapillerlerin duvarlarini ayr1 ayri érter. Tubulu-
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recek, 2. ci tiipte ise enzim inaktive edilmis oldugundan msasta hidroliz
edilmemis olacak ve dolayisi ile de rediiksiyon vermeyecektir.

B) ENZIM AKTIVITESI UZERINE BAZI FAKTORLERIN TESIRI

1 —Anion’larin aktivite iizerine tesiri:

Bilindigi gibi amylase dijestif tesir bakimindan chloride gibi bazi mu-
ayyen anion’larin mevcudiyetine ihtiyac gosterir. Asagidaki deneyde
NaCl in amylase iizerine hizlandiric: tesiri tetkik edilecektir.

Reaktifler :

1) % 1 Nisasta soliisyonu,
2) % 0,1 NaCl soliisyonu.
3) Pancreatin soliisyonu.

4) Cok diliie iode soliisyonu.

Teknik :

iki adet ufak behere 2 ml. % 1 nigasta soliisyonu konur. 1. ci behere
2 ml. distile su, 2. ci behere de 2 ml. % 0,1 NaCl soliisyonu ilave edilir. Bi-
lahara her iki behere 2 ml. pancreatin soliisyonu ilave edilir ve karigtiri-
lir. Takriben ikiger dakikalik fasilalar ile her iki beherden ayr ayr1 birer
damla alinir ve fayans iizerine daha evvelden damlatilmig olan 5 damla
cok diliie iode soliisyonu iizerine damlatilir. NaCl ilave edilmis beherdeki
nigasta soliisyonunun daha cabuk dijeste edilmis olduguna dikkat edilir.

2) pH ve 1s1n1in tesiri ve 181 ile inakti-
vasyonu:

a) Fibrin’e asid ve alkali ortamda pepsin’in tesiri :

Reaktifler :

1) N/50 hydrochloric acid soliisyonu.

2) N/50 sodium carbonate soliisyonu.

3) % 0,5 gr. ik pepsin soliisyonu.

4) Kaynatilmis pepsin soliisyonu : % 0,5 lik pepsin soliisyonunun
bir kisminin kaynatilmas ile elde edilir.

5) % 0,5 gr. ik bakr sulfate soliisyonu.

6) % 10 sodium hydroxide soliisyonu.




%) Fibrin : 2 litrelik bir sisenin icine 15 adet kadar cam boncuk ko-
nup mezbahada kesilen hayvan kam ile doldurulur. Iyice calkalanir. Kan,
laboratuvarda iyice yikanir ve sikilir. Elde edilen fibrin bir gigseye konur.
Bir miiddet suda birakilarak yikanir. Bilahara gige distile su ile dolduru-
lur. icine 5 damla chloroform konarak buz dolabinda saklanir.

Teknik :

Bir port tiipe 4 adet tiip konur ve numaralanir. Biitiin tiiplere bir ¢a-
k1 ucu kadar fibrin konur.

1. ci tiipe 4 ml.N/50 HCI soliisyonundan (takriben pH 1-2) ve 0,5 ml.
pepsin soliisyonundan konur.

2. ci tiipe 4 ml. N/50 HCI soliisyonundan ve 0,5 ml. kaynatilmis pep-
sin soliisyonundan konur.

3. cii tiipe 4 ml. N/50 sodium carbonate (takriben pH 9) soliisyonun-
dan ve 0,5 ml. pepsin soliisyonundan konur.

4. cii tiipe 4 ml. N/50 sodium carbonate soliisyonundan ve 0,5 ml.
kaynatilmis pepsin soliisyonundan konur.

Tiip No. lar: 1 2 3 4
Fibrin + + + +
N/50 HCl ml. LY 4 —_— —
N/b560 sodium carbonate ml. — — 4 4
Pepsin ml. 0,5 — 0,5 —
Kaynatilmis pepsin ml. _ 0,6 —- 0,5

Tiipler port tiip ile birlikte 37 C° lik etiivde yarim saat birakilir. (Oda
derecesinde ise 45 dakika). Miiddetin sonunda tiipler digar1 alinarak tet-
kik edilirler.

Pepsin ihtiva eden ve pH s1 1-2 olan birinci tiipte fibrin erimigtir. Bi-
lindigi gibi pepsin, fibrin’e asid ortamda tesir eder ve fibrindeki peptid
baglarinin bir kismin1 parcalar. Pepsinin tesiri iki taraftaki amino acid
lerin cinsine baghdir ve bu parcalanis muayyen yerlerden olmaktadir.
Fibrin’in ufak molekiillere parcalanmas: ile de bu ufak molekiiller suda
erirler. Bu suretle de fibrin suda erimedigi halde bu ameliye sonucu eri-
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mig hale ge¢mis olur. Dolaysi ile de fibrin 1 ci tiipte dijeste edilerek kay-
bolmusg olur,

ikinci tiipte ortam asid olmakla beraber pepsin kaynatilmig oldugun-
dan aktivitesini kaybetmigtir ve dolayisi ile de fibrin bu tiipte dijeste ol-
maz, ortadan kaybolmaz. Yaliniz asid ortamda fibri’nin sistigi goriiliir.

Uciineii tiip aktif pepsin ihtiva etmesine ragmen ortam alkali oldu-
gundan fibrin dijeste olmamigtir ve dolayis: ile de koydugumuz gibi dur-
maktadir.

Dérdiincii tiipte fibrin oldugu gibi kalmigtir. Ciinkii hem ortam alka-
lidir ve hem de pepsin kaynatilarak inaktive edilmistir.

* Su halde fibrin, pepsin tesiri ile asid ortamda parcalanmaktadir. Ak-
tif pepsin ihtiva etmeyen 2. ci tiipte parcalanma olmamigtir. Yalimz fib-
rin asid tesiri ile gigmisgtir.

a) Biitiin tiiplere biuret reaksiyonunun tatbiki :

Biitiin tiipler hafifce calkalanir ve erimeyen kisimlar alinmamak sar-
t1 ile her tiip muhteviyat1 numaralanmis bagka tiiplere aktariir. Her tii-
pe ayr1 ayr1 muhteviyatinin takriben yarisi kadar % 10 sodium hydroxide
ilave edilir ve iizerine 5 damla % 0,5 bakir sulfate soliisyonundan damla-
tilir. Pembe - menekse rengin hangi tiipte meydana gelecegine dikkat edi-
lir.

1. ci tiipte pembe - menekse rengin goriilmesi, digerlerinde goriilme-
mesi 1. ci tiipte fibrin’in tripeptide’lere kadar parcalandigim gosterir.




HYDROGEN ION KONSANTRASYONU
ILE ILGILI DENEYLER

A) BIR ACID SOLUSYONUNUN BILINMEYEN pH SININ TAYINI

Reaktifler :

1) 0,1 N hydrochloric acid soliisyonu.
2) 0,1 N acetic acid soliisyonu.

3) Topfer indikatérii : 100 ml. % 95 alkolde 0,5 gr. para-dimethyla-
minoazobenzol'iin eritilmesi ile hazirlanir. pH hududu 2,9 - 4,0 dur.

Teknik :

a) Bu deneyde kullanilacak olan 0,1; 0.01; 0,001; 0,0001; 0,00001
ve 0,000001 N HCI soliisyonlar1 agagidaki sekilde hazirlanir.

0,1 N HCl den 100 ml. (veya 5 ml.) alinir ve 1000 ml. (veya 50 ml.) ye
distile su ile tamamlanir ise 0,01 N HCI elde edilir.

0,01 N HCl den 100 ml. (veya 5 ml.) alinir ve 1000 ml. (veya 50 ml.)
ye distile su ile tamamlanir ise 0,001 N HCI elde edilir.

0,001 N HCl den 100 ml. (veya 5 ml.) alinir ve 1000 ml. (veya 50 ml.)
ye distile su ile tamamlanir ise 0,0001 N HCI elde edilir.

0,0001 N HCI den 100 ml. (veya 5 ml.) alinir ve 1000 ml. (veya 50 ml.)
ye distile su ile tamamlanir ise 0,00001 N HCI elde edilir.

0,00001 N HCIl den 100 ml. (veya 5 ml.) almir ve 1000 ml. (veya
50 ml.) ye distile su ile tamamlanir ise 0,000001 N HCI elde edilir.

Bu muhtelif normalitedeki HCI soliisyonlarindan sira ile 1 er ml. ali-
narak ayri ayn tiiplere konur ve normaliteleri tiiplerin iizerine yazilir.
Her tiip distile su ile 10 ml. ye tamamlanir. Iyice karistirihr,

Bir port tiipe 6 tiip konur ve numaralanir. 1. ci tiipe distile su ile 10
ml. ye diliie edilmis olan 0,1 N HCI, 2. ci tiipe 0,01 N HCI, 3. cii tiipe 0,001
N HCI, 4. cii tiipe 0,0001 N HCI, 5. ci tiipe 0,00001 N HCI ve 6. c1 tiipe de
0,000001 N HClden 2 ser ml. konur, karigtirilir,
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Her tiipteki soliisyonun pH s1 hesabedilir ve her tiipiin pH s1 iizerine
yazilir. (pH lar 1, 2, 3, 4, 5, 6).

Her tiipe 2 ger damla Topfer indikatoriinden damlatihir ve tiiplerin
pH sina gore alacagi renk kaydedilir.

b) 0,1 N acetic acid’den 2 ml. alinir, iizerine 2 damla Topfer indika-
torii damlatilir. Alacag: rengin port tiipteki pH s1 tayin edilmig tiiplerden
hangisi ile ayni oldugu bulunarak 0,1 N acetic acid’in takribi pH s1 tayin
edilmig olur.

B) BIR SOLUSYONUN pH METRE iLE pH SININ TAYiNi VE
ISTENIiLEN pH YA AYARLANMASI

Bu maksatla zeromatik pH metre-gibi bir pH -metre kullamlacaktir.
Zeromatik pH metrenin calistirilmasi agagiya cikariimistir,

ZEROMATIC pH METRENIN CALISTIRILMASI :
Standardizasyon :

1 — STANDBY diigmesine basilir.

2 — Elektrik fisi yerine takilir.

3 — Ismmmasi icin 2 dakika beklenir.

4 — Elektrodlar tampon soliisyonuna batirilir.

5 — Is1 diigmesi tampon soliisyonunun 1sisina gore ayarlanir.

6 — MAN diigmesine basilir.

7 — READ diigmesine basilir ve bdylece alet tampon soliisyonunun
pH sima gore ayarlanmig olur.

pH Olciilmesi :

pH nin oOlgiilmesi icin yukaridaki Standardizasyondan sonra

1 — STANDBY diigmesine basilir.

2 — Elektrodlar distile su ile yikanir.

3 — Elektrodlar pH s1 6lgiilecek soliisyona batirilir,

4 — Soliisyonun 1si1sina gore temperatiir diigmesi ayarlanir.
5 — READ diigmesine basilir ve pH skalada okunur.

Bu sekilde meghul bir soliisyonun pH s1 tayin edilecek ve ayrica her
hangi bir soliisyonun pH s1 bu alet ile igerisine azar azar asid veya alkali
ilave ederek istenilen pH ya ayarlanacaktir. Sahife 32 ye Zeromatik pH
metrenin bir resmi konulmustur.
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C) SUT GiBi UZVIYET SIVILARININ TAMPON
TESIRININ TETKIKI

Reaktifler :

1) 0,1 N hydrochloric acid soliisyonu.
2) 0,1 N sodium hydroxide soliisyonu.

Teknik :
iki adet tiip alimir ve iglerine 5 ger ml. distile su konur. Tiiplerdeki
distile suyun pH s1 pH kagidi (hydrion indikator kagidi) ile tayin edilir.

1. ci tiipe 1 damla 0,1 N HCI damlatilir. Iyice karigtinhir ve yine pH
s1 pH kidgid: ile tayin edilir.

Diger tiipe de 1 damla 0,1 N NaOH damlatilir, iyice karigtirildiktan
sonra yine pH kagidi ile pH s1tayin edilir. Bir damla 0,1 N asid veya al-
kalinin bile distile suyun pH sini1 degistirmege kafi geldigine dikkat edilir.

iki ayn tiipe 5 ser ml. siit konur ve pH kagid: ile pH s1 tayin edilir.
1. ci tilpe damla damla 0,1 N HCl damlatihr. Her damlatigta tiip iyice
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calkalanir ve pH s1 tayin edilir. Ilk tayin edilen pH nin degismesine kadar
damlatmaga devam edilir ve kac damla sonra pH nin degistigi tesbit edi-
lir. Diger tiipteki siit iizerine de 0,1 N NaOH damlatilarak deney tekrar-
lanir.

Bu deneylerle distile suyun pH s1 bir damla alkali veya asid ile degig-
tigi halde siit gibi uzviyet sivilarinin tampon tesiri ile pH sinin kolayca
degistirilemedigi ve daha fazla asid veya alkaliye ihtiyac¢ gosterdigi tesbit
edilmig olur.
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RUTIN IDRAR ANALIZ METODLARI

Bobrek fonksiyonlar: agagidaki gekilde ozetlenebilir.

1) TUzviyetten fazla suyun eliminasyonu ve bu suretle de viicut si-
visi ile plazma voliimiiniin regiilasyonu.

2) Ure (urea) ve creatinine gibi metabolizma artiklarinin eliminas-
yonu.

3) 1laclar gibi yabanci maddelerin eliminasyonu.
4) Proteinler, amino acid’ler, glucose, vitaminler, hormonlar v.s.
gibi normal uzviyet fonksiyonu ig¢in liizumlu maddelerin tutulmasi.

5) Serumda potassium, calcium, phosphor ve magnesium’un optimal
konsantrasyonlarini muhafaza ederek elektrolit balasinin regiilasyonu
(esikli maddelerin 1trahi) ile uzviyet sivilarinin ozmotik basincinin regii-
lasyonu.

6) Ammoniac tesekkiilii, serbest asidlerin sekresyonu, hydrogen ion
miibadelesi ve bicarbonate, alkaline phosphate reabsorpsiyonu ile acid-base
balasinin muhafazasi.

Bobreklerde idrar tesekkiilii ve yukarida yazilmig olan fonksiyonla-
rin yapilmasi nephron denilen ve semas: sahife 35’'e konulmus olan iinit-
lerle yapilir. Her iki bobrekte bir milyondan fazla nephron vardir. Nor-
malde bunlarin ancak bir kismi faaldir. % 60 - 751 liizumu halinde faali-
yete gececek sgekildedir. Bobrek faaliyet derecesine gore vazife goren
nephron sayisi degisir. Bu bakimdan bobrek fonksiyonunun bozulmasi i¢in
bGbrekteki leziyonun ¢ok genis olmasi veyahut baska bir deyimle bu lezi-
yonun bobrek dokusunun 2/3 inden fazla olmasi gerekir.

Nephron, glomerulus (renal corpuscle, Malpighi cisimleri) ve renal
tubulus olmak iizere iki kisimdan ibarettir. idrar tesekkiiliiniin baglangic
yeri olan glomerulus, aortadan ayrilan arteria renalis’in miiteaddit kolla-
rindan birisi olan afferent arteriol’iin tubulus’'un kapal iist ucuna bir ka-
piller yumak haline girmesi ile meydana gelir. Bu kapiller yumaktan ¢i-
kan kan damarina da efferent arteriol denir. Efferent arteriol’iin cap1 af-
ferent arteriole nazaran daha dardir. Bu kapiller yumak tubulusun kapali
iist ucuna o sekilde girer ki boru halinde olan tubulusun ¢tken bu kismi
(visseral yaprak) biitiin kapillerlerin duvarlarimi ayr1 ayr1 orter. Tubulu-
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Nephron
A) Glomerulus. B) Proximal tubulus (tubulus contortus I).
C) Henle borusu. D) Distal tubulus (tubulus contortus II).
E) Toplayicr boru.

sun diger yaprag: (parietal yaprak) ise biitiin kapiller yumagini ikinci bir
zar seklinde sarar. Buna Bowman kapsiilii de denir. Bu iki tabaka ara-
sinda kalan bosgluga da Bawman boslugu denir. Glomerulus’dan cikan
efferent arteriol tubuluslara dagilir. Bu suretle tubulus’lar esas itibari ile
evvela glomerulus’dan gecen arteria ile kanlanirlar. Bilahara efferent ar-
terioller bir birleri ile birlegerek renal vena'ya akarlar,

Renal tubulus esas itibari ile ii¢ kisimdan miitesekkildir. Glomerulus’u
takip eden ve glomerulus yaninda kivrimlar yapan kisma (B) proximal
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tubulus veya tubulus contortus I denir. Bu tubulus, pelvis renalis’e dogru
oldukca dik bir gekilde indikten sonra birdenbire geriye donerek bir kulp
geklini alir. Tubulus’un bu kismina (C) Henle borusu denir. Bu boru tekrar
glomerulus yaninda kivrimlar yapar. Tulus’un bu kismina (D) distal tu-
bulus veya tubulus contortus II denir. Distal tubulus, toplayici boruya
(E) acilir, Tubulus’un total uzunlugu takriben 30 - 40 mm. kadardir.

Glomerulus’larda kan plazmasindan protein ihtiva etmeyen, pH s1 7,4
ve spesifik agirlig1 1.010 olan bir ultrafiltrat meydana gelir. Glomerulus
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lardaki bu ultrafiltrasyon bir ¢ok faktorlere baghdir. Bu faktorlerden en
mithimmi glomeriiler kan basincidir. Glomeriiler kapillerdeki kan basinci
tubuluslerin i¢indeki basinctan daha coktur. Normal glomeriiler kapiller-
lerdeki kan basinc1 65 mm. Hg. dir. Bu basinca mukabil kapiller kanda 30
mm. Hg. Ik bir ozmotik basing vardir., Su halde glomeriiler kan basinci
65 - 30 — 35 mm. Hg. olur. Tubulus icindeki basin¢ ise 10 mm, Hg. oldu-
gundan 35 -10 — 25 mm. Hg. ik bir basin¢ fark: ile ultrafiltrasyon ol-
maktadir. Bu basing farkina da effektif filtrasyon basinc1 (effective filt-
ration pressur EFP) denir. Normal sartlar altinda EFP 6 -25 mm. Hg.
arasinda degisir. Normal glomeriiler filtrasyon dakikada 125 ml. ve 24
saatte de 180 litredir. Bu miktar EFP ye ve bobrekten gecen kan mikta-
rina baghdir.

Tiibiiler fonksiyon : Tubuluslardan gecen bu ultrafiltrat igerisinde
bulunan yiiksek esikli maddeler alinan su miktar:1 ve idrar voliimiine tabi
olmadan proximal tubuluslerde absorbe edilirler. Esikli maddeler plazma-
daki konsantrasyonlar: normal hudutta iken tubuluslerden tamamen re-
absorbe edilen maddelerdir. Bu maddeler idrarda ancak plazmadaki sevi-
yeleri yiikseldigi zaman goriiliirler. Yiiksek esikli maddeler ise hemen he-
men tamamen reabsorbe edilen maddelerdir. Yiiksek esikli maddeler glu-
cose, amino acid’ler, creatinine, ascorbic acid, sodium, potassium, magne-
sium, calcium, phosphate, chloride’ler ve bicarbonate’lardir. Phenol red,
diodrast, penicillin ve phenolsulfonphthalein’in de sekresyonu proximal
tubuluslarda olur.

Ihtiyari reabsorpsiyon distal tubuluslerde olur. Bu ihtiyari reabsorp-
siyon su alinmasi, renal sirkiilasyon ve antidiiiretik hormon gibi endokrin
sistemdeki degisikliklerle azalir veya cogalir.

Hydrogen ion’larinin, ammoniac ve potassium’un idrara sekresyonla-
r1 da distal tubuluslarda olmaktadir.

Bobreklerle itrah edilen iire, creatinine ve uric acid gibi metabolik ar-
tiklar ya pek az absorbe edilirler veya hic edilmezler. Bu bakimdan da bu
maddeler alcak esikli maddelerdir.

Buraya kadar kisaca 6zetlenmis bulunan tiibiiler fonksiyon hakkinda
biraz tafsilat vermek uygun olacaktir. Tiibiiler fonksiyon :

A) Reabsorpsiyon.
B) Elektrolit balansimin kontrolu.

C) Organizma sivilarimin ozmotik basmemn kontrolu.

olmak iizere ayri ayr1 hususiyetler arz eder.
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A) Reabsorpsiyon :

1) Su: Glomeriiler filtrattaki suyun % 99 u tubuluslerde reabsorbe
edilir, Bu miktarin % 87,5 u proximal tubuluslerde reabsorbe edilmekte-
dir. Bu reabsorpsiyon passif bir proses olup mecburi reabsorpsiyon adim
alir, Geri kalan % 12,5 miktarindaki reabsorpsiyon distal tubuluslerde vu-
ku bulur, Bu reabsorpsiyon hipofiz arka lobunun antidiiiretik hormonu-
nun kontrolii altindadir. Su reabsorpsiyonunun bu son kismi aktif bir
proses olup distal tubulusdeki idrarin spesifik agirhigi 1.010 un iistiinde
veya altinda olmasina tabi olmadan vuku bulur. Bu bakimdan da bu reab-
sorpsiyona ihtiyari reabsorpsiyon denir.

2) Sodium, potassium ve chloride : Glomeriiler filtrattaki sodium
un % 99 u tubuluslerde reabsorbe edilir. Bunun takriben % 85i alakal
chloride miktar: ile birlikte proximal tubulusta su ile beraber ve geri ka-
lan1 da distal tubulusta reabsorbe edilir. Potassium, tubuluslerde reabsor-
be edilir. Fakat potassium, sodium ion’larinin degistirilmesi maksad ile
ayni zamanda distal tubulusden itrah edilir. Bu elektrolitlerin reabsorpsi-
yonlar1 viicut sivilarinin elektrolit balansinin durumu ve elektrolit balan-
sia miiessir olan adrenal cortex’in aldosterone, deoxycorticosterone gibi
hormonla;m kontroliine tabidir.

3) Ure : Ure reabsorpsiyonu passif bir proses olup idrar voliimii ile
degisiklikler gosterir. Urenin maksimum reabsorpsiyonu idrar voliimii
dakikada 0,35 ml. veya daha az iken olmaktadir. Yani dakikadaki idrar
voliimii bu miktarlarda iken reabsorpsiyon % 70 civarindadir. Dakikada-
ki idrar voliimii takriben 2 ml. civarinda iken reabsorpsiyon takriben % 40
dir.

4) Glucose : Fizyolojik gartlar altinda glucose’un hepsi reabsorbe
edilir.. . .

5) Phosphate : Phosphate’in reabsorpsiyonu proximal tubulusta ya-
pilir. Bu reabsorpsiyon bilhassa uzviyetin elektrolit balansinin durumuna
tabidir. Phosphate'in reabsorpsiyonu parathyroid hormonu ile azaltilir.

6) Bicarbonate : Normal sartlar altinda agag: yukar: biitiin bicar-
bonate reabsorbe edilir.

%) - Creatinine : Creatinine'in tubuluslerden reabsorpsiyonu creatine
in durumuna baghdir.

8) Uric acid : Uric acid’in % 901 reabsorbe edilir.

B) Elektrolit balansin kontrolu :

Uzviyétté ‘metabolizma sonucu nihai iiriin olarak asid maddeler mey-
dana gelir. Bunlar baslica bicarbonate/carbonic acid tampon sistemi ile
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tamponlanirlar ve kan dolagimi ile glomerulus’a taginarak glomeriiler filt-
rata tuzlar seklinde gecerler. Uzviyette base’larin muhafazas: icin sodium
ion’lar: sirkiilasyona asagidaki sekilde donerler.

1) Hydrogen ion’lammmn sodium ion’lamt bakimmdan miibadelesi.
Distal tubulus hiicrelerinde meydana gelen carbon dioxide bir enzim olan
carbonic anhydrase ile carbonic acid’e cevrilir. Carbonic acid kismi bir
dissosiyasyona ugrar ve bunun bir kisim hydrogen ion’u da phosphate ve
citrate’lar gibi zayif asid tuzlarinin sodium ion’lar: ile miibadele edilirler.

Na-HPO., -':’— H. CO; —= NaH-:PO. + NaHCO s

Boylece tesekkiil etmis olan sodium bicarbonate tubuluslardan reab-
sorbe edilerek kana gecer. Bu suretle de bu tegekkiil etmis olan bicarbo-
nate, eksilmis bulunan bicarbonate/carbonic acid tampon sisteminin
bicarbonate’mnin eksigini tamamlar.

2) Uzviyetin gerek hydrogen ion’lar1 ve gerekse potassium ion’lari-
nin miibadelesi sureti ile temin edilebilen sodium ihtiyaci1 arttiginda asa-
g1daki mekanizma harekete gecer.

Glutamine’den glutaminase enzimi tesiri ile ammoniac meydana ge-
lir ve bu da tubuluslarin luminalarina gecer. Burada hydrogen ion’lar: ile
birlegserek ammonium ion’larin1 meydana getirir. Bu suretle de idrar daha
fazla asid hale gelmeden daha cok H* in Na* icin miibadelesi miimkiin
olmus olur.

HA —’I’- NHa — NH:A
A — Asid radikalidir.

C) Uzviyet sivilariin ozmotik basinemin kontrolu :

Kanin ozmotik basincinin diigmesi arteria carotis’deki ozmoreseptér
(osmoreceptor) leri stimiile eder. Bunlarin hypothalamus iizerine yaptik-
lan tesir ile hipofiz arka lobunun hormonu olan antidiiiretik hormonun
sekresyonunda bir azalma husule gelir. Bu olay diiireze sebebiyet verir.
Yani suyun distal tubuluslerden reabsorpsiyonu azalarak idrar miktar:
cogalir ve dolayis: ile de kanin ozmotik basiner yiikselir. Bunun aksi ola-
rak kan ozmotik basincinin ¢ogalmas: antidiiiretik hormon sekresyonu-
nun ¢ogalmasina sebebiyet verir bu da distal tubuluslerden daha fazla su-
yun reabsorpsiyonuna sebebiyet vererek plazma ozmotik basinci tekrar
diizeltilmis olur,
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IDRAR FiZIKSEL MUAYENELERI

MIKTAR :

Normalde idrar miktar: alinan gida ve sivilarin miktari, dijesyon ve
metabolizma durumlari, terleme ve ekspirasyon ile kaybedilen su miktar-
larina tabi olmak iizere degigiklikler gosterir. Idrar miktar1 sahsin kilosu
ile orantihdir. Erkekler kadinlardan daha ¢ok, cocuklar da erkeklerden
daha cok idrar gikarirlar. Kahillerde takriben kgr. bagina 1 ml., cocuk-
larda da 4 ml. kadardir. Kahiller umumiyetle 24 saatte 1200-1500 ml. id-
rar cikarirlar. Giinlilk miktarin 500-750 ml. den az ve 2000-2500 ml. den
fazla olugu patolojiktir. idrar miktarimin normalin {istiinde  olmasina
(2000-2500 ml. nin iistiine ¢ikmasi) poliliri (polyuria), normalin altina
inmesine de oligiiri (oliguria) denir. Idrar tesekkiiliiniin tamamen kesil-
mesine de aniiri (anuria) denir.

Rutin idrar analizinde laboratuvara getirilmis olan idrarin miktar:
bir silindirde dlciilerek kaydedilir. Giinliik idrar miktarimin bilinmesine ve
kaydedilmesine liizum yoktur.

KOKU :

Normal idrarin kokusu kendisine mahsustur. Koku umumiyetle ali-
nan gida ve 1trah olunan ilic ve metabolik artiklara gore degisir. Acetone
mevcudiyetinde meyve (elma) kokusu, bakteriyel bozulmada ammoniac
kokusu duyulur,

Rapora duyulan koku kaydedilir.

RENK :

Normal idrarin rengi acik sar ile koyu sar1 arasinda degisir. Bu renk
idrarin ihtiva edebilecegi urobilin, urobilinogen, urochrome, porphyrin ve
uroerythrine gibi tabii renkli maddelere baghdir. Normaldeki renk bil-
hassa urochrome’dan ileri gelir. Renk degisiklikleri idrarin konsantras-
yonu ile de aldkalidir. Cok konsantre idrarlarin rengi koyu sar ve diisiik
dansiteli olanlarin da acik saridir. Muayyen gidalar da idrarin rengi iize-
rine miiessirdir. Meseld, pancar yenilmesi ile idrarin rengi kirmiz1 olabilir
ve yanliglikla hematiiri ile karigtirilabilir. Asagida idrarin cesitli renkleri
ile bu renklerin deldlet ettikleri hususlar toplu olarak ozetlenmistir.
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Cok acik sar1 veya renksiz :

1) Chlorosis.

2) Kronik interstisiyel nefrit.
3) Diabetes mellitus.

4) Diabetes insipitus.

Sam :

1) 1idrarda bulunan urochrome, urobilin ve urobilinogen gi-
bi normal pigmentlerin anormal miktarlarda bulunugu.

2) Anormal pigmentler.
a) Bilirubin.
b) 1ilaglar : Acid idrarlarda rubarb, sinameki ve
santonin. Santonin alkalen idrarda pembe renk verir.
c¢) Gidalar : Havuctaki caroten.

Yesil :

Ekseriya mavi pigmentlerin sar1 idrar ile karigmasina baghdir.
1) Normal pigmentlerin anormal miktarlarda bulunmalari.
a) Artmig olan indican durmakla oksitlendiginde.
2) Anormal pigmentler.
a) Durmakla okside olmus bilirubin.
b) Methylene blue. Bilindigi gibi bu ild¢ idrar anti-
septigi olarak kullanilir.
¢) Pseudomonas aeruginosa gibi kromojenik bakte-
riler.

Kirmzi :

1) Normal pigmentlerin anormal miktarlarda bulunmalari.
a) Uroerythrin.
2) Anormal pigmentler ve porphyrin’ler.
a) Kan pigmentleri.
1) Hemoglobin (Hemoglobinuria).
2) Myohemoglobin.
3) Eritrositler.
4) Porphyrin’ler (Porphyrinuria).
b) Serratia marcescens gibi kromojenik bakteriler.
c) 1laclar.
1) Pyramidon ve antipyrin.
2) Mercurochrome.
3) Mercury oxycyanide.
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4) Phenolsulfonphthalein, phenolphthalein, chry-
sarobin, sinameki, rhubarb, cascara ve santonin alkalen idrarlarda kirmizi,
asid idrarlarda da sari renk verirler.

5) Pyridium. kopiik sarimtraktir.
6) Serenium. kopiik pembedir,
d) Gidalar. Pancar da kirmizi renk verir.

Siyah :
1) Normal pigmentlerin anormal miktarlarda bulunmalari.
a) Indican’in artmasi.
2) Anormal pigmentler.
a) Melanin.
b) Phenol deriveleri.
c) Alkapton cisimleri. Idrar alkali ilavesi ile siyah-
lar:.

d) Kan,
e) Argyrol. Koyu meneksemsi kirmizi renk verir.
f) Porphobilin. :
Siite benzerlik :
1) Normal maddeler.
a) Phosphate’lar.
b) Urate'lar.
2) Anormal maddeler.
a) Chyle. Mikroskopik yag graniilleridir.
b) Lokositler.
c) Prostat sekresyonu.
d) Protein - phosphatid bilegikleri.
e) Bakteriler.

Idrarda goriilen renk kaydedilir ve yukaridaki ihtimallerden hangi-
sine uyabilecegi bildirilir.

BERRAKLIK :

Normalde taze ve hafif asid idrar berraktir. Berrak idrar bekletilir-
se nubecula denilen dumanl bir durum husule gelir. Bu bulamklk muco-
id’den ibaret olup umumiyetle kabin dibine ¢oker ve klinik bir anlam ta-
simaz. Eger idrar alkali ise icerisindeki phosphate’larin presipite olmasi
ile idrar bulanir. Bulamiklik umumiyetle :

1) Amorf phosphate’lar.
2) Amorf urate’lar.




3) Eritrosit ve 16kosit ve epiteller.
4) Bakteriler.

5) Yaglar (chyluria).

6) Kolloidal parcaciklar.

dan ileri gelir. Eger bulamklhk 1-3 ncii maddedekilerdeﬁ ileri geliyor ise
siizmek veya santrifiije etmekle giderilebilir.

Raporda idrarin berrak veya bulanik olup olmadig1 kaydedilir.

"REAKSIYON :

Normalde idrarin reaksiyonu pH 4,5 - 7,5 arasinda ve ortalama 6 dir.

1) Turnusol kdigid ile idrar reaksiyonunun tayini : Idrar reaksiyo-
nu (pH) basit olarak turnusol kagd ile tiyin edilir. Mavi turnusol kag-
d1 idrara daldinlir. Alacagi renge dikkat edilir. Mavi renk kirmiziya do-
ner ise idrar reaksiyonu asiddir. Eger renkte bir degisiklik olmaz ise o
zaman idrara kirmizi turnusol kagidi daldirlir. Kirmizi renk maviye do-
ner ise idrar reaksiyonu alkalendir. '

Her iki deneyde de renkte degisiklik olmaz ise reaksiyon nétrdir.

2) pH indikator kagidi ile idrar reaksiyonunun tayini : Idrar reak-
siyonunun daha hassas olarak olciilmesi pH indikator kagdi ile yapilir.
pH indikator kdgidina bir cam bagetle 1 damla idrar damlatilir ve alaca-
g1 renk indikatér kdgidinin eselindeki renklerden hangisine tekabiil etti-
gi tesbit edilerek pH daha hassas olarak bulunmus olur.

3) pH metre ile idrar reaksiyonunun tayini : En hassas tayin pH
metre ile yapilir. Her masadan 2 kigi orta masada bulunan pH metre ile
idrarin pH sm tayin edecektir. pH metrenin kullanilmas: evvelki pratik-
lerde 6grenilmigtir. O pratikteki gibi hareket edilecektir.

 Masadaki idrarin bulunan reaksyion, pH 151 rapora kaydedilir.

SPESIFIK AGIRLIK (DANSITE) :

Idrarda erimis olan maddelerin konsantrasyonudur. Urinometre ile
tayin edilir. Normalde 1.015 - 1.025 arasindadir. Dansite, viicuda giren ve
bobreklerden bagka yollar ile atilan su miktar: ile ilgilidir. Bol likit alin-
masl, bol fakat dansitesi diisiik idrar husuliine, az likit alinmasi, ategli
hastaliklar, terleme, muhit 1sisinin artmasi, diyare v.s. gibi hallerde id-
rar miktary azalhr,  dansite yiikselir. Ayrica glucose gibi idrarda erimis
maddelerin artmas: da dansiteyi yiikseltir.
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Urinometre ile dansite tiyini :

Urinometreler uumumiyet ile 1.000 - 1.060 arasinda taksimati havi
olup iizerinde kalibrasyonun yapildig1 1s1 derecesi de yazilidir. TAyinin da-
ha hassas olmasi i¢in bazi urinometreler 1.000-1.050, 1.000-1.020, 1.020 -
1.040 v.s. seklinde taksimati havidirler, Kalibrasyon umumiyetle 15 C”®
da veya - 20 C° da yapilir. Bir kisim urinometrelerin icine idrar isisinin
tayini i¢in termometre de ilave edilmigtir.

Urinometre asagidaki gekilde goriildiigii gibi silindir igine konulan
idrara daldiriir. Idrar meniskusunun hizasindaki rakam alt kenardan
bakmak sureti ile okunur. Bu esnada urinometre idrar i¢inde yiizmeli, si-
lindirin cidar veya dibine degmemelidir. Dansitesi olciilen idrarin 1sis1 uri-
nometrenin kalibrasyonunun yapildig:i ayni 1sida olmalidir. Eger idrar
kalibrasyon 1sisindan daha soguk veya daha sicak ise o zaman okunan
spesifik agirhkta tashihat yapmak icabeder. Eger idrar kalibrasyon isi-
sindan daha sicak ise o zaman her 3 C° icin 0,001 dansite (spesifik agir-
lik) okunan spesifik agirhiga ilave edilir. Eger idrar 1sis1 kalibrasyon 1si-
sinin altinda ise o zaman her 3 C° icin 0,001 spesifik agirhk okunandan

cikarilir.

Urinometre ile dansitesi ta- ﬂ
yin edilecek idrar silindire si- C
lindir egilerek kenarindan aki-
tilmak sureti ile konulmali ve : 4
kopiik husule gelmemesine dik- o
kat etmelidir. Aksi halde kopilk  “Okunacas
meniskusun okunuguna mani -
olur. Husule gelen kopiik bir
siizgec kdgid: ile ortadan kaldi-
rilir.

- 4020

Masadaki idrarin bulunan

l— URINOMETRE -
dansitesi kaydedilir.
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iDRARIN KIMYASAL ANALIiZLERi

IDRARDA KALITATIF ALBUMIN TAYINI

Kan proteinlerinin idrara gecmesine albuminiiri denir. Kan protein
fraksiyonlarinda idrara en ¢ok gecen fraksiyon, molekiillerinin diger frak-
siyonlardan daha kiiciik ve viskositesinin de daha az olmasi sebebi ile se-
rum-albumin’dir. Idrara bundan bagka sira ile serum globulin ve bazi ah-
valde de diger fraksiyonlar gecebilir. Idrara plazma proteinlerinden bagka
peptone, proteose’lar, mucin ve bazi hususi ahvalde de Bence jones albu-
mini de gecebilir.

Normal idrar rutin kalitatif analiz metodlar ile tesbit edilemeyecek
derecede ¢ok az albumin ihtiva eder, bu bakimdan normal idrarda albu-
min bulunmaz demek dogrudur,

idrarda albumin tdyin metodlar: kimyasal reaktiflerle presipitasyon
veya 1s1 ile koagiilasyon esasina dayanir. Albumin aranacak idrar miim-
kiin oldugu kadar berrak, reaksiyonu mavi turnusol kagidini kirmizi ya-
pacak kadar hafif asid olmali ve proteinlerin ¢dkelmesi bakimindan dan-
sitesi de 1.010 dan asag1 olmamalidir.

Bulanik idrar1 berraklagtirmak icin idrar siiziilir veya santrifiije
edilir. Bu maksat icin 6zel reaktifler kullanilmayacaktir. Bakterilerin iire-
mesinden ileri gelen bulamklik bu iki ameliye ile azaltilabilir ise de tama-
men giderilemez. Asid olmayan idrar .bir miktar acetic acid ilavesi ile
asidlendirilir. 1.010 dan diisiik dansiteli idrarlar da bir miktar sodium chlo-
ride ilavesi ile dansiteleri yiikseltilir.

1) Tanret deneyi:
Reaktifler :

1) Stok potassium iodomercurate soliisyonu : Litrelik bir balonda
36 gr. potassium iodide’in bir miktar distile suda eritilmesi ve iizerine
13,55 gr. bichlorure de mercure ilavesi ve eritilmesinden sonra distile su
ile litreye tamamlanmasi ile hazirlanir.

2) Tanret reaktifi : 100 ml. stok scliisyon iizerine 20 ml. glacial
acetic acid ildvesi ile hazirlanir.
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Teknik :

Bir tiipiin 2/3 ne kadar berrak idrar konur. Tiip asagidaki resimde
goriildiigii gibi dip taraftan tutularak idrarin st kisminin 1/3 i tiipii
devamli olarak dondiirmek sureti ile alevde 1isitilarak kaynatihir. Isitma
sonucu idrarin 1sitilan kisminda ya bir bulaniklik- meydana gelir veya her
hangi bir degisiklik olmaz. Bulaniklik idrardaki proteinlerden meydana
gelebilecegi gibi idrarda albumin olmadigi halde 1ht1va ettigi carbonate
ve phosphate’larin 1sitilma sirasinda ortamin degigmesi neticesi cokelme-
lerinden de ileri gelebilir. Bulanikligin olmamas: idrarda albumin olmadi-
gin1 gostermez.

Isitma- ile bulanmikhk husule gelsin veya gelmesin alevden.cekilen id-
rar iizerine birkac damla Tanret reaktifi damlatilir. Tanret -damlalarimin
idrara diisiisii ile 1sitilan iist kissmda bulamiklik husule - gelip gelmedigi
veya 1sitmakla meydana gelen bulamklgin artip artmadigi - veya kaybo-
lup olmadig1 kontrol. edilir. Tanret reaktifi ilavesi ile bulaniklik meyda-
na gelir veya evvelce 1sittigimizda husule gelen bulanmiklik artar ise idrar-
da albumin vardir. Bulamikhk veya husule gelecek flokiilasyonun derece-
si albuminin azlig1 veya coklugu hakkinda bir fikir verir. Kaynatmay:
miiteakip Tanret reaktifi ilavesi ile hafif bulamkhgin husulii idrarda eser
derecede albumin oldugunu, bariz flokiilasyonun tesekkiilii de albumin
mlktamnln goklugunu gosterlr

- Isitmakla: meydana gelen bulamkhk Tanret rea.ktlfl ilavesi ile -kay-
bolursa idrarda albumin olmadig1 ve 1sitmakla meydana gelen bu bula-
nikligin phosphate veya carbonate’lardan ileri geldigi anlagilir.

Isitilan idrar iizerine Tanret reaktifi ilave edilirken tiip goz hizasina
kadar kaldirilmali ve 1sikhh bir pencereye dogru tutulmahdir. Bu esnada
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idrarin arkasindaki zemin de koyu renkli ve hatta siyah olmalidir. Bu hu-
susa riayet edildigi taktirde ¢ok az bulanikliklar bile tefrik edilebilir.

Idrarda albuminler disinda seyrek de olsa bulunabilen alcaloid’ler ve
bilhassa quinine spesifik olmamakla beraber Tanret reaktifi ile ¢okelir-
ler. Bu bakimdan yanliglikla albumin zannini uyandirabilirler. idrardaki
alcaloid’ler ve bilhassa quinine, Tanret reaktifi ile sogukta presipite olur-
lar. Bu maksatla Tanret reaktifi idrar 1sitilmadan ildve edilmelidir. Veya-
hutta albumin aranirken damlatilan Tanret reaktifi 1sitilan kisimda hic
bir bulamiklik yapmaz veya 1sitmakla meydana gelen bulamkhk Tanret
reaktifi ilavesi ile kaybolur ve Tanret reaktifi damlalar: tiipiin 1sitilmayan
soguk alt kisminda bir ¢okelek verirse ve bu ¢okelek durmakla artarsa o
zaman idrarda alcaloid’ler (atropin, cocaine, strychinine v.s.) ve bilhassa
quinine mevcudiyetini gosterir, Quinine mevcudiyetine bagh olan ve so-
gukta tesekkiil eden cokelek isitmakla kaybolur. Halbuki albuminden ile-
ri gelen cokelek ise 1sitmakla artar.

2) Sulfosalicylic acid deneyi:
Reaktif :

% 20 sulfosalicylic acid soliisyonu.

Tekmk

Bir tiipe 5-10 ml. kadar berrak “idrar konur. Uzerme blrkag damla
% 20 sulfesalicylic acid solhsyonu damlatilir, idrarda albumm varsa bir
bulaniklik' ve miktarma goére de gokelek husule gelir.

Negatif ve pozitif neticelerin goriiniisii.
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3) Heller Deneyi:

Rektif :
Konsantre nitric acid.

Teknik :

Bir tiipe 2-3 ml. kadar konsantre nitric acid konur. Tiip egilerek iize-
rine bir pipet veya bir damlalikla 2-3 ml. kadar idrar gayet yavas olmak
lizere tabakalandirilir.

Veyahut tiipe evvela 2-3 ml. kadar idrar konur. Nitric acid bir pipet-
le gekilir. Pipetin iist ucu parmakla kapall olmak iizere pipet tiipiin dibi-
ne kadar indirilir ve nitric acid idrarin altina yavag yavasg tabakalandiri-
lir. Pipetin iist ucu tekrar parmakla kapatilarak pipet yavagca digar
alinir.

Idrarda albumin varsa iki sivinin temas sathinda beyaz bir halka
meydana gelir. Bu halkanin genisligi idrardaki albumin miktar: ile orantili-
dir.

Negatif ve pozitif neticelerin okunusu.

idrarda albuminlerden bagka bulunabilen albumose ve mucin’ler
de ayni reaksiyonu fakat daha hafif olmak iizere verirler. Ayrica fazla
miktarda urate ihtiva eden idrarlarda iire-nitrate’dan ibaret bir halka
meydana gelebilir. Fakat albuminlerden ileri gelen halka iki sivi arasin-
da iken iire-nitrate tabakasi iki siv1 arasinda degil daha cok idrar taba-
kasimun alt kisminda ve idrarin icerisinde tesekkiil eder. Idrarda mevcut
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olabilecek renkli maddelerden ileri gelen renkli bir halkanin albumin ba-
kimindan tefsiri bir kiymeti yoktur.

IDRARDA KANTITATIF ALBUMIN TAYINI

idrardaki albumin konsantrasyonunun tam olarak Olciilmesi ancak
idrarin muayyen bir zaman icinde toplanmas: ile miimkiindiir. idrar bu
maksatla umumiyetle 24 saatlik olmalidir. Kantitatif analizler ancak bu
sekilde yapildiklar: taktirde kiymet ifade ederler.

En hassas metodlar Kjeldahl metodlaridir. Asagidaki metodlar Kjel-
dahl kadar hassas olmamakla beraber klinik maksatlar icin yeterlidir.
1) Modifiye Purdy (K.Aras) deneyi:

Orijinal Purdy metoduna nazaran baz iistiinliikleri vardir. Rutin
olarak tercih edilmelidir.

Reaktif :

% 20 Trichioracetic acid soliisyonu.

Teknik :

15 ml. lik dereceli bir santrifiij tiipiine 10 ml. idrar ve 5 ml. % 20
trichloracetic acid soliisyonu konur. Birkac defa alt iist edilerek karigti-
rilir. 5 dakika bekletilir ve bildhara 5 dakika 1500 devirde santrifiije edi-
lir. Cokelegin seviyesi okunur.

Hesab1 : Cokelegin seviyesi 0.21 ile carpilarak idrardaki % gr. albu-
min miktarina intikal edilir.

Misal : Cokelegin seviyesi 0,50 ml. olursa
0,50 x 0,21 = 0,10 gr. veya % 100 mg. albumin

2) EsbachDeneyi:

Tavsiyeye sayan bir metod olmamakla beraber yapiliginin basit ve
reaktifinin ucuz olusu bakimindan baz laboratuvarlarda kullamilmakta-
dir.

Reaktif :

Esbach reaktifi : 10 gr. picric ve 20 gr. citric acid’in litrelik bir ba-
londa bir miktar distile suda eritilip litreye tamamlanmasi ile hazirlanir.
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Teknik :

Tercihen konik dipli bir Esbach tiipiiniin U isaretine kadar idrar ve
R igaretine kadar da reaktif konur. Tipas: ile kapatilarak alt iist etmek
sureti ile bir kac defa karigtirilir. Oda 1sisinda 24 saat birakildiktan son-
ra cokelegin seviyesi okunur.

Hesab1 : Cokelegin seviyesi idrarin litresindeki albumini gr. olarak
gosterir.

Bu metod ile ancak litredeki 2-3 gr. arasindaki albumin miktar: dog-
ru olarak oOl¢iilebilir. Bu miktardan fazla ise daha yiiksek ve asagi ise da-
ha diisiik neticeler alimir. Bu bakimdan c¢okelek seviyesi fazla ise 2-3 ml.
arasinda olacak sekilde idrar diliie edilmeli ve deney tekrar edilerek he-
sapta bu diliisyon dikkate alinmalidir. Umumiyetle idrarin 2-3 misli di-
liisyonu bu maksat icin kafi gelir.

Mubhit 1sisinin degisiklikleri, idrardaki urate, calcium tuzlari, urotro-
pin ve kinin (quinine) gibi maddelerin idrarda fazla bulunuslar1 yanhs ve
umumiyetle yiiksek neticelerin alinmasina sebebiyet verir. Bu bakimdan
bu metod tavsiyeye sayan degildir.
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IDRARDA URE (UREA) MIKTAR TAYINI

Kowarsky Metodu:

Prensip :
Ure, hypobromite ile azot, CO. ve suya parcalamr.
CO. (HN:): -+ 3 BrONa -} 2NaOH —
Na.COs -+ 3 NaBr 4 H.O 4 N:

CO:., alkali tarafindan tutulur. Azot gaz ise volumetrik olarak tayin
edilir. Bundan da iire miktar: hesaplanir.

Reaktifler :

1) Doymus tuz-potassium sulfate soliisyonu : 1000 ml. distile suya
150 gr. postassium sulfate, 350 gr. sodium chloride konur, eriyinceye
kadar kaynatilir, sogutulur ve siiziiliir.

2) % 30 sodium hydroxide soliisyonu.

3) Brome.

4) % 10 trichloracetic acid soliisyonu.

Teknik :

U seklindeki Kowarsky aletine asagida tarif edildigi gibi tuz-potas-
sium sulfate soliisyonu doldurulur. Bunun i¢in 6nce aletin {iist muslugu
acilir ve alt musluk siyah nokta arkaya gelecek sekilde ayar edilir. Alete
iist muslugu gecinceye kadar sag koldan tuz-potassium sulfate soliisyonu
doldurulur. Aletin bu doldurulmas: esnasinda aletin U kisminda umumi-
yetle hava tabakasi kalir. Bu hava tabakasinin disar1 atilmasi lazimdir.
Bu maksatla sagdaki muslugun siyah noktasi asagiya getirilerek taksi-
math sol kol ile aletin akis borusu istirak ettirilerek hava tabakasi kal-
mayincaya kadar sol koldaki soliisyonun bir kismi digar1 atilir. Hava ta-
bakas1 kalmayimnca sagdaki muslugun siyah noktasi tekrar arkaya geti-
rilir ve alet sag borudan tekrar soldaki muslugu gecesiye kadar dolduru-
lur. Bundan sonra iist musluk gevrilerek kapatilir. Sagdaki muslugun si-
yah noktas1 da asagiya gelecek sekilde cevrilir. Sol koldan bir pipet so-
kularak bu kolda muslugun iist tarafindaki boruda kalmig olan siv1 ceki-
lerek digar: alimir ve atilir.

idrarda iire fazla oldugundan cikacak fazla azot gazi aletin taksi-
math kismindan fazla olabilir. Bu bakimdan idrar dansitesine gore diliie
edilmelidir. Onun i¢in evveld idrarin dansitesi tiyin edilir. Dansite 1.010
a kadar ise 2 defa, 1.010 dan gazla ise 4 defa diliie edilir.

51




Tmpf.-n(n nluubu l wm ‘-m(-:[.-ml-n

l-mlul’um.mlmu'-...-run!wl.- O O T
&
o

100

52

T

Diliie edilen idrardaki N. P. N. disindaki
azotlu maddelerin (protein v.s.) uzaklastiril-
mas1 icin bu diliile idrar esit miktarda % 10
trichloracetic acid ile karistiriir ve 5 dakika
sonra, siiziiliir. Idrarda albumin olmasa dahi bu
ameliye aynen tatbik edilecektir.

Bu siiziintii aletin sol koluna konur. Bun-
dan sonra iist musluk dikkatle acilarak 2,5 ml.
sliziintii alete almir ve musluk kapatilir. Sol
kolda kalan siiziintiiniin fazlasi digar1 alinir. Sol
koldaki muslugun iistiindeki kirli bu kisim bir
kac defa distile su ile yikanir.

Bir deney tiipiine % 30 sodium hydroxide
soliisyonundan 10 ml. ve iizerine de 20 damla
brome konur, bagska bir tiipe aktarmak sureti
ile birkac defa karigtirihr. Yapilan bu hypobro-
mite soliisyonundan aletin sol koluna 5-9 ml.
kadar konur ve sol iist musluk agilarak mus-
lugun iistiinde 1 ml. kadar hypobromite ka-
lasiya kadar iceri almir ve musluk kapati-
Iir. Sag muslugun siyah noktasi agagida ol-
dugundan aletin sol kolu ile cikig borusu igtirak-
tedir. Sol musluktan giren soliisyon kadar cikig
borusundan tuz soliisyonu digar1 cikar. Bu es-
nada sol koldaki muslugun altinda bir gaz hu-
sule gelir. Gaz tegekkiiliiniin bitmesi i¢cin 10 da-
kika kadar beklenir. Bu 10 dakikada gaz tesek-
kiilii sona erer ve gaz oda 1sisin1 almig olur. Mus-
luk siyah noktas1 yukar: gelecek gekilde gevri-
lir ve sag koldaki sivinin yiiksekligi sol koldaki
sivinin hizasina gelinceye kadar tuz soliisyonu di-
gar1 akitilir, Sonra sag koldaki muslugun siyah
noktasi arkaya gelecek tarzda cevrilir. Bu du-
rumda aletin her iki kolu birbiri ile igtirakte ol-
dugundan gazin hacmi atmosfer basincr altinda
Olciilmiis olur. Husule gelen gazin hacmi, oda
18181 ve barometre basinel tesbit edilir. Bu say:
Kowarsky cetvelinde 1s1 ve basincin karsihigi
olan say1 ile hesap boliimiinde gosterildigi se-
kilde carpilir.




Hesabi :

Barometre basincit 760 mm. ve oda 1s1s1 da 20 C° olursa cetvelden bu-
lunacak faktor 1,96 dir. Okunan gaz hacmida 2,5 ml. olsun. idrar1 4 de-
fa sulandirdigimiza nazaran,

(2,50-0,03) x 1,96 x 4 — 19,36 gr. litrede iire olmus olur.

0,03 = kor deneyde de husule gelen gaz miktar.
4 — Idrarin sulandirma nisbeti.

Ure Miktarlarimin Tayinine Ait Cetvel (Kowarsky)
(1 ml. azot, litrede gr. iireyi gosterir).

Barometre
basmer 10C° 12C° 14C° 16C° 18C° 20C° 22C° 24C° 25C°
710 1,91 1,90 1,88 1,86  1,8¢ 1,83 181 1,80 1,78
720 1,04 1,02 1,91 1,89 1,87 1,85 1,84 1,82 1,80
725 1,95 1,93 1,92 1,90 1,89 1,87 1,85 1,83 1,82

730 1,97 1,94 1,93 1,91 1,90 1,88 1,87 1,85 1,83
735 1,98 1,96 1,94 1,93 1,91 1,89 1,88 1,86 1,84

740 1,99 1,97 1,96 1,94 1,92 1,90 1,89 1,87 1,86
745 2,01 1,99 1,98 1,96 1,94 1,92 1,91 1,89 1,87
750 2,02 2,00 1,99 1,97 1,95 1,93 1,92 1,90 1,88
755 2,04 2,02 2,00 1,98 1,96 1,95 1,93 1,92 1,90
760 2,05 2,03 2,01 2,00 1,98 1,96 1,95 1,93 1,91
765 2,06 2,05 2,03 2,01 1,99 1,97 1,96 1,94 1.92

770 2,08 2,06 2,04 2,02 2,00 1,98 1,97 1,95 1,93

IDRARDA CREATININE MIKTAR TAYiNI

Prensip :

Creatinine normal gahislarda kanda diisiik konsantrasyonda olup id-
rarla itrah edilir. Creatinine tayininin esas: alkaline picrate ile creatinine
arasindaki kolorimetrik bir reaksiyona dayanir. Jaffé reaksiyonu deni-
len bu reaksiyonda portakal sarisi renginde bir kompleks tesekkiil eder.
Bu rengin siddeti creatinine konsantrasyonu ile orantihdir. Tegekkiil eden

renk standardin verdigi renkle mukayese edilerek creatinine miktarina
intikal edilir.

Alkaline picrate soliisyonu stabl olmadigindan kullanilacag: zaman za-
ze olarak hazirlanmalidir. Ayrica creatinine gerek oda 1sisinda ve ge-
rekse buz dolabindaki 1sida kolayhikla dekompoze oldugundan idrar taze
olmali ve analiz hemen yapilmalidir.




Reaktifler :

1) Satiire picric acid soliisyonu : 13 gr. piir picric acid 950 ml. ka-
dar distile suda eritilir, sogutulur, siiziiliir ve koyu renkli bir sisede sak-
lanir.

2) % 10 sodium hydroxide soliisyonu.

Teknik :

100 ml. lik iki adet voliimetrik balon alinir. Birisinin i¢ine 1 ml. idrar,
digerine de 1 ml. distile su konur. 1.ci balon niimune, digeri de sifir kon-
santrasyonu gosteren kordiir. Her iki balona ayri ayr1 20 ml. satiire pic-
ric acid ve 1,5 ml. % 10 sodium hydroxide soliisyonu ilave edilir, karigtiri-
rilir. 10 dakika kendi haline birakilir. Bildhara distile su ile 100 ml. ye
tamamlanir. 25 C°lik su banyosunda 2 dakika tutulur ve buradan kolori-
metre tiiplerine aktarilir.

Lumetron veya diger bir optik alet 530 yesil filtre kullanarak sifir
konsantrasyondaki kor tiipii ile % 100 transmisyona ayarlanir ve arka-
sindan niimunenin transmisyon veya optik dansitesi okunur. Kiymetler
kalibrasyon standard grafigine tatbik edilerek miktara intikal edilir.

Kalibrasyon grafiginin cizilmesi :
Hassas olarak 100 mg. creatinine tartiir. 100 ml. lik volumetrik bir

balona konur. Distile su ile eritilerek 100 ml. ye tamamlanir, Bu soliisyon
% 100 mg. ik standard creatinine soliisyonudur.

100 ml. lik volumetrik 5 balona sira ile yukarida hazirlanan stan-
darddan 0; 0,5; 1; 2 ve 3 ml. konur. Bu balonlar sira ile idrarin her ml.sinde
0; 0,5; 1; 2 ve 3 mg. idrar creatinine’ine tekabiil ederler.

Her balona 20 ml. satiire picric acid soliisyonu ve 1,5 ml. % 10 sodium
hydroxide soliisyonu ilave edilir, karigtirilir. 10 dakika sonra distile su ile
100 ml. ye tamamlanir, 25 C° lik su banyosunda 2 dakika bekletilir ve bila-
hara kolorimetre tiiplerine transfer edilir.

1. ci balondaki soliisyon sifir konsantrasyonu gosterir. Bu tiip kor de-
ney olarak kullamlir. Alet 530 yesil filtre ile % 100 transmisyona bu kor
tiip ile ayarlanir. Bilahara miitebaki tiiplin transmisyon veya optik dan-
sitesi okunur ve sira ile diger tiiplerin okunmalar1 yapilir. 1 ml. sinde 1
mg. creatinine bulunan soliisyonun transmisyonu % 44 civarindadir. Bu-
lunan kiymetler transmisyon okunmus ise grafik kagidina isaretlenerek
aralar1 birlestirilir ve bu suretle standard kalibrasyon grafigi elde edil-
mis olur.

Giinliik total creatinine itrahi her sahis icin sabittir. Normalde 24
saatte idrar ile 1000 - 1800 mg. creatinine 1thrah edilir.
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IDRARDA KALITATIF GLUCOSE TAYINI

idrarda normal olarak kalitatif testlerle tesbit edilemeyecek derece-
de glucose vardir. Bu bakimdan normalde idrarda glucose yoktur denir.

Kan glucose’unun idrara ge¢mesine glukoziiri (glucosuria) denir. Glo-
meriiler filtrasyon bahsinde belirtildigi gibi primer idrarda yani glomeriiler
filtratta kanin proteinler ve sekilli elementleri diginda diger maddeleri he-
men hemen ayni konsantrasyondadir. Primer idrar tubuluslar1 gecerken
glucose, fosforilasyona ugrayarak reabsorbe olur ve dolayis: ile de nihai
idrarda glucose bulunmaz. Eger kanda glucose konsantrasyonu yiiksek
ise (hyperglycemié) o zaman primer idrar ve dolayisi ile de tubulus-
lara gecen idrarda fazla glucose bulunacagindan bu fazla glucose'un an-
cak bi rkism1 (yani limit dahilindeki) fosforilasyona ugrar geri kalan kis-
mi1 ise (fosforilasyon limitinin diginda kalan kismi) nihai idrara gecer
ve glukoziiri meydana gelir. icerisinde glucose bulunan idrarlarin rengi
acik ve dansiteleri de yiiksektir.

idrarda kalitatif glucose tayini asagidaki prensiplere dayanilarak
yapilir,

1) Glucose’'un alkalen ortamda muayyen metalleri rediiksiyona ug-
ratmasi.

2) Polarize 15181 rotasyona ugratmasi.

REDUKSIYON PRENSIBINE DAYANAN
METODLAR

Bu metodlar aldehyde veya keton gruplarinin mevcudiyeti ile alika-
Iidir. Bu gruplar: ihtiva eden bir cok gekerler alkalen ortamda bakir, bis-
muth, civa, giimiis ve demir ion’larim rediiklerler.

A — ALKALEN ORTAMDA BAKIR ION'UNUN REDUKSIYONU
ILE ILGILi METODLAR :

Bakir sulfate soliisyonu iizerine sodium hydroxide veya sodium car-
bonate gibi bir alkalen soliisyon ilave edilirse bakar - 2 - hydroxide mey-
dana gelir ve cokelir. Ortama Seignette tuzu (potassium - sodium tartra-
te) veya sodium citrate ilave edilir ise bu maddeler bakir - 2 - hyroxide’in
(Cu (OH):) cokelmesine bakir tartrate kompleksi teskil ederek mani
olurlar.

CuSO: + 2 NaOH — Cu (OH): 4 Na. SO

Kopmleks tuz teskil ederek ¢oziinmiis bir halde bulunan Cu (OH).
lizerine rediiktor bir madde ihtiva etmeyen bir soliisyon ilave ederek 1siti-
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lirsa siyah renkte bakir oxide (CuO) tesekkiil eder. Eger Cu (OH): iize-
rine serbest aldehyde veya keton grubu ihtiva eden rediiktér bir madde-
yi havi bir soliisyon ve meseld glucose soliisyonu ilave ederek 1sitacak
olursak o zaman sarimtrak renkte bakir - 1 - hydroxide (CuOH) veya kir-
miz1 renkte bakir -1 - oxide (Cu.O) (bakir oxydul) tesekkiil eder. Bu
renkli ¢okelegin (CuOH, Cu.0) tesekkiilii de Cu (OH): soliisyonu iizerine
ilave edilen mechul soliisyonun serbest aldehyde veya keton gruplarin
ihtiva ettigini yani rediiktor bir madde ihtiva ettigini gosterir.

2 Cu (OH): + R-CHO — 2 CuOH -+ R. COOH + H:0

sari

2 CuOH — Cu:0 -+ H:0

kirmizi

a) Fehling Metodu:
Reaktifler :

1) A soliisyonu: 35 gr. kristalize bakir sulfate (CuSOi. 5 H:0)
litrelik bir balonda 500 ml. kadar distile su ile eritildikten sonra iizerine
konservatif olarak 5 ml. sulfuric acid ilave edilir ve distile su ile litreye
tamamlanir. Bu soliisyon durmakla bozulmaz.

2) B soliisyonu: 150 gr. sodium - potassium tartrate litrelik bir
balonda 500 ml. kadar distile su ile eritilir. Uzerine 300 ml. % 33 sodium
hydroxide (36 Bé) soliisyonu ilave edilir ve distile su ile litreye tamamla-
nir,

3) Fehling reaktifi : A ve B soliisyonlarmmin egit miktarda karigti-
rilmas ile hazirlanir. Stabl olmadigindan her defasinda taze olarak ha-
zirlanmalidir.

Teknik :

Ayni geniglikte iki deney tiipii alinir. Birisine 2 ml. kadar Fehling re-
aktifi, digerine de tiipler yan yana getirilerek ayni miktarda idrar konur.

Reaktif ihtiva eden tiip alev iizerinde 1sitilir ve iizerine damla damla
idrar ilave edilir. Tiip her idrar ilavesinde 1sitilir. Eger idrarda rediiktor
bir madde ve meselid glucose varsa miktarina gore ya ilk damlalarin ila-
vesinde veya son damlalarda ve hatta bazan bir miiddet bekledikten son-
ra idrarda sar1 (CuOH) veya kirmizi (Cu:0) bir ¢okelek meydana gelir.
idrarda rediiktér bir madde yoksa idrarin renginde biiyiik bir degisiklik
olmaz ve cokelek meydana gelmez. Eger idrarda az miktarda da olsa sa-
r1 - yesilimtirak bir ¢okelek meydana gelirse o idrarda rediiktér bir mad-
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denin mevcudiyetinden siiphe edilmelidir. Bu gibi durumlarda glucose gi-
bi gekerler digi rediiksiyon yapan maddelerin miktarinda da bir artig
olabilecegi diigiiniilerek idrar bu gibi maddelerden Courtonne gibi reak-
tiflerle defeke edilerek uzaklagtirilir ve deney tekrarlanir.

Fehling reaktifinin idrar ilavesinden evvel 1sitilmasinin sebebi stabil
olmayan bu reaktifin bozulup bozulmadiginin ve tiipte rediiktor bir madde
bulagiginin kalip kalmadiginin kontrol edilmesidir. Bu metod kalitatif
bir metoddur, miktar hakkinda bir bilgi vermez. Yalniz ilk damlarn ila-
vesinde reaksiyonun pozitif olmasi rediiktéor maddenin coklugunu goste-
rir.

Fehling metodu asagida izah edilen sebepler dolayisi ile fazla tercih
edilmez. Bu metod yerine agagida izah edilen mahzurlar1 bulunmayan
Benedict kalitatif metodu tercih edilmelidir.

Fehling reaktifi idrarda bulunan gekerler digi reditktér maddelerle de
miktarlar: arttigl zaman pozitif reaksiyon verebilir. Bunlar bilesik glu-
curonate’lar, uric acid, creatinine, nucleoprotein, homogentesic acid ve
bozulmasini 6nlemek maksad: ile konulan chloroform v.s. gibi maddeler-
dir, Chloral, camphré, menthol, thymeol, antipyrine, phenol. v.s. gibi mad-
delerin alinmasini miiteakip idrardaki bagh glucuronate’lar artacagindan
bu gibi idrarlar Fehling reaktifini rediiktor sekerler gibi rediikte ederler.
Ayrica el ve yilize, elbiselere sicramas: veya dokiilmesi icindeki derigik al-
kali dolays: ile tehlikelidir. Bu bakimlardan Benedict kalitatif testi tercih
edilmelidir.

b) Kalitatif Benedict Metodu:

Reaktif :

Kalitatif Benedict reaktifi: Bir beherde 173 gr. sodium citrate
(2 H:0 lu) ve 100 gr. anhidr sodium carbonate veya 200 gr. kristalize sodi-
um carbonate (10 H-O lu) 700 ml. kadar distile suda 1sitarak eritilir,sogutu.
lur, litrelik bir balona siiziiliir. Ayr: bir kapta 17,3 gr. bakir sulfate (5 H.O
lu) 100 ml. kadar distile suda eritilir ve azar azar olmak iizere karig-

tirarak litrelik balondaki soliisyon iizerine aktariir. Voliim distile su ile
litreye tamamlanir. Reaktif durmakla bozulmaz.

Teknik :

Bir tiipe pipetle 5 ml. kalitatif Benedict reaktifi ve 0,5 ml. idrar ko-
nur. Alevde en az iki dakika kadar kaynatilir ve kendi kendine sogumaga
terk edilir.

Eger idrarda glucose yoksa reaktifin rengi degismez, berrak kalr.
Urate ve phosphate’lardan ileri gelen mavi-beyaz veya beyaz bir
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bulanikhik goriilebilir. Idrarda glucose varsa glucose miktarina gore yesil,
sar1, turuncu ve kirmizi renkler ve ayni renkte ¢okelek meydana gelir. Bu
cokelek tiip soguduktan sonra tiipiin dibinde toplanir. Renk tesgekkiilii ve
cokelegin miktar: idrardaki glucose'un miktarina baghdir.

Renk ve cokelege gore idrarda glucose miktar:.

Presipita:.syion. olmadan mavimsi ve yegsile % 0-04 gr.

kadar goriiniig

Az n{lktarda san' graniiler presipitasyon % 0,5 gr.

ile miiterafik yesil renk

Zeytuni yesil renk % 1 gr.

Saridan portakala kadar renk % 1,5 gr.

Tugla kirmizis1 renk % 2 gr. veya daha fazla

Benedict testi, Fehling testine tercih edilir. Renginin daha agik ol-
mas! meydana gelen renkli ¢cokelegin miktar1 az da olsa tefrikine imkan
saglar. Derigik alkali ihtiva etmediginden nahos kazalara sebebiyet ver-
mez. Fehling ile pozitif reaksiyon veren seker disi maddeler bu reaktif
ile hafif pozitif reaksiyon verirler. Chloroform ise pozitif reaksiyon ver-
mez.

B) ALKALEN ORTAMDA BiSMUTH iON’'UNUN REDUKSiYONU
iLE ALAKALI METODLAR :

Prensip :

Rediiktér grubu havi maddeler ve bilhassa glucose’un bazik bismuth
nitrate’l yiiksek 1s1 ve alkalik ortamda metal bismuth’a rediiklemesi esa-
sina dayanir. Reaksiyon muhtemelen agagidaki gekilde cereyan eder.

BINO; (OH). -+ KOH —— Bi (OH)s -+ KNOs
Bismuth subnitrate sarims! beyaz
2 Bi (OH)s — 2 Bi + 3 H:0 + 11 0.
siyah




Nylander metodu:

Reaktif :

Nylander reaktifi : 4 gr. postassium - sodium tartrate (Seignette tu-
zu) 100 ml. % 10 sodium hydroxide soliisyonunda eritildikten sonra iize-
rine 2 gr. bismuth subnitrate ilive edilerek hazirlanir. Koyu renkli gige-
lerde saklanir.

Teknik :

Bir tiip igerisine pipetle 5 ml. idrar konur ve iizerine 20 - 30 damla
Nylander reaktifi ilave edilir. 5 dakika miiddetle bir alevde kaynatilir.
Idrarda rediiksiyon yapan seker (glucose) varsa karigim evveld kahve
rengi ve bir ka¢ dakika sonra da siyah bir renk alir. Siyah renk ince zer-
reli metal bismuth’dan ileri gelir.

Eger idrarda seker yoksa muhteviyatta bir renk degisikligi goriil-
mez. Negatif netice alindiginda idrarda rediiktér bir seker (glucose) bu-
lunmadigina kati olarak hiikmedilebilir. Bu test idrarda % 0,08 gr. ve
hatta daha az miktardaki glucose’un mevcudiyetini bile gdsterecek kadar
hassastir. Bu test bilhassa Almanyada kullanilmaktadir.

IDRARDA KANTITATIF GLUCOSE TAYINi

A) REDUKSIYON ESASINA DAYANAN
METOD:

Kantitatif Benedict metodu:
Prensip :

Yukarida izah edilenin aynidir. Yalniz kantitatif metodda reaktife
ayrica potassium thiocyanate ile potassium ferrocyanide ilave edilmigtir.
Kalitatif metodda reaksiyonun bittigini kirmizi renkteki cuprous oxide’in
tegekkiilii gosterirken burada reaksiyonun bittigini beyaz renkli cuprous
thiocyanate (CuSCN) cokeleginin tesekkiilii gosterir. Ilave edilmis olan
potassium ferrocyanide’in rolii tesekkiil eden cuprous oxide cokeleginin
soliisyonda cokelmemesini saglamaktir. Beyaz renkli bir ¢cokelegin husulii
ve mavi rengin kaybolmasi bakirin tamamen rediiksiyona ugradigimi ve
reaksiyonun bittigini gosterir.
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Reaktifler :

1) Kantitatif Benedict reaktifi : 200 gr kristalize sodium carbona-
te (10 H:O) lu) veya 100 gr. anhidr sodium carbonate, 200 gr. sodium veya
potassium citrate (2 H.O lu) ve 125 gr. potassium thiocyanate takriben
800 ml. kadar distile suda 1sitilarak eritilir ve siiziiliir. Ayr1 bir kapta 18
gr. kristalize bakir sulfate (5 H.O lu) takriben 100 ml. distile suda eritilir
ve daimi kargtirmak sureti ile yukarida hazirlanan soliisyona yavas ya-
vag ilave edilir. Karigim iizerine 5 ml. % 5 potassium ferrocyanide soliis-
yonu ilave edilir. Soguduktan sonra litrelik bir balona aktarilir ve yika-
ma sulan ile litreye tamamlanir. Bakir sulfate cok hassas olarak tartil-
malidir. O takdirde reaktifin 5 ml. si 10 mg. (0,01 gr.) glucose tarafindan
rediiklenir. fcab1 halinde reaktif standardize edilmelidir, Standardizasyon
teknigi aldkali kitaplarda bulunabilir.

2) Solid sodium carbonate.

Teknik :

Bir tiipe pipet ile hassas olarak 5 ml. kantitatif Benedict reaktifi ko-
nur, iizerine 1/2 cay kagig1 sodium carbonate ilave edilir. Sodium carbona-
te eriyinceye kadar bir alevde kaynatilir. Idrar dereceli bir pipete cekilir
ve reaktif iizerine damla damla ildve edilir. Her damla ilavesini miiteakip
reaktif alevde calkalamak sureti ile 1sitilir, Mavi rengin kaybolmas: ve dip-
te beyaz bir cokelegin tegekkiilii (CuSCN) reaksiyonun sonunu gosterir.
Sarfedilen idrar miktar:1 pipetten tesbit edilir.

Hesabi :

5 ml. kantitatif Benedict reaktifi 0,01 gr. glucose tarafindan rediik-
lendiginden sarf edilen idrar miktar: icerisinde 0,01 gr. glucose bulunur.
Bundan da % gr. veya mg. miktara intikal edilir.

Misal : Sarfedilen idrar miktar1 0,50 ml. olsun. Bu kadar idrar icin-
de 0,01 gr. glucose var demektir. 100 ml. sinde ise

0,5 ml. idrarda 0,01 gr. glucose olursa
100 x 0,01
100 ml. idrarda X = ——+—— = 9% 2 gr. glucose
0,5

bulunur.

Hesab1 kolaylastirmak maksad: ile asagiya sarfedilen idrar miktar-
larina tekabiil eden % gr. glucose miktarimi gosteren bir tablo konulmusg-
tur. Bu tablo yardim ile hesap yapmadan dogrudan dogruya % gr. glu-
cose miktar: bulunabilir.
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ml. % gr. ml % gr. ml. % gr. ml. % gr.
,10 10,0 ,35 2,80 ,60 1,66 ,85 1,17
11 9,0 ,36 2,77 ,61 1,63 ,86 1,16
12 8,3 ,37 2,70 ,62 1,61 ,87 1,14
,13 7,6 ,38 2,63 ,63 1,58 ,88 1,13
14 7,1 ,39 2,56 ,64 1,56 ,89 1,12
,15 6,6 ,40 2,50 ,65 1,53 ,90 1,11
,16 6,2 41 2,40 ,66 1,51 ,91 1,09
AT 5,8 42 2,38 67 1,49 ,92 1,08
,18 5,5 43 2,32 ,68 1,47 ,93 1,07
,19 5,2 44 2,27 ,69 1,44 ,94 1,06
,20 5,0 45 2,22 ,70 1,42 ,95 1,05
,21 4,7 ,46 2,17 Pl 1,40 96 1,04
,22 4,5 47 2,12 \12 1,38 97 1,03
,23 4,3 ,48 2,08 73 1,36 ,98 1,02
,24 4,2 ,49 2,04 74 1,35 ,99 1,01
,25 4,0 ,50 2,00 75 1,33 1,00 1,00
,26 3,8 ,61 1,96 ,76 1,31 1,10 0,90
,27 3,7 ,62 1,92 i 1,29 1,20 0,83
,28 3,5 ,53 1,88 78 1,28 1,30 0,76
,29 3,4 ,54 1,85 79 1,26 1,40 0,71
,30 3,3 ,05 1,81 ,80 1,25 1,50 0,66
,31 3,2 56 1,78 ,81 1,23 1,60 0,62
,32 31 57 1,75 ,82 1,21 1,70 0,58
,33 3,0 ,08 1,72 ,83 1,20 1,80 0,55
,34 2,9 ,59 1,69 ,84 1,19 1,90 0,52
2,00 0,50

B) POLARISKOPIK METOD:

Prensip :

Optik aktif maddelerin (asimetrik carbon atom veya atomlarin ihti-
va eden) polarize 15181 saga veya sola cevirme yeteneklerine dayanan bir
metoddur. Optik aktif maddelerin kendilerine mahsus cevirme dereceleri
vardir. Yani her optik maddenin bir spesifik cevirme derecesi vardir. Spe-
sifik cevirme, 1 ml, distile suda eritilmis olan 1 gr. maddenin 1 desimetre
uzunlugundaki polarimetre tiipiinde sodium polarize 15181m1 cevirme dere-
cesidir. Spesifik cevirme (o) D ile gosterilir. Deney mubhtelif 1silarda ya-
pilabileceginden umumiyetle D harfinin iizerindeki rakkamlar bu 1s1 de-
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recesni gosterir Meseld, D*°, D'* v.s. gibi. Spesifik cevirme agagidaki for-
miille hesaplanir.

() D =
Cxl

Sodium 1§181.

Okunan cevirme derecesi.

1 ml. suda eritilmig olan maddenin gr. olarak muiktari.
Tiiplin desimetre cinsinden uzunlugu.

)-'ONU

Eger maddenin konsantrasyonu tiyin edilmek isteniyorsa ve o mad-
denin spesifik cevirme derecesi de belli ise 0 zaman soliisyonun vermis ol-
dugu cevirme derecesine gore konsantrasyonu agagidaki formiil yardimi
ile bulunur. Bulunan miktar 100 ile carpilirsa o maddenin soliisyondaki
% miktarina intikal edilir.

a
C = —_—
() Dx1
Baz1 karbonhidratlarin spesifik cevirme dereceleri
D - glucose T4 525° L - arabinose : + 114,6°
D - fructose . — 923° | Saccharose  : 4+ 665°
D - galactose o 7:-__*;—81,1’>° ,_  - I:.a(;tose - 7: 7+ 52,5°
D - mannose © 4 142° | Maltose P

Cevirme derecesini olgen aletlere polariskop veya polarimetre denir.
Cevirme derecesi bu aletlerdeki 0 — 360° ye boliinmiis olan diskten oku-
nur, Dogrudan dogruya seker miktarim olgen (% gr.) aletlere de sakka-
rimetre denir. Bununla beraber polarimetre’lerle de konsantrasyon tayi-
ni miimkiindiir. O zaman yukarida verilen formiilden istifade edilir. Ru-
tin analizlerde kullamlan alet bilhassa sakkarimetrelerdir. Alet basit ve
kullanihigi kolaydir. Sakkarimetrelerin bircok modelleri vardir. Klinikler-
de en cok kullamilan: el sakkarimetresidir.

Polariskopik muayenede kullanlacak idrar asid reaksiyonda, berrak
ve renksiz olmalidir. Ayrica idrarda bulunabilecek olan glucose disi pro-
tein, bilesik glucuronic acid v.s. gibi optik aktif maddelerin de uzaklas-
tirilmas: 14zimdir.

62




Polarimetre ve tiipleri




Teknik :
idrarin berraklastirilmasi ve renksizlestirilmesi :

Bu maksat icin bir ¢ok cesitli reaktifler kullanilirsa da en pratigi ola-
n1 Courtonne reaktifi ile yapilamdir.

Courtonne reaktifi : 300 gr kursun acetate (lead acetate, acetate de
plomb) 500 ml. kadar distile suda eritilir. Reaksiyonu nétr oluncaya ka-
dar iizerine acetic acid damlatilir ve distile su ile litreye tamamlanir.

Polariskopik muayenede idrar behemehal bu reaktif ile berraklasti-
rilir ve renksizlestirilir, Kursun acetate’li reaktiflerle cahgilirken behe-
mehal distile su kullanmali ve gerek tiipler ve gerekse polarimetre tiipii
distile su ile yikanmalidir. Aksi halde adi su kullanildig1 taktirde kursun
tuzlar1 camin cidarinda cokelir, bir tabaka yapar ve 1s1k gecirmez hale
gelerek calismay: imkéansiz hale sokar.

45 ml. idrar iizerine 5 ml. Courtonne reaktifi konur karigtirlir, Bir
miiddet bekledikten sonra kuru bir siizge¢ kdgidindan berrak olacak ge-
kilde siiziiliir.

Berraklagtirilmig olan idrar polarimetre tiipiine iist ucundan tasinca-
ya kadar doldurulur. Tiipiin yuvarlak cam levhasi iki parmak arasinda
tutularak polarimetre tiipiiniin iist ucundaki yerine tiip miimas ve idrari
silecek tarzda itilerek konur. Bu gekilde hareket etmekle cam levhanin al-
tinda hava habbesi kalmamas: saglanmis olur. Ayrica tiipiin i¢cinde de ha-
va habbesi kalmamalidir. Kalmig ise cikarihir. Tiip icerisinde hava hab-
besi kalmamasini veya mevcut hava habbelerinin goriig sahasindan uzak-
lagtirilmasini temin bakimindan diiz polarimetre tiipleri yerine biillii olan-
lar1 tercih edilmelidir. Gerek cam levha ve gerekse tiip analizi miiteakip
distile su ile iyice yikanmaldir. Aksi halde cam cidarinda kuruyan idrar,
cokelen glucose ve kursun tuzlamn goriis sahasimi kapatir ve 6lgme imka-
ninm1 Onler.

Igerisine idrar doldurulan polarimetre tiipii gazli bezle kurulandiktan
sonra aletteki yerine konur ve aletin kapagi kapatilir. Aletin cinsine gore
ya lambasi yakilarak veya adi 1gikta goriinen iki yarim dairenin 1gik gid-
detleri aletin iist ucundan bakilarak aletin vidasi cevrilmek sureti ile denk
kilimir, Bilindigi gibi tiip icerisindeki idrarda optik aktif bir madde yok-
sa nonius ve cetvelin (0) noktalari ayn hizada iken aletin diirbiiniinden
bakildiginda her iki yarim dairenin 1sik giddetleri ayni giddette goriiliir.
Eger idrar optik aktif madde ihtiva ediyorsa polarize 15181 saga veya sola
cevirme hassasi ve maddenin miktarina gore dairenin bir yarisi karanhk
goriiliir. O zaman aletin vidasim cevirmek sureti ile her iki yarim daire-
nin 1g1k giddetleri denk kilinir,
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Okunus :

Her iki yarim dairenin 1g1k giddeti denk kilindig1 zaman polarimetre-
lerde okunan rakam cevirme derecesini, bizim kullanacagimiz sacchari-
metrede ise dogrudan dogruya % gr. optik aktif maddeyi (glucose) u gos-
terir,

Sakkarimetrelerde nonius ve cetvel taksimat1 bazi ufak farklara rag-
men umumiyetle birbirine benzer. Alt taraftaki nonius'un (0) dan sonra-
ki her bir cizgisi % 0,1 gr. optik aktif madde miktarim gosterir,

Bir kisim sakkarimetrelerde nonius (0) dan itibaren saga ve sola
dogru 5 e, bir kisminda ise 10 a taksim edilmistir.

Ust taraftaki cetvel bir kisim sakkarimetrelerde 10, bir kisminda da
20 ve digerlerinde daha fazlaya taksim edilmigtir. (0) dan itibaren go-
riilen her ¢izgi % 1 gr. optik aktif madde miktarin1 gosterir. Baz1 sakka-
rimetrelerde de % 1 gr. madde miktarini gosteren cizgiler ortalarindan
ufak cizgilerle tekrar ikiye ayrilmigtir. Iki biiyiik cizgi arasinda olan bu
ufak cizgiler % 0,5 gr. optik aktif madde miktarini gosterir.

Hesapta ayrica idrarin berraklagtirilmasi ameliyesinde 1/10 sulan-
dirillmig olmasini da nazari itibara almak ve okunan bu miktarin 1/10 unu
ilave etmek lazimdir.

Neticenin hesabi bakimindan kullanilan polarimetre tiipiiniin uzun-
lugu da miihimdir. Eger 94,7 mm. (100 mm.) uzunlugundaki ufak tiip
kullanilmig ise okunan neticenin 2 ile carpilmasi ldzimdir. Eger kullani-
lan tiip 189,4 mm. (200 mm.) ise o zaman okunan rakkamda tashih yap-
maga liizum yoktur.

Her iki yarim dairenin 1g1k siddeti vida ile esit kilindig1 zaman noni-
us ve cetvelden % gr. miktar: su sekilde okunur:

Nonius'un (0) cizgisinin, iistiindeki cetvelin neresine rastladigina ba-
kilir, Nonius'un (0) cizgisi ile iistteki cetvelin (0) cizgisi arasinda kag
adet biiyiik ¢izgi oldugu bulunur. Her biiyiik ¢izgi % 1 gr. optik aktif
maddeyi gosterdiginden idrarda cizgi adedi kadar 9% gr. madde vardir.

Eger nonius’un (0) cizgisi iistteki cetvelin ¢izgisinden birisi ile kar-
s1 karsiya gelmemis ise o zaman nonius ve cetvelin (0) cizgileri arasinda-
ki cizgi adedinin gosterdigi % gr. sekere ilaveten alttaki nonius’un (0)
cizgisinden itibaren kaciner cizgisinin {iistteki cetvel cizgilerinden birisi
ile ayni hizaya geldigine bakilir. Nonius'un (0) c¢izgisi ile cetvelin (0) ciz-
gisi arasindaki cizgilere gore bulunan % gr. maddeye iist cetveldeki ciz-
gi ile ayni hizaya gelen nonius taksimatina kadar olan nonius taksimati
adedinin gosterdigi % 0,1 gr. madde ilave edilir.

65




Misal : Nonius’un (0) cizgisi iistteki cetvelin ikinci biiyiik cizgisi
hizasina gelmis ise o idrardaki madde miktar1 % 2 gr. dir.

10 S ]

KRR RN

AN ANEN!

5 0 5

7% 2 gr. gluocse

Nonius'un (0) cizgisi iki biiyiik cizgiden sonraki gelen kiigiik cizgi
iizerinde ise o zaman o idrardaki madde miktar1 % 2,5 gr. dir.

10 ) 0 S 10

AR AAAAR AR AN

% 2,5 gr. glucose

s

Eger nonius'un (0) cizgisi iistteki cetvelin her hangi bir gizgisi ile
tam kars: karsiya gelmemis ve meseld iiciincii biiyiik cizgi ile bu ¢izgiden
scnra gelen kiiciik cizgi arasina gelmis ise bu idrarda seker miktar1 % 3
gr. dan cok ve % 3,5 gr. dan azdir. Kiisuratinm1 bulmak i¢in nonius’un yu-
karida anlatilan durumu tetkik edilir. Bu idrarda ncnius’un (0) dan son-
raki dordiincii cizgisi iistteki cetvelin ¢izgisi ile ayni hizaya gelms ise o za-
man bu idrarda % 3,4 gr. madde (glucose) vardir denir.

Lot b bt b

% 3,4 gr. glucose

idrar 1/10 nisbetinde Courtonne reaktifi ile diliie edilmis oldugundan
bulunan miktara ayrica bu miktarin 1/10 u ilave edilir. O zaman misali-
mizdeki idrarda glucose miktar1 % 3,4 + 0,34 = % 3,74 gr. olur. Yukari-
da da izah edildigi gibi yari uzunluktaki polarimetre tiipii kullanmilmig ise
bulunan netice 2 ile carpilir. Kullanilan alet sakkarimetre degil de polari-
metre ise o zaman okunan cevirme derecesi yukarida verilen formiile tat-
bik edilerek konsantrasyona intikal edilir.
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IDRARDA LACTOSE ARANMASI

idrarda lactose bilhassa dogumdan kisa bir miiddet evvel veya son-
ra goriilebilir. idrardaki rediiktér maddenin glucose veya lactose oldugu-
nun tefrik edilmesi cok liizumludur. Lactose rediiktor bir seker oldugun-
dan Benedict gibi testlerle glucose’dan tefrik edilemez. Tefrik igin bir ¢ok
testler arasindan asagidaki test disinda ilerideki pratiklerde yapilacak
olan phenylhydrazine ile phenyllactosazone kristallerini tegkil etmek tes-
tinden de istifade edilir. Phenyllactosazone testi klinikte daha c¢ok kulla-
nilir.

Rubner Testi:

Teknik :

Bir tiipe 10 ml. idrar konur, iizerine 3 gr. kursun asetat ilave edilir.
calkalanir ve siiziiliir. Siiziintii kaynatilir. Uzerine takriben 2 ml. konsantre
ammonium hydroxide ilave edilir. Tekrar kaynatilir. idrarda lactose var-
sa tugla karmizis1 bir renk meydana gelir ve kirmuz bir cokelek tesekkiil

eder. Eger idrarda glucose varsa karigimin rengi yine kirmizi olursa da
cokelegin rengi lactose’daki gibi kirmiz1 degil saridir.

IDRARDA FRUCTOSE (LEVULOSE) ARANMASI

Redktor bir monosaccharide olan fructose idrarda nadiren bulunur.
Idrarda ancak bol miktarda bal yenilmesini miiteakip goriilen bu sekerin
aranmasl icin mevcut miiteaddit metodlar arasinda asagidaki test en cok
kullanilanlarindandir. Ayrica polarize 15181 sola cevirmesinden istifade edi-
lerek polariskopik metodlar da tatbik edilehilir.

Seliwanoff testi:

Reaktif :

Seliwanoff reaktifi : 0,05 gr. resorcinol (m-dihydroxybenzene) iin 60
ml. distile su ve 30 ml. konsantre hydrochloric acid’de eritilmesi ile hazir-
lanir.

Teknik :

Bir santrifiij tiipline 5 damla idrar konur. Uzerine 5 ml. Seliwanoff
reaktifi ilive edilir. 30 saniyeden fazla olmamak iizere kaynatiir. Karigi-
min rengine ve cokelek tegekkiil edip etmedigine dikkat edilir. Cokelek
husule gelmis ise santrifiije edilir ve iistteki sivi atilir. Cokelek iizerine
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4-5 ml. % 95 ethyl alcohol ilave edilir, karigtirilir ve alkoliin rengi kontrol
edilir.

idrarda fructose mevcudiyetinde kaynatmay: miiteakip karisimin
rengi kirmuz1 olur. Cokelek de tesekkiil etmis ise ilave edilen alkolde erir
ve alkol kirmuz1 bir renk alir.

Kaynatma 30 saniyeyi ge¢cmemelidir. Aksi halde glucose dahi uzun
miiddet kaynatma ile pozitif netice verebilir. Diger gekerler (lactose, ga-
lactose, mannose ve pentose’lar gibi) bu testle reaksiyon vermezler.

IDRARDA GALACTOSE ARANMASI

Sindirim sistemi bozuklugu bulunan siit ¢ocuklarinin idrarinda bulu-
nur. Asagidaki test galactose’'un oksidasyonuna dayanan bir testtir. id-
rarda galactose’u tesbit eder ise de yapisinca galactose bulunan lactose
mevcudiyetinde de bu bakimdan pozitif netice alinir,

Mucic acid testi:

Teknik :

150 ml. lik bir behere 10 ml. distile su konur. Suyun seviyesi bir cam
kalem ile behere igaretlenir. Su dokiilerek atilir. Ayni behere 50 ml. idrar
konur, Uzerine 10 ml. konsantre nitric acid ilave edilir. Karisim 10 ml.
kalasiya kadar (cam kalem ile isaret edilen yere) kaynatilir, sogutulur.
Uzerine 10 ml. distile su ilave edilir. Bir gece kendi haline birakilir. Id-
rarda galactose (veya lactose) varsa bu miiddetin sonunda ince beyaz bir
cokelek meydana gelir. Bu cokelek mucic acid’tir. Mikroskop altinda asa-
g1ya resmi konulmus olan music acid’in karakteristik kristallerini gérmek
miimkiindiir.
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IDRARDA PENTOSE ARANMASI

idrara pentose’un gecmesi fazla miktarda meyve yenilmesi veya su-
yunun icilmesi ile vuku bulur. Patolojik bir olay degildir. idrara pentose
un gecmesine pentoziiri (pentosurié) denir,

Tauber testi:

Tauber reaktifi : 25 ml. acetic acid’e takriben 1 gr. benzidine ilavesi
ile hazirlanir.

Teknik :

Bir tiipe 0,5 ml. idrar konur. Uzerine 2,5 ml. Tauber reaktifi ilave edi-
lir. Karigtirilir. Karisim birka¢ dakika kaynatilir, sogutulur. Uzerine 5
ml. su ilave edilir ve karigtirihr. Eger idrarda pentose var ise pembeden
kirmiziya kadar bir renk husule gelir.

SEKERLERIN OSAZONE TESKIL EDEREK BIRBIRINDEN
AYIRD EDILMESI

Aktif aldehyde veya keton grubu ihtiva eden sekerler phenylhydrazine
ile muamele edildiklerinde o sekerlere mahsus sar1 renkli karakteristik
kristalen osazone’lar tegkil ederler. Osazone’larin tesekkiilii icin optimum
pH 5 dir. Bu maksatla phenylhydrazine hydrochloride ile sodium acetate
veya piir phenylhydrazine ile acetic acid kullanilir.

ilk kademede phenylhydrazone meydana gelir. Isitmakla phenylhdy-
razone’dan phenylosazone tesekkiil eder.

D

‘ H H
cI:’=o (I;éN—NH—CsHs
H-C-OH H=C—OQH
HO—(::—H +H2N-NH-CGH5 ———— HO—(l:-H -+ H,0
H-(I:-OH H—(I:—OH
u-?-on H-cl;-ou
CH,OH CH,OH
D-Glucose Phenylhydrqzine D~Glucose hydrazone

69




H H
C=N-NH-C¢Hg C=N-NH-C.H,
(|:=0 (IJ=N-NH—C6H5
HO—(::—H + H,N—NH-Ce¢Hs—> HO-(I:—H + H,0
H-C-OH H-C-OH
H-(I:-OH H-(l:—OH
(!.HZOH (|:H20H
D-Phenylglucosgzone
H /h
C=N-NH-C¢Hs . ?=N-NH—C5H5
H—(::-OH IC= 0
HO-C—H  + HN-NH-C¢Hs —> HO—C—H -+ CsHsNHz# NH:
H-C—OH H—l:—OH
H-C—-OH H-(lt—OH
CH,OH CH, OH

Ara madde Anilin Ammoniac

Phenylhydrazine sekerlerin aldehyde veya keton gruplarimin bulun-
dugu 1 ve 2. ci carbon atomuna baglandigindan 1 ve 2. ci carbon atom-
larindan sonraki carbon atomlar: konfigiirasyonlar1 ayni olan diger se-
kerler ayni osazone’u verirler. Bu bakimdan 1 ve 2.ci carbon atomu
konfigiirasyonlar: farkli fakat digerleri ayni olan glucose, fructose ve
mannose’un osazone’lar1 ufak farklarla birbirlerinin aynidir.

Phenylhydrazine testi idrardaki rediiksiyon veren sekerin hangi se-
ker oldugunun tesbiti ve bilhassa bu rediiksiyon veren sekerin glucose ve-
ya lactose olup olmadigimin tefrik edilmesi icin kullanihr. Phenylglucosa-
zone kristalleri ekseriyetle ekin edemeti halinde toplanmig olan igneler gek-
lindeki sar1 kristallerdir. Phenyllactosazone kristalleri ise kabuklu at kes-
tanesi seklindedir. Bu iki cesit kristaller mikroskopta birbirinden kolay-
likla tefrik edilirler. Ayrica Phenylglucosazone, tiip kaynatiirken tesek-
kiil eder phenyllactosazone kristallerinin kristallesmesi ise tiip soguma-
ga basgladiktan sonra olur.
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Fischer testi:

Reaktifler :

1) Phenylhydrazine hydrochloride.
2) Sodium acetate.

Teknik :

Bir tiipiin yarisina kadar idrar konur ve iizerine iki ¢aki ucu phenylh-
ydrazine hydrochloride ve ii¢c caki ucu sodium acetate ilave edilir, alt {ist
ederek karnsgtirilir. Karisim 30-40 dakika kaynayan su banyosunda kayna-
tilir. Miiddetin hitaminda tiip banyodan g¢ikarilir kendi kendine sogumaga
terk edilir. Bilahara bir pipet ile kristallerden cekilir ve kristallerin gekli
mikroskopta tetkik edilir.

IDRARDA KETON CiSIMLERININ ARANMASI

Keton csimleri bilhassa karacigerde olmaktadir. Normalde tesekkiil
eden keton cisimleri oksidasyon v.s. sebeplerle ortadan kalkarlar. Normal
olarak keton cisimlerinin tesekkiiliine ketogenesis denir. Diabetes melli-
tus’ta oldugu gibi karbonhidrat metabolizmas1 bozukluklarinda glucose
yeteri kadar oksidasyona ugrayamaz ise o zaman uzviyet enerji temini
maksadi ile glucose yerine yaglar: okside eder. Yaglar ve dolayisi ile yag
acid’lerinin bu sebeplerle oksidasyonlarinin artmas: neticesi olarak uzvi-
yette fazla miktarda diacetic acid tesekkiil eder. Kanda artan diacetic
acid’in dekcmrozisyonu ile acetone ve 8 - hydroxybutyric acid meydana
gelir. Diacetic acid (acetoacetic acid), s - hydroxybutyric acid ve acetone
keton cisimleridir. Keton cisimlerinin kanda fazla miktarda bulunmalari-
na ketosis denir. Keton cisimlerinin kanda artmas: bilhassa diabetes mel-
litus’ta diabet komasimin yaklastigini bildirir. Ayrica aclik v.s. gibi se-

| | CH
CHOH +H, C=0 -CO, |
(|3H2 CH,
|
COOH COOH e
F-H:dc?:’xy butyric Diacetic acid Acetone
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beplerle karbonhidrat alinmasimin azalmasi, kusmalarla miiterafik gebe-
lik, mide ve bagirsak bozukluklar: olan noropat kiiciik gocuklarda, atesli
hastaliklar ve gastrointestinal bozukluklarda goriiliir.

idrara ilk gecen keton cismi acetone’dir. Acetone bulunan idrarda be-
hemehal diacetic acid aranir. idrarda eger diacetic acid tesbit edilirse o
idrarda g - hydroxybutyric acid olup olmadig1 aranmalhdir.

idrarda acetone arama metodlarinda umumiyetle kullanilan reaktif
sodium nitroprusside’dir. Sodium nitroprusside, acetone ile mor renkte
bir kompleks tegkil eder. Bu rengin tesekkiilii idrarda acetone’un mevcu-
diyetini gosterir. Bu hususta daha pek cok metod ve reaktif vardir.

idrarda acetone testi miisbet oldugu zaman idrarin acetone ihtiva et-
medigi halde alkalen ortamda acetone’un verdigi renge benzer renk vere-
bilen phenolphthalein, phenolsulfonphthalein (P. S. P.), bromsulfonpht-
halein (B. S. P.) v.s. gibi boya maddelerini ihtiva edecegi diisiiniilmelidir.
Bu sebepten bagka bir tiipe konulacak ayni idrar iizerine sodium nitrop-
russide ilaive etmeden bir ka¢c damla ammoniac ildve etmelidir. Mor veya
kirmizi renk veya halkanin husulii idrarda acetone olmadigini dolayis: ile
de bu boya veya ilaglarin mevcudiyetini gosterir.

Lange testi:

Reaktifler :

1) Glacial acetic acid.
2) % 10 sodium nitroprusside
3) % 28 ammonium hydroxide (ammoniac).

Teknik :

Bir tiipe 5 ml. idrar konur. Uzerine ayr1 ayr pipetlerle 0,5 ml. acetic
acid ve 0,5 ml. % 10 sodium nitroprusside ilave edilir, karigtirilir. Tiip 30
derecelik bir ac1 kadar egilir ve idrar tabakasi iizerine bir pipet veya dam-
lalikla gayet yavas olarak takriben 2 ml. kadar ammoniac tabakalandiri-
lir. 1ki dakika kadar tiip sallanmadan bir port tiipte kendi haline birakilir.
Idrarda acetone varsa iki tabaka arasinda mor renkli bir halka meydana
gelir. Rengin siddeti ve halkanin kalinhigma gére 1 + ......... 4 -} geklin-
de ifade edilir.

Fazla analiz yapilan laboratuvarlarda sodium nitroprusside ile acetic
acid’i ayr1 ayr1 pipetlerle alip kullanmak zaman kaybettirdiginden bunlar
daha evvelden esit miktarda karigtirilarak hazirlanan ve adina imbert re-
aktifi denilen gekilde kullanmlir.
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Legal testi:

Reaktifler :

1) % 5 sodium nitroprusside soliisyonu.
2) % 25 sodium hydroxide soliisyonu.
3) Glacial acetic acid.

Teknik :

Bir tiipe 5 ml. kadar idrar, 2 ml. % 5 sodium nitroprusside soliisyonu
konur, kargtirilir. Uzerine 2 ml. % 25 sodium hydroxide soliisyonu iladve
edilir. Bu esnada karigim kirmizi bir renk alir. Bu renk idrardaki creati-
nine’e aittir. Karigim iizerine 2 ml. glacial acetic acid ilave edilir.

idrarda acetone varsa ilk kirmizi renk acetic acid ilavesi ile daha sid-
detlenir, koyulasir ve visne kirmuzisi bir hal alir. idrarda acetone yoksa
ilk kirmiz1 renk acetic acid ilavesinde ac¢ilir ve kaybolur.

IDRARDA DIiACETIC ACID ARANMASI

Acetone bulunan idrarlarda behemehal diacetic acid’de aranmalidir.
Agir diabette idrarda diacetic acid’in goriilmesi komanin yaklastigini gos-
termesi bakimindan acetone’dan daha ciddi bir mana tagir. Daima taze
idrarda aranmalidir.

Gerhardt testi:

Prensip :

Diacetic acid ile ferric chloride arasinda husule gelen reaksiyon neti-
cesi kirmizi rengin meydana gelmesi esasina dayanir,

Reaktif :

% 10 ferric chloride soliisyonu.

Teknik :

Bir tiipe 5 ml. kadar taze idrar konur. Uzerine phosphate’lar tama-
men cokiinceye kadar damla damla % 10 ferric chloride damlatilir. Ferric
chloride’i renk husule gelinceye kadar damlatmamalidir. Eger renk mey-
dana gelirse karigim iizerine renk kayboluncaya kadar idrar ilave edilir
ve her ilave edigte karigtirilir. Karisim berrak bir sekilde siiziiliir. Berrak
siiziintii iizerine tekrar birkac damla 9% 10 ferric chloride ilave edilir. Eger
idrar bordo kirmuzis: bir renk alirsa idrarda diacetic acid vardir.

73




IDRARDA SAFRA BOYALARININ ARANMASI

Bilirubin karacigerdeki Kupfer hiicrelerinde eritrositlerin parcalan-
mas1 neticesi meydana gelen hemoglobin’den ve ayrica da karaciger disi
olarak retikiiloendotelyal sistemde yapilir. Bilirubin bagirsaklarda bakte-
riler tesiri ile rediiksiyona ugrayarak stercobilinogen (urobilinogen) ve
stercobilin (urobilin) e cevrilir. Safra renkli maddelerinin bir kism1 gaita

CH;~C=C-CH=CH, CH,-C—C-R R-C—C-CH, CH,-C= C-CM-(:M2
& 1| I | ]
HO-C C =CH=-——C C-CH,—~C C—CH ==C C~-0H
N/ \/ \/ \/
N NH NH N
Bilirubin

ile digsar atilir. Bir kism1 da bagirsak epitellerinden reabsorbe edilerek
kana gecer. Reabsorbe edilen urobilin’in biiyiik bir kism1 vena porta ile
karacigere gelir ve burada tutulur. Bildhare tekrar safra akimi ile ba-
girsaklara akitilir. Karacigere gelen urobilin’in ufak bir kism1 umumi kan
dolasimina geger ve buradan da idrar vasitasi ile itrah edilir. Idrarda nor-
mal olarak urobilin ve urobilinogen’in az miktarda da olsa bulunmasinin
sebebi budur. Idrar ile i1trahlarinin artmas: karacigerin bu maddeleri tut-
ma kabiliyetinin azalmas1 ile miiterafik olan karaciger hastalklarinda
goriiliir, Ayrica urobilin’in artig1 karacigerden bagirsaklara fazla safra
akig1 ve dolayis: ile fazla reabsorpsiyona da baghdir. Karaciger zehirleri,
infeksiyon hastaliklari, hemolitik ikter ve pernisiy6z anemi gibi baz1 vak’-
alarda eritrosit parcalanmasi artmig oldugundan safra renkli maddeleri-
nin tegekkiilii de artar ve bagirsaklarda bu fazla boyalarin rediiksiyonu
neticesi fazla urobilinogen ve urobilin meydana gelir. Dolayisi ile de idrar-
la 1trahlar1 artar.

Su halde bilirubin kirmizi safra boyasidir. Infeksiy6z hepatit, tikan-
ma sarihgl ve diger karaciger hastaliklar: gibi bazi hastaliklarda idrara
gecer. ‘

IDRARDA BILIRUBIN ARANMASI

idrarda kalitatif bilirubin arama testleri basittirler. Bilirubinli idrar-
lar koyu kehlibar rengindedir ve calkalandiginda husule gelen kopiigiin
rengi de saridir. Bilirubin testlerinin ekserisi bilirubin’in yesil renkte bili-
verdin’e okside olmas1 esasina dayanir.
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a) Tode (Smith veya Rosin) testi:

Prensip :

Bu testte tesekkiil eden yesil renk bilirubin’in oksidasyonu ile aldkalh
degildir. Yesil renk iode’un bilirubin ile birlesmesinden ileri gelir.

Reaktif :

Ethyl alcohol’deki iode soliisyonu : 1 ml. teinture d’iode iizerine 9 ml.
ethyl alcohol ilave etmek sureti ile hazirlanir. Daha hassas olarak 0,7 gr.
iode ve 0,5 gr. potassium iodide iizerine 5 ml. distile su ilave edilir, karig-
tirildiktan sonra iizerine 95 ml. % 95 ethyl alcohol ildve etmek sureti ile
de hazirlanir. Reaktif koyu renkli gsisede muhafaza edilir.

Teknik :

Bir tiipe 5 ml. kadar idrar konur, Tiip 30 derecelik bir ac¢1 kadar egi-
lir ve iizerine 1-2 ml. kadar iode soliisyonu bir pipet ile tabakalandirilr.
iki tabaka arasinda yesil bir halkamin tesekkiilii idrarda bilirubin mevcu-
diyetini gosterir.

b) Gmelin testi:

Prensip :

Bilirubin’in biliverdin gibi renkli iiriinlere okside olmasi esasina daya-
nir.

CHyC=C-CH=CH, CHyC—C-R R-C=C-CH, CH,-C= C-CH=CH,

C =—CH——C C-CH=C C—CH=C C-OH
"R/ A/ \ 7/ \/
NH NH N
Biliverdin
Reaktif :

Konsantre nitric acid : Bu maksat icin kullanilan nitric acid dumanl
kensantre nitric acid olabilecegi gibi daha ziyade nitrous acid ihtiva eden
sar1 renkli nitric acid tercih edilir. Renksiz nitric acid bir kac¢ giin giineste
birakilir veya igine kibrit ¢opii atilirsa maksada uygun hafif sar1 renkli ve
nitrous acid ihtiva eden asid elde edilmis olur.

Teknik :

Bir tiipe 2 ml. kadar nitric acid konur. Tiip 30 derecelik bir agida egi-
lerek iizerine bir pipetle 2 ml. kadar idrar tabakalandirilir.
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idrarda bilirubin varsa iki tabaka arasinda ve idrar tarafinda yesil
olmak iizere sar1 ve mavi renkli bir halka meydana gelir. idrarda thymeol
varsa iki tabaka arasinda yine yesil bir halka meydana gelir. Fakat bu-
radaki yesil renk idrar tarafinda degil asid tarafindadir.

IDRARDA UROBILINOGEN ARANMASI

Bagirsakta bakteriler tesiri ile bilirubin’den tegekkiil eden ve renksiz
bir bilesik olan urobilinogen’in bir kism1 bagirsakta reabsorbe edilerek
tekrar karacigere kan yolu ile gelmesinden dolayr normal olarak idrarda
az miktarda bulunur. Idrarla itrahinin artmas: bazi tip karaciger hasta-
liklarinda, kursun zehirlenmesi, hemolitik anemi ve hemolitik karakter-
deki diger hastaliklarda goriiliir.

CH;CH—C-C,Hy CHyC—C-R R-C—C-CH; CH;C—CH-C,H,

I I I

HO-CH C—CH;—C C—CH;~C C—CH—C CH-OH
\ / \. / N N
NH NH NH NH
Urobilinogen

Idrarda urobilinogen’in yoklugu safra yollarinda bir tikanma oldugu-
nu gosterir. Tikanma dolayis: ile bilirubin bagirsaga akamaz ve dolayisi
ile de bagirsakta urobilinogen tegekkiil edemez.

Urobilinogen tayini testlerinde Ehrlich reaktifi kullanilir. Burada
prensip Ehrlich aldehyde reaktifi'nin urobilinogen ile reaksiyona girerek
kiraz kirmizisi renginde urobilinogen - aldehyde bilesigini vermesidir.

Urobilinogen tayin edilecek idrarin taze olmasi ve uzun zaman 1g1ga
maruz birakilmamis bulunmasi lazimdir, Aksi halde renksiz bir bilesek
olan urobilinogen, Ehrlich reaktifi ile reaksiyon vermeyen urobilin’e ko-
layca okside olur.

a) Ehrlich kalitatif testi:

Reaktif :

Ehrlich aldehyde reaktifi : Koyu renkli bir siseye 100 ml. distile su,
0,7 gr. p-dimethylaminobenzaldehyde konup {izerine 150 ml. konsantre
hydrochloric acid ildve etmek sureti ile hazirlanir.

Teknik :

Bir tiipe 5 ml. taze idrar konur ve iizerine 1 ml. Ehrlich reaktifi ilave
edilir, kanstirilir. 5 dakika kendi haline birakilir. Kiraz Kirmizisi zengin
husulii idrarda urobilinogen’in arttigini gosterir.
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b) Ehrlich semikantitatif testi:

Teknik :

5 tiip alimir, numaralanir ve asagidaki semada gosterildigi sekilde ha-
zirlanir.

Tiip No. idrar Distile su Diliisyon
1 1 ml 9 mlL 1/ 10
2 0,5 ml. 9,5 ml. 1/ 20
3 0,2 ml 9,8 ml 1/ 50
4 0,1 ml 99 ml 1/100
5 0,05 ml. = 9,95 ml. | 1/200

Her tiipe 1 ml. Ehrlich reaktifi ilave edilir, karigtirihir. 5 dakika bek-
lenir. 1/20 diliisyona kadar olan 1 ve 2 ci tiiplerde pembe bir rengin hu-
sulii urobilinogen’in idrarda normal miktarda bulundugunu gosterir. 3-4
5 inci tiiplerde pembe veya kirmuzi rengin husulii urobilinogen’in arttigi-
n1 gosterir.

IDRARDA UROBILIN ARANMASI

Taze idrarlarda urobilin yoktur. idrar durmakla yani 151ga maruz
kalmakla icindeki urobilinogen kahve renkli bir pigment olan urobilin’e
okside olur. Normal olarak idrarda az miktarda urobilin bulunur. Idrar-
daki urobilin karaciger hastaliklar: ile hemolitik tabiatteki hastaliklarda
artar,

CH;CH—C-C,H, CH-C—C-R R-C==C-CH, CH,~C—CH-C,H,

HO-CH C—CH,—C C—CH=C C—CH~——C CH—=ON
\ 7/ = N/ \ 7/ fON/
NH NH N NH

Urobilin

Idrarda umumiyetie kullanilan metod Schlesinger metodudur. Fazla
beklememis idrarlarda urobilin aranacak ise o zaman idrara icindeki uro-
bilinogen’i urobilin’e ¢evirmek icin bir miktar lugol soliisyonu ildve etme-
lidir.

7




Schlesinger metodu:

Reaktifler :

1) % 10 alkolik zinc acetate soliisyonu : 10 gr. toz haline getirilmig
zinc acetate iizerine 100 ml. % 95 lik alkol ilave edilir ve iyice karigtirilir,
Bu soliisyon doymus bir soliisyondur. Sisenin dibinde daima erimemis
zine acetate bulunmahdir. Reaktif kullanilmadan evvel gisenin calkalan-
masl1 lazimdir,

2) Lugol soliisyonu : 5 gr. iode ve 10 gr. potassium iodide kahve
renkli bir giseye konur ve iizerine 100 ml. distile su ildve ederek karigtiri-
lir.

3) % 10 calcium chloride soliisyonu.

Teknik :

Bir tiipe 5-10 ml. kadar idrar konur. Uzerine esit miktarda doymus
zine acetate soliisyonu ildve edilir. Alt iist etmek sureti ile bir kac defa
karigtirihir. 5 dakika bekledikten sonra kuru bir tiipe berrak olacak ge-
kilde siiziiliir.

idrarda urobilin varsa giines 1§181nda ve karanlik bir zeminde yesil
bir floresans goriiliir. Floresans giddeti urobilin miktar: ile orantihdir.

Idrar eger taze ise o zaman icindeki urobilinogen’i urobilin’e ¢cevirmek
maksadi ile denye baslamadan evvel idrara bir ka¢ damla lugol soliisyonu
ilave edilir, karigtirilir ve bir miiddet beklenir. Bildhara yukarida tafsil
edilmis olan Schlesinger deneyi tatbik edilir.

Eger idrar bilirubin’li ise deneyden evvel idrardaki bilirubin’i calcium
chloride ile ¢coktiirmek ve siizerek ortadan kaldirmak icabeder. Aksi halde
bilirubin deneyin idrarda urobilin mevcudiyetine ragmen menfi olmasina
sebebiyet verir. Bu maksatla deneyden evvel bir tiipe 12 ml. idrar konur,
iizerine 3 ml. % 10 calcium chloride ilave edilir. Karigtirthr ve siiziiliir.
Schlesinger deneyi bu siiziintiide yapilir.

Not : Yesil floresansin daha iyi goriilmesi igin Schlesinger deneyi
sonunda elde edilen siiziintii iizerine 2-3 ml. kadar chloroform ilave edilir.
Tiip parmakla kapatilarak bir ka¢ defa yavagea alt iist edilir. Dipte top-
lanan chloroform tabakasinda floresansin mevcudiyeti tetkik edilir. Eger
idrarda urobilin artmis ise o zaman yesil floresans chloroform tabakasin-
da daha giizel goriiliir.

idrarda urobilinogen ve urobilin’in azaldig1 ve kayboldugu haller :

Bagirsaga acilan safra kanalinin tikanmasi neticesi safra boyalar:
bagirsaga akamazsa idrarda urobilin tamamen kaybolur. Bu tikanma kis-
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mi ise yani safra boyalar1 kismen bagirsaga akiyorsa o zaman idrardaki
urobilin miktar: da azalir. Bu azalma tikanma derecesine gore degisir.

Iidrarda urobilin itrahinin artmas: :

Safra kesesi stazinin ortadan kalkmasi ile bagirsaga fazla miktarda
safra akmasi halinde, bagirsaklardan reabsorbe edilen safra boyalarinin
karacigerde tutulamamasini mucip olan karaciger parangim hastaliklari,
eritrositlerin parcalanmasinin artigi ile miiterafik hemolitik hastaliklar
v.s. gibi hallerdir.

IDRARDA SAFRA ASIDLERININ ARANMASI

Safra asidleri idrarda sodium tuzlar1 halinde bulunurlar ve safra bo-
yalari ile ayni manay1 tagirlar.

Hay testi:

Prensip :

Bu testin esas1 safra asidlerinin yiizey gerilimi azaltma hassalarina
dayanir.

Teknik :

Behere konulmus idrar iizerine bir miktar toz kiikiirt (kiikiirt cicegi)
serpilir. Kiikiirt derhal dibe ¢okerse o zaman idrarda safra asidleri vardir
ve miktar1 artmigtir. Eger kiikiirt idrar hafifce sallandiktan sonra dibe
cokerse yine idrarda safra asidleri vardir fakat miktar: hemen dibe ¢oken
idrardaki kadar artmamigtir. Eger kiikiirt calkalamaga ragmen dibe ¢ok-
mezse o zaman o idrarda safra asidleri yoktur.

Not : Eger idrar fazla miktarda urobilin ihtiva ederse veya idrara
koruyucu maksatla thymol ilive edilmis ise bunlar da yiizey gerilimi
azaltacagindan bu gibi idrarlarda yanhghkla pozitif reaksiyon gdriilebilir.

IDRARDA INDiCAN ARANMASI

Indican, potassium indoxyl sulfate’tir. Potassium indoxyl sulfate ba-
girsaklarda proteinlerin putrefaksiyonu neticesi meydana gelen trytop-
hane’in parcalanma iiriinii olan indol ve scatol’den meydana gelir. Bagir-
saklarda proteinlerin piitrefaksiyonu neticesi meydana gelen indol ve
scatol absorbe edilerek karacigere gelir ve burada indoxyl ve scatoxyl’e
ckisde olurlar. Bilahara sulfuric acid ile birlegerek potassium tuzlar1 ha-
linde potassium indoxyl sulfate (indican) adi altinda idrarla itrah edilir-
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ler. Normal idrarlarda bu bakimdan daima az miktarda da olsa indican
bulunur.

Obermayer testi:

Prensip :

idrardaki indican’in mineral asidlerle indoxyl’e parcalanmasi ve bu-
nun da ferric chloride v.s. gibi oksidasyon yapan maddelerle indigo kir-
muzisindan indigo mavisine kadar indigoya cevrilmesi esasma dayanir.

indican -+ HCl ——— indoxyl
indoxyl -+ ferric chloridle ——— indigo

Reaktif :

1) Obermayer reaktifi : 0,5 gr. ferric chloride’in 250 ml. konsantre
hydrochloric acid’de eritilmesi ile hazirlamir. Umumiyetle taze olarak kul-
lanilmalidir.

2) Chloroform.

Teknik :

Bir tiipe 5 ml. kadar idrar konur. Uzerine esgit miktarda Obermayer
reaktifi ildve edilir. Birkac defa alt iist ederek karigtirilir. Yukarida bah-
sedilen reaksiyonun husulii icin 5 dakika kadar bekletilir. Bildhara iizeri-
ne 3 ml. kadar chloroform ilave edilir. Tekrar birkac defa alt iist etmek
sureti ile karigtirihir. Bu son karigtirmay1 yavasg olarak yapmalidir. Sid-
detli calkalamada chloroform emiilsiyona ugrayabilir.

Idrarda normal olarak az miktarda da olsa indican bulundugundan
chloroform tabakasinin rengi cok hafif mavi bir renk alir. Chloroform ta-
bakas1 renksiz de kalsa yine idrarda indican normaldir denir. Idrarda
indican miktar: artmis ise bu artisa uygun olarak chloroform’daki indigo
mavisinin rengi de artar.

idrardaki indican’in reaktif ilavesi ile indigo mavisi yerine indigo kr-
mizisma da cevrilebildigi yukarida belirtilmisti. Bu bakimdan mavi renk
indican’1 gosterdigi gibi kirmizi renk de indicam goOsterebilir. Fakat bazi
iode’lu salicylic acid ve thymol’lii ilaclarin alinmasi ile de idrarda bu test-
le kirmiz1 veya menekse bir renk meydana gelebilir. Bu bakimdan husule
gelen rengin ild¢ veya indican’a ait olup olmadiginin tefriki gerekir. Bu
maksatla bu test ile kirmizi renk husule gelmig ise o zaman chloroform
tabakasinin iistiindeki idrar yavagca disar: atilir ve kalan chloroform iize-
rine 3-4 ml. kadar sodium thiosulfate soliisyonu ilave edilir, alt iist edile-
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rek karigtirilir. Kirmizi renk eger ilaclardan ileri geliyorsa sodium thio-
sulfate ilavesini miiteakip kaybolur. Kirmizi renk indican’a ait ise kaybol-
maz.

IDRARDA KANTITATIF CHLORIDE TAYINi

Mohr metodu:
Prensip :

Hassas olmamakla beraber tekniginin basit olusu dolayis: ile olduk-
¢a sik kullanilan bir metoddur. Endikator olarak chromate ilave edilmig
belirli miktardaki idrar iizerine damla damla AgNO:s ilave edilir, AgNOs
den iyonize olan Ag idrardaki chloride ile birleserek AgCl tegekkiil eder
ve c¢okelir. Ortamda yani idrarda Ag ion’u ile birlesecek chloride kalma-
yinca yani chloride bitince ilave edilen AgNOs den iyonize olan Ag ion'u
chromate ile birleserek giimiis chromate (Ag: CrOs:) bilesigi meydana ge-
lir ve soliisyon tugla kirmizisi rengini alir. Bu rengin goriilmesi ortamda
chloride ion’u kalmadigini ve reaksiyonun nihayetini gosterir. Sarfedilen
AgNO:; miktarindan chloride miktarina (NaCl olarak) intikal edilir.

Idrarda chloride’den baska bulunabilen iodide, bromide, arsenic bi-
lesikleri ile albumin v.s. lerde AgNO:s ile cokeldiklerinden fazla AgNQO; sar-
fiyatina sebep olurlar. Bu fazla sarfiyat da chloride lehine kaydedilmig
olur ve dolayisi ile de chloride miktar: yanhs olarak fazla bulunmus olur.
Bu ve diger bazi bakimlardan bu metod kaba ve cok hassas olmayan bir
metod ise de kolayligl bakimindan oldukca sik kullamlir.

Reaktifler :
1) 0, 1 N-AgNO;
2) % 10 potassium chromate.

Teknik :

Bir behere pipetle 2 ml. idrar konur, iizerine 3 - 4 damla % 10 potas-
sium chromate indikatoriinden damlatilir ve az bir miktar da distile su
ilave edilir. Karigtirilir. Biirete konmus olan veya bir pipete cekilmis bu-
lunan 0,1 N - AgNO; ile tugla kirmizis1 renk alasiya kadar titre edilir. Ilk
damlalarda idrarda AgCl ¢Okeleginin husulii dolayis: ile idrar bulanir ve
bir ¢okelek meydana gelir. Nihai bir damla ile tugla kirmizis1 rengin hu-
sulii reaksiyonun bittigini gosterir. Sarfedilen AgNOs miktar1 kaydedilir
ve agagiya konulmug bulunan cetvel yardimi ile sarfedilen 0,1 N - AgNO:s
miktarindan litredeki sodium chloride miktarina kolaylikla intikal edilir,
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Sarfedilen Na(Cl Sarfedilen Na(Cl Sarfedilen Nac(Cl
0,1 N-AgNo, Lt Gr. 0,1 N-AgNO, Lt. Gr. 0,1 N-AgNO, Lt Gr.
ml. ml.

0,1 0,292 2,4 7,008 4,7 13,724
0,2 0,584 2,5 7,300 4,8 14,016
0,3 0,876 2,6 7,592 4,9 14,308
0,4 1,168 2,7 7,884 5,0 14,600
0,5 1,460 2,8 8,176 51 14,892
0,6 1,752 2,9 8,468 5,2 15,184
0,7 2,044 3,0 8,760 5,3 15,476
0,8 2,336 3,1 9,052 54 15,768
0,9 2,628 3,2 9,344 5,5 16,060
1,0 2,920 3,3 9,636 5,6 16,352
1,1 3,212 3,4 9,928 5,7 16,644
1,2 3,504 3,5 10,220 5,8 16,936
1,3 3,796 3,6 10,512 5,9 17,228
14 4,088 3,7 10,804 6,0 17,520
1,5 4,380 3,8 11,096 6,1 17,812
1,6 4,672 3,9 11,388 6,2 18,104
17 4,964 4,0 11,680 6,3 18,396
1,8 5,256 4,1 11,972 6,4 18,688
1,9 5,548 4,2 12,264 6,5 18,980
2,0 5,840 4,3 12,556 6,6 19,272
21 6,132 4,4 12,848 6,7 19,564
2,2 6,424 4,5 13,140 6.8 19,856
2,3 6,716 4,6 13,432 6,9 20,148

IDRARDA AMYLASE TAYINi
Prensip :

idrar muhtelif diliisyonlara tabi tutularak ihtiva ettigi amylase mik-
tar1 derece derece azaltilmig olur. Uzerine nigasta soliisyonu ilave edile-
rek sicakta bu nigastanin amylase ile dijesyonu saglanir. Nigastanin hid-
rolize edilebildigi hudut tesbit edilir ve bulunan rakam {inite ile ifade
edilir.

idrarda amylase tayininin diagnostik bir kiymet tagiyip tagimadig:
miinakagali bir mevzudur. idrarda diastase tayini 24 saatlik idrarda ya-
pildig1 takcirde kiymetli olabilir. idrardaki amylase (diastase) konsantras-
yonu serumun amylase konsantrasyonu ile agag1 yukar: aynidir. Bu bakim-
dan da idrarin sulandirilmasina liizum yoktur. idrar oldugu gibi kullani-
lacaktir. Halbuki duodenum, pankreas suyu kana nazaran takriben 100
misli fazla amylase aktivitesi ihtiva ettiklerinden bu sivilar ile caligil-
diginda bunlarin 1/100 nisbetinde diliisyona tabi tutulmalar1 icabeder.
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Reaktifler :

1) % 0,9 sodium chloride soliisyonu.

2) % 0,1 amidon soluble soliisyonu : 1 gr. amidon soluble bir mik-
tar % 0,9 sodium chloride soliisyonunda suspansiyon haline getirilir. Bu
suspansiyon diger bir kapta kaynar vaziyetteki 60 - 70 ml. % 0,9 sodium
chloride icerisine aktarilir. Bulagiklarda kaynar derecedeki bu karisima
alindiktan sonra karigim tekrar bir dakika daha kaynatilir, sogutulur ve'-
distile su ile 1000 ml. ye tamamlanir. '

3) N/50 iode (lugol) soliisyonu.

Amylaase tayininde umumiyetle yukaridaki % 0,1 amidon soluble
soliisyonu kullanilir. Yalniz bu soliisyonun her analizde tazle olarak ha-
zirlanmas lazimdir. Uzun miiddet bekletilemez, Her defasinda taze so-
lisyon yapmak Kkiilfetinden kurtulmak igin bir kisim laboratuvarlar
tamponlu amidon soliisyonu kullanirlar. -

Tamponlu amidon soluble soliisyonu :

a) %1 amidon soluble soliisyonu : Yukaridaki sekilde hareket
edilerek karigsim 100 ml. ye tamamlanir.

b) Phosphate tampon soliisyonu : 6,9 gr. monosodium phosphate
ve 17,9 gr. disodium phosphate 80 ml. distile su ihtiva eden 100 ml lik
bir volumetrik balonda eritildikten sonra distile su ile 100 ml. ye tamam-
lanir. Bu soliisyonun pH s1 6,8 olmalidir,

Kullamlacak tamponlu amidon soluble soliisyonunu hazirlamak igin
litrelik bir balona 100 ml. (a) soliisyonu ve 100 ml. (b) soliisyonu konur
ve % 0,9 sodium chloride ile litreye tamamlanir,

Teknik :

10 tiip alimir. 1. nei tiipe 2 ml. idrar konur. 2. nci tiipten 10 ncu tiipe
kadar her tiipe 1 er ml. % 0,9 sodium chloride soliisyonu konur. 1. nci tiip-
ten 1 ml. idrar alinip 2 nci tiipe aktarilir, karigtirilir. 2 nei tiipten 1 ml. al-
nip 3 iincii tiipe aktarilir. Karigtirihir. Bu ameliyeye 10 ncu tiipe kadar de-
vam edilir. 10 ncu tiipten alinan 1 ml. karisim digar1 atilir.

Her tiipe % 0,1 amidon soluble veya tamponlu amidon soliisyonundan
konur. Tiipler calkalanir ve 30 dakika miiddetle 38°C de birakilir, Bila-.
hara akar su altinda derhal sogutulur ve 10 ncu tiipten baglamak iizere
her tiipe 1 damla iode soliisyonu damlatilir. Baz tiiplerde ilk goriilen renk
hemen kaybolabileceginden renk bir kag¢ saniye sabit kalincaya kadar 1
damla daha iode soliisyonu ilave edilmelidir. o
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Okuma : Mavi renk ortamda dijeste olmamig amidon bulundugunu,
kirmizi - mavi renk erythrodextrin’i gosterir. Acchroodextrin, dextrose ve
maltose, iode ile renk vermezler ise de karisim iode dolayis: ile sarimtirak
bir renk gosterir. Mavi veya menekse - mavi renk gosteren tiip amylase
tesirinin kifayet simirini1 gosterdiginden hudut tiipii olarak kiymetlendiri-
lir. Bu tiipten bir evvelki mavi renk gostermeyen, amidonun hidrolizi neti-
cesi husule gelmis olan dextrin’lerin vermis oldugu kirmuzi veya kirmizi -
kahve rengi renk nuansini veren tiip hesapta esas olan tiiptiir. Hesapta bu
tiip igindeki diliie idrar miktarmnin bilinmesi icabeder. Sulandirma ora-
ninin 2 ile carpilmas) amylase aktivitesini iinite olarak verir.

Asagiya gerek teknigin ve gerekse hesabin daha kolaylikla yapil-
masini temin maksadi ile bir cetvel konulmustur.

Tiip No: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
% 0,9 NaCl 0 Her tiipe 1 ml.
idarar 2 Ml. Her tiipe bir evvelkinden 1 ml. aktarilhir
Son tilipten 1 ml. digarnn atilir
% 0,1 amidon i . i
soliisyonu er Hipe:2 yal.
30°C de 30 dakika
N/50 iode Her tiipe bir damla
Her tiipteki diliie vl 1 1 1 1
serum miktar. 1% =% R —_ - — = L
(diliisyon) 4 8 16 32 64 128 256 512
Tam serum ) » cro
ikt 110,5]0,25 |0,125 [0,0625)0,03126/0,01562(0,00782{0,00390;0,00195
Unite 2] 4 8 16 32 64 128 256 512 | 1024

Normal kiymetler 38°C de ve 30 dakikada 64 iinitedir. Hakiki pato-
lojik artiglarda kiymetler 200 iiniteye kadar cikabilir. Akut pankreatit ve
pankreonekroz gibi iltihabi ve dejeneratif pankreas hastaliklarinda bas-
langic safhasinda ilk iki giinde fazla bir yiikselme goriiliir ve kisa bir
miiddet sonra normal seviyeye diiser. Kabakulak hastaliginda pankrea-
sin da atake olmasi halinde bu kiymet yiikselir. Ayrica mide ve duode-
num iilserlerinde de hafif bir atig goriiliir.
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IDRARDA GIZLi KAN ARANMASI

Prensip :

Normal idrarda kan bulunmaz, Kanin bulunmasi patolojiktir. idrar-
da kan hematiiri ve hemoglobiniiri olarak iki sekilde bulunur. Hemoglo-
biniiri, idrarda yaliniz eritrositlerin hemolizi neticesi meydana gelen he-
moglobin’in bulunmasidir. Hematiiri ise idrarda bilhassa eritrositlerin bu-

lunmasidir. Bu gibi idrarlarda kismen de eritrositlerin hemolizi netice-
si hemoglobin bulunabilir,

Biitiin gizli kan arama testlerinde prensip umumiyetle birbirinin ay-
nidir. Bu testler, hemoglobin’in hydrogen preoxide’i katalitik olarak de-
kompoze etmesi ve aciga cikan oxygen'in ortamdaki benzidine v.s., gibi

reaktif olarak kullanilan maddeleri renkli iiriinlere okside etmesi esasina
dayanir.

Hydrogen peroxide’in fazlasi reaksiyonu bozar. Bu bakimdan teknik-
te belirtilen miktarlardan fazla hydrogen peroxide kullaniimamalidir. De-
mir tuzlari, chrome ve bakir gibi maddeler de okside olabildiklerinden or-
tamda bulunduklar1 taktirde reaksionu bozar ve dolayisi ile de idrarda
kan bulunmadig1 halde pozitif reaksiyona sebebiyet verirler. Bunun igin
kullanilan cam malzeme ve reaktifler bu gibi maddeleri eser miktarda bile
ihtiva etmemelidir. Bundan dolayl, bu malzemeler dichromate temizleme

soliisyonu ile iyice temizlenmeli ve reaktifler saf distile su ile hazirlan-
malidir.

Benzidine testi:

Reaktifler :

1) % 3 hydrogen peroxide soliisyonu.

2) Glacial acetic acid’te satiire benzidine soliisyonu: 4 gr. saf
benzidine kahve renkli bir siseye konur, iizerine 50 ml. glacial acetic acid
ilave edilir. Kuvvetle calkalayarak benzidine'in miimkiin oldugu kadar

erimesi saglanir. Stabil olmadigindan her defasinda taze olarak hazirlan-
mahdir.

Tektik :

Temiz bir tiipe 2 ml. kadar idrar konur. Uzerine 3 ml. glacial acetic
acid’te satiire benzidine soliisyonundan ilave edilir, karigtirihr. Karigim
iizerine 1 ml. % 3 hydrogen preoxide ilave edilir ve tekrar karigtirilir.

Yesil veya mavi bir rengin goriilmesi gizli kan mevcudiyetini goste-
rir. Bu metod hassas ve tercih edilen metoddur.
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Pyridine (pyramidon) testi:

Reaktifler :
1) % 3 alkolik pyridine soliisyonu.
2) % 3 hydrogen peroxide soliisyonu.

3) Pyramidon,

Teknik :

Temiz bir tiipe 5 ml. alkoldeki % 3 pyridine soliisyonundan konur.
Uzerine bir ¢ak: ucu kadar (0,5 gr.) pyramidon ilave edilir. Tiip kuvvetle
calkanarak pyramidon eritilir. Uzerine 1 ml. kadar % 3 hydrogen peroxide
‘ilave edilir, karigtirihir. Bu esnada tiipteki karigimda hicbir renk husule
gelmemis olmalidir. Renk husule gelir ise bilhassa tiipiin veya reaktiflerin
kirli oldugu anlagihir, Hydrogen peroxide ilave edilmig ve hi¢ bir renk hu-
sule gelmemis olan soliisyon iizerine gizli kan aranacak idrardan 1 ml
kadar konur ve karigtirilir.

Mavi - menekse rengin husule gelmesi idrarda gizli kan mevcudiye-
tini gosterir. Husule gelen renk sebatsizdir. Kisa bir miiddet sonra kay-
bolur. Hassasiyet bakimindan benzidine testinden sonra gelir.

Gizli kan aranacak idrar iizerine icindeki eritrositlerin pargalanma-
s1 icin deneyden evvel birka¢ damla acetic acid damlatmalidir.
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IDRARIN MIKROSKOPIiK MUAYENESI

Idrarin mikroskopik muayenesi idrar sedimentinde yapilir. Mikros-
kopik muayene idrarin fiziksel ve kimyasal analizini tamamlar. Fiziksel
ve kimyasal analizlerde patolojik bir bulgu bulunmayan idrarlarin sedi-
ment muayeneleri miihim patolojik bulgular gosterebilecegi gibi patolo-
jik bir vasif tagiyan ve meseld cok bulanmik ve tortulu idrarlarin sediment
muayenelerince de hi¢ bir patolojik bulguya rastlanmayabilir. Kimyasal
metodlarla tesbit edilemeyen fakat klinik bakimindan biiyiik deger tasi-
yan silendr gibi organik sedimentlerle inorganik diger elementlerin tes-
biti miinhasiran idrar sedimentinin mikroskopik muayenesi ile miimkiin-
diir. Albumin’in nefrit gibi bébrek hastaliklarina veya bu hastaliklar digin-
da idrar yollarina bagh olup olmadiginin tefriki sedimentin mikroskopik
muayenesi ile miimkiindiir. Mikroskopik muayene tercihen taze idrarda
yapilmalidir, Beklemis idrarlarda bircok organik elementler parcalanir,
erir ve hakiki vasiflarin1 kaybedebilirler. Ayrica taze idrarlarda tabii ola-
rak erimis halde bulunan inorganik sedimentler idrarin bekletilmesi, so-
guga maruz kalmasi gibi ortamin vasfinin degismesi hallerinde cokele-
bilir ve dolayisi ile de yanlighiklara sebebiyet verebilirler.

idrar sedimenti basit ve cabuk olarak idrar niimunesinin bulundugu
gigenin calkalanmasin miiteakip alinan idrarin santrifiije edilmesi ile elde
edilir. Bu maksat i¢in kullanilacak santrifiij tiipiiniin temiz olmas1 ve bir
evvelki sediment bakiyesini ihtiva etmemesi 1adzimdir. Mikroskopik mua-
yenede kullamilan lamlarin da temiz olmasi ve iizerinde cizikler bulun-
mamasi icabeder.

Teknik :

Idrarin bulundugu kap devri hareketlerle veya alt iist etmek sureti
ile karigtirthir. Ayni biiyiikliikte iki santrifiij tiipii alimir. Birisine tiipiin
3/4 iine kadar idrar, digerine de ayni miktarda su konur. Her iki tiip
santrifiij terazisinin kefelerine yerlestirilir. Su konulmus olan tiipe su
ilave etmek veya almak sureti ile her iki tiipiin agirhig1 esit kilinir. Tiip-
ler santrifiij aletine karsihkli olarak yerlestirilir. 5 dakika miiddetle 1500
devir civarinda santrifiije edilir. Daha yiiksek devirlerde santrifiije et-
mek dogru degildir. Aksi halde sedimentteki elementlerin morfolojisi bo-
zulabilir, Alet bu miiddetin hitaminda durdurulduktan sonra idrar tiipii
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disar1 alimir. Tiip dibinden tutulmak sureti ile birdenbire ters cevrile-
rek istteki sivi digsar1 atilir. Ustteki siv1 hi¢ bir suretle tiip egilerek di-
sar1 atilmamalidir. Aksi halde sedimet de sivi1 ile birlikte digar: atilabilir.

Santrifiij tiiplinii sallayarak dipte toplanmig olan sediment gevse-
tilir ve homojen bir hale getirilir. Sediment bir lam iizerine damlatilir.
Damla tiipiin kenar: ile ldmin sathina yayilir. Bu yayistan maksat mik-
roskop objektifinin idrar sedimentine degmemesi ve ladmel kullanmilmama-
sin1 saglamaktir. Mamafi bu maksatla 1amel de kullanilabilir. Umumiyet-
le lamel kullanilmaz. Sediment damlatilmis olan 1am mikroskop tablasi-
na konur. Kondanzator daraltilarak mikroskoba giren 1s1k miktar: azal-
tilir. Evvela kiiciik grosisman objektifi kullanilarak fokiis kaba ve ince
ayar vidalari ile net bir hale getirilir ve sediment bir kac saha olmak
iizere tetkik edilir. Bildhare de biiyiik grosisman objektifi ile goriilen ele-
mentlerin striiktiirleri tetkik edilir.

idrar sedimentleri organik ve inorganik olmak {izere iki kisimda
tetkik edilir.

ORGANIK SEDIMENTLER

EPITELLER :

Normal idrarlarda umumiyetle ve az miktarda olmak iizere yassi
epitel hiicreleri bulunur, Kadinlarcda umumiyetle erkeklere nazaran daha
cok epitel hiicresi bulunur. Bunun sebebi de vulvadan idrara epitel hiicre-
lerinin karigmasidir. Idrar sedimentinde goriilen epitel hiicrelerinin bob-
reklerden veya idrar yollarinin diger kisimlarindan gelip gelmediginin tef-
rik edilmesi klinik bakimindan ehemmiyetlidir.

a) Bobrek epitel hiicreleri : Yuvarlak veya ekseriyetle cok kose-
li olup l6kositlerden biraz daha biiyiiktiirler. Bu hiicrelerin ortalarinda
biiyiik, yuvarlak veya oval sekilde graniiler bir cekirdek vardir. Normal
idrarlarda bulunmazlar. Bobrek epitelleri idrarda bobrek hastaliklar1 ve
bilhassa akut safhalarinda goriiliirler.

b) Yass: epitel hiicreleri : Kenarlar1 gayri muntazam, biiyiik
ve yassi hiicrelerdir. Ortalarinda hiicreye nazaran ¢ok kii¢iik bir ¢ekirdek
ihtiva ederler. Umumiyetle kadin idrarlarinda goriiliirler. Ciinkii bu epi-
tel hiicreleri tipik vagina ve vulva epitelleridir. Erkeklerde menseini
urethra mukozasindan alirlar. Umumiyetle normal kadin ve erkek idrar-
larinda bulunan epiteller bu epitellerdir.

¢) Kuyruklu epitel hiicreleri : Sekilleri ¢cok muhtelif olan bu epi-
teller ekseriyetle armut veya ig seklinde yani kuyruklu yuvarlak hiicre-
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lerdir, Bobrek epitellerine nazaran daha biiyiik, nukleuslar1 da bunlarn-
kinden daha kiiciiktiir. Bu hiicreler megelerini bobrek pelvisi, ureter ve
mesaneden ve ayricada prostat v.s. gibi bezlerden alirlar.

Epiteller

1) A: Vaginal hiicreler. B: Urethra hiicreleri. C: Bobrek hiicreleri.
D : Bobrek pelvis hiicreleri. E : Spermatozoid'ler.

2) Skuamoéz (yassi) hiicreler ve lokositler.

3) A : Mesane hiicreleri. B: Urethra hiicreleri.

4) Bobrek pelvis hiicreleri.

LOKOSITLER :

Yuvarlak iltihap hiicreleridir. Nukleuslar1 dolayisi ile mikroskopta
graniiler vasifta goriiliirler. Eritrositlerden daha biiyiiktiirler. Idrarda
tek tek goriiliigleri klinik bir mani tasimaz. Bol miktarda bulunmalar:
bobrek veya yollarindaki iltihabi bir hastaligi, kizil nefriti ve bobrek tii-
berkiilozuna delélet eder. Normalde biiyiikk grosismanla her sahada 2-3
16kosit goriiliir. Bunun iistiindeki miktarlar patolojiktir.
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Lokositler

Fazla miktarda l6kosit ihtiva eden idrar bulamk bir manzara gos-
terir. Idrarla fazla lokosit itrahina piyiiri denir. Liokosit ihtiva eden id-
rarlar pozitif albumin testi verirler. Santrifiijii miiteakip iistteki berrak
sivinin pozitif albumin reaksiyonu vermesi bu albuminiirinin bobrege bag-
i hakiki albuminiiri oldugunu gésterir. Lokositli idrarlarda albuminiirinin
bébrege veya lokositlere bagh olup olmadiginin kontrolii ve tesbiti gerek-
lidir.

ERITROSITLER :

Lokositlerden daha ufak, sarimtrak, keskin kenarl diskler halinde-
dir. Bazan da oval ve ortasi ¢Okiik gekilde goriiliirler. Yiiksek konsantras-
yonlu idrarlarda biiziilir ve dolayis: ile dikenli bir manzara gosterirler.
Cok diisiik dansiteli idrarlarda da siserler ve dolayis: ile de biraz daha
biiyiik¢e goriiniirler.

b Qo

Enitmositler

Normal idrarlarda eritrosit bulunmaz. Goriilmesi patolojiktir. Sid-
detli bobrek hiperemilerinde, akut glomerulonefritte, kronik glomerulonef-
ritlerin hecmelerinde, bobrek tiiberkiilozunda, sistitte ve bobrek tas ve
koliklerinde goriiliir. Idrarda eritrosit goriilmesine hematiiri denir.
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SILENDR (CYLINDRE) LER :

Siledrler bobrek tubuluslar: icinde proteinlerden tesekkiil ederler. Tu-
buluslara gelen proteinler (nefrit v.s. gibi bobrek hastaliklari) burada
suyun rezorpsiyonu, asiditenin artmasi, ylizey gerilimin azalmasi v.s. gibi
sebeplerle pihtilagarak sertlesir ve silendrler tesekkiil eder. Tesekkiil yer-
leri tubuluslar oldugundan pihtilagsan proteinler tubuluslarin seklini alir-
lar ve idrar akimi ile nihai idrara gecerler.

Patolojik mani tasiyan hakiki silendrler uzun kenarlar1 birbirine pa-
ralel olup her iki nihayeti umumiyetle yuvarlak veya bir nihayeti kesik,
muhtelif uzunluk ve genisliktedir. Hakiki silendrlerin uzunluklar1 hi¢ bir
zaman bilyiik grosisman mikroskop sahasini tamamen kaplamaz ve tas-
mazlar. Klinik mana tasimayan psddosilendrelerden de yukarida tafsil edi-
len bu vasiflari ile ayrilirlar. Psédosilendrlerin uzun kenarlari birbirine
pararelel olmadig1 gibi bir nihayetleri veya her iki nihayetleri umumiyet-
le sivri bir gekilde nihayetlenir. Hakiki silendrler psddosilendrlerden daha
kisadirlar. Psodosilendrler ise bir sahay1 kaplayacak ve hattd tasacak se-
kilde uzun olabilirler.

Silendrler asid reaksiyonlu idrarlarda bozulmadan uzun miiddet ka-
labilir ise de alkalen idrarlarda kolaylikla pargalanir, dejenere olur ve
kaybolurlar. Bu bakimdan silendr tetkikinin taze ve amoniakal fermentas-
yona ugramamis idrarlarda yapilmasi lazimdir.

Silendr muayenesi az fakat kafi bir 1gikta yapilmahdir. Aksi halde
kuvvetli 1s1kta muayene edilirse goriilmeleri zorlasir ve hatta goriilmeye-
bilirler. Lamel kullanildig1 taktirde silendrler umumiyetle 1dmelin kenar-
larinda aranmalidir. Silendr evvela kiigiik grosismanla tesbit edilir ve
bildhara da biiylik grosismanla striiktiirii ve dolayisi ile de cinsi esash
olarak teshit edilir,

Idrarda hakiki silendrlerin goriilmesi biiyiik klinik deger tasir ve
umumiyetle bobreklerde bir leziyonu gosterir.

HAKIKi SILENDRLER :

a) Hiyalen silendrler:

Cok defa kisa ve ayni boyda, uzun kenarlar1 birbirine paralel, uzun
diiz veya bazan birkac kivrim gosteren, nihai uclar1 yuvarlak, seffaf, ho-
mojen ve 1s1k kirici vasifta silendrlerdir. Diger silendrlere nazaran daha
cok goriiliirler. Klinik degerleri azdir.
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b) Graniler silendrler:

Kisa ve kalin olan bi¢im ve goriiniingleri ile hiyalen silendrlere ben-
zerler ise de iizerlerinde goriilen graniilasyonlarin silendrin esas maddesi-
ni tesgkil etmesi ile hiyalen silendrlerden ayrilirlar.

Silendrler

a) Hiyalen silendr. b) Epitel silendri. ¢) Ld&kosit silendri. d) Eritrosit
silendri. e) Graniiler silendr. f) Mum silendri. g) Yag silendri. h) Kulz
koma silendri. i) Silendroid. k) Urate silendri.

¢) Mum (colloid) silendrler:

Nadir rastlanan silendrlerdendir. Genislikleri degisik, 1s181 fazla kiri-
c1 ve homojendirler. Tipik mum tarzinda mat bir parlaklik ve sarimtrak
bir renk gosterirler. Kenarlar: muhtelif derinlikte keskin yariklar goste-
rir, Bu hal bu tip silendrler icin karakteristiktir. idrarda nadir goriiliirler.
Akut ve diffiiz glomerulonefritlerin baslangicinda ve amiloid bozukluklar-
da rastlanir. Goriilmesi hastaligin agirhgina delalet eder.
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d) Epitel silendrleri:

Bobrek tubulus epitellerinden meydana gelmis veya Ortiilmiis si-
lendrlerdir. Dolayisi ile bu tip silendrler bobrek tubulus epitellerinin des-
kuamasyonuna delalet ederler. Klinik degerleri graniiler silendrlerin ay-
nidir.

e) Lokosit silendrleri:

Lokositlerden meydana gelmis silendrlerdir. Bobrekteki iltihabi bir
olay1 gosterir.
f) Eritrosit silendrleri:

Muhtelif sebeplere bagl bobrek kanamalarinda eritrositlerin bobrek
tubuluslar icinde birikmesi ile meydana gelir.

Asagiya idrarda goriilen cesitli organik sedimentleri toplu olarak gos-
teren bir mikroskopik sahanin goriiniisii konulmustur.
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Bu silendrlerden bagka yag, kulz koma ve mikst silendrler de vardir.

Organik sedimentlerden idrar flamanlari (musuc lifleri), yaglar, je-
nital bezlere ait organik sedimentler ve hayvani parazitler de idrar sedi-
mentinde goriilebilirler.

Mucus lifleri

Jenital bezlere ait organik sedimentlerden spermatozoid’ler nisasta ve
lecthin tanecikleri

INORGANIK SEDIMENTLER

Bu sedimentlerin klinik degerleri organik sedimentlere nazaran daha
azdir. Normalde erimig halde bulunan inorganik sedimentler idrar vasfi-
nin degismesi ile ¢okelebilirler. Cokelme idrardaki inorganik elementlerin
konsantrasyonlarinin artmasi ve idrar reaksiyonunun degismesi ile ala-
kalhdir. ' ¥ -

Inorganik sedimentler umumiyetle idrar reaksiyonuna gore alkalen
idrarda bulunan sedimentler ve asid idrarda bulunan sedimentler olmak
iizere siniflandirilirlar. Bununla beraber bu bir kaide degildir. Asid reak-
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“siyonda goriilen sedimentler idrar alkali olduktan sonra da baki kalabilir
veya bunun aksi olarak alkali idrarlarda goriilen sedimentler asid idrar-
larda da goriilebilirler.

UMUMIYETLE ASIiD IDRARLARDA
GORULEN SEDIMENTLER

CALCIUM OXALATE KRISTALLERI :

idrarda umumiyetle halter veya 8 koseli zarf biciminde goriiliirler.
Bazan kiireler seklinde de goriilebilirler. Calcium oxalate kristalleri bazi
idrarlarda kiiciik, bazilarinda da biiyiik kristaller seklindedirler. Kristal-
ler parlak bir gekilde goriiliirler.

Calcium oxalote kristalleri

Calcium oxalate kristallerinin idrarda goriilmeleri patolojik sayilmaz.
Oxalic acid bakimindan zengin olan 1spanak v.s. gibi besinlerin alinmasin-
da idrardaki miktarlar artabilir. Bu artig patolojik .degildir. Taze idrar
sedimentinde miktarinin artisi, kiimeler tegkil etmesi, eritrosit ve lokosit
gibi idrar yollar iritasyonu ile alakali elementlerle birlikte bulunmasi bir
kiymet ifade eder ve tas tesekkiiliinii veya mevcudiyetini gosterebilir.

URATE KRISTALLERI :

idrar sedimentindeki urate’lar calcium, magnesium, potassium, sodi-
um ve alkali idrarlarda da ammonium urate’lardir.
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AMORF URATE KRISTALLERI :

Calcium, magnesium ve potassium urate’lardir. Asid idrarlarda mik-
roskopla amorf bir vasifta goriiliirler. Konsantre idrarlardaki amorf ura-

Amorf urate kristalleri

te’'lar soguk havalarda tugla kirmizisi renginde ve acik renkli idrarlarda
da beyaz renkte ve 1sitmakla kaybolan bir ¢cokelek halinde cokelirler.

ASID SODIUM URATE KRISTALLERI :

Bu kristaller mikroskopta yelpaze seklinde demetler ve renksiz priz-
matik igneler geklinde goriiliirler.

’

Asid sodium urate kristalleri
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CALCIUM URATE KRISTALLERI :

Calcium urate kristalleri asagiya konulmus olan resimdeki gibi gorii-
liirler. S

Calcium urate kristalleri

URIC ACID KRiSTALLERI :

Sekil ve biiyiikliikleri cok muhtelif olan bu kristaller eskenar dort
ken, main, kama, bilegi tasi, rozet ve halter seklinde veya gayri muntazam

Uric acid kristalleri
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alt1 kogeli safihalar ve idrarin rengine tabi olmak iizere saridan koyu kir-
miziya kadar renkli kristaller halinde goriiliirler. Klinik bakimdan biiyiik
bir deger tagimazlar. Ancak taze idrarlarda kiimeler halinde ve diger or-
ganik sedimentlerle goériilmesi tas teshisi bakimindan bir deger tasiyabi-
lir. Uric acid kristalleri idrarda patolojik olarak gut hastalgi, akut atesli
hastaliklarda v.s. de goriiliirler.

CALCIUM SULFATE KRIiSTALLERI :

idrarda nadir olarak goriiliir. Uzun, ince, renksiz igneler veya priz-
malar seklindedir.

Calcium sulfate kristalleri

LEUCINE VE TYROSINE KRISTALLERI :

Leucine kristalleri konsantrik ve radial cizgili, sferik, 15181 ¢cok kirici
kristaller halinde, tyrosine kristalleri de ekin veya sa¢ demeti seklinde ve-
ya miinferit halde igne seklinde goriiliirler. Normal idrarda ¢ok nadir ola-
rak goriilen bu kristaller daha ziyade agir karaciger hastaliklari, tifo ve
16semide goriiliirler.
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Leucine ve tyrosine kristalleri

CYSTINE KRISTALLERI :

ince, renksiz ve alti1 kogeli safihalar halindedir. Sistiniiride gﬁri'xliir
ler. :

Cystine kristalleri

SULFONAMIDE KRISTALLERI :

Sulfonamide almig sahislarda idrarda ya sulfonamide seklinde veya
asetilasyona ugranmus bir sekilde goriiliirler. Kristalleri meydana getiren
bu bilegikler alkali tuzlar halinde daha c¢ok erime kabiliyetinde olduklarin-
dan sulfonamide tedavisi esnasinda idrarin alkalen reaksiyonda tutulmasi

ile bu kristallerin ¢okelmesi ve dolayisi ile de tag tegekkiilii 6nlenmig olur.
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Sulfapyridine kristalleri Sulfathiazole Kkristalleri

Sulfadiazine Kkristalleri Sulfanilamide Kkristalleri

UMUMIYETLE ALKALEN iDRARLARDA
GORULEN SEDIMENTLER

AMMONIUM MAGNESiUM PHOSPHATE :

Triple phosphate da denilen bu kristaller umumiyetle alkalik fermen-
tasyona ugramig idrarlarda goriiliir. Notral veya hafifce asid idrarlarda
da goriilebilirler. Umumiyetle prizma seklinde yani tabut kapag: veya ca-
t1 bicimindedirler. Tiiy seklinde goriilenler de vardir.
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Ammonium magnesium phosphate kristalleri

AMORF PHOSPHATE KRISTALLERI :

Amorf graniiller halinde goriiliirler. Klinik degerleri yoktur. idrarin
alkali oldugunu gosterirler.

Amorf phosphate kristalleri

CALCIUM CARBONATE KRISTALLERI :
Graniil veya kiirecikler halinde goriiliirler.
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Calcium. carbonate kristalleri
CALCIUM PHOSPHATE KRISTALLERI :

Umumiyetle kama ve ¢ivi seklindedirler. Ayri ayri veya bir araya
toplanmig olan bu kristaller nadiren rozet veya safihalar geklinde de ola-
bilirler.

Calcium phosphate Kristalleri
1) Umumiyetle goriilen sekli. 2) Tyrosine’e benzeyen igneler halindeki sekli.
3) Gayrmuntazam safihalar halindeki sekli.

AMMONIUM URATE KRISTALLERI :

Umumiyetle sar1 veya kirmizi kahve renginde dikenli elma ve bazan
de kok geklindedirler, Klinik miithim bir deger tasimazlar. Amonyakal fer-
mentasyona ugramig idrarlarda goriiliirler.
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Ammonium urate Kkristalleri

idrarda arizi olarak yabanci cisimler de goriilebilir. Bu maddelerden
bir kisminin mikroskopik goriiniisleri agagiya cikarilmistir,

a) Keten lifleri. b) Pamuk lifleri. ¢) Tiiyler. d)
e) Patates misasta graniilleri. f)
g) Bugday mnisasta graniilleri. h) Hava habbecikleri.
i) Adale dokusu. k) Nebati doku. 1) Yag globiilleri.

Saclar.
Pirin¢ nisasta graniilleri.
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KAN ANALIZLERI

KANDA PLAZMA PROTEINLERi VE FRAKSIYONLARININ
TAYINi

F. Pregl metodu:

Prensip :

Proteinleri konsantre sulfuric acid ile yiiksek 1sida okside ederek te-
sekkiil eden NH; ii sulfuric acid ile ammonium sulfate’a cevirmek (kelda-
lizasyon). Ammonium sulfate’s bir alkali ve umumiyetle NaOH ile mua-
mele ederek intisar eden NH; ii standard bir asidde tutmak (distilasyon).
Asidin fazlasini standard alkali ile titre ederek ammoniac’ tutan asid mik-
tarini bulmak (titrasyon) ve kac mg. azota ekivalan oldugunu hesap ede-
rek protein miktarina intikal etmektir,

Reaktifler :

1) % 0,9 sodium chloride soliisyonu.

2) Satiire magnesium sulfate soliisyonu.

3) Notr potassium oxalate.

4) Konsantre sulfuric acid.

5) % 33 sodium hydroxide soliisyonu.

6) 0.01 N-hydrochloric acid.

7) 0.01 N-sodium hydroxide.

8) % 20 trichloracetic acid.

9) Methyl red indikatorii : Asid ortamda giil kirmizisi, alkalen or-
tamda sar1 renkte olan bu indikator 60 derecelik alkolde % 0,2 olarak ha-
zirlanir.

Teknik :

Total protein icin dijesyon soliisyonunun hazirlanmasi : Bir tiipe 1
ml. serum konur, Uzerine 29 ml. % 0,9 sodium chloride ilave edilir, karig-
tirilir.

Serum-albumin i¢in dijesyon soliisyonunun hazirlanmasi : Agz ka-
pakh bir tiip veya erlenmeyere 9 ml. satiire magnesium sulfate ve iizerine
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de damla damla 1 ml. serum ilave edilir, karigtirihir. Agz1 kapatilarak oda
1sisinda veya 37°C lik etiivde tercihen bir gece birakilir. Bildhara berrak
olacak sekilde siiziiliir.

N. P. N. icin dijesyon soliisyonunun hazirlanmasi : Serum bir tiipte
% 20 trichloracetic acid ile esit miktarda karistirihir, Bir cam bagetle iyi-
ce ezilir ve 5 dakika sonra berrak olacak sekilde siiziiliir.

Dijesyon :

Total protein icin : Total protein i¢in hazirlanan dijesyon karigimin-
dan 1 ml. alinir. Bir Kjeldahl balonuna konur. Uzerine 1 ml. konsantre
sulfuric acid ve 0,30 gr. notr potassium oxalate ilave edilir. Sicramay1 on-
lemek icin i¢ine birka¢ cam boncuk konur ve balon ufak bir alevde kay-
natilir (dijesyon). Kaynatmaya kaynamaga bagladiginda esmerlegsen ren-
gin acilmasina kadar devam edilir, '
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Kjeldahl dijesyon aleti

Serum-albumin icin: Serum-albumin icin hazirlanan ve berrak bir ge-
kilde siiziilen dijesyon soliisyonundan diger bir kjedahl balonuna 1 ml. ko-
nur ve total protein dijesyonunda tatbik edilen ameliyeler aynen buna da
tatbik edilir.

N. P. N. i¢in : Yukarida N. P. N. icin hazirlanmig olan trichloracetic
acid siizlintiisiinden 1 ml. alinir ve yukaridakiler gibi muameleye tabi tu-
tulur.

Distilasyon :

Dijesyona tabi tutulmug olan yukaridaki her ii¢ karigim ayr: ayr: dis-
tilasyona tabi tutulur.

Dijesyon karigimlar: sogutulur ve ayri ayr1 olmak iizere dijesyon ka-
rigimi iizerine takriben 30 ml. kadar distile su ilave edilir. Iyice karigtiri-
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lir ve balonun dibinde kalan bakiye eritilir. Bakiyenin erimesi igin icabe-
derse bir bek iizerinde calkalayarak 1sitilir. Bu karigim Pregl veya Parnas
Wagner aletinin distilasyon balonuna aktarilir. Kjeldahl balonu birkac de-
fa bir miktar distile su ile yikanir ve bu yikama sular1 da aletin distilas-
yon balonuna dokiiliir.

Bu ameliyeden evvel ayni kalibrasyonlu ve tercihen 1/20 taksimath
iki biiretten birisine daha evvelden karsihkli ayarlanmig olan 0,01 N-Na
OH, digerine de 0,01 N-HCl konulur. ‘Bir erlenmeyere biiretteki 0,01
N-HCI den hassas olarak 10 ml. veya 5 ml alinir, Uzerine birka¢ damla
methyl red indikatoriinden damlatilir ve bir miktar distile su ile sulandiri-
lir. Methyl red, acid ortamda kirmuzi renk aldigindan bu karigimin rengi
kirmuz olur. Bu erlenmeyer aletin sogutucusunun alt ucuna yerlegtirilir ve
tesbit edilir. Sogutucunun nihayetindeki uc erlenmeyerdeki asid soliisyo-
nunun icine tamamen dalmig olmali ve erlenmeyerin dibi ile sogutucunun
ucu arasinda ¢ok az bir mesafe kalmalidir. Eger sogutucunun ucu asid

Pregl aleti

soliisyonuna tamamen dalmamis ise 0 zaman erlenmeyere bir miktar da-
ha distile su ilave edilir ve ucun dalmasi saglanir.

Standard asid ihtiva eden erlenmeyer sogutucunun ucuna tesbit edil-
dikten sonra aletin distilasyon balonu iizerindeki huniye 10-15 ml. kadar
% 33 sodium hydroxide konur ve bu soliisyon huninin muslugu acilarak
alttaki distilasyon balonuna alnir. Son damlalar gecerken musluk hemen
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kapatilir. Bu suretle distilasyon balonundan alkali tesiri ile husule gele-
cek olan NH; iin bir kisminin digar1 kagmamas1 saglanmig olur. Alttaki
kaynama balonu (bazi dletlerde dogrudan dogruya distilasyon balonu)
kuvvetli bir alevde kaynatilarak distilasyona basglanir. Distilasyon i¢in ya-
ni ammonium sulfate’tan aciga cikan NH; iin aletin sogutucusundan gece-
rek diger ucundaki standard asidde toplanmasi i¢in umumiyetle 10 daki-
ka kafi gelir. Bu miiddetin sonunda alev aletin altindan ¢ekilmeden sogu-
tucunun ucuna tesbit edilmis asid ihtiva eden erlenmeyer sogutucunun
ucu asidden kurtulacak sekilde asagiya indirilir ve sogutucunun ucu bir
miktar distile su ile yikanir ve bu yikama sular1 da erlenmeyere alinir.
Distilasyon protide total, serum-albumin ve N. P. N. i¢in ayr1 ayr1 yapihr.

Titrasyon :

Her erlenmeyerdeki methyl red’li 0,01 N-HCI, distilasyonu miiteakip
giil kirmizis1 rengi ilk sar1 renge doniinceye kadar diger biiretteki 0,01
N-NaOH ile titre edilir.

0,01 N soliisyonun her 1 ml. si 0,14 mg. azota tekabiil eder.

Hesab :

(A-B) x 0,14 x 30 x 100 = 9% mg. total protein azotu.
(A-B) x 0,14 x 10 x 100 = % mg. serum-albumin azotu.
(A-B) x 0,14 x 2 x 100 = % mg. N.P.N.

A : alinan 0,01 N asid ml.
B : sarfedilen 0,01 N alkali.
30, 10 ve 2 : dillisyon nisbetleri.

Protide total azotundan protide total miktarim1 bulmak icin evveld

protide total azotundan N.P.N. cikarilir ve bulunan miktar 6,25 ile carpi-
lir.

Serum-albumin azoundan serum-albumin miktarina intikal icin serum
albumin azotundan N.P.N. cikarihir. Bulunan miktar 6,25 ile carpilir.

Globulin miktar: ise bulunan protide total miktarindan serum-albu-
min miktarmnin cikarilmasi ile bulunur.

Biuret metodu:

Prensip :
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Proteinler alkalik ortamdaki CuSO, karigiminda menekse mor renk
verirler. Bu reaksiyona biuret reaksiyonu denir, Bu metodda proteinlerin
verdigi bu biuret reaksiyonundan istifade edilerek meydana gelen menek-
se renk, standard protein soliisyonunun verdigi renkle kiyaslanarak veya
standard grafigi cizilerek protein miktarina intikal edilir.

Reaktifler :

1) Biuret reaktifi : 1,5 gr. kristalize CuSO;, 6 gr. sodium potassium
tartrate bir litrelik volumetrik balonda 500 ml. distile suda eritilir. Uze-
rine 300 ml. % 10 sodium hydroxide soliisyonu yavas yavas ve karigtira-
rak ilave edilir, distile su ile litreye tamamlanir.

2) % 22,6 sodium sulfate soliisyonu.
3) Ether sulfuric.
4) 9% 0,9 sodium chloride soliisyonu.

Teknik :

Uc adet tiip alnir. Birinci tiipe 2 ml. % 22,6 sodium sulfate konur.
Ayrica bir santrifiij tiipiine 0,5 ml. serum ve 9,5 ml, % 22,6 sodum sul-
fate konarak calkalamamak sart: ile 30 -40 defa alt iist ederek karig-
tirilir. Bundan 2 ml. alinarak ikinci tiipe konur. Santrifiij tiipiindeki geri
kalan kisma 3 ml. ether konup 30 saniye giddetle calkalanir. Biraz bek-
wetilir ve santrifiije edilir. Alttaki berrak kisimdan 2 ml. alimir ve ii¢iincii
tupe konur.

Tiiplerin hepsine 8 ml. biuret reaktifi ilave edilir. 30 dakika sonra
54v milimikron dalga uzunlugunda yesil filtre ile ikinci ve {iiciincii tiip-
ler birinci tiipe karsi ayr1 ayr1 okunur. Ikinci tiip total proteini, ii¢iincii
tiip de albumin miktarin verir,

Kalibrasyonun yapilis: ilgili kitaplarda bulunablir.

KANDA N. P. N. TAYINI

Pregl metodu:

Prensip :

Total kan, serum veya plazma proteinlerinden uzaklastirildiktan son-
ra siiziintiideki azotlu bilegikler konsantre sulfuric acid ile ammonium sul-
fate’a cevrilir (dijesyon). Ammonium sulfate alkali ile sicakta muamele
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edilerek ammoniac aciga cikarilir ve standard bir asidde tutulur (distilas-
yon). Notralize olmayan asidin fazlasi standard bir alkali ile titre edile-
rek distile olan ammoniac miktar: bulunur ve bundan azot miktarina in-
tikal edilir.

Reaktif ve teknik daha evvel yapilmig olan pratiklerde kanda plazma
proteinleri ve fraksiyonlarinin tayininde kullamlan Pregl metodundaki
N. P. N, icin yapilanin aynidir. Oradaki gibi yapilacaktir.

Kan, idrar v.s. gibi biyolojik sivilarda trichloracetic acid v.s. gibi pro-
tein coktiiriicii reaktiflerle proteinler cokeltildikten sonra siiziintiiye ge-
cen azotlu bilegiklere N. P. N. denir. N. P. N, terimi Non Protein Nit-
rogen kelimelerinin bas harflerinden alinmistir. Bunlar biyolojik sivilar-
da proteinler diginda kalan iire, uric acid, amino acid, creatinine, ammo-
niac, polypeptide’ler v.s. gibi azotlu cisimlerdir.

-

- Ure azotu % 10 — 20 mg.

{ [ Uric acid azotu % 1 mg.

7 J .; Creatinine azotu Do 0,5 mg.
Al | 8 Creatine azotu % 1,5 mg.
” 'g Amino acid azotu % 5 — 8 mg.
~ Ammoniac azotu % 0,1 — 0,2mg.

L Indetermine azot % 5 — 8 mg.

indetermine azotlu cisimler ise polypeptide’ler, glutathione ve bazi-
larina gore de purine, pyrimidine v.s. gibi cisimlerdir.
5 r

Reziduel azot, N. P. N, den iireye ait azot cikarildiktan sonra geriye
kalan azot miktaridir ki bu da % 8 — 18 mg. dir. Normalde N. P. N. mik-
tar1 total kanda % 25— 40 mg. plazma veya serumda da % 20 — 30 mg.
dir. Normal hallerde kandaki iire azotu N. P. N. in hemen hemen yarisim
teskil eder. Kanin N. P. N. i digsaridan alinan veya doku proteinlerinin ara
ve metabolik nihai iiriinlerini gosterdiginden tayin ve bulunan kiymetler
klinik ve metabolizmanin tetkiki bakimindan proteinlere nazaran daha
degerlidir.

Kronik nefrit, nefritin son devirleri, akut nefrit, siiblime zehirlenme-
leri, oligiiri veya aniiri ile miiterafik hastaliklar, bobrek tiiberkiilozu, akut
bagirsak tikanmalar, kolera, dizanteri ve muannid kusmalarda oldugu
gibi su kayiplari, gut ve 1osemi v.s. gibi hastaliklarda N. P. N. miktan ce-
sitli miktarlarda yiikselir.
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KANDA URE TAYIiNi

Kowarsky metodu:

Prensip :

Idrar analizlerinde idrarda Kowarsky metodu ile iire tayini kismin-
dakinin aymdir.

Reaktifler :

Idrar analizlerinde idrarda Kowarsky metodu ile iire téyini kismin-
dakinin aynidir.

Teknik :

Bir santrifiij tiipiine 2 ml. den az olmamak iizere serum yeya total
kan konur ve iizerine egit miktarda % 10 trichloracetic acid ilive edilir.
Bir cam bagetle iyice ezilir. 5 dakika sonra ya santrifiije edilir veya fazla
siizlintii elde etmek maksadi ile ufak bir siizge¢ kagidindan siiziiliir. Ca-
higilirken bu berrak siiziintiiden 2,5 ml. ile caligilacaktir.

Aletin doymus tuz - potassium slufate soliisyonu ile doldurulmas: ve
miiteakip teknik aynen idrarda Kowarsky metodu ile iire tayinindekinin
ayndir.

{

Hesap :

Idrarda Kowarsky metodu ile iire tayininin aynidir. Yalmz burada
kan diliisyona tabi tutulmadigindan hesapta bu husus dikkate alinacak
tir, Yani burada okunan gaz hacmindan 0,03 c¢ikarildiktan sonra elde edi-
lecek rakam cetvelden bulunacak olan faktorle carpilir. Netice litrede gr.
olarak iireyi verir. ‘

Umumiyetle iire terimi yerine iire nitrogen’i terimi kullamlmaktadir.
% mg. iire nitrogen’ini 9% mg. iireye ¢evirmek igin iire nitrogen’ini 2,14 ile
carpmak ve iire miktarini iire nitrogen’i cinsinden ifade etmek icin de iire
miktarim 0,467 ile carpmak icabeder. Normalde kanda iire nitrogen kon-
santrasyonu % 10 - 20 mg. dir. Bu miktar % 32 -42 mg. iireye tekabhiil
eder.

Ure toksik olmayan bir maddedir ve uzviyette protein metabolizma-
sinin asli ve nihai mahsuliidiir. Kandaki iire konsantrasyonunun ehemmi-
yeti bébrek fonksiyonlarinin bir endikatorii olarak kiymet kazanmasin-
dadir. Kanda iire konsantrasyonunun artisi bébrek fonksiyonunun yeter-
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siz olusunu gosterir. Kendisi bizzat toksik olmayan bir madde oldugu hal-
de kandaki artan iire seviyesi bu seviyeye kabaca paralel olarak toksik
diger maddelerin kanda toplandigini gosterir. Dolayis1 ile de klinikciler
icin bu yiikselis kiymetli bir delil mahiyetini alir.

KAN SEKERI TAYINi
(GLYCEMIE)

Tarafimizca degistirilmis Folin- Wu metodu:

Prensip :

Proteinsiz kan siiziintiisii reoksidasyondan korunmak maksad ile hu-
susi Folin-Wu geker tiipiinde alkalen bakir sulfate soliisyonu ile isitilir.
Glucose’un miktarma gore tegekkiil eden cuprous oxide’den phosphomoly-
bdic acid ilavesi ile mavi renkte phosphomolybdous acid meydana gelir.
Mavi rengin siddeti kolorimetrede tesbit edilerek veya standard ile muka-
yese edilerek glucose miktarina intikal edilir.

Reaktifler :

1) % 1 potassium oxalate soliisyonu.

2) % 10 sodium tungstate soliisyonu.

3) 2/3 N-sulfuric acid soliisyonu : 2 kisim N-sulfuric acid {izerine
bir kisim distile su ilave edilerek hazirlanir.

4) Alkalen bakir sulfate soliisyonu : 40 gr. anhydrous sodium car-
bonate litrelik bir volumetrik balonda takriben 400 ml. kadar distile suda
eritilir. Uzerine 7,5 gr. tartaric acid ilave edilir. Eritildikten sonra iizeri-
ne 4,5 gr. kristalize bakir sulfate ilave edilir ve eritildikten sonrada distile
su ile litreye tamamlanir.

5) Phosphomolybdic acid soliisyonu : Genig agizli bir balona 35 gr.
molybdic acid. 5 gr. sodium tungstate, 200 ml. % 10 sodium hydroxide ko-
nur. 40 dakika kadar molybdic acid icindeki ammoniac ucuncaya kadar
kaynatilir. Sogutulduktan sonra iizerine 125 ml. % 85 O-hposphoric acid
ilave edilir, karistiriir. Karisim 500 ml. lik bir balona transfer edilir ve
yikama sulari ile 500 ml. ye tamamlanir.

Teknik :
Daha evvelden icine 4 damla % 1 potassium oxalate konulmusg ve etiiv-
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de kurutulmug bir santrifiij tiipline 12 saat a¢ birakilmig hastanin dama-
rindan alinacak kandan 0,5 ml konur, iyice karistirilir.

Bagka temiz bir santrifiij tiiptine 3,4 ml. distile su konur, iizerine 0,2
ml. diger tiipteki oxalate’h kan veya 0,2 ml., hemen alnacak taze total
kan konur. Distile suya kan konurken pipet tiipiin dibine kadar indirilir
ve o gsekilde yavagca bosaltilir. Pipetin igci tiipiin iist tarafindaki berrak
su ile bir ka¢ defa cekip iifleyerek yikanir. Uzerine 0,2 ml. 2/3 N-sulfuric
acid ve 0,2 ml. de % 10 sodium tungstate konur ve karigtirihir. Cukulata
rengi meydana gelinceye kadar beklenir. Bilahara iyi kaliteli ufak capta
bir siizgec kdgidindan siiziiliir.

Siiziintiiden 2 ml. alinarak hususi Folin-Wu tiipiine konur. Kor deney
icin bagka bir Folin-Wu tiipiine 2 ml. distile su konur. Iki tiipiin iizerine 2
ml. alkali bakir sulfate soliisyonu ilave edilir, Tiipler 8 dakika kaynayan
su banyosunda kaynatilir. 8 dakikanin bitiminde tiipler su banyosundan
cikarilarak akar su altinda veya soguk su banyosunda sogutulur. Miitea-
kiben her iki tiipe 2 ml. phosphomolybdic acid reaktifi ilave edilir ve tiip-
ler iki avug icinde devri hareketlerle karigtirilir, Her ki tiipe 6,5 ml. dis-
tile su ildve ederek 12,5 ml. ye iblag edilir. Tiiplerin agz parmakla kapa-
tilir ve alt iist ederek karigtirilir. 45 dakika kendi haline birakihir. Bu
miiddetin sonunda muhteviyat kolorimetre tiiplerine transfer edilerek 420
milimikron dalga uzunlugunda mavi filtre ile kére kars1 gosterecekleri
transmisyon veya optik dansiteleri okunur. Okunan rakam grafige tatbik
edilerek % mg. olarak glycemié miktari bulunmus olur.

Grafigin cizilmesi :

Reaktifler :

1) Stok standard glucose soliisyonu : 100 ml. lik bir balona 250 mg.
benzoic acid konur ve 50 ml. distile suda eritilir. Uzerine 1 gr. etiivde ku-
rutulmus piir ve anhidr glucose ilave edilir. Eritildikten sonra distile su
ile 100 ml. ye tamamlanir.

2) Diliie standard I soliisyonu : 1 ml. stok standard soliisyonunun
100 ml. ye tamamlanmas ile hazirlanir.

3) Diliie standard II soliisyonu : 100 ml. lik bir balona 2 ml. stok
standard konur ve 100 ml. ye tamamlanarak hazirlanir.

Teknik :
Bes adet Folin-Wu glycemié tiipii alinir.

1. ci tiipe 1 ml. diliie standard I den konur. Bii tiip % 100 mg. gluco-

113




se’a tekabiil eder.

2. ci tiipe 2 ml. diliie standard I den konur. Bu tiip % 200 mg. gluco-
se’a tekabiil eder.

3. cii tiipe 1,5 ml. diliie standard II den konur. Bu tiip % 300 mg. glu-
cose’a tekabiil eder. ’

4. cii tiipe 2 ml. diliie standard II den konur. Bu tiip % 400 mg. glu-
cose’a tekabiil eder.

5. ci tiipe 2 ml. distile su konur. Bu tiip kordiir.

1,2 ve 3. cii tiipler distile su ile 2 ml. ye tamamlamr. Her birine 2 ger
ral. alkali bakir sulfate soliisyonu ilavesinden sonra 8 dakika kaynatilir.
Miiddetin hitaminda tiipler akar su altinda veya soguk su banyosunda so-
gutulur ve iizerlerine ayn1 anda 2 ml. phosphomolybdic acid ilave edilir.
iki el arasinda devri hareketlerle karistirilir, 1 dakika sonra 6,5 ml. disti-
le su konarak 12,5 ml. ye tamamlanir ve karigtirihir. 45 dakika sonra 5
numarali tiipe karsi diger tiiplerin transmisyon veya optik dansiteleri
420 milimikronda mavi filtre ile okunur. Bulunan kiymetler grafik kagid:
lizerine igaretlenir. Grafigin orijinden gecen diiz bir hat halinde olmasi
gerekir.

KANDA TOTAL CHOLESTEROL TAYINI

Reaktifler :

1) Bloor reaktifi : 3 volim % 95 ethyl alcohol ve 1 voliim éthyl et-
he’rdir.

2) Acetic anhydride - sulfuric acid-chloroform karisimi: Cam ka-
kapli bir erlenmeyere 15 ml. acetic anhydride, 24 ml. choloroform ve 1 ml.
konsantre sulfuric acid konur, kangtirilir ve su banyosunda sogutulur.
Bu karigim analizden hemen 6nce hazirlanmalidir.

3) Chloroform.

Teknik :

15 ml. lik bir santrifiij tiipiine 12 ml. Bloor reaktifi ve 0,2 ml. tota)
kan, plazma veya serum konur. Lastik tipa ile kapatilip bir dakika kadar
kuvvetli bir sekilde karigtirilir. 30 dakika miiddetle kendi haline birakilir.
Miiteakiben 1800 devirde 10 dakika santrifiije edilir. Ustteki berrak sivi
kiiciik ve kuru bir behere aktarilir. Beher muhteviyati kaynar su banyo-
sunda veya elektrik ocaginda tamamen ucurulur.

Beherde kalan bakiye azar azarlik chloroform porsiyonlar: ile derece-




li 10 ml. lik fiyole gegirilir ve chloroform ile 5 ml. ye tamamlamr, Uzerine
taze hazirlanmis acetic anhydride - sulfuric acid - chloroform karigimindan
5 ml. ilave edilir. Karigtirilir ve 45 dakika miiddetle oda 1sisinda karanhk-
ta bekletilir. Bu miiddetin hitaminda tiip muhteviyatlar1 kolorimetre veya
fotometre tiiplerine aktarilir ve 650 milimikron dalga uzunlugunda kirmi-
z1 filtre ile distile su kor deney olarak kullanmak sureti ile transmisyon
veya optik dansiteleri okunur. Okunan kiymet grafige tatbik edilerek
cholesterol kiymeti % mg. olarak bulunur.

Standard grafiginin cizilmesi :

Reaktifler :

1) % 16 standard cholesterol soliisyonu : 40 mg. piir cholesterol
250 ml. chloroform da eritilerek hazirlanir.
Diger reaktifler yukaridakinin aynidir.

Teknik :

Yukarida hazirlanan standarddan 1; 2; 3 ve 4 ml. alinarak kolorimet-
re tiiplerine konur. Uzerine 4; 3; 2 ve 1 ml. chloroform ilave edilir. Yani
muhtevalar: chloroform ile 5 ml. ye tamamlanir. Bu soliisyonlar sira ile
‘kanda % 80; 160; 240 ve 320 mg. cholesterol miktarna tekabiil eder. Her
birinin iizerine 5 ml. acetic anhydride - sulfuric acid - chloroform reaktifi
konur, karigtirilir. 45 dakika karanlikta tutulur. Bu siirenin sonunda her
‘birinin transmisyon veya optik dansitesi distile su kor olarak kullanmak
sureti ile 650 milimikron dalga uzunlugunda kirmiz filtre ile okunur. Oku-
nan rakamlar semilugaritmik (transmisyon) veya grafik kagidi (Optik
dansite) iizerine igaretlenerek orijinden gecen diiz bir ¢izgi halinde bir gra-
fik elde edilir. Eger transmisyon okunmussa % 160 mg. ik standard tak-
riben % 60 transmisyon verir.

KARACIGER FONKSIYON TESTLERI

Karaciger uzviyette cesitli metabolik fonksiyonlar yapan biiyiikk bir
laboratuvara benzer. Yag, protein ve karbonhidratlarin metabolizmalar:
.ile yakinen aldkali olan bu organin ayrica boyali maddeleri itrah ve kon-
jugasyon - detoksikasyon gibi cesitli fonksiyonlar1 da vardir. Karacigerin
cesitli fonksiyonlar:1 olmasi yiiziinden hastalhklarimin teghisi icin gesitli
fonksyonlar1 belirten cesitli testlerin bir kisminin bir arada yapilmalari
gerekir. Karaciger uzviyetin kiymetli bir organ oldugundan hastahklarin-
da da bir an evvel teshise vasil olmak gerekir. Gerek teghis ve gerekse
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tedavinin takibi ve prognoz bakimindan fonksiyon testlerinden baska bir
yardimer mevcut degildir. Karaciger hastaliklar1 erken safhalarinda tes-
his edildikleri taktirde miiessir bir tedavi ile hastaligin gelismesi 6nlene-
bileceginden erken teshisin kiymeti biiyiiktiir. Karaciger fonksiyon testle-
rinin ¢ogu ne kadar miikemmel yapilirsa yapilsin yaliniz bagina tek bir
test teshis koydurmaga yetmez ise de karaciger yetersizligi veya disfonk-
siyonunun mevcudiyeti gibi tek bir soruya cevap verebilirler. Karaciger
fonksiyon testleri ancak klinik goriis ile beraber teghise yardim ederler.
Karaciger biiyiik bir fonksiyonel aktiviteye maliktir. Hastaliklarinda ka-
racigerin bu muhtelif vazifeleri daima aym zamanda ve aym derecede
zarar gormezler. Malum bir vakada bir test pozitif olur ve diger testler
ise menfi olabilir, Bu ayriliktan dolayr miimkiin olan hallerde karacigerin
mubhtelif fonksiyonlar: ile alakali bir den fazla test yapilmaldir.

THYMOL BULANIKLIK TESTI

Maclagan metodu:

Yapilmas: basit ve yiiksek derecede hassas oldugu icin kiymetli bir
testtir. Bu test serum - globulin fraksiyonlarinin thymol ile bir kompleks
tegkil ederek cokelmeleri esasina dayanir. Bu testin pozitif olusu globulin
fraksiyonlarinin artmasina ve ayrica da asagida belirtilmig olan bazi fak-
torlerin mevcudiyetine baghdir. Elektroforetik caligmalar f§ ve y - globu-
lin fraksiyonlarinin thymol reaktifi ile birlestigini gostermis ve bu globu-
lin fraksiyonlar: yiiksek olan serumlarin pozitif reaksiyon verdiklerini teyit
etmigtir. Plazma lipid muhtevas: ile thymol bulamklgl arasinda bir mii-
nasebet vardir. Bu bakimdan lipemi seviyesi yiiksek vakalarda bu testin
pozitif netice verebilecegi tefsir bakimindan unutulmamalidir. Dolayis: ile
de kan a¢ karnina alinmal hiperlipemi olabilecegi ihtimali diisiiniilerek
kan yemeklerden sonra alinmamaldir.

Reaktif :

Thymol tampon soliisyonu pH 7,8 : Litrelik bir balona 1,03 gr. barbi-
tal sodium (veronal sodique), 1,38 gr. barbital (veronal) ve toz haline ge-
tirilmig 3 gr. thymol konur. Uzerine 500 ml. distile su ilave edilir ve kay-
natilir. Kaynama esnasinda sik sik ve dikkatle karigtirillir. Oda derecesine
kadar sogutulur. Bilahara iizerine toz haline getirilmig thymol’den bir kac
kristal atilir ve iyice karigtirilir. 20 - 25 C° lik bir odada bir gece biraki-
Iir. Ertesi giin siiziiliir ve pH s1 bir pH metre ile 7, 8 e ayarlanir. 20 C°
nin iistiilnde muhafaza edilir.
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Teknik :

Bir tiipe 0,1 ml. serum ve 8 ml. thymol tampon soliisyonu konur, ka-
ristirihr. Yarim saat oda 1sisindan birakilir. Bu miiddetin hitaminda op-
tik dansitesi veya transmisyonu 650 milimikron dalga uzunlugu, kirmizi
filtre ile kor olarak thymol tampon soliisyonu kullanarak okunur. Okunan
rakam grafige tatbik edilerek tekabiil ettigi iinite bulunur. Baz1 optik alet-
lerde okunan deger dogrudan dogruya thymol bulamkhk {initesini verir.

Normalde 0-4 iinitedir. Bilhassa karaciger hastaliklarimin diffiiz se-
killerinde ve infeksiyoz hepatitte kiymetli bir testtir.

Cadmium sulfate testi:

Reaktif :

Taze alinmig kan hemen santrifiije edilerek serumu ayird edilir. ki
takata tiipiine ayr1 ayr1 bu berrak serumdan 0,4 ml. konur. Tiiplerden
birisine 15 C° de distile suyun 1 ml. sini 20 damla damlatan normal bir
damlalik ile 4 damla cadmium sulfate soliisyonu ilave edilir. Damlalar ara-
likli olarak damlatilmali ve her damlatigi miiteakip tiip sallanarak bula-
niklik husule gelip gelmedigine dikkat edilmelidir. 5 dakika icinde reaktif
ilave edilen tiipte bulamklk husule gelip gelmedigi reaktif ilive edilmeyen
tiiple mukayese ederek tesbit edilir. Eger reaktif ilave edilen tiipte 5 dakika
icinde diger tiipe nazaran hi¢ bir bulaniklik husule gelmemis ise testin sonu-
cu menfidir. 4 damla reaktif ilavesini miiteakip hic bir bulamklik olmadig:
taktirde test neticesine kati olarak menfidir diyebilmek i¢in bir damla reak-
tif daha ilave etmek ldzimdir. Bu besinci damlay: ildveden sonra da bula-
niklik husule gelmez ise testin sonucu kati olarak menfidir. Bulanik-
ligin derecesini tayin etmek icin optik bir alete ihtiya¢ yoktur. Tiipler goz
hizasina kadar kaldirilip reaktif ilave edilen tiipten pencere caprazinin go-
riiliip goriilmedigine bakilir. Her iki tiipten de pencere capraz ayni sid-
dette goriiliirse test menfidir. Eger pencere caprazi reaktif ilave edilen tiip-
te diger sahit tiipe nazaran daha az fakat oldukca taninabilecek sekilde
goriiliiyor ise bu bulaniklik () kabul edilir. Eger pencere caprazi goriil-
miiyor ise bulaniklik (-4--}-) dir. Testin miisbet oldugu vakalarda bulanik-
lik umumiyetle reaktifin hemen ilavesinden sonra husule gelir ve 5 daki-
ka icinde de artar. Uc¢ damla reaktif ilavesinden sonra husule gelen gid-
detli bulaniklik (+4++) ve 1-2 damla ilavesinden sonra goriilen siddetli
bulaniklik da (44 +4-+) dir.

A Bu test bilhassa y - globulin’in artmasi ile aldkalidir. Genel bir kara-
ciger testi olmakla beraber yalimz karaciger hastaliklarina miinhasir bir
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test degildir. Karaciger dig1 bir ¢ok hastaliklarda da pozitif neticeler ve-
rir. Bu bakimdan neticenin tefsirini hekim yapmahdir. Testin menfi olma-
s1 uzviyette bir hastaligin bulunmadigini g6stermez. Menfi sonu¢ veren
serum iizerine ancak 12 - 15 damla reaktif ildve edildigi halde de bulaniklik
husule gelmezse o zaman bu hal patolojiktir. Bu hal, § - globulin - plazmo-
sitom (multiple myelome) gibi hastaliklarin mevcudiyetini gosterir.

Test, karacigerin diffiiz parengim bozukluklarl, siroz ve hepatoselliiler
ikterlerde nefroz, nefroza calan nefrit gibi kan proteinlerinde agir ta-

gayyiirler goriilen hastaliklarda ve y - globulin - plazmositem vakalarinda
pozitiftir.

Zinc sulfate (Kunkel testi) :

Prensip :

Bu test plazma y - globulin miktarimin bir indeksi olarak kabul edilir.
Serum, zine sulfate tampon soliisyonu ile karigtiriir. Meydana gelen
bulaniklik thymol bulaniklik testindeki gibi okunur.

Reaktif :

Zinc sulfate tampon soliisyonu, pH 7,5 : Litrelik bir balona 24 mg.
zinc sulfate, 280 mg. barbital (veronal) ve 210 mg. barbital sodium (ve-
ronal sodique) konur ve bir miktar distile suda eritildikten sonra distile
su ile litreye tamamlanir, Soliisyonun pH s1 bir pH metre ile 7,5 a ayarla-
nir.

Teknik :

0,1 ml. serum alinir, iizerine 6 ml. zinc sulfate tampon soliisyonu ko-
nur ve karigtirthr. Husule gelen bulanikligin derecesi aynen thymol bula-
nikhk testinde oldugu gibi 660 milimikronda kirmiz filtre ile optik dansi-
te veya transmisyonu oOlciilerek bulunur.

Normal kiymeti 2 - 8 iinitedir. Sirozda ve infeksiyoz hepatitte pozitif-
tir. Bu test y - globulin artmasi ile aldkali oldugundan yalimz karaciger
hastaliklarina mahsus spesifik bir test degildir. Multiple myeloma gibi gle
bulin degisikligi gosteren diger hallerde de pozitif sonug verir.
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KAN KOAGULASYONU VE PROTHROMBIN ZAMANININ TAYINi

Kan koagiilasyonu :

Damardan alinan kan en ¢ok 10 dakika icinde pihtilagir, husule gelen
koagiiliim biiziiliir ve iist tarafta da serum berrak bir sekilde ayrilir. Koa-
giilasyon kandaki proteolitik enzimlerin istirdki ile olan kompleks bir
sistemin kontrolii altindadir. Yani pihti enzimatik degisikliklerle meyda-
na gelmektedir. Plazmada erimig halde bulunan fibrinogen bir plazma pro-
teinase’1 olan thrombin tesiri ile insoliibl fibrin’e cevrilir ve bu suretle kan
pihtilagmig olur. Fibrinogen bir bitkisel proteinase olan papain ile de fib-
rin haline cevrilebildigi gibi proteolitik enzimler ihtiva eden muhtelif yilan
zehirleri ile de fibrin haline cevrilebilir. Normal plazmada thrombin cok
azdir. Thrombin inaktif bir prekiirsorii olan prothrombin’den enzimatik
yollarla meydana gelir. Su halde pihtilagmada liizumlu olan thrombin te-
sekkiilii ancak bir 6n maddesi olan prothrombin’in mevcudiyetine bagl-
dir. Insan plazmasi % 10 - 15 mg. prothrombin ihtiva eder. Prothrombin
karbonhidrat ihtiva eden bir proteindir. Karacigerde sentez edilen proth-
rombin’in sentezi icin ¢cok az miktarda da olsa K vitaminine ihtiyac vardir.
K vitamini bir prostetik grup olarak apoenzim ile birlesir ve prothrombin’i
meydana getirecek olan enzimi meydana getirir. Gerek apoenzim ve gerek-
se K vitamin eksikligi prothrombin’i meydana getiren enzimin eksilmesine
ve dolayis1 ile de prothrombin tesekkiiliiniin azalmasina sebebiyet verir.
Bunun sonucu olarak da kanda prothrombin seviyesi diigser. Bu hale
hypoprothrombinemié denir. Hipoprotrombinemi yapan bir kisim bilegik-
ler bir antivitamin K gibi tesir ederler. Bunlardan en iyi bilineni dicumarol
dir. Dicumarol, prothrombin husuliinii enzim sistemindeki K vitamininin
yerine gecmek sureti ile azaltir. Dicumarol'iin bu inhibibor tesiri ortama
fazla K vitamini ilavesi ile kalcdirlabilir. Dicumarol ve diger K vitamini

DiCUMAROL

antagonistlerinin tromboz tehlikesi olan infarktiis v.s. gibi hastaliklarda
hipoprortombinemi husule getirerek tedavi maksad: ile kullanilmalarinin
biokimyasal izahi budur.

Prothrombin’in thrombin’e cevrilmesi Ca** iyonlarina ihtiyac gos-
terir. Bu olaya bir ¢ok hayvansal dokular ve hususi ile akciger ve beyin-
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den derive edilen ve tabiat1 belli olmayan maddelerde bilhassa miiessirdir-
ler. Bu dokulardan derive edilen maddelere thromboplastin veya throm-
bokinase adi verilir. Dokulardan derive edilen thromboplastin’e ilaveten
bagka prothrombin aktivatorleri de vardir. Bunlar kan plaketleri ile plaz-
ma proteininden (plasma AC - globulin) derive edilirler. Fakat bu plasma
AC - globulin, prothrombin aktivatorii haline ancak kanda mevcut olan
veya miktar: artan thrombin vasitas: ile cevrilir. Boylece tegekkiil etmis
olan thrombin, plasma AC - globulin'i aktive eder. Bu da diger mevcut
prothrombin’in biiyiik bir kisminin thrombin haline cevrilmesine sebebiyet
verir, Biitiin bu olaylar fibrinogen’'in pihtilasmasina sebebiyet veren
thrombin miktarin arttirmis olur.

Bir cok antikoagiilanlar vardir. Bunlardan birisi heparin’dir. Heparin,
prothrombin’in thrombin’e ¢evrilmesini bloke eden bir maddedir. Normal
kan az miktarda heparin ihtiva eder. Heparin'in, hipoprotrombinemi tevlit
etmesi yiiziinden tromboz tehlikesi gosteren hastaliklarda tedavi ve ko-
ruyucu olarak kullanilmasinin sebebi budur.

Thrombin siiliiklerin glandiiler ifrazlarinda bulunan hirudin ile de in-
hibe edilmektedir.

Plazmada fibrin pihtilarinin akiimiilasyonunu oOnleyen, fibrini eriten
bagka faktorlerden birisi de proteolitik bir enzimdir. Bu enzime plasmin,
fibrinolysin v.s. gibi daha br ¢ok isimler verilir.

Kisaca fade etmek gerekirse, fibrinogen ve prothrombin karacigerde
sentez edilir. K vitamini bu sentez ic¢in liizumludur. Bu vitamin eksikligin-
de kan pihtilagsmasi bozulur. Kan koagiilasyonunu gsematik olarak izah eden
bir tablo agagiya konulmustur.

Vitamin Kile tenbih edilir ve Dicumarol ile inhibe edilir.

KARACIGER [———————> Prothrombin

ca'’ thromboplastin, é— Antithromboplastin
ile inhibe edilir.

AC-globulin ve ploke?
maddeleri ile aktive edilir.

Antithrombin ile

inhibe edilir. Heporin 1le inhibe edilir
v \J' .
o Thrombin
Fibrinogen >Fibrin
Flasminogen >Plasmin
Antiplasmin’ ile
inhibe edilir.
Pargalanma
mahsulleri
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Kandaki prothrombin’in ancak bir kismi aktif haldedir. Geri kalan

kismi prothrombin’in bir prekiirsérii vaziyetinde olan prothrombinogen
halindedir.

Quick metodu ile prothrombin zamaninin
tayini:

Prensip :

Yukarida da izah edildigi gibi kanin pihtilagmasi calcium ion’lar1 mu-
vacehesinde prothrombin’in thrombokinase tarafindan thrombin’e cevril-
mesi ile olur. Pihtilagma zamani thrombin konsantsrasyonu ile orantili ol-
dugundan, thromboplastin, calcium ve fibrinogen sabit olmak sart: ile bu
zamanin prothrombin konsantrasyonu ile de orantili oldugu kabul edilebi-
lir. Ciinkii bu sartlar altinda tesekkiil eden thrombin miktar1 kanda bulu-
nan prothrombin konsantrasyonuna baghdir.

Thrombokinase suspansiyonu eklenmesi ile plazmanin pihtilagmas:
arasinda gecen zamana Quick’e gore prothrombin zamam denir. Bu. sani-
ye olarak ifade edildigi gibi bir cetvel veya kurba plazmanin pihtilagmasi
tatbik edilerek Olciilen prothrombin zamam normalin % sine gore de ifade
edilir.

Reaktifler :

1) Thrombokinase siispansiyonu : Bir thrombokinase tableti bir
tiipte cam bagetle ezilerek dagitihr. Eger thrombokinase, cacium ihtiva
ediyor ise bu thrombokinase’a 2 damla distile su ilave edilerek ince mii-
tecanis bir bulamac¢ haline getirilir ve bildhare iizerine 2,5 ml. distile su
ildve ederek bir suspansiyon hazirlanir.

Eger thrombokinase, cacium ihtiva etmiyor ise o zaman bu ince toz
haline getirilmis olan thrombokinase iizerine % 0,25 calcium chloride ila-
ve ederek suspansiyon haline getirilir.

Bu suspansiyon kullanilacagi zaman 15 dakika miiddetle bir benma-
ride 37 + 0,5 C° de sitilir. Kullanildiktan sonra buz dolabinda saklanir.

2) % 0,25 calcium chloride soliisyonu.
3) % 3,8 sodium citrate soliisyonu.

Teknik :

Kan almmasi : Siringaya alinacak kanin 1/4 ii kadar % 3,8 sodium
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citrate soliisyonu konur ve bu siringaya yukarida belirtilen nisbetteki mik-
tar kadar kan alinir. Umumiyetle konulacak citrate ve alinacak kan mik-
tar1 0,4 ml. sodium citrate, 1,6 ml. kan veya 0,8 ml. sodium citrate ve 3,2
ml. kan tarzinda olur. Tiip iyice kargtirildiktan sonra 1700 devirde 7 da-
kika miiddetle santrifiije edilir. Test i¢in iist kisimdaki berrak plazma kul-
lanilir.

Bu test i¢in hazirlanmig bulunan bir tiipe (takata tiipii de olabilir)
hazirlanmig olan plazmadan 0,1 ml. konur. 2 dakika miiddetle benmarie ve-
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ya hususi hazirlanmig olan kabinda 37 -+ 0,5 C° de muhteviyat: bu 1s1y1
alasiya kadar tutulur. Thrombokinase soliisyonu da ayni 1siya gelesiye ka-
dar 1sitilir. Gerek plazma ve gerekse thrombokinase soliisyonu 37 C° ye
geldikten sonra bu 0,1 ml. plazma iizerine 0,2 ml. thrombokinase suspansi-
yonu ilave edilir ve derhal kronometreye basilir, Thromokinase suspansiyo-
nu kullanmadan Once ayni pipetle cekip iiflemek sureti ile iyice karigtiril-
malidir. Plazma pihtilagincaya kadar gecen zaman oOlgiiliir. Plazmanin pih-
tilagtiginin kontrolii ucu inceltilmis ve kivriltilmig olan ince bir cam baget
ile yapilmahdir.
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Normal gsahislarda prothrombin zamam kullanilan metod ve throm-
bokinase'a gore degisiklikler gosterirse de umumiyetle bu zaman 15 - 20
saniye civarindadir. Prothrombin aktivitesini % ile ifade edecek olursak
umumiyetle normalda bu aktivite % 80 - 100 arasinda olup % 60 1n altina
diismesi kanamalarin olacagini gosterir.

KANDA AMYLASE TAYINI

Wohlgemuth metodu :

Prensip :

Kan mubhtelif diliisyonlara tabi tutularak ihtiva ettigi amylase mik-
-ar1 derece derece azaltilmig olur. Uzerine nigasta soliisyonu ilave edilerek
sicakta bu nigastanin amylase ile dijesyonu saglanir. Nisastanin hidrolize
edilebildigi hudut tesbit edilir ve bulunan rakam iinite ile ifade edilir.

Reaktifler :

1) % 0,9 sodium chloride soliisyonu.
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2) % 0,1 amidon soluble soliisyonu : 1 gr. amidon soluble bir mik-
tar % 0,9 sodium chloride soliisyonunda suspansiyon haline getirilir. Bu
suspansiyon diger bir kapta kaynar vaziyetteki 60 - 70 ml. % 0,9 sodium
chloride icerisine aktarilir, Bulagikliklar da kaynar derecedeki bu kari-
sima alindiktan sonra karigim tekrar bir dakika daha kaynatilir, sogutu-
lur ve distile su ile 1000 ml. ye tamamlanir.

3) N/50 iode (lugol) soliisyonu,

Amylase tayininde umumiyetle yukaridaki % 0,1 amidon soluble so-
lisyonu kullanilir. Yalniz bu soliisyonun her analizde taze olarak hazirlan-
mas1 lazimdir. Uzun miiddet bekletilemez. Her defasinda taze soliisyon
yapmak kiilfetinden kurtulmak icin bir kisim laboratuvarlar tamponlu
amidon soliisyonu kullanirlar.

Tamponlu amidon soluble soliisyonu :

a) % 1 amidon soluble soliisyonu : Yukaridaki sekilde hareket edi-
lerek karigsim 100 ml. ye tamamlanir.

b) Phosphate tampon soliisyonu : 6, 9 gr. monosodium phosphate
ve 17,9 gr, disodium phosphate 80 ml. distile su ihtiva eden 100 ml. lik
bir volumetrik balonda eritildikten sonra distile su ile 100 ml. ye tamam-
lanir. Bu soliisyonun pH s1 6, 8 olmaldir.

Kullamilacak tamponlu amidon soluble soliisyonunu hazirlamak igin
litrelik bir balona 100 ml. (a) soliisyonu ve 100 ml. (b) soliisyonu konur
ve % 0,9 sodium chloride ile litreye tamamlanir.

Teknik :

10 tiip ahmir. 1. ci tiipe 2 ml. serum konur. 2. ci tiipten 10. c1 tiipe ka-
dar her tiipe 1 er ml. % 0,9 sodium chloride soliisyonu konur 1. ci tiipten 1
ml. serum alinip 2. ci tiipe aktarilir, karigtirihir. Kariggimdan 1 ml. alimp 3.
cii tiipe aktarilir, karigtinnhr. Karigimdan 1 ml. alinip 4. cii tiipe aktarihr,
karistiriir. Bu ameliyeye 10. cu tiipe kadar devam edilir. 10. cu tiipten al-
nan 1 ml, karisim digar1 atilir.

Her tiine % 0,1 amidon soluble veya tamponlu amidon soliisyonundan
konur. Tiipler calkalanir ve 30 dakika miiddetle 38 C° de birakilir. Bila-
hara akar su altinda derhal sogutulur ve 10. cu tiipten baglamak iizere
her tiipe 1 damla iode soliisyonu damlatilir. Baz tiiplerde ilk goriilen renk
hemen kaybolabileceginden renk bir kac¢ saniye sabit kalincaya kadar tek-
rar 1 damla daha iode soliisyonu ilave edilebilir.

124




Okuma : Mavi renk ortamda dijeste olmamis amidon bulundugunu,
kKirmuizi - mavi renk erythrodextrin’i gosterir. Acchroodextrin, dextrose ve
maltose, iode’la renk vermezlerse de karigim iode dolayisi ile sarimtrak
bir renk gosterir. Mavi veya menekse - mavi renk gosteren tiip amylase
tesirinin kifayet simirinm1 gosterdiginden hudut tiipii olarak kiymetlendiri-
lir. Bu tiipten bir evvelki mavi renk gostermeyen, amidon’un hidrolizi ne-
ticesi husule gelmis olan dextrin’lerin vermis oldugu kirmiz1 veya kirmizi-
kahve rengi renk niiansini veren tiip hesapta esas olan tiiptiir. Hesapta
bu tiip icindeki diliie serum miktarinin bilinmesi icabeder. Sulandirma ora-
ninin 2 ile carpilmas: amylase aktivitesini iinite olarak verir.

Asagiya gerek teknik ve gerekse hesabin daha kolaylikla yapilmasini
saglamak maksadi ile bir cetvel konulmusgtur.

Tiip No: 1 2 3 4 5 6 7 | 8 9 10
% 0,9 NaCl 0 Her tiipe 1 ml.
Sl ;r;; Her t;pe_b;r_ ;vvelkinden 1 ml. akatarilir
Son tiipten 1 ml. disarr atilir

% 0,1 amidon Her tiipte 1 ml.
soliisyonu

38 C° de 30 dakika
N/50 iode Her tiipe bir damla
Her tiipteki di- L I 1 ] 1 1 1 1 1
lile serum mik- 111 71 =% | & == =z z =
tarr (diliisyon) 2 4 8 16 32 64 128 56 5
'tr::[n serum mik- 1 0,5]0,25 [0,125 |0,0625/0,03126 [0,01562 [0,00782 {0,00390 (0,00195
Unite 24| 8 16 32 64 128 256 512 1024

Normalde kanda amylase aktivitesi 38 C° ve 30 dakikada 32 iinitedir.
iltihabi ve dejeneratif pankreas hastaliklari bilhassa akut pankreatit ve
pankreonekroz’un baslangic safhasinda ilk iki giine kadar fazla bir yiik-
selme goriiliir. Bu yiikselis kisa bir miiddet sonra normal seviyeye diiger.
Teshis bakimindan bu hususun g6z Oniine alinmasi lazimdir. Kabakulak
hastaliginda pankreasin da atake olmasi halinde de kiymet yiiksektir. Mi-
de ve duedenum iilserlerinde hafif bir artig goriiliir.
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