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DENEY NO : 1. YAGLAR

Serbest Asit Sayisi, iyot Sayisi ve Yaglarda Gliserin Varhginin Belirlenmesi

Yaglar; yag asitlerinin (genellikle uzun zincirli karboksilli asitler) gliserol denilen 3 (OH)li
bir alkolle yaptiklari esterlerdir. Gliseroliin ¢ hidroksil grubunun da yag asitleriyle esterlestigi
bilesiklere triagilgliseroller olarak bilinir. Hayvan ve bitki hicrelerindeki yag depolarinin baslica
bilesenidir. O halde triagilgliseroller canlilar sistemine glikojenden daha iyi adapte olmus bir depo
enerji seklidir. 1 gr lipitten KH'in iki kati enerji elde edilmektedir (1 gr. KH = 4.4 kcal/gr iken, 1 gr.
Yag = 9 kcal/gr). Protein ve karbonhidratlarda oldugu gibi polimerik bir yapi gostermezler. Molekdl
yapisi daha basittir. Vicuttaki yag tabakasi soguga karsi koruyucu ve hassas organlarinda
koruyuculugunu yapar. Yag ayni zamanda A, D, E ve K gibi yagda ¢dzlinen vitaminlere kaynaklik
islevini gorar. Yaglar hayvanlarin vicudunda veya bitkilerin meyve, tohum ve cekirdeklerinde
dogal olarak bulunur. Hayvan vicudunda elde edilen yaglar hayvansal yaglar olup(tereyadi, ic
yaglari, balik yaglar gibi) Bitkilerden elde edilen yaglar ise bitkisel yaglar olup (zeytin, aygicek,
pamuk yagdlari gibi) Bitki tohumlarindan elde edilenler ise pamuk, misir, soya, keten, kakaodur.

Kati yaglardaki yag asitlerinin hidrokarbon zinciri doymus, sivi yaglarda doymamis
haldedir. Bu nedenle sivi yagd hidrojenlendirilirse katilasir. Dogal yaglarda bulunan yag asitleri iki
karbonlu birimlerden sentez edildikleri icin ¢ift sayida karbon atomu icermektedirler. Kisaca yag
asitleri molekdllerinin hepsinde toplam karbon sayisi ¢ift sayilidir. Yanlizca Yunus baliginda elde
edilmis olan izovalerik asitte tek sayili karbon atomu vardir. Cogunlukla ester seklinde bulunan
yag asitlerinin kiguk bir bolim, plazmada albimine bagh olarak tasinan esterlesmemis yag
asitleri seklinde bulunmaktadir. Yaglarin NaOH'le verdikleri tepkimeye sabunlasma denir. KOH
kullanilirsa arap sabunu olur. Elde edilen organik asittin Na tuzu suda ¢6ziinir ve sabun adini
alir. Sabun yapilirken yan Urtn olarak gliserin elde edilir ve parfum sanayinde kullanilir. Serum
proteinlerine bagli bulunan ve total lipid adini alan maddelerin bazilari sunlardir.

1. Nétral yaglar(triacil gliseroller). 2. Serbest kollesterol.

3. Ester kollesterol. 4. Fosfolipidler.

5. Serbest yag asitleri. Lipidler suda erimeyen maddelerdir. Su ile karistirilip

calkalandiklarinda dayaniksiz emiilsiyonlar olusur.

Asit degerinin tayini veya Asit sayisi

Asit degeri (sayisi) yag icinde serbest haldeki asit miktarini belirler. Buna goére; Bir
gram yag icindeki serbest asiti notrlestirmek icin kullanilan KOH veya NaOH'in mg sayisina

asit sayisi denir.
Deneyin yapihigi

1.Yaklasik 0.5-1gr yag tartilir ve 15-20 mL alkol-eter (1:1 oraninda) karisiminda

¢ozuldr.



2. C6ziinme islemi tamamlandiktan sonra karigim fenolftaleyn indikatorii yaninda
0.1N ayarli KOH ¢ozeltisi ile 5 sn. dayanan agik pembe renk elde edilinceye kadar titre edilir.
Harcanan KOH hacmine V1 denir.

3. Baska bir erlene 15-20 mL alkol-eter ¢ozeltisi (kér) benzer kosullarda KOH
cozeltisi ile titre edilir. Harcanan KOH hacmine V2 denir. Eder yadin agirhigi W, KOH'in
normalitesi N ve molekul agirhdi 56.11 olarak alinirsa (KOH'in yerine NaOH kullanilirsa

56.11 katsayisi yerine NaOH'in mol agirhgi olan 40 rakami yazilir); V2 = yaklasik 0.3
mL'dir.

AsitSayisi' Ax) = d I/_VV2 x56.11x N olur.

Yaglarda iyot Sayisi

iyot sayisi belirli sartlarda 100 gr yag tarafindan baglanabilen iyodun gr cinsinden
miktaridir. Yaglarin doymuslugu hakkinda dogru bir fikir edinmek igin yapilan deneylerden
biridir. Doymus yagdlar kalp ve damar hastaliklarinin olusumunda énemli bir risk faktériadur.
Yag asitlerinin bazilari doymamis hidrokarbonlardan olugur. Herhangi bir yagdaki doymamig
hidrokarbon orani yagin erime noktasini dogrudan etkiler.

Erime noktasi doymusluk ile artar. Genel olarak verilen bir yagdaki doymamislik orani

iyot ile tepkimesi sonucu bulunur. Bazi yaglardaki iyot sayisi ;

Zeytin yagi = 80-85 Balik yagi = 140-180 Keten tohumu yagi = 175-200
Ay cicek yagi = 125-150 Tereyagi = 30-43 Domuz yagi = 50-70

Deneyin Yapilisi

1. Yaklasik 0.5 -1 gr. sivi yag 4-5ml CHCI3 veya CCLy4 i¢inde ¢6zillr ve Uzerine 13-
16 mL IBr ¢ozeltisi eklenir. (IBr ¢dzeltisinin hazirlanigi: 500mL asetik asit, 4 ml Brom ve 2.4
gr iyodun katilmasiyla hazirlanir).

2. Cozelti karisimi karanlk bir yerde 3-4 dk. kadar bekletilir. Karisima bekleme
suresinin sonunda 50mL su ve 10mL %10'luk KI ¢ozeltisi eklenerek iyice kanistirilir. Karisim
icerisinde su tepkime olur.

I'+IBr — I,+Br-

3. Cozeltideki fazla iyot ayarli (0.1N) tiyosdulfat ile nisasta indikatdri yaninda titre
edilir (Nisasta indikatorii Amilaz deneyinde anlatildigi sekilde hazirlanacak eger hazir
varsa ortak kullanilacak) Kullanilan tiyosilfatin hacmi V1 dir. Tiyosulfat ise potasyum
bikromat, potasyum iyodat, metalik bakir ve iyot ile ayarlanabilir.

4. icinde yag hari¢ diger maddeleri igeren (kér) ¢ozeltisi hazirlanarak tiyosiilfat ile

titre edilir. Burada harcanan tiyosilfatin hacmine V, denir. V; yaklagik 3.5 ml'dir.



5. Analiz i¢in alinan yag agirigi W, tiyostulfat ¢ézeltisinin derigimi N ise; formuldeki
12.69 katsayisi iyodun molekdl agirliginin 1/10 dur. 1 gr yag alinirsa iyot 1/100 olur. Eger
0.5 gr alinirsa 1/200 olur.

IyotDegeri(x) = % x12.6 x N

Yaglarda Gliserinin Varliginin Belirlenmesi

Deneyin yapiligi

Yaklasik 0.5-1 ml sivi yag 3-4 ml metanolde hazirlanmis KOH ¢o6zeltisi ile birlikte bir
deney tiptne alinir. 4-5 dk. Sureyle kaynama noktasina gelinceye kadar isitilir. Metanolde
azalma olursa tekrar ekleme yapilir. Elde edilen berrak ¢dzelti iki kisma ayrilir. 1. kisim
sogutulur. 2. Kisim 5 ml saf su ile seyreltilir. Oda sicakliginda sogutulur ve lzerine 4-5
damla CuSO, gozeltisi ilave edilir. Once agik mavi bir gékelek meydana gelir (Cu-gliserin

kompleksi) daha sonra koyu mavi ¢okelti olusur. Bu da gliserinin varligini gosterir.

NOT = Bu deney c¢eker ocak igerisinde yapiimalidir. Clinkii metanol icildiginde ya da

buharlar gozle temas ettigi zaman go6zleri kor eder.



DENEY NO : 2. HEMOGLOBIN TAYiNi VE KSANTOPROTEIN DENEYi

Kan Plazmasi : Kan, antikoagulan (heparin, EDTA gibi) bir madde ile karistirihp
santrifuj edilirse Ustte kalan sari renkli siviya Kan plazmasi denilir. Allta toplanan kisim ise
kanin sekilli elemanlarini (eritrosit, I6kosit vb.) ihtiva eder.

Kan Serumu : Kan 6rnegi herhangi bir antikoagulan katilmaksizin tipte bekletilecek
olursa ustte toplanan berrak sarimtirak renkli sivi kismina kan serumu denilir. Kan plazmasi
ile kan serumu arasinda en belirgin farkhlik, kan plazmasinda ekstradan pihtilagmada
Oonemli rol oynayan fibrinojenin bulunmasidir. Kan serumu fibrinojen disinda kalan diger kan
proteinlerini igerir.

Bir protein olan hemoglobin oksijeni akcigerlerden dokulara, dokulardaki
karbondioksit ve protonlari ise akcigere tasimaktadir. Hemoglobin karbon dioksidi stiinger
gibi emer. Normal bir kisi'nin 100 ml kaninda 15 gr hemoglobin bulunmaktadir. 1 gr
hemoglobin maksimum 1.34 ml oksijen bagladigi i¢cin % 100 doygunlukta baglanan oksijen
miktari 100 ml kanda 20 ml kadardir. Eritrositlerdeki glikoz metabolizma yolunda bir ara Urln
olarak 1,3-bifosfogliserattan 2,3-bifosfogliserat (BPG)olusmaktadir. Oksijen basincinin
azaldigi durumlarda organizma, BPG ile uyum mekanizmasi gelistirmektedir. Deniz
seviyesinde yukseklere ¢ikildiginda bir iki giin icinde normalin yaklasik iki katina ¢gikan BPG
konsantrasyonu, dokularda hemoglobinin oksijene ilgisini azaltmakta ve disuk oksijen
konsantrasyonunda dokularin yeterli oksijenlenmesini saglamaktadir. Basta egzoz gazlari
olmak Uzere, gevrede CO gibi zehirli gazlarin fazla olduju ortamlarda bulunan kisilerde,
BPG konsantrasyonlari yiksek bulunmustur.

Hemoglobin kana renk veren maddedir. Hemoglobinin énemli kismi, dért "hem"
grubunun her birinde bulunan demir atomlaridir. Demirin alti koordinasyon degerliginden
yanlizca biri globine bagldir ve eritrositler iginde bulunur. Barsak mukoza hiicrelerinde Fe*
girmis olan demir oradan Fe*? halinde disari  ¢ikar. Bu mekanizma heniz
aydinlatilamamistir. Sonug¢ olarak Transferin olusmaktadir. Transferrin molekil basina 2
Fe*? atomu baglar. Hemoglobin yapan hiicrelere harcanan Fe'in 2/3'Uni transferrin saglar.
Transferrine bagh Fe kemik iligince kolayca alinabilir. Eger kemik iliine gerekmezse
transferrinin getirdigi Fe'i karacijere depo eder. Her anorganik Fe ayni bicimde emilmez
soyle ki Fe*?, Fe**den daha hizla ve tercihle emilir.

Her dokuda biraz, fakat karacigerde, dalakta ve barsak duvarlarinda oranla ¢ok
bulunan ferritin'e bir Fe depolama sekli olarak bakilmaktadir. Bu depolar sabit degildir
ihtiyaca gore iyonlasarak plazmaya Fe verirler ve kemiklere Fe gdnderirler(hemoglobin
yapimi igin). Yine birkag aylik 8mri olan eritrositler de yikilinca Fe'leri kismen depolara iade
edilir. Cocukluk dénemlerinde Fe ihtiyaci daha coktur. Fe, 6zellikle enzimler icinde oksido-
rediiksiyon katalizérii olarak édev gorir. insan organizmasinda 4-5 gr bulunur ki bunun %
hemoglobin yapisinda yer alir. Sitokromlar, demir iceren flavoproteinler ve ferredoksin

toplam demirin ancak kigik bir kismini igerir.



Demirin 6zel depolanma sekilleri vardir. Ferritin (FeOOH)g (FeO.PO4H,) olarak
%23'e kadar demir tutabilir. Hemosiderin, demir (Ill) hidroksit jeli seklinde protein ve diger
organik maddelere adsorplanmis olarak %35'e kadar demir icerir. Hemosiderin hicre
iclerinde mikroskopla gérulebilen graniller olusturur ki demir depolama rahatsizliklarinda bu
grantller gogalirlar. Her iki depo sekli de 6zelikle dalak ve karacigerde, ferritin ayrica barsak
stimUiksii derisinde de bulunur. Demir kanda ferritin ile degil, iki Fe*> atomu ile kompleks
yapmis bir B-globulin olan demir transferrin ile tasinir. Bu sekilde bagli demir ancak Fe+2'ye
indirgenerek uzaklastirilabilir ve mobilize edilebilir. Canli organizmada (in vivo) bu islem
indirgen madde olarak askorbik asit ile gerceklesir. Boylece eritrositlerde yeni hemoglobin
sentezi igin gerekli demir hazirlanmis olur.

Eritrositlerin ortalama dmri 4 aydir. Ginde 8-9 gr hemoglobin pargalanip yeniden
sentezlenmesi gerektigi hesaplanmistir. Bu sirada demir disari atiimayip vicutta alikonulur.
Boylece bir dolagim tamamlanmis olur. Bununla beraber engellenemeyen kayiplari
karsilamak igin surekli olarak demir alinmalidir. Tavsiye edilen gunlik demir alimi 0.2-0.3
mmol (11-17 mg) dir.

Hemoglobin molekili 4 molekil oksijen alabilir. Oksijen hemoglobine tersinir olarak
baglanir. Oksijen baglanmasiyla hemoglobinin {¢ boyutlu yapisi degiserek molekl
kugulmektedir. Hemoglobinde bulunan demir, oksijen tasisin veya tasimasin Fe*?
durumunda kalir. Eger hemoglobin tasidii oksijen tarafindan ylkseltgenseydi, oksijen
kullanilmis oldugu ve dokularin kullanmasi igin, hemoglobinin gérevi ortadan kalkmis olurdu.
Bununla beraber hemoglobinin, oksijen moleklli disindaki diger yukseltgen ajanlar
tarafindan ylikseltgenmesi s6z konusudur; olusan bu Fe* bilesigine methemoglobin adi
verilir ve bu bilesik oksijeni baglayamaz. Alyuvarlarda hemoglobini Fe*? durumunda koruyan,
glutatiyona bagli, gicli bir rediiktaz vardir. Ornegin Fe, ihtiva eden Katalaz, sitokrom
oksidaz enzimlerinin prostetik grubudur. Blylme ve gebelik sirasinda 6zellikle Fe igin
gereksinimler artar.

Demirin vicutta iki gérevi vardir ; "Hem" grubunun etkin bélgesi seklinde:

1. Hemoglobinin gdrevi i¢in gereklidir.

2. Sitokromlarin gorevleri igin gereklidir. Hemoglobin donlisimi hizlidir ve bunun
sonucu olarak da vicuttan demirin atilmasi fazladir. Fazla kan kaybinin oldugu
durumlarda demir blylk 6nem kazanir. Demir eksikligi ise anemiye yol agar.
Fazlaligi ise hemokromatoz'a sebep olur. Hemoglobin kan hastaliklarini (Anemi v.b.)

incelemek bakimindan Onemlidir. Ayrica kanin pH'sinin ayarlanmasinda 6nemli

gérevi vardir. Hemoglobinin Fe+3 tasiyan sekline Methemoglobin denir ve oksijen

tasimaz. Eritrositin kati bolimndn yaklasik 1/3'G hemoglobindir.
Deneyin Yapilisi

Hemoglobin tayininde Siyanid belirteci kullanilir. Siyanid ¢Ozeltisi ise soyle
hazirlanir: 200 mg potasyum ferrisiyanur [K,Fe (CN)] alinir ve bir miktar suda ¢ozuldikten
sonra uzerine 50 mg potasyum siyanur(KCN) ilave edilerek litreye saf su ile tamamlanir.

Elimizde hemoglobin satandarti olmadidi igin bu ¢alismada faktor kullanilacaktir.



18 gr/dL Hb = 0.49 Absorbans de@eri vermektedir.

Ornek Hb gr/ dL = Ornek Abs / Standart Abs x Standart C  esitliginde;
Standart derisimi (C) =18

Standart Abs =0.49  Buradan Faktor = Standart C / Standart Abs = 36.73
Ornek Hb gr/dL = Ornek Abs x 36.73 olur.

Bir (kor) ve iki nolu (6rnek) olmak Uzere iki deney tipu alinir.

1.nolu tup(kor) 2.nolu tip(6rnek)
Siyanid ¢ozeltisi 5mL 5mL
Calisilacak Kan - 0.05 mL(2 damla)

ilave edilerek vortekste karistirilir. Oda sicakhdinda 3-4 dk bekletildikten sonra 545 nm'de
Gorunur Bolge Spektrofotometresinde kor ile sifilandiktan sonra okunur. Okunan

Absorbans degeri faktorle ¢arpilarak kandaki Hb gr/dL olarak hesaplanir.
Ksantoprotein Deneyi

Aromatik aminoasitler (tirozin, triptofan, fenilalanin ve histidin) derisik nitrik asit ile
muamele edildiklerinde sari renkli, nitro tirevierine dontsirler. Cilde derisik nitrik asit
degdiginde meydana gelen sararma da bu yizdendir. Bu sari renk alkali ortamda daha da
koyu bir sekilde ortaya gikar. Ayni zamanda yapilarinda aromatik aminoasitleri tasiyan

proteinler de bu reaksiyonda pozitif sonug verirler.
O,N

Hy H Ho H
HO C—T—COOH * HNO; — > HO C_T_COOH

NH, NH;

Tirozin O,N

Aromatik halka Gzerine poli nitro gruplari baglanarak sari renk olusturur.
Deneyin yapilisi

Aminoasit veya protein ¢ozeltilerinden 1’er ml ayrni ayri deney tlplerine alinir.
Uzerlerine birkag damla derigik nitrik asit ilave edilerek isitilir. Isitma islemi sonunda tiipler
sogutulur ve Uzerine Derigik NaOH veya NH; ¢ozeltileri eklenirse dnceden olusan sari renk,
portakal sarisina koyulasir. Fenilalanin reaksiyona zor girdiginden, nitrik asit yerine sulfirik
asit kullaniimalidir. Aromatik halka Uzerindeki poli nitro gruplari baglanarak sari renk

olusturur.

NOT= Bu deney ¢eker ocak i¢erisinde yapilmahidir.



DENEY NO : 3. MONOSAKKARITLER

Osazon olugmasi

Yapilarindaki aldehit ve keton gruplarindan dolayl indirgen 0&zellik gosteren
monosakkaritler, indirgen ve indirgen olmayan monosakkaritler olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadirlar.

Sekerlerde tiurevlendirilebilecek su fonksiyonlu gruplar vardir. zincir seklinde
aldozlarda aldehit, ketozlarda keton grubu halkali sekilde ise yari asetal ve ketal OH'
molekdlin ucunda bir primer alkol grubu ve molekuilin ortasinda sekonder alkol gruplari.
Ornegin aldehit ve keton gruplari H,N-Z kondanzasyon araglariyla (hidroksilamin, hidrazin
semikarbazit, fenil hidrazin..) kondenzasyon bilesikleri verirler. Aldozlar 1 esdeger fenil
hidrazinle, fenilhidrazon verirler. Monosakkaritin yapisina iki tane fenil hidrazinin veya asirisi
aldozun ikinci karbon atomunu ketona yikseltger, bu da fenilhidrazinle yeniden
kondenzasyon vererek ozazon meydana gelir.

Karbohidratlarin hidrolizi monosakkaritleri verir. Karbonhidratlar poli hidroksi
bilesikler olduklarindan kivamli ¢oézeltiler verme egilimindedirler. Dolayisiyla gu¢
kristallenirler ve de kesin erime noktasina sahip degillerdir. Ozazonlar ise, kolay kristallenen
ve bu yolla kolay saflastirilan ve kesin erime noktalarina sahip bilesiklerdir. Bu nedenle
monosakkaritlerin  teghisinde ¢ogunlukla kullanilirlar. Ozazonlar mikroskop altinda
incelenerek farkli sekillerinden sekerin cinsi tayin edilmeye calisilir. idrarda saptanan
indirgen sekerin laktoz veya glukoz olup olmadiginin belirlenmesinde ozazon olusturma
yéntemi kullaniimaktadir.

Monosakkarit ¢ozeltisine ¢ok az miktarda eklenen alkali mutarotasyona neden
olmaktadir. Glukoz ¢ozeltisine oda 1sisinda Ca(OH), ve Ba(OH), gibi alkaliler eklendiginde
glukoz, bir sure sonra D-fruktoz ile D-mannoz'a donlismektedir.

Alkaliler ile isitilan sekerlerin rengi koyulagsmakta ve hafif bir karamel kokusu
duyulmaktadir. indirgen sekerler icin genel bir tepkime olan ve Moor testi olarak bilinen bu

tepkimede serbest hale gegen aldehitlerin polimerizasyonu ile regineler olusmaktadir.

Deneyin Yapihisi

4 deney tliplu alinir. Her bir deney tlplne glukoz, galaktoz, maltoz, laktoz veya
eldeki seker ¢dzeltilerinden herhangi birinden 3 ml alinir. Uzerine 5 damla fenilhidrazin, 0.5
veya 1 ml glasiyel asetik asit ilave edilir. Devaml ¢alkalanarak kaynar su banyosunda 1 dk
tutulur. He rbir tiipe % 10'luk NaOH'ten 6 damla kadar ilave edilir. Tplerin icindeki maddeler
hafif asit olmalidir. Bu da turnusol kagidi ile kontrol edilir.

Daha sonra tlpler kaynar su banyosuna birakilir ve 30 dk isitilir. Sekerler iginde
mannoz varsa ilk birka¢ dk'da ozazon olusabilir. Laktoz ve maltoz 60 dk'ya kadar degisen

sureye ihtiyag goOsterir. 60 dk kaynatma sonunda tlpler gikarilir ve oda sicakliginda



sogumaya birakilir. Altta olusan kristaller mikroskopta incelenirse her sekerin kendisine ait
tipik kristali gérular.

Orcin (Bial) Testi (Pentoz Belirleme Testi)

Bu deneyde serbest ve bagli pentozlar gosterilebilir. Kuvvetli asitlerin etkisiyle
pentozlardan furfural drinleri olusur. Fe'? iyonlarinin varhdinda bu drlnler orcin veya Triton

X-100 ile renkli bilesikler olustururlar. Béylece pentozlarin taninmasi mimkuin olur.
Kullanilan Malzemeler

% 1'lik glukoz, sakkaroz, fruktoz, laktoz, maltoz ve ksiloz ¢ozeltileri, amil alkol ve bial

reaktifi (0.025 gr FeCl, saf suda ¢6zilur, sonra litresinde 3 gr orcin bulunan HCI eklenir veya
1 gr orcin 0.1 gr FeCl,, 100 ml % 37'lik HCI ile gbzilerek hazirlanir. Orcin kullaniimadan

hemen 6nce ilave edilirse daha iyi sonug alinir).
Deneyin Yapilisi

1 ml seker ¢ozeltisine 2 ml bial reaktifi ilave edilir. Karistirlir ve kaynar su
banyosunda isitilir. Cézelti sojuk su altinda aniden sogutulur ve tliptin kenarindan amil alkol
ilave edilir. Pentozlarin varliginda ustteki alkol fazinda mor bir halka veya bazi durumlarda
mavi-yesil bir halka da gordlebilir. Bu halkanin varligi deneyin pozitif oldugunu goésterir. Bu

deneyde pentoz yerine hekzozlarin kullaniimasi durumunda sari-kahverengi renkler olusur.
Molisch Deneyi

Sekerler derigik H,SO,'le 1sitilirlarsa su kaybina ugrarlar. Daha hafif sartlarda yani
biraz seyreltik H,SO,'le isitilirlarsa kismen sularini kaybederler, 3 molekil su ayrilmasiyla

furfural ve bifurfural tirevlerini olustururlar. Furfural ve bunun tirevleri fenollerle birleserek
renkli bilesikler olustururlar. Bu 6zellik sekerlerin birgcok kalitatif tayinlerinin esasini teskil
eder. Molisch deneyi karbonhidratlara 6zel genel bir deneydir. Karbonhidratlar ister saf

isterse birlesmis halde olsunlar Molisch deneyi ile mispet sonug verirler.
Reaktifler

1. Molisch reaktifi = 10 gr a-naftol, 100 mL etil alkolde ¢dzUllir veya 6 gr timol 100
mL etil alkolde ¢ozllerek hazirlanir.

2. %1'lik glukoz, fruktoz, laktoz, sakkaroz, nisasta ¢ozeltisi (eger elimizde bunlar
yoksa uzim, elma, seker pancari ve havug gibi meyveler ince dogranarak kaynatilir ve

sonra suzulerek stzuntl kismi seker ¢ozeltisi olarak kullanilabilinir)



Deneyin Yapiligi

Seker ¢ozeltilerinin herbirinden 1 veya 2'ser mL deney tuplerine alinir. Sonra her
tipe 3-4 damla molisch reaktifi ilave edilir. Tip kuvvetlice galkalanir ve tipin kenarinda 45

derecelik agi ile derisik H,SO, eklenir. iki sivinin degme yizeylerinde mor bir halkanin

olusmasi deneyin pozitif sonug verdigini gosterir.
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DENEY NO : 4. GLUKOZ TAYIiNi VE SELIVANOF DENEYi

(Ketoz Sekeri Belirleme)

Karbonhidratlar genel olarak C, H ve O elementlerinden olusmus bir yapiya

sahiptirler. Genel formdlid C H, O , C (H,0O), dir. Karbonhidratlar polihidroksilli alkollerin

aldehit veya ketonlu turevleri (monosakkaritler) bunlarin polimerleri (oligo ve polisakkaritler)
oksidasyon Urinleri (seker asitleri), rediksiyon Urinleri (seker alkolleri), stbstitiisyon Grinleri
(amino sekerler) ile sulfatli ve fosfath esterleri olarak tarif edilebilir.

Uziimde ve meyvelerde gok bulunan, Gizim sekeri (glukoz) , meyve sekeri (fruktoz)
onemli polisakkaritlerdir. Karbonhidratlar, besinlerle alindiktan sonra sindirim kanalinda
kendini olusturan basit sekerlere pargalandiktan sonra emilirler. Organizmanin en kolay
kullandigi karbonhidrat glukozdur.

Vicuda alinan besin maddelerinin %60'ina yakini karbonhidratli gidalardan olusur.
Karbonhidratlar, pankreas ve ince bagirsaklardan salinan enzimlerle =monosakkaritlerle
pargalanirlar ve sonunda ince bagirsak mukozasindan absorbe edilirler.

Beyin basta olmak Uzere, alyuvarlar, testisler, epidermis, lens, bdébrek medulasi,
ovaryumlar gerekli enerji ihtiyaglarini ancak glukozdan saglayabilirler. Bu dokulardaki
Ozellesmis hicreler yakit olarak ancak glukozu kullanabilirler.

Bu hicreler yaglardan ve diger enerji saglayan maddelerden yararlanamazlar.
Glukoz metabolizmasindan kaynaklanan 2 6nemli bozukluk; 1. Asiri sismanlk 2. Diabet
(Metabolik seker hastalidi). Bu hastaliklara bagh birgcok 6nemli medikal problemlere;
ateroskleroza, hipertansiyona klglk vazal hastaliklara ve koérlige neden olurlar. Kanda
glukoz dlzeyi aglik kaninda 70-120 mg arasindadir. Yemeklerden sonra ise 160 mg'a kadar
yukselir. Kan glukozunun normal degerin Uzerinde yikselmesine hiperglisemi, normal
degerin altina diusmesine ise hipoglisemi denilmektedir.

Glukoz deneyinin yapilisi

Glukoz tayininde o-toluidin reaktifi kullanilir. Hazirlanigi ise ; O.56M o-toluidin
Uzerine 2 gr tiyolre katilarak 16.4M glasiyel asetik asitle 500 ml'ye tamamlanir (Oda
sicakhginda saklanir).

Glukoz / Ure Standarti: 50 mg glukoz - 25 mg Ure bir miktar etil alkolde ¢oziliir ve
0.16 M benzoik asit ile 50 ml'ye tamamlanir.

Not : Burada su kullaniimayacak su yerine etil alkol kullanilacaktir.

Deney yapmak Uzere numaralanmis u¢ deney tupu alinir.

1.nolu (kér) 2. nolu (6rnek) 3. nolu (standart)

Saf su 0.1 ml -

Serum ornegi - 0.1 mi -
Standart glukoz ¢oz. - - 0.1 mi
o-toluidin 4.0 mi 4.0 ml 4.0 mi
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ilave edilerek vortekste karistirilir. Su banyosu igerisinde 5-6 dk bekletildikten sonra oda
sicakligina kadar sogutulur. Goérinir Bolge spektrofotometresinde 620 nm'de kor ile
sifirlandiktan sonra okumalar yapilir.

Hesaplama

Ornek Absorbansi
Standart Absorbansi

x100 = mg /100m!/  seklinde olur.

Selivanof Deneyi

Monosakkaritler seyreltik mineral asitlere karsi dayanikhdir. Derisik asitler ise
monosakkaritlerden 3 molekil su ayirir, dehidratasyon sonucu monosakkaritler furfurallere
(furan aldehit) dondsur. Bu deney fruktoz aramada kullanilir. Ketoheksozlar, derisik HCl'e
kars! aldoheksozlardan daha duyarlidir. Bu nedenle fruktoz, glukozdan daha gabuk furfural'e

donusdir.
Selivanof Deneyinin yapilisi

Bu deneyde Selivanof reaktifi kullanilir. Bu reaktifin hazirlanisi ise; 0.5 gr resorcin
100 mL %25 lik HCI de ¢dzilerek hazirlanir. Numarali deney tiplerinin bir tanesine 1 mL su
digerlerine ise % 1 lik degisik seker ¢ozeltilerinden 1 er mL alinir. He rbir tiplin Uzerine 2
mL selivanof reaktifi ilave edilir. Tipler su banyosunda 1-2 dk bekletilir. Bu siire sonunda
tiplerdeki renk degisimleri kaydedilir. Daha sonra deney tlpleri 5 dk daha su banyosunda
bekletilerek renk degisimleri gdzlenerek kaydedilir. Ketoz sekerleri bu deneyde portakal

kirmizisi renk verirler. Ayrica mikroskop ile de incelenebilirler.
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DENEY NO : 5. TOPLAM PROTEIN TAYiNi

Buyime, gelisme icin gerekli besinlerin basinda proteinler gelir. insan
plazmasindaki total protein konsantrasyonu yaklasik 6.0-7.8 gr/dL kadardir. Vicudun batin
hlcrelerinin blyutk bir bolimd, ayrica vicudun metabolik reaksiyonlarini katalize eden ve
denetiminde goérev alan enzim ve hormonlarin yapisinda proteindir.

Vicut proteinlerinin olusumu igin kaynak, besinlerin iginde bulunan proteinlerdir.
Proteinler hidrolize edilerek parcalandiklarinda daha basit yapidaki aminoasitlere
ayrilmaktadirlar. Boylece proteinleri, cok sayida ve gesitli amino asitlerin birlesmesinden
olusan bilesikler olarak tanimlamak muimkindur. Sinir sisteminde belirli aminoasitlerin
impulslarin iletisi ile alakali oldugu gériilmektedir. Ornekleri glisin ve glutamik asitlerdir.
Vicudumuz esansiyel amino asitleri sentez edemediginden bilylimeyi desteklemek ve
saghkh olusu surdirmek igin yeteri miktarda diyetle saglanmalidir. Tipda énemi olan bir ¢ok
bilesik aminoasit metabolizmasinda meydana gelir.

Aminoasidin hlicre igine tasinmasindaki anormallikler bazi hastaliklara neden olur.
Bunlarin birgogdu, idrarda asiri artmis miktarda bir veya birden fazla aminoasit bulunusu ile

karakterize edilir ve bu nedenle bunlar siklikla amino asidtrler olarak anilir.
Total protein - Biuet metodu

Reaktifler
1. 6 M NaOH: 240 gr NaOH Lt 'ye tamamlanir.
2. Biuret ayiraci : CuS0O,.5H,0 dan 3 gr 500 ml saf suda ¢6zUlir. Uzerine 9 gr K-Na-

tartarat eklenir. ve ¢ozildikten sonra 5 gr Kl ilave edilir, 100 ml 6 M NaOH ilave edilir ve saf
su ile litreye tamamlanir ( oda sicakliginda saklanir).

3. Biuret Ayira¢ Kori; oda sicakliginda saklanir. 9 gr K-Na tartarat, 5 gr Kl suda ¢6zilir ve
100 ml 6 M NaOH eklenir, saf su ile litreye tamamlanir.

4. Standart iyice kanigtirihr ve oda sicakliginda 3 dk bekletilir. Sonra Goérlinir Bolge
spektrofotometresinde 540 nm'de kor ile sifirlandiktan sonra okumalar yapilir. Standart

protein yoksa; 8 gr protein /dL = 0.40 absorbans olarak alinir.

islem
Kor (ml) Standart(ml)  Serum 6rnegi (ml)

Biuret ayiraci 5 5 5

Ayirag Koéri 0.1 -- --

Standart - 0.1 --

Ornek(serum) -- -- 0.1

Ornek Absorbansi )
Hesaplama: xStandart Konsantrasyonu = gr Protein

Standart Absorbansi
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DENEY NO : 6. ALBUMIN TAYiNi VE SUTTE KAZEIN’iN AYRILMASI

Albumin insan plazmasinin ana proteini olup yaklasik 69000 civarinda olan
molekdiller bir agirhga sahiptir. Total plazma proteinin %60 kadarini kapsar. Albuminin % 40
kadari plazmada geri kalani ekstraselliler mesafede mevcuttur. Karaciger giinde 12 gr
kadar albimin Uretir. Bu miktar karacigerde sentezlenen total proteinin %25'ini salgilanan
tim proteinin de yarisini gosterir. Suda ve sulu elektrolitlerde erir, 1sI ile koagtle olurlar. Tuz
¢ozeltilerinde erirler. Hayvansal kaynakli bitin albdminler yari doymus amonyum silfat
¢ozeltilerinde erirler. Albiminler daha ziyade hayvansal sivilarda bulunurlar. Birgok Albimin
bilhassa yumurta albimini ile serum albimin, laktalbumin, ovalbumin, kristaloumin,
antitrombin ve insilin bunlara 6rnektir.Albdminin baslica biyolojik fonksiyonlari arasinda
cesitli ligandlar tagsimak ve depolamak, endojen aminoasitler igin kaynak gorevi yapmak ve
plazma onkotik basincinin devamini saglamaktir. Albimin ve globdlinler hiicre ve vicut
sivisinin su oranini dizenlerler. Albumin eksikligi karaciger hastaliginin belirtisidir. Albdminin
diger onemli gorevi de muhtelif ligandlari baglamasidir.. Albimin plazma dizeyi diyet ile
alinan proteinlere bagli oldugundan, beslenme durumunun degerlendiriimesinde
kullaniimaktadir. Albimin duzeyinin belirlenmesi tedavi ve tedavinin izlenmesinde de
oldukga 6nemlidir. Albiimin serum ve plazma degerleri Normal degerleri 3.5-5.5gr/dl (Sl 33-

55gr/It) arasindadir

Reaktifler
1. Brom krosel yesili =0.146 gr
2. Sitrik asit =8.1¢gr

3. Trisodyum sitrat dihidrat =17.1 gr/lt

4. Sodyum azid = 0.125 gr bunlarin hepsi alinarak tzerine % 1'lik triton x-100
¢ozeltisinden 50 mL katilarak tim ¢ozelti hacmi saf su ile 1 It'ye tamamlanir. Bu arada pH
ayari 4.6-4.7 yapildiktan sonra sari renkli ¢ozelti koyu yesil renge doner ve bu sekilde reaktif

¢ozeltisi hazirlanmis olur.

Deneyin yapihisi
Ug tane numarali tiip alinir. (0.05 mL = yaklasik iki damla)

1.nolu tip (kor) 2.nolu tip(standart) 3.nolu tip(6rnek)
Saf su 0.05 mL - -
Standart - 0.05 mL -
Ornek (Serum) - - 0.05mL

Reaktif 3mL 3.0 mL 3.0mL
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katillarak vortekste karigtirihr. Gorlinir Bolge spektrofotometresinde 630 nm'de kor ile
sifirlandiktan sonra okumalar vyapilir. Albimin standardi elimizde olmadigi igin 5gr
albimin/dL = 0.21 absorbans deg@eri okundugu kabul edilecektir.

Hesaplama

Ornek Absorbansi
Standart Absorbansi

x5 = gr Alblimin---olur

Siitten Kazeinin ayrilmasi

Kazein sitin en 6nemli proteini olup, alfa beta, gamma ve kappa olarak 4 ayri
sekilde bulunur. Yapisinda fosfor ihtiva eden kazein, yukaridaki 4 seklin heterojen bir

karisimidir.
Deneyin yapihigi

25 ml sit 75 ml musluk suyu ile seyreltilir. 30 dakika iginde %2 lik HCL'den 4-5 ml
yavas yavas ilave edilerek pH=4.8’e getirilir (burada pH metre kullanilacaktir). Daha sonra
10 dk. Karnistirilarak, yarim saat sireyle gokelmeye birakilir veya santriflij edilir. Cokelek
¢ozelti ayrildiktan sonra ¢okelek destile su ile 50 ml'ye tamamlanarak yikanir ve suzilur.
Ayrilan kazein blylkge bir buchner hunisinde 2 tabaka slzge¢ kagidi kullanilarak stzulGr
bu islem ¢okelek hafif kuruyuncaya kadar devam edilir. Sonra ¢okelek bir behere alinarak
Uzerine 10-15 ml saf su ilave edilerek karistiriir. Cokelek, ¢ozelti sizilerek ayrilir ve

¢ozeltide klorir iyonu olup olmadigi %1 lik AGQNO; ¢ozeltisi ile kontrol edilir.
Eger kazein saf hale getirilerek kurutulacaksa su islemlere devam edilir.

Sizuntide klorir kalmayincaya kadar yikama islemine ve stzintinin %1 lik AQNO;
¢ozeltisi ile kontrol islemine devam edilir.

Kazein tortusu 7.5 ml %95'lik etanole alinarak karistirihp stizilir ve bu islem iki kez
tekrarlanir. Ayni sekilde c¢okelek iki kez de 7.5 ml’lik eter ¢dzeltisine alinip suzllir ve

kurutulur.

NOT= Saflagtirma kisminin yapiimasina gerek yoktur.
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DENEY NO : 7. AMILAZ TAYINi

Besin maddeleri ile alinan nisasta, dissakkaritler ve glikojen gibi karbonhidratlar, viicudun
enerji gereksiniminin karsilandigi en énemli kaynaklardir. Agizda ¢igneme sirasinda tlkrik amilazi
ile karisan nisasta, kismen hidroliz olmaktadir. TUkrik amilazinin etkisi midenin asidik ortaminda
sonlanmaktadir. Daha sonra etkili olan pankreas amilazinin, tikrik amilazi ile bazi ortak 6zellikleri
bulunmaktadir. Kisaca karbonhidratlari pargalayan ana enzim amilazdir o ve B olmak Uzere ikiye
ayrilir. Her ikisi de nisasta ve glikojenin a(1-4)glikozidik diiz zincirli baglarini hidrolize ederek
parcalarlar. Bu enzimlerin etkisi amilopektindeki a.(1-6) glikozidik baga gelince durur. Amilopektinin
dallanma noktasinda bulunan «(1-4) glikozidik baglar o(1-4) glikozidaz enzimi tarafindan
kirlmaktadir. Glikojende bulunan a(1-4) baglari limit dekstrin'e kadar o ve p-amilaz enzimleri
tarafindan yikilmakta ve glukoz ve maltoz meydana gelmektedir. Dallanma noktasindaki o(1-6)
bagi ise, a(1-6) glikozidaz enzimi tarafindan hidrolize edilir. Bunlardan a-amilaz hayvansal, -
amilaz ise bitkiseldir. a-amilaz (diastaz) insan ve pek ¢ok hayvanin tikrik bezi ve pankreasi
tarafindan salgilanir. Fakat serum ve idrarda da ¢ikar. Amilaz glikojenin dokularda yikilmasinda rol
oynamaz. o-amilaz pankreasta salgilanmaktadir. Bu enzimin serumda bulunmasi pankreasta bir
rahatsizlik oldugunun belirtisidir. Plazma amilaz duzeyi, karaciger hastaliyinda disik olabilir. Asiri
barsak tikanmasinda, parotitis ve diyabet te ise plazma amilaz diizeyi yikselmis olabilir. Pankreatik

hastaliklarda o-amilaz enzimi serumda artmaktadir.

Serum'da 250-2800 U/L ve idrar'da 8000 U/L'ye kadar bulunur.
Kullanilan Reaktifler ve Hazirlanmasi

1- Nisasta : 0.1 gr veya 100 mg saf nisasta tartilir ve 400 ml bir beherde 5ml saf su
ile sispansiyon haline getirilir tzerine 30 ml kaynar distile su ilave edilir ve iyice karigtirilir.
Bu c¢ozelti hafif opelesans gostermelidir. Bulaniklik oldugu takdirde yeniden hazirlanmaldir.
Sogumaya terk edilir. 100ml'lik balon jojeye aktarilarak 100ml tamamlanir (Polietilen sisede
sogukta saklanir. Kullanmadan énce iyice karigtiriimahdir).

2. Tampon: (100 ml igin; 1.938 Tris (hidroksimetil) aminometan [C4H1NO;] suda
¢ozulir ve Uzerine 0.497gr NaCl eklenir ve iyice ¢ozuldikten sonra 100ml ye tamamlanir.

PH=7,5 olmalidir. NOT= 15-25°C'de Polietilen sigede saklanmahdir.
[Tris (hidroksimetil) aminometan’in molekil agirligr =121.14 gr/mol dir.]

3- Renk Ayirici: (100 ml igin);0.01494gr Kl suda iyice ¢6zlldikten sonra Uizerine
0
0.01269 gr iyot eklenerek iyice c¢oézuldikten sonra 100mL'ye tamamlanir.15-25 C'da

saklanir. 1/200 oraninda su ile seyreltilerek kullanilir. Bu son ¢ozelti 1 ay oda isisinda
bekletilir. Koyu renkli sisede saklanir.
4- 0.5 M HCI geregi kadar hazirlanir ve titrasyonla ayari yapilir.

Not : Serum ve tiikiiriikte amilaza bakilsin.
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islem:
Kontrol Ornek

Ornek(Tukurik veya serum)  0.1ml 0.1 ml
Hidroklorik Asit 0.5 mil -

Tampon 1.0 mi 1.0 ml
Nisasta 1.0 ml 1.0 ml
Hidroklorik Asit - 0.5 ml
Renk ayiraci 5.0 mi 5.0 ml

0
iyice karistinilir ve 37 C'da su banyosunda 20 dk bekletilir. Su banyosunda ¢ikarilan tiplerin
oda isisina gelmesi igin 10 dk bekletilerek Goriinir Bélge spektrofotometresinde 580 nm'de

saf su (kor) ile sifirlandiktan sonra okumalar yapilir.

Hesaplama:

Kontrol Olgiim Degeri — Ornek Olgiim Degeri
x 15.500 = U/L

Kontrol Olgiim Degeri
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DENEY NO : 8. SERUMDA Na, K, Ca TAYIiNi

insan, hayvan ve bitki organizmasini olusturan organik maddeler ve anorganik
maddeler belirli bazi elementlerden yapilmistir, ki bunlara Bioelementler denir.

Baslica bioelementler sunlardir ; C, H, O, N, S, P, Na, K, Ca, Mg, Fe, CI, |, Co, Mn,
Mo, Br, F, Zn, Cu gibi. Bitiin bu elementlerin ilk ve esas kaynagi dodadaki anorganik
maddelerin elementleridir. Yalniz ve yalniz, bitkiler tarafindan, bu anorganik maddeleri C, H,
O, N, P, S... vb. gibi elementler, karbonhidrat, protein, lipit gibi organik maddelere gevrilmis
olur ve bitkilerden de insan ve hayvan vicuduna alinirlar.

insanlar ve hayvanlar normal bir bilyiime ve gesitli biyolojik fonksiyonlar igin besinler
arasinda vitaminler yaninda inorganik elementlere de ihtiya¢ duyarlar. Anorganik elementler
vucuttaki normal metabolizma olaylar i¢in gerekli olup, besinlerle alinmalari sarttir guinku
vicutta yapilamaz yani sentez edilemezler.

Periyodik cetveldeki elementlerden yaklasik 70-80 tanesine insan vicudunda
rastlanmasinin  mimkin olacagdi belirtiimistir. Bu anorganik elementleri bol bulunan
elementler ve eser elementler diye ikiye ayirmak gereklidir.

Bol bulunan elementler Ca, Mg, Na, K, P, S ve Cl'dur. Bu elementlere ihtiyag fazladir
ve genellikle gunlik dozlar gramlarla ifade edilecek kadardir. Birgok element insan ve
hayvan vicudunda ¢ok disuk konsantrasyonlarda bulunurlar. Bugin bu elementlerin
konsantrasyonlari uluslararasi kullanilan birimde "partper milion"(ppm) olarak verilirler.

1 ppm = 1/10° veya 1ug/gr canli kitle, mg/100ml birimi ile de verilebilir. Vicutta ppm
diizeyinde bulunan ve enzim faaliyeti igin esas olanlara ise eser elementler denir. Eser
elementlerin vicutta asinsinin toksik etkisi vardir. Hayati 6nemi olan eser elementler ise
organizmada belirli fonksiyonlara sahiptirler. Asiri miktarda alinmalari veya organizmada
birikmelerinin hayati tehdit edebilecedi gercegi bu eser elementler iginde gegerlidir. Eser
elementlerin pek ¢codu ya kofaktdr veya prostetik grup olarak goérev yapmaktadir. Temel
elementler asagdidaki t¢ yoldan biri ile enzimatik reaksiyonlarda etkili olmaktadirlar.

1. Temel element enzim tarafindan katalizlenen kimyasal reaksiyonun yapisinda yer
alir ve enzimin reaksiyon hizini artirir. Bu yargi 6zellikle demir ve bakir igin dogrudur.

2. Temel element substrat veya enzimin aktif merkezi ile kompleks yapar ve bu
durumda her ikisi de aktif hale donlsur.

3. Temel element bazi hallerde katalitik faaliyetin herhangi bir safhasinda elektron
alan ajan olarak vazife gérmektedir. Aktivite igin metal iyonlarina ihtiyag duyan enzimlere
metaloenzimler adi verilmektedir.

Enzimlerin aktivite gdstermeleri icin gerekli olan ve protein yapisinda olmayan
genellikle metal iyonlarindan meydana gelmis olan yan gruplarina Kofaktéor adi
verilmektedir. Enzimlerin aktivite gostermek icin gereksinme duydugu kompleks organik
molekilllere Koenzim adi verilmektedir. Bazi hallerde enzim aktivite gbstermek igin hem
kofatére ve hem de koenzime ihtiya¢ duyabilir. Kofaktorler genellikle 1siya dayaniklidirlar.
Kofaktér ve koenzimler enzime gevsek veya siki baglidir. Genellikle diyaliz ile enzimden

ayirmak mumkindur. Kofaktér ve koenzimler bazen enzime kovalent olarak baglanmis olup



18

diyaliz ile ayrilmasi mimkiin olmaz. iste enzim yiizeyine sikica baglanmis protein yapisinda
olmayan bu gruplara Prostetik grup denir. Eger enzim koenzimi veya kofaktori ile birlikte
katalitik bakimdan tamamen aktif durumda ise enzimin bu haline Haloenzim adi verilir. Eger
koenzim ve kofaktér enzimden ayrilacak olursa ve enzim inaktif hale gelecek olursa enzimin
diyaliz edilemeyen ve yalniz proteinden meydana gelmis bu inaktif sekline ise Apoenzim adi

verilir.

KALSIYUM
Ozellikle besinlerdeki kalsiyumun resorpsiyonu kismen gerceklestiginden besinler ile

her zaman yeterli miktarda kalsiyum saglanamaz. Buyuk bir depo olan kemikler kalsiyum

metabolizmasinda énemli rol oynarlar. Tim sistemlerde Ca+2 bir anahtar duzenleme roli
oynar. Ornegin Kalsiyum kemigin yapisal elementidir. Kalsiyum hidroksiapatit halinde de
bulunmakta ve yapisi [Caz(PQO,),].Ca(OH), seklindedir. Kalsiyum hiicre sitoplazmasinda
serbest halde oOnemli dizenleyici faktdor olarak da rol oynamaktadir. Hicre icindeki

konsantrasyonu 10°M dan daha fazladir. Ca viicutta en blaylk miktarda bulunan katyondur.
+2 +2 +2
Plazma Ca dlzeyi normalin altina distiginde kemikteki Ca dolasimdaki Ca 'a geger ve

dolasimdaki Ca+2 artirllarak yeni kemik olusumu engellenir.  Gergekten 70 kg'lik bir
yetiskinde 1200 gr kadar Ca bulunur. Ca'un %99'u kemiktendir. Kaslarda ise ancak %70 mg,
sinir sisteminde ise %15 mg kadardir. Serumda ise %9-10 mg kadar Ca bulunur.
Plazmadaki Ca diizeyi ¢cok dar sinirlar iginde bulunur. Bu sinirlar %9.2-10.4mg arasindadir.
Ca diizeyinin bu sinirin altina diismesine Hipokalsemi ve 10.4mg'in (izerine ¢ikmasina da
Hiperkalsemi denilir.

Hiperkalsemi halinde ise sinirsel uyarimlar yavaslar, bunun sonucu olarak ta kaslar
tembellesir neticede istahsizlik ve kabizlik gdrulebilecegdi gibi ileri hallerde kemiklerde asiri
derecede Ca birikimi olur. Ca'un %50 kadar plazma proteinlerine bagli halde bulunur. Bu
nedenle kapiler zarlarindan gegemez ancak kiguk molekilli maddelerle bagl
bulunduklarindan zarlardan gegebilirler. Geriye kalan Ca ise serbest ve iyonize Ca halinde
olup Ca* kapilerlerden kolaylikla difuzyona ugradiklari i¢in organizmada Ca ile ilgili gérevier
Ca*? tarafindan yerine getirilir. Ca idrar ve digki ile atilir.

Ca kapiler ve hiicre duvarlarinin gecirgenligi Gzerine etkilidir. Bundan baska ; lipaz,
ATP ase, suksinik dehidrogenaz gibi bazi enzimlerin aktivatérudiur. Kalp ve kas-sinir
sisteminin uyarilma yetenegini azaltir ve dengede tutar. Kas kasilmasi ve sinir impulsunun
tasinmasi iginde gereklidir. Ca*?, kan ve hiicrelerde azaldigi zaman tetani gorilir(tetani :
sinirsel uyarimlarin siddetlenmesi)

Kandaki kalsiyumun bir kismi serbest, difiizlenebilir iyon seklinde kalani ise proteine
bagli olarak bulunur. Bu tir tuzlar ara sira idrar yollarinda bdbrek ve mesane taslarini
olustururlar. Ca* iyonu birgcok hayati fonksiyonu yerine getirir. Kaslarin uyarilabilmesi ve
kontraksiyonlari igin aktivator olarak gereklidir ve kan pihtilagsmasinda énemli bir rol oynar.

Kalsiyumun (¢ ana goérevi vardir ;

1. Kas kasilmasi i¢in gereklidir.
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2. Fosfat ile birlikte Ca*, kemigin ana bilesenidir.

3. kan pihtilagsmasi igin gereklidir. Yiksek miktarlarda Ca* bulundugu zaman
toksiktir ve K* gibi kalbin galismasini yavaslatir. Kan dolasimindaki ca* 'un fazlahgr ve
eksikligi arasindaki denge ¢ok duyarli oldugundan Ca* derisimi, parathormon ve kalsitonin
olarak bilinen iki hormonun birbirine zit etkisi ile denetlenir. Ca eksikligi ile Osteoporoz,

rasitizm, bobreksel rasitizm, Hiperparatiroidsel kemik kireglenmesi gibi hastaliklar olusabilir.

SODYUM

Sodyum (Na®) her ne kadar yiyecek maddelerinde yaygin olarak bulunursa da temel
besinsel kaynak, yemek pisirmede ve yemege tat vermede kullanilan sofra tuzu (NaCl)'dir.
NaCl'iin beslenme ile tiketimi blylk Olgide kiltirel ve bireysel yeme aligkanliklarina
baghdir. A.B.D.'de glinde erigkinler tarafindan 5-15 gr NaCl tiketilirse de alinan bu miktarin
%90-95'i idrarla atihr. Sodyum vicut sivilarinda en yogun sekilde bulunan elementtir.
Dogada NaCl seklinde yaygin halde bulundugundan vicut yemeklere ilave edilen tuzla
sodyum ihtiyacini kolaylikla kargilar. Tuzun fazlasi yine NaCl seklinde ¢ok blylk dlgude
idrarla, daha az olmak Uzere de ter ve digki ile disar atilir. Gunlik NaCl ihtiyaci 3 gr
civarindadir. Normal kisilerde metabolizma igin gerekli olan Na miktar birka¢ yliz mg'dan
ibarettir. Ancak kan basinci yiiksek olan kisilerde NaCl alimi yeterince sinirlandiriimalidir. Bu
sinir 1 gr civarindadir.

Na, vicutta 6zellikle hiicre disi(damar igi ve hicreler arasi) sivilarda iyon olarak
bulunur. Plazmada %320 mg kadardir. Na kan plazmasi digsinda ve tuz halinde bir miktar da
kemiklere yerlesmis halde bulunur. Gereginde organizma kemikteki bu Na'dan da
yararlanabilir. Hiicre ve doku hucrelerinde ise pek az olup 6rnegin eritrositlerde %20 mg
kadardir. Organizmadaki Na miktarinin ancak 2/3'G degistirilebilir durumdadir 1/3'G ise
kemikte bagh oldugu igin degismez. Na ekstraseliiler sivinin temel katyonu (Na*) olup CI" ve
HCOs ile beraber asit-baz dengesinin diizenlenmesini saglar. Sodyum (Na*) ayni zamanda
vicut sivilarinin osmotik basincinin sirdirdlmesinde ve bdylece asiri sivi kayiplarina (su
kaybina) karsi korunmada da énemlidir. Kasin normal uyariimini ve hicrenin gegirgenligini
korur. Kanin ozmotik basincinin saglanmasi ve korunmasinda Na® konsantrasyonunun

biyiuk 6nemi vardir. B-galaktozidaz ve pB-amilaz enzimleri Na tarafindan aktive edilir. Sinir ve

kas fonksiyonunun Na+/K+ATP ase duzenleyicisidir. Kan sodyumu diizeyinin ayarlanmasi
baslica ACTH (adrenokortikotropik hormon) hormonunun etkisi altinda olur. kanda Na
dizeyinin normalin Ustliine ¢ikmasina hipernatremi altina dismesine ise hiponatremi
denilir. Adrenokortikotropik hormon (ACTH) 6zellikle bobrek Ustl bezinin korteks kisminda
salgilanir. Bazi bireylerde Na* alimi ile kan basinci arasinda belirgin bir iligki vardir. Béylece,
sodyumun NaCl halinde asiri ve gereksiz alimi hipertansiyona yol acgabilir veya 6nceden var
olan hipertansiyonu siddetlendirebilir. Idrarla Na™ atilisi, alinan Na* durumuna gére bobrekler
tarafindan oldukga dogru olarak kontrol edilir. Bu sayede ekstraseliiler boélgedeki
konsantrasyon sabit tutulur (135-140 mmol/It). NaCl-geri resorpsiyonu bobrek Ustl bezleri

tarafindan hormonal olarak ayarlanir.
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Bununla beraber, ter kayiplarini karsilamak Uzere gliinde 4 Lt'den fazla su
alindiginda fazladan NaCl saglanmalidir. Yiksek 1si ile ve asiri terleme ile uzun sire kargi
karsiya kalindiginda, terdeki Na* kaybi, aldesteron ile ilgili adapte edici bir olay ile en aza
indirgenecektir. Her ne kadar ekstravaskiiler (Na*) intravaskiiler (plazma) (Na®) ile bir denge
halinde ise de bu ikincisinin konsantrasyonu toplam viicut (Na*) depolarini yansitmayabilir.
Buna gore, diisiik serum (Na*) (hiponatremili bir hastada viicut Na* 'unda bir tiikenis
bulunmayip bunun yerine asiri miktarda intravaskuler belki de ekstravaskiler su bulunabilir.
Benzer sekilde eger su noksanligi varsa diisiik veya normal viicut Na* igerigi oldugu halde
serum Na’ 'u artmis (hipernatremi) olabilir. Bébrek hastaliginda Na* tutma yetenegi siklikla
kaybolur ve agir NaCl, K ve su dengesi bozukluklari ortaya ¢ikabilir. Farelere uzun sire fazla
miktarlarda tuz verilirse, blyldk édem olusumu, hipertansiyon, lipemi, kan proteini azalisi,
anemi ve Uremi gorulir ve sonunda olurler (Lipemi : kanda asiri yagd birikimidir).
Organizmaya ¢ok az tuz verilirse 6nce idrarla g¢ikmasi azalir. Bu 6nlem yetmezse,
organizmadaki genel miktari da azalmaga baslar. Azaltiima durumu ¢ok uzun sirduralirse

kemik ve kikirdakta belirli bozukluklar goéralur.

POTASYUM

Potasyum (K), intraseliiler yani hiicre i¢i sivisinin temel katyonudur. Buna bagli
olarak, besinsel (K") un temel kaynagd! yiyecek olarak tukettigimiz hlicresel materyaldir. Agir
protein kalori yetersizligi harig, bir besinsel eksiklik olagan disi ve enderdir. (K'), icinde
bulundugu kitle ile orantili olarak ince bagirsaklarda kolaylikla absorbe edilir ve plazmada
dolagima katilir. Ekstravaskiler sividaki (K*) viicuttaki tiim dokulara yayilir ve ozellikle
depolarizasyon ve kalbin kasiimalari olmak Uzere bazi organlarin fonksiyonlarini derinden
etkileyebilir. K viicutta 6zellikle doku hicrelerinde bulunur. Ornegin eritrositlerde %420 mg
kadardir buna karsilik plazmada %20 mg kadardir. Kaslar ve karaciger gibi doku
hicrelerindeki K kolayca yenilenir. Beyin ve eritrositler gibi bazi organlarda ise olusumundan
yikimina kadar sabit kalir. 2K izotopu ile yapilan galismalarda K'un girebildigi dokularda ¢ok
yavas dagildigi ve dengeye ise birka¢ guinde gelebildigi gdézlenmistir. K normal kigilerde kas
aktivitesine etkilidir yani kas sinir sistemini uyarma yetenegi olan bir maddedir. Gergekten
kana ¢ok miktarda K enjekte edilirse tetani goérulir.Kandaki miktari ¢ok azalirsa, gizgili
kaslarda felgler ve kalp kasinda bozukluklar gérilebilir. Hiicre iginde asit-baz dengesine,
ozmotik basinca, su tutulmasina, tlrli metabolizma reaksiyonlarina etki eder. Aktivator
olarak bircok enzime yardim eder. K* bazi metabolik reaksiyonlar igin sarttir drnegin
fosforilasyonlar gibi. Karbamoil fosfat sentetaz ile piruvat kinaz enzimleri K tarafindan aktive
edilirler.

Doku hucrelerinin fazlalagsmasini saglayici bir etkisi ve birde diuretik (idrar artirici)
etkisi bilinmektedir. Kanda K diizeyinin azalmasina Hipokalemi denilir ve K" eksikligi kas
yumusamasi ve letarjiye sebep olur. Kanda K dizeyinin artmasina ise Hiperkalemi denilir

ve kalbi durdurucu etkisi vardir.
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Na ve K organizmada karakteristik olarak dengesiz bicimde dagilmislardir. Na*, hiicre
disi sivilarda ve 6zellikle intersitisyel bélgelerde K ise, hiicre iginde yogun olarak bulunur.
Hiicre icinde oldukca fazla osmotik-etkin madde bulundugundan hiicredeki K
konsantrasyonu ekstraseliller Na® konsantrasyonundan daha diisiiktir. Aksi takdirde
osmotik denge olmazdi. Bazi organlarin (sinir, kas) fonksiyonlarinin temeli bu dengesiz
dagilima dayanir. Bu nedenle idrardaki Na*/K" orani bdbrek (istii bezlerinin fonksiyonlari
hakkinda bilgi verir. Normal beslenme ile giinde ortalama 100 mmol K' alinir. Hepsi
resorplamayip %5-10'u fegesle kalani da boébreklerden disari atilir. Bobreklerdeki geri
resorpsiyon siddetli K noksanliginda bile tam degildir. K atihmi aldosteronun kontrolii

altindadir. Bébrek (Na*)'u korudugu etkinlige yakin (K') korumasi yapamaz.

Deneyin Yapilisi

Serumda Na tayini igin; 5, 10, 25, 50 ve 75ppm'lik stok Na g¢ozeltileri hazirlanir.
Alev fotometresinde sensivite 2'ye getirilir. Na filtresinde kor (saf su) ile sifirlama yapildiktan
sonra seyreltikten derisige dogru stok Na ¢dzeltilerin absorbans degerleri okunarak g¢alisma
grafigi cizilir. 0.2 mL kan serumu alinarak yaklasik 55-60 kat triton x-100 ile seyreltilerek
absorbans degeri okunur. Calisma grafiginden Na dederi hesaplandiktan sonra seyreltme
katsayisi ile carpilarak serumdaki Na miktari bulunur.

Serumda K tayini igin; 0.5, 1, 2,5, 5 ve 10 ppm'lik stok K ¢ozeltileri hazirlanir. 0.2
mL serum alinarak yaklasik 45-50 kat triton x-100 ile seyreltilir. K filtresinde ve Sensivite
2'de kor (saf su) ile sifirlama yapildiktan sonra okumalar yapilir. Na tayinindeki islemlerin
timu burada da aynen tekrarlanarak serum K duzeyi hesaplanir.

Serumda Ca tayini igin; 10, 25, 50 ve 75 ppm'lik stok Ca ¢ozeltileri hazirlanir. 0.2
mL serum alinarak 6-10 kat triton x-100 ile seyreltilir. Ca filtresinde ve sensivite 4'de kor (saf
su) ile sifirlama yapildiktan sonra okumalar yapilir. Na tayinindeki islemlerin timi burada da

yapilarak serum Ca duzeyi hesaplanir.

NOT : Bu deney igin grafik kagidi getirilecek
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DENEY NO : 9. URIK ASIT TAYiINi

Urik asit piirin metabolizmasinin bir Griinidir. Pirinler biitiin doku hiicrelerinde
bulunan niikleoproteinlerin yikilma Uriinleridir.  Urik asidin  esas kaynag besinsel
nikleoproteinler ve ettir. Karaciger purinlerin Urik aside degisme yeridir. Bakirli bir protein
olan ve karacigerde bulunan Urat oksidaz ile Urik asit, bazi memelilerde daha ileri yikilima

ugramaktadir.
Urik asit + 2H,O + O, — Allantoin + CO, + H,0,

Kus, insan ve yluksek omurgalilarda Grat oksidaz enzimi bulunmadidi igin Urik asit
son Uriindiir. Serumda Urik asit serbest ve albiimine bagdh olarak iki sekilde bulunur. Urik
asit ve tuzlari hemen hemen hi¢ ¢c6zinmeyen maddeler olup, konsantrasyonlari 100 ml' de
birkag mg'l astigi zaman dokularda ve sivilarda ¢okerler.

Urik asit normal kanda %2-4 mg dir. Yetigkinlerde (irik asidin serum konsantrasyonu
normalde 2-4 mg/dl arasinda degismektedir. Kadinlarda ortalama 4.1mg/dl, erkeklerde ise 5
mg-dl kadardir. Kanda Urik asit miktarlari; yasa, cinsiyete, etnik farka, sosyoekonomik
duruma bagh olarak degisiklik gostermektedir. Cocuklarda serum Urik asit miktari 1-4 mg/dl
arasinda degismektedir. Plazmadaki Urik asit miktari hlcrelerdekinden hemen hemen iki
misli daha fazladir. Bu pH'in degisimine baghdir. Ortamin pH degeri 5.75 ve lzerinde ise
Urik asit Urat anyonu, altinda ise asit seklinde ¢oker.Her iki yapida pH=5.75 de ortamda esit
miktarlarda bulunur. Bu da Urik asidin eritrositlerin zarlarindan kolayca gegctigini g0sterir.
Bazi organlar; bilhassa bobrekler gegici olarak fazla miktarda Urik asit depo etme yetenegine
sahiptirler. Normal olarak uUrik asit tamamiyla barsak mukozasinda emilerek idrarla
bébreklerle yardimiyla atihr.

Urik asidin kanda ¢ogalmasina hiperiirisemi ve azalmasina da hipoiirisemi denir.
HipoUrisemi sik gorilmekle beraber klinik bakimdan buylik énemi yoktur.

Kanda Urik Asit Miktarini Artiran Hastaliklar

1. Karaciger ve safra kesesi hastaliklari.

2. Bobrek hastaliklari: Bu hastalara bol proteinli besin verilirse, kanda urik asit
miktar1 artar. Ayni besin saglikli kisilere verilirse bir degisiklik gérilmez.

3. Metabolizma bozukluklari: Viicut sivilarinda monosodyum Uratin ¢ékmesiyle Gut
hastaligi meydana gelmektedir. Gut, nikleoprotein veya plrin metabolizmasinin pirimer bir
bozuklugudur. Bu, kanda urtk asit miktarinin artmasiyla karakterize edilir. Agir diyabetlilerde
kanda urik asit miktari artar.

4. Kronik kursun zehirlenmesi : Kanda Urik asit miktari ¢ok artar. Burada bdbrekte
meydana gelen tahris énemli bir faktor olabilir.

5. Cesitli hastaliklar : Kronik ekzema ve metil alkol ile agir zehirlenmelerde, hiper
tansiyon, kalp yetmezIligi ve kronik l6semi gibi hastaliklarda artar. Hatta bazen bdbrek

yetmezligini gdsteren bir belirtidir.
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Reaktifler

1. Sodyum Tungustat : % 10'luk (60 6grenci igin yaklasik 50 ml yeterli)

2. 2/3 N Sulfurik asit (60 dgrenci icin yaklagik 50 ml yeterli)

3. Ure-Karbonat ¢ézeltisi (2 hacim A + 1 hacim B)

A Cozeltisi : 30 gr Sodyum karbonat 100 ml suda ¢ozUlir.
B Cozeltisi : 45 gr tGre 100 ml suda ¢ozdldr.

4. Folin-Denis : 10 gr molibdatsiz sodyum tungustat (Na,WO,.2 H,O) bir miktar saf
suda ¢ozildikten sonra 10 ml'ye tamamlanir. Bu ¢ozeltiye 8 ml % 85 fosforik asit eklenir ve
geri sogutucu altinda 2 saat kaynatilir. Sogutulduktan sonra saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

5. Stok Urik Asit Gézeltisi : 1 gr saf rik asit (bir gece 100°C'de etiivde kurutulur ve
desikatorde sogutulur) 0.6 gr lityum karbonat 150 ml suda ¢6zUlir. Bunun tzerine 20 ml
formalin (% 40 formaldehit) ve 500 ml saf su eklenir. Bunlarin tzerine de 1 N 25 ml sulfurik
asit ilave edilerek saf su ile 1 Lt'ye tamamlanir.

6. Sulu Urik Asit : 1 ml stok irik asit 100 ml'ye saf su ile tamamlanir. Bunun 1

ml'sinde 0.01 mg Urik asit vardir.

NOT : 4, 5 ve 6 nolu ayiraglar buzdolabinda, 1 ve 2 nolular oda sicaklhiginda

saklanmalidir.

Proteini uzaklastiriimis siiziintinln elde edilmesi icin bir santriflj tiplne sirasiyla;
4.2 ml Safsu + 0.6 ml Serum + 0.6 ml % 10 Na tungustat ve 0.6 ml 2/3 N H,SO, : iyice

karistirilarak 2500 devirde 10 dk santrifiijlenir ve bu sekilde siiziinti elde edilmis olur.

Kor Standart  Ornek (Suiziinti)
Sizintd, -- -- 2.0 ml
Standart (sulu 1/100) -- 2.0 mi --
Saf su 3.0 ml 1.0 ml 1.0 ml
Karbonat-Ure 0.8 ml 0.8 ml 0.8 ml
Folin-Denis 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml

Karistirilir ve oda isisinda bekletilir. Burada Urik asit fosfotungstik asitle oda isisinda
indirgenerek mavi bir renk verir. Sonra bu olusan kompleks Gorinir Bdlge
spektrofotometresinde 720 nm'de kor ile sifirlandiktan sonra okumalar yapilir (10 dk i¢inde

okuma yapilmahdir).

Hesaplama

Ornek Absorbansi ~10= % mg Urik Asit
Standart Absorbans 100 ml
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DENEY NO : 10. URE TAYiNi

Ure karacigerde sentezlenerek kan yolu ile bdbreklere gelmekte ve idrarla
atilmaktadir. Amonyak gibi toksik bir maddenin beyine zarar vermeden perifal dokulardan
toplanip toksik olmayan hale donustlrilerek vicuttan disari atihr. Amonyak karaciger
tarafindan dreye cevrilmekte ve daha sonra vicut disina atiimaktadir. Karasal hayata uyum
g6stermis omurgalilarda Ure karacigerde meydana gelmektedir. Amonyak gayet toksik olup
zeka geriligine, gelisme geriligine ve ¢ok yliksek konsantrasyonda ise koma ve 6lime sebep
olmaktadir. Ure; yiiksiizdiir, toksik degildir, biyolojik membranlardan kolayca gecer ve bu
nedenle bdbrekler lizerinden kolayca disari atilir. Ure meydana gelisinde olaylar bir déngii
seklinde (iire dénglisii) meydana gelmektedir. Ure déngiisii toksik amonyagi toksik olmayan
ureye cevirdiginden , Ure sentezi ile ilgili batin bozukluklar amonyak zehirlenmesine neden
olurlar. Ure dongiisiinde genetik bozukluk var ise kanda lre gérilir. Protein
metabolizmasinin son Griini olan (ire bébreklerden atilima ugrar. Urenin normal degerlerden
yuksek olusu; renal yetmezlik-nefrit, akut ve kronik akut renal yetmezlik. Normal sinirlarin
altinda olmasi ise; azot metabolizmasinin bozuklugu, hepatik yetmezlik, kalp yetmezligi gibi
belirtiler olabilir. Kan Gre dizeyinin 80 mg/dL degerinden fazla olmasi bdbrek
fonksiyonlarinin bozuldugunun belirtisidir. Bunun yani sira kan amonyak konsantrasyonunun
yukselmesi , karaciger fonksiyon bozukluguna bagh olarak tre donguisindn iyi galismadigini

gOsterir.

Deneyin yapihigi
Gerekli Reaktifler
1. Oksidant reaktifi = 4 mol/lt H,PO, (19.6gr/ H,PO,yogunlugu=ml fosforik asit ) ve

Fe+3 60 mmol /It (0.776gr FeCl; 6H,0) karisimi saf su ile 50 ml'ye tamamlanir.

2. DAM-TSC = diasetiimonoksim 140 mmol/lt (1.76 gr) ve Tiosemikarbazid 5
mmol/lt (0.057 gr) bunlar ayri ayri bir miktar alkolde ¢oézuldikten sonra saf su ile
125 mL'ye tamamlanir (Bu ¢06zelti buzdolabinda saklanir) (diasetiimonoksim’in
MA= 101.11gr/mol, Tiosemikarbazid’'in MA=91.14 gr/mol ).

3. Ure standardi = Glukoz deneyi igin hazirlanmis olan stok ¢ézelti kullanilacaktir.
Bu deneyde drnek olarak serum veya idrar kullanilabilir

05 mL=yaklagik 2 damla

Deney yapmak Uzere 3 tane numaralanmis tiipe sirasiyla ;

1.nolu tdp (kor) 2.nolu tip(standart) 3.nolu tip(6rnek)
Oxidant reaktifi 0.05 ml - -
Standart - 0.05 ml -
Ornek (Serum) - - 0.05ml
DAM-TSC 3 ml 3 ml 3ml

Gorunur Bolge spektrofotometresinde 525 nm'de kor ile sifirlandiktan sonra okumalar

yaplilir. Hesaplama :

Ornek Absorbansi <25~ Mg Ure
Standart Absorbansi 100 ml
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DENEY NO 11. VITAMINLER VE HPLC iLE ANALIZLERI

Normal metabolizma igin gerekli olan fakat organizmada bazilari diginda sentez
edilemeyen besinlerle disaridan alinmasi gerekli biyokimyasal katalizérlerdir. Vitaminler ;
suda ¢o6zinen ve yagda c¢ozinenler olmak Uzere ikiye ayrilirlar. Suda ¢o6zinenler; B
kompleks grubu vitaminleri (B4, B,, Bg, B12, Nikotinamit, biyotin, folik asit, pantotenik asit,
lipoik asit ve C vitamini gibi) dir. Suda ¢6ziinen vitaminlerin bazilar digarida alindidi gibi
bazilari da organizmada sentez edilirler. Asir miktarda alindiklarinda tekrar disari atilirlar.
Yagda ¢ozunen vitaminler ise ; A, D, E, K ve digerleridir. Bu yagda ¢6zinen vitaminler ise
organizmada sentez edilemezler. Digaridan alinmasi gerekir. Gereginden fazlasi alindidi
zaman bunlar disari atilmaz ve zehir etkisi gosterirler. Herhangi bir vitamin ihtiyactan daha
az alinir veya hi¢ alinmazsa, zamanla birtakim dizensizlikler, fonksiyon bozukluklari ve

rahatsizliklar olusur.
A Vitamini (Retinol)

Suda ¢éziinmeyen, yagda ve organik ¢ozlclilerde ¢dziinen bir maddedir. A vitamini
bir primer alkol grubuna ve ¢ok sayida doymamis baga sahiptir. Bir biylime vitamini olan A
vitaminin alkol (retinol), aldehit (retinal) ve asit (retinoik asit) formlari da mevcuttur.
Memelilerde sadece retinol A vitamini etkisi gostermezken karotenoidler (a, B ve y-
karotenler) A vitamini etkisi gOsterir. Ayrica a-karoten ve y- karotenin birlesmesiyle bir
molekl A vitamini olugur. A vitamini karacigerden yag asidi esteri halinde depolanir. Gida ile
alinan B-karotenler, karoten dioksigenaz enzimi ile oksidatif pargalanmaya ugrarlar. Disuk
oksijen kismi basinglarinda -karotenler, antioksidan 6zellik gdstermektedirler.

A vitamini gérme, buyume, Ureme ve epitel hucrelerin saglamligi fonksiyonlarina
sahiptir. insanin glinlik A vitamini intiyaci 1mg civarindadir. Karaciger, bébrek, yag, yumurta
sarisi A vitamini igin zengin kaynaklardir. Sari ve koyu yesil sebzeler ve meyveler A vitamini
onculi olan karotenler bakimindan zengindirler. A vitamininin eksikliginde eklemlerde
iltihaplanmalar ve beraberinde g6z kornealarinda iltihaplar, hastanin gérme netliginin
azalmasi, g6z alti derilerinde blzuilmeler, hastanin gece ile gindiz gdrmelerinde
uyumsuzluk gozlenmektedir. A ve C vitamini singlet oksijen temizleyicisi 6zelligi nedeniyle

diger oksijen radikallerine kargi da koruyucu etkiler yapar.
E Vitamini

E vitamini tokoferol yapisinda olup, yagda c¢6ziinen bir vitamindir. Dogal olarak alfa,
beta, gama, eta ve zeta gibi cesitli tokoferoller bulunmaktadir. Bunlarin hepsi, izoprenoidlerin
substitue edildigi 6-hidroksi kromanlar veya tokoferollerdir. D-a-tokoferol genis dagihm
gosteren ve en blylk biyolojik aktiviteye sahip olan formudur. Bitkisel yaglar E vitamini
bakimindan zengindir. Karaciger ve yumurta orta derecede E vitamini igerir. E vitamini

gereksinimi, coklu doymamig yagd asidi alimi arttigi zaman artar. E vitamini ince bagirsaklarda
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absorplanir. E vitamini eksikligi erken dodan bebeklere 6zgudir. Yetiskinlerde genellikle
kusurlu lipid emilimi ve tasinmasiyla birliktedir. insanlarda E vitamini eksikligi belirtileri
eritrositlerin peroksitlere karsi duyarlligi ve anormal hlicre membranlarinin olusmasidir.
Enzim ve bilesiklerin coju oksidatif stresin etkilerine karsi hiicreleri korurlarken E vitamini
antioksidan savunmanin timunde 6nemli bir yere sahiptir. E vitamini serbest radikallerin
oksidasyonuna karsi hlicre membranindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini korumada ilk
savunma hattini olusturur. Sellliler ve organel zarlar arasina girerek serbest radikalleri daha

az reaktif bilesiklere gevirerek zarlari lipid peroksidasyonuna kargsi korur.
D Vitamini (D4,D,,D3)

Hormon benzeri etkileri olup D vitamini vicutta yapilabilirler ve bunlar genellikle
DNA'ya etki ederek bazi proteinlerin meydana gelmesiyle etkinlik gosterirler. Kemiklerin
olusmasinda Ca ve fosfat metabolizmasini dizenler. Eksikliginde rasitizm olusur. Fazla

alindiginda zehir etkisi yapar . Engok balik ve yaglari ile sit ve glineste bulunur.
K Vitamini (K, K3, K3)

K, vitamini bitkilerin yesil yapraklarinda bulunur. K, barsaklarda bakteriler tarafindan
sentez edilir. K3 ise sentetik bir bilesik olup kan pihtilastirici ilag olarak kullaniimaktadir. K
vitaminini kanin pihtilagmasini katalizleyen bir bilesiktir. K vitamini eksikligi pek fazla
gorulmemekle birlikte uzun sire eksikligi olursa anemi ve karaciger harabiyeti olusur. En

fazla karnabahar, lahana, ispanak yumurta ve karacigerde bulunur.
C Vitamini

Vitamin C, kapali formili CgHgOg olan bir ketolaktondur. Kollajenin prolin ve lizin
birimlerinin hidroksilasyon reaksiyonlarinda koenzim olarak goérev alir. Suda ¢6zlnebilen
vitaminlerden olan askorbik asit, dzellikle yesil taze sebze, patates, domates, meyve ve
turuncggillerde bol miktarda bulunur. C vitamini bagirsaklarda kolayca emilir ve kana karisir.
Askorbik asit yeterince alinmadigi zaman skorblt hastaligi, kansizlik ve uyusuklukla baglar
ilerledikge kanamalar olur, bag dokulari zayiflar ve kemikler kirilgan olur. C vitamini besinlerle
fazla alinmasi, koroner kalp hastaligi ve bazi kanserler gibi kronik hastaliklarin gérilme
sikh@ini azaltir. C vitamini fazlasi idrar ve terle disari atilir. Bdylece alinan fazla miktar depo
edilmez. Superoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlarin
temizlenmesinde rol oynar. C vitamini gigli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olup
superoksit, peroksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girerek bir ara Urin olan

semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti dehidroaskorbik asiti (DHA) olusturur.

Askorbik asit (AA) + 2H + 20, — 2H,0, + DHA
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Niasin (Nikotinamit)

Nikotinamit adenin diniikleotit (NAD") ve nikotinamit adenin diniikleotit fosfat
(NADP") koenzimlerinin yapisini olusturur. Pellegra denilen bir deri hastaligi olusur. En ¢ok
maya tahillar, et, sut ve karaciger de bulunur
Tiamin (B,)

Tiamin pirofosfat (TPP) koenziminin yapisini olusturur. B, eksikliginde Beriberi

hastalidi olusur. Engok tahil ve baklagillerde bulunur
Riboflavin (B,)

Flavin adenin dintkleotid (FAD) ve Flavin mononikleotid (FMN) olmak (zere iki
biyolojik aktif sekli bulunmaktadir (yani FAD ve FMN nin yapisini olusturmaktadir). Riboflavin
eksikliginde keliozis hastaligi (ter bezlerinin iltihaplanmasi) olusur. En ¢ok sit, yumurta

karaciger ve yesil sebzelerde bulunur.
Lipoik asit

Barsak bakterileri tarafindan sentezlendigi igin eksikligi pek gorilmez.
Bg vitamini

Pirodoksin, transaminasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonlarinin koenzimi olan
piridoksal fosfat (PLP)'in yapisini olusturur. Eksikliginde deri bozukluklari ve merkezi sinir

sisteminde degisimler olur. Engok tahil ve hayvansal besinlerde bulunur.
Kobalamin (B;,)

B4, vitaminin yapisindaki Co +3, +2 ve +1 olabilir. Normal vitamin halinde Co+3,
koenzim sekillerinde ise Co"" halindedir. B4, insanlarda metiyonin sentezi ve metiimalonil
KoA'nin suksinil KoA'ya donlsimiu igin kobalamin kullaniimaktadir. Eksikliginde
megaloblastik anemi (agir kansizlik) olusur. En ¢ok hayvansal besinlerde bulunmaktadir.

Pantotenik asit

Karbonhidrat ve lipit metabolizmasinda énemli roll olan koenzim A'nin bilesiminde
bulunur. Eksikliginde mide ve barsak bozukluklari, deri bozukluklari olusur. Engok karaciger,
yumurta ve mayada bulunur.

Biotin (H vitamini)
Karboksilasyon tepkimelerinde karboksil grubu tasiyicisi olarak goérev yapar.

Yumurtanin beyazindaki avidine baglandidi igin buna Yumurta aki hastaligi da denir.
Eksikliginde sag¢ dokulmesi, halsizlik ve deri bozukluklari olur. En fazla maya, yumurta sarisi,

karaciger, bébrek ve domateste bulunur.
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Folik asit
Karbon tasima reaksiyonlarini katalizlemektedirler. Eksikliinde anemi ve DNA
sentezinde yavaslama gortilmekte en ¢ok yesil sebze, karaciger ve tahillarda bulunmaktadir.

Deneyin Yapilisi
A ve E Vitamini Tayini

Serum o6rneginden 0.3 ml bir tipe alinip Uzerine 1.5 ml etanol ilave edilerek
proteinler ¢oktlrillr. Sizllerek ayrilan sizinti Gzerine 0.3 ml n-hegzan ilave edilerek
vortekste karistirilir. Daha sonra 4000 devir/dk’da 3 dakika santrifiijlenerek Ustteki hegzan
fazi ayrilir. Her bir serum 6rnegi icin hegzanla ekstraksiyon islemi en az iki defa tekrarlanir.
Bdylece, serum icindeki A ve E vitamininin tamami hegzan fazina alinir. Ayrilan hegzan fazi
azot gazi altinda kuruluga kadar uzaklastirilir. Daha sonra érnekler tekrar 0.25 ml % 100
metanolde ¢bzilerek analize hazir hale getirilir. Bu metanol ¢dzeltisinden 20 pL alinarak
HPLC’ye enjekte edilir. HPLC'de hareketli faz olarak metanol : asetonitril : kloroform (47 : 42
: 11) karigimi kullanilir. Vitamin A (retinol) 326, vitamin E (a-tokoferol) ise 296 nm’lik dalga
boylarinda tayin edilir. A ve E vitamin miktarlarini belirlemek igin herbirinin ayri ayri degisik
konsantrasyonlarda stok c¢ozeltiler hazirlanarak bu g¢ozeltilerin pik ylUkseklikleri belirlenir.
Daha sonra belirlenen bu pik yiiksekliklerine karsi derisim (konsantrasyon) grafige alinarak
calisma grafigi cizilir.

C Vitamini Tayini

Serum o6rneginden 0.2 ml alinarak Uzerine 0.5M HCIO,den 0.2 ml ilave edilerek
proteinler ¢okturilir. Sonra saf su ile toplam hacim 1 mlye tamamlanarak c¢ozelti
santrifijlenip ¢okelek ve suzintiinin ayrilmasi saglanir. Daha sonra Ustteki suzintiden 20
pL ahnarak HPLC’de Mobil faz : 3.7 mM KH,PO, (pH: 4, H3PO, ile) Akis hizi : 1ml dk™.
Dalga boyu : 245 nm’de C;ig kolonu kullanilarak C vitamini tayin edilir. Degisik
konsantrasyonlarda hazirlanmis olan stok C vitamini ¢ozeltilerinin pik ylkseklikleri olgtlerek
calisma grafigi cizilir. Calisma grafiginin dogru denklemi yardimiyla C vitamini miktarlar
belirlendi. Serum oOrnekleri 5 kat seyreltildigi icin seyrelme katsayisi olan 5 ile ¢arpilarak C
vitamini miktarlari hesaplanir.

10,5 -
9 |

y=3,62x-0,23
R?=0,9946

Pik ylUksekligi (cm)

0 T T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5 3
Konsantrasyon (ug/g)

Vitamin C’nin ¢alisma grafigi ve dogru denklemi



