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ONSOZ

Disiplinler aras1 bir bilim olan biyokimya; matematik, fizik ve kimyanin prensipleri ile
sistematik olarak biitiinleserek, canlilikla ilgili siire¢lerin ayirt edici ©zelliklerini yapr ve
fonksiyon arasindaki iligkilerin terimleri ile agiklamaya calismaktadir. Son yillarda biyokimyanin
hiicre biyolojisi ve mikrobiyoloji ile birlesmesiyle olusan molekiiler biyoloji alani; tip, tarim,
eczacilik ve gida endiistrisindeki biyolojik siireclerin anlasilmasinda ve kontroliinde Onemli
gelismelere yol agmistir.

Kitabimizda her boliimiin basinda verilen temel bilgiler, boliim sonunda verilen
problemlerin ¢oziimiine yardimci olacak sekilde genisletilmistir. Boliim icindeki temel bilgi ve
kavramlar problemlerin anlagilmasina yonelik olarak yer yer sekil ve tablolarla desteklenmistir.
Matematiksel ve fiziksel tanimlamalar ile bu tanimlamalardan tiirevlenen iliskiler, her konuyu
temel diizeyde anlamaya yetecek ol¢iide sinirli tutulmustur. Kitabimizdaki boliimlerin sonunda
verilen pek cogu temel ve pratik oneme sahip aciklamali sayisal soru ve cevaplarin, farkl
disiplinlerden gelen okuyucularin deneysel caligmalarinda benzer modeller olusturmalarina
yardimct olmasini {imit ediyoruz. Kitabin yayma hazirlanmasi sirasindaki katkilarindan dolayi
Karolin Yanar’a tesekkiir ederiz.



BiRiM SISTEMLERI ve DONUSUMLERI

Bilimsel ol¢iimler konvansiyonel olarak metrik sistem ile ifade edilir. Ondalik-esash olan
metrik sistem, matematikte kullanilan ondalik sistemle uyumludur. Bu sistemin 6nemli bir avantaj;
kesirli olarak da gosterilebilen standart 6l¢ii birimlerinin ondalikli sistemde gosterilebilmesine olanak
tanimasidir. Metrik sistemde; agirlik, uzunluk, hacim ve zamanin gosterilmesi i¢in kullanilan standart
birimler sirasiyla gram (g), metre (m), litre (L) ve saniyedir (s). Standart birimler standart onek ve
sembollerle gosterilir (Tablo 1.1). Kantitatif analiz yapilan laboratuarlarda ondalikli olarak gosterilen
birimlerin 10’un kuvveti seklinde kullanilmasi metrik sistem birimlerin birbirine doniistiiriilmesinde
ve hesaplanmasinda kolaylik saglamaktadir (Tablo 1.2).

Metrik sistem bilimsel alanda yaygin olarak kullanilmakla birlikte, rapor edilen birimler
bakimindan bir laboratuardan digerine farkliliklar goriilebilmektedir. Bilimin uluslararasi niteligine
bagl olarak, bilim ¢evreleri arasindaki iletisimi kolaylastirmak amaciyla, kantitatif ol¢timlerle ilgili
birimlerin agik olarak tanimlanmasina ve standardizasyonuna ihtiya¢ duyulmustur. Bu nedenle 1960
yilinda SI (System International: Systeme International d’Unités) kabul edilmis ve bircok
uluslararast bilimsel organizasyon tarafindan benimsenmistir. Zaman ic¢inde orijinal SI sisteminde
degisiklikler yapilarak biyokimya laboratuar ile ilgili verilerin rapor edilmesine daha uygun bir hale
getirilmistir. Biyokimyada genellikle kiiciik hacimlerin kullanilmasi nedeniyle; (SI) yerine
konvansiyonel birimler olan litre (L), mililitre (mL), mikrolitre (uL), nanolitre (nL) giiniimiizde pek
cok bilimsel dergide kullanilmamaktadir (Tablo 1.2).

Konvansiyonel konsantrasyon birimini SI karsiligina cevirebilmek icin maddenin molekiil
agirhiginin bilinmesi gerekir. Tablol.3’teki fiziksel sabitler ve Tablo 1.4’teki semboller SI
kapsaminda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Ppm, (Ing.: Parts per million) milyonda bir birime verilen isimdir. Herhangi bir
cozeltideki toplam madde miktarinin milyonda (mikro) 1 birimlik maddesine 1 ppm denir. Her ii¢
harfi de kiigiik olarak "ppm" seklinde yazilir. Diger bir konsantrasyon birimi olan Ppb (ing: Parts
per billion) ise milyarda bir (nano) olarak tanimlanir.

Tablo 1.1: Kantitatif terimlerle ilgili yaygin olarak kullanilan birimler, 6nek ve semboller

Kat Onek Sembol
10" Exa E
10" Peta P
10" Tera T
10° Giga G
10° Mega M
10° Kilo k
10° Hekto h
10 Deka da
107! Desi d
10 Santi c
102 Mili m
10°° Mikro mn
10”° Nano n
102 Piko p
0" Femto f
1078 Atto o




Tablo 1. 2: Konvansiyonel ve uluslararasi sistemdeki (SI) hacim iinitelerinin birbirine

doniisiimleri
Konvansiyonel SI
1 litre (L) 10° mL =ldm’ =10"m’
1 mililitre (mL) 1 mL =lem® =10°m’
1 mikrolitre (uL) 10°mL =lmm’ =10"m’
1 nanolitre (nL) 10°mL =1nm =10"m’

Tablo 1.3: Onemli fiziksel sabitlerin uluslar aras1 sistemdeki (SI) birimsel degerleri

Fiziksel Sabit Birim
Avogadro sayis1 (N) 6.023 x 10%
Dalton (D) 1.661 x 107 g
Elektron volt (eV) 1.602x 10" C

Elementer yiik (proton) (e)

Faraday sabiti (F)
Planck sabiti (h)

Universal gaz sabiti (R)
Vakumdaki 1s1k hiz1 (¢)

Kelvin (K)

1.602x 10 C
9.6485 x 10* C mol™
6.626 x 10>* J sn™!
8.314 J mol 'K!
2.998 x 105 msn’!
273.15 °C

Tablo 1.4: Bilimsel adlandirmalarda yaygin olarak kullanilan harfler ve okunuglari

A (a) (alfa) B (B) (beta) I" (y) (gama) A () (delta)

E (¢) (epsilon)  Z ({) (zeta) ® (0) (teta)

I (1) (iota) K (k) (kappa) A (L) (Jambda) M () (mii)

N (v) (nii) 2@k O (o) (omikron) TII (=) (pi)

P (p) (ro) Y (o) sigma Y (v) (upsilon)
D () fi X () ki Q (») (omega)

Sorular ve cevaplari

Soru 1: Asagida verilen ondalikli sayilar1 bilimsel sistemde gosteriniz.

a) 0.000000000015 b) 0.0000500042 c) 437.28 x 10"

Cevap: a) 1.5x 10" b) 5.00042 x 10 ¢) 4.3728 x 107

Soru 2: Asagida bilimsel sistemde verilen sayilari ondalikli sisteme ceviriniz

a)437x10°b)2x10'¢)23.4x 10" d) 3.2x 10™



Cevap: a) 437000 b) 20 ¢) 234000000 d) 0.00032

Soru 3: 50 M ditiyonit’in konsantrasyonunu mM cinsinden hesaplayiniz.

Cevap: a'=l/a 1/50 M =0.02 M =20 mM

Soru 4: Coziiniirliik sabiti (Kq) 3.8 mM olarak verilmektedir. M~ olarak karsiligin1 hesaplayniz.

Cevap: 3.8 mM=3.8 x 10°M a'=1/a oldugundan 0.263 x 10° M

Soru 5: Asagidaki birimlerin birbirine doniisiimlerini hesaplayiniz.
50 puL=? mL, 0.5 mg= ? pg, 250 mL=? L, 0.05 mg= ? ng

Cevap: S0 uL x 1 mL/1000 pL=5x 102 mL
0.5mg x 10’ pg/ 1 mg =500 pug
250 mL x 1/1000=0.25L
0.05mgx 10°/ 1 mg=5x 10* ng

Soru 6: Protein konsantrasyonu 7.8 g/dL olarak saptanan bir serum 6rneginin 300 pL’si bir deney
tiipiine pipetleniyor. Tiipteki protein miktarini miligram cinsinden hesaplayiniz.

Cevap: 7.8 g/dL=7.8 x 10°> mg/dL
1 dL=10* mL=10 uL
Tiipteki protein miktari= 3 x 10° x 7.8 x 10>/ 10°=3x 7.8 x 10° x 10° =3 x 0.78 =2.34 mg

Soru 7: Molekiil agirligi 0.4 kDa olan 100 mg doymus yag asidi monomolekiiler film tabakasi
halinde su iistiine yayildiginda bir banyo kiivetini, ya da bir ylizme havuzunu mu, yoksa bir géliin
yiizeyini mi kaplar? 1 A°=0.1 nm=10""m, 1 nm=10"m, 1 yag asidi molekiilii 21 (A’)* alan kaplar.

Cevap: 0.4 kDa=400 Da=400 g

400 g yag asidi 1 moldiir,

0,1 gram yag asidi =0.1 x 1 mol g/ 400 g =2.5x 10* mol g

2.5 x 10 mol/g x 6.02 x 10”molekiil / 1 mol/g =1.5 x 10*° molekiil
(1.5x 10%) x (21 °A*=21 x 10?° m?) / 1 molekiil =31.5 m?

Bu alanin yiizme havuzunu kapladig: diisiiniilebilir.

Soru 8: Insan diploid genomunu olusturan DNA molekiilii 6 x 10° baz cifti icermektedir. Baz cifti
sayisini kilobaz (kb) olarak hesaplayiniz.

Cevap: 1 kb = 10’ baz olacagina gore
DNA=6x10°/10°=6x 10°x 10°=6 x 10° kb

Soru 9: 90 mg/dL. glukoz degerini, bilimsel sistem olarak kullanilan iistlii sayilar yardimui ile
SI'deki karsiligi olan mmol/L’ye ceviriniz.[MW (molekiil agirligr) =180 g/mol]

Cevap: 90 mg/d1=900 mg/L. 180 g/mol=180000mg/mol
mol/L= (900 mg/L) / (180000 mg/mol)= (9 x 10*x 10™*)/ 18 =0.09 / 18
= 0.005 mol/L=5mmol/L.



Soru 10: 4.5 g/dL albumin konsantrasyonunu pmol/L olarak hesaplayiniz. (MW=65000 g/mol)

Cevap: 4.5 g/dL =45 g/ L =45/65000=0.000692 mol/L
0.000692 mol/L x 10° = 692 umol / L

Soru 11: 5000 g etanol iginde 5 mg metanol ¢oziindiigline gdre metanol konsantrasyonunu ppm
olarak hesaplayiniz.

Cevap: 5 (mg) x 10° (u) /5 x 10°(mg) = 1 ppm

Soru 12: Arag siiriiciisii olarak trafik kazasina karigsan kiginin kazadan iki saat sonra Devlet
Hastanesi acil servisinde yapilan alkol dl¢iimii sonucu 250 mg/dL alkollii oldugu anlasiliyor. Kaza
aninda bu kisinin kac promil alkollii oldugunu hesaplayiniz. (1 promil alkol = 100 mg/dL)

Cevap: Metabolizma sonucu kandaki alkol diizeyinde bireysel farkliliklar olmakla beraber, bir
saatte 0.12 — 0.18 promil, ortalama 0.15 promil azaldig: tibben bilindigine gore; kisinin kazadan
iki saat sonra 250 mg/dL=2.50 promil saptanan kan alkol diizeyinin kaza sirasinda;

2.5 +(2saatx0.12)=2.74

2.5+ (2saatx0.15)=2.80
2.5+ (2saatx 0.18) =2.86

2.74 — 2.86 promil arasinda ve ortalama olarak 2.80 promil oldugu kabul edilebilir.
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KONSANTRASYON ve DILUSYON HESAPLARI

Genel aciklamalar

Belirli konsantrasyondaki c¢ozeltilerin laboratuar ortaminda hazirlanmasinda; yiizde
konsantrasyon, molarite, normalite ve diliisyon (sulandirma) hesaplarinin anlasilmast Oonem
tasimaktadir. Yiizde konsantrasyon olarak tanimlanan c¢ozeltilerin hazirlanmasinda; agirlik veya
hacim birimine ya da molekiil agirli§ina bakilmaksizin, agirlik/agirlik (w/w), agirlik/hacim (w/v),
hacim/hacim (v/v) olarak gerekli hesaplamalar yapilir. En sik kullanilan yiizde ¢ozelti tipi;
agirlik/hacim (w/v) olarak adlandirilan ve birimi g/dL olan ¢6zeltilerdir. Molarite (M) rutin olarak
litredeki mol sayist1 (mol/L) veya bazen mililitredeki milimol (mmol/mL) sayisi1 olarak ifade
edilir. Normalite (N) ise litredeki esdeger (ekivalen) agirlik sayis1 veya mililitredeki miliekivalen
(mEg/mL) agirlik sayisidir. Esdeger agirlik, molekiil agirligimin (g/mol), etki degerine
boliinmesiyle hesaplanir. Etki deeri asitlerde ortama verilen hidrojen iyonu (H) sayisina,
bazlarda ise hidroksil (OH) sayisina esittir. Redoks reaksiyonlarinda alinip verilen elektron sayisi
etki degerliligini belirler. Normalite genellikle asitlerle ve bazlarla ilgili hesaplamalarda
kullanilmaktadir. Baz1 bilesiklerin esdeger agirligi, kendi molekiil agirligina, ya da baska bir
kimyasal maddenin esdeger agirliina esit olabilir.

Diliisyon; konsantre veya stok haldeki maddenin ¢6zeltinin toplam son hacmine oranini
gosterir. Diliisyonlarda konsantrasyon birimi degismeden kalir. Stok ¢ozeltinin, toplam ¢ozelti
hacmine oranina diliisyon faktorii adi verilir. Diliisyon faktorii ile konsantrasyon arasinda ters bir
iligki vardir. Diliisyon faktorii arttikga konsantrasyon azalir. Diliisyon faktoriinii hesaplamak i¢in;
ihtiyac duyulan cozelti konsantrasyonunu stok ¢ozeltinin konsantrasyonuna bolmek yeterlidir.
Birbirini takip eden seri diliisyonlarla konsantre bir ¢ozeltiden, daha seyreltik ¢ozeltiler elde
etmek miimkiindiir. Standart egrinin olusturulmasinda kullanilan ¢6zeltiler hazirlanirken, pediatrik
hasta serumu gibi Ornegin az oldugu durumlarda, ya da konsantrasyonu yiiksek olan bir
parametrenin yol actigi Beer kanunundaki lineerite’den sapmaya bagli olarak seri diliisyona
bagvurulabilir. Seri diliisyon ilk olarak basit diliisyonla baslar. Takip eden diliisyonlar bir 6nceki
dilisyondan gerceklestirilir. En son yapilan diliisyonla elde edilen ¢ozeltinin diliisyon faktorii,
oncekilerin diliisyon faktorlerinin ¢arpimina esittir.

Sorular ve cevaplari
Soru 1: 1000 mL %10 (w/v)’luk NaOH hazirlamak icin ne kadar NaOH gereklidir?

Cevap: 10/ 100 =x/ 1000
x=100 g

100 g NaOH tartilir son hacim 1000 mL’ye tamamlanir.

Soru 2: Bir mol kristal suyu iceren CuSO, ‘tan % 10’luk 100 mL’lik bir ¢6zelti hazirlayabilmek
icin ne kadar CuSQOy . 1H,0 tartmaliyiz. MW (Molekiil agirlig)= CuSO,4 . 1H,0=178 g

Cevap: CuSO,=178-18=160¢g
% 10 CuSO4 =178 gx 10/ 160 =11.13 gr CuSO, . 1H,0 tartilir, 100 mL’ye

tamamlanir.

Soru 3: Molekiil agirligi 135000 g/mol olan proteinin, 2 x 10™* mol/L "lik ¢ozeltisinin mililitrede
ka¢ miligram protein icerdigini hesaplayiniz.
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Cevap: 2 x 10 mol/L x 135000 g/ mol = 27 g =27000 mg
mL’deki protein miktari= 1 mL x 27000 mg / 1000 mL =27 mg/mL

Soru 4: Molekiil agirligi 167000 olan proteinin, 2 mg/mL’lik ¢ozeltisinin molaritesini
hesaplayiniz.

Cevap: L’deki protein miktar1 = 1000 mL x 2 mg/ 1 mL =2000 mg=2 g
M=2 gx 1 mol/ 167000 = 1.2 x 10° M

Soru 5: Enzim reaksiyonu 10 mL hacim igerisinde gerceklestirildikten sonra, reaksiyonu
durdurmak i¢in son konsantrasyon 10 mM olacak sekilde kalsiyum kloriir (CaCl, . 6H,0) ilave
ediliyor. Kalsiyum kloriiriin kristal suyu ile birlikte agirlig1 219.08 g/mol olduguna gore, kac
miligram kalsiyum kloriir hidrat tartmak gerektigini hesaplayiniz.

Cevap: 219.08 g/mol = 219080 mg/mol

(10 mM x 219080 mg/mol) / 1000 mM =2190. 80 mg

1 L=1000 mL

10 mL(10mM)=(10 mL x 2190.80 mg) / 1000 mL = 21.91 mg

Soru 6: 50 mL 20 mM NaOH ¢6zeltisi nasil hazirlanir? MW (NaOH)= 40 g/mol

Cevap: M; xV,=M;x V,
20mM x 50 mL = 1000 mM x V,
Vo= 1 mL alinir, 50 mL’ye distile su ile tamamlanir.
ya da

NaOH (g) =40 g/mol x 20 mM / 1000 mM = 0.8 g NaOH (1000 mL i¢in)
=0.04 g NaOH (50 mL icin)

Soru 7: Ozgiil agirhig1 1.19 g/mL olan %38’lik derisik HCI’in normalitesi nedir?
MW (HCI) =36.5 g/mol

Cevap: Ozgiil agirlik x % = g/mL
1.19 x 0.38=0.452 g/mL =452 g/L.
36.5gHCI/L=1N
452 g/L./ 36.5 g/Ekivalent agirlik = 12.4 N

Soru 8: 24.5 g H,SO, kullanarak bir litre ¢ozelti hazirlandiginda ¢6zeltinin molarite ve
normalitesi ne olur? MW (H,SO4)=98 g/mol

Cevap: 1mol /98 g=x/245¢g
x =0.25 mol/L=0.25 M
Etki degerliligi=Molekiil agirlig1 / Degerlilik
Normalite=Molarite x Etki degerliligi

Sulu ¢ozeltilerinde bir mol siilfirik asit ortama 2 mol hidrojen iyonu verdiginden, siilfirik
asidin etki degerliligi ikidir.

025Mx(98/2)=025x49=05N

Soru 9: 3000 mEq/L konsantrasyonundaki sodyum stok ¢ozeltisinden, 100 mEq/L’lik sodyum
¢Ozeltisi hazirlamak i¢in diliisyon faktoriinii hesaplayiniz.
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Cevap: 100/3000=1/30
Sodyum stok ¢ozeltisinden 1 mL alinir 30 mL’ye tamamlanir.

Soru 10:1:20 oraninda sulandirilmug 10 M NaOH, 1:5 oraninda sulandirilmig 2 M HCI’in
konsantrasyonlarini hesaplayiniz.

Cevap: NaOH=1mL x 10 M/ 1000 mL = 0.01 mol/mL
=1000 mL x 0.01 mol/mL/ 20 mL=10/20=0.5M
HCl=1mL x2 M/ 1000 mL = 0.002 mol/mL
=1000 mL x 0.002 mol/mL/5mL=2/5=04M

Soru 11: 1000 mg/mL’lik glukoz ¢ozeltisi 6nce 1:10 daha sonra 1:2 oraninda sulandiriliyor.
Dilusyonlar sonucu elde edilen 6rnekteki glukoz konsantrasyonunu mg/dL olarak hesaplayiniz.

Cevap: Glukoz = ImL x 1000 mg / 1000 mL = 1 mg/mL
Toplam diliisyon= ilk diliisyon x ikinci diliisyon =1:10 x 1:2 =1:20
1000mL x 1 mg /20 mL= 50 mg/L — 5 mg /dL

Soru 12: 200 g/L ‘lik hemoglobin standartindan, 150 g/L, 100 g/L, 50 g/L konsantrasyonlarinda,
6 mL hacmindeki ¢ozeltileri hazirlamak i¢in kacar mL standart alinmali ve ne kadar diliient
eklenmelidir?

Cevap: C;xV;=C,x V,
[k konsantrasyon x ilk hacim = Istenen konsantrasyon x Istenen hacim
200g/LxV;=150g/Lx6mL V;=45mL 1.5 mL diliient eklenmeli.
200g/LxV;=100g/Lx6mL V;=3 mL 3 mL dilient eklenmeli
200g/LxV;=50g/Lx6mL V;=15 mL 4.5 mL diliient eklenmeli

Soru 13: 1.5 mL %0.5’lik SDS ¢6zeltisi hazirlayabilmek i¢in ka¢ mikrolitre (uL) %20’lik SDS
¢ozeltisine ihtiyag vardir?

Cevap: C;x V=G, x V,
[k konsantrasyon x ilk hacim = Istenen konsantrasyon x Istenen hacim
0.005 x 1.5 mL =0.20 x V,
V,=0.0375 mL=37.5 pL.
37.5 uL %0.5’1ik SDS’den alinarak 1.5 mL’ye tamamlanir.

Soru 14: Bes tiipten olusan ve birbirini takip eden asagidaki diliisyon sisteminde birinci ve
ticiincii tiiplerde kag kat sulandirma yapildigini hesaplayiniz. Bir’den bege kadar olan tiiplere
0.5’er mL diliient konur. Birinci tiipe 0.5 mL hasta serumu konulduktan sonra; birinci tiipten
ikinciye, ikinciden ligiinciiye, ii¢iincii tiipten dordiincii tiipe ve son olarak dordiincii tiipten besinci
tiipe 0.5 mL 6rnek aktarilir. En son olarak 5. tiipteki 0.5 mL’lik hacimdeki 6rnek disar atilir.

Cevap: 1/ Sulandirma katsayisi (X) = Transfer edilen hacim / Toplam hacim
1/ X=05/1 (igler,dislar carpimi yapilir)
0.5X=1.0 — X =2 Birinci tiipteki sulandirma orani 1/ 2 bulunur.
Uciincii tiipteki sulandirma oran1 = 1/2 x 1/2 x 1/2=1/8

13



PiPETLER

Genel aciklamalar

Pipetler belli hacimdeki sivilar1 transfer etmeye yarayan cam ya da plastikten yapilmis
laboratuar gerecleridir. Giiniimiizde pek cok laboratuarda bu tiir pipetlerin yerini otomatik
pipetler almaya baslamistir. To contain (TC) pipetler belirli hacimdeki siviy1r tamamen iginde
tuttugu halde, tutulan hacimdeki siviy1r biitiiniiyle disar1 vermez. Pipet icerigini tamamen disari
verebilmek icin tiflemek gerekir. Daha ¢ok viskozitesi yiiksek sivilar1 ¢ekmek icin kullanilir. To
deliver (TD) pipetler ise iizerinde isaretli olan hacmi pipetlemeyle iiflemeye gerek duyulmadan
tam olarak disariya birakir. Diisiik viskoziteli sivilar i¢in kullanilir. Pipetlerin siniflandirilmasi
Tablo 3.1’de verilmistir.

Iyi kaliteli cam pipetler genel olarak borosilikat camdan yapilir. Borosilikat camlar sert,
cinko gibi agir metalleri icermeyen, 1s1 sokuna ve alkali korozyona direngli camlardir. Pek cok kez
kullanilabilirler. Kalibrasyon bilgisi cam iizerine yakilmak suretiyle yazilmistir. Bu yiizden siirekli
yikansalar dahi lizerlerindeki kalibrasyon bilgisi okunabilirlik 6zelligini yitirmez. Ancak kirik ya
da catlak oldugunda kullanilmalar giivenli degildir.

Mikropipetler biyokimya laboratuvarlarinda genis bir kullamim alanina sahiptir. Tek
hacimli olan bu TC pipetlerle, 1 pL kadar kiigiik hacimleri ¢ekerek kullanmak miimkiindiir.
Mikropipetlerde ylizeyin hacme oranminin cok yiiksek olmasi nedeniyle pipet igeriginin
bosaltilmasi sirasinda 6nemli bir miktar sivi cam yiizeylerde asili kalir. Total hacmi dogru bir
sekilde disar1 verebilmek i¢in pipeti birkac kez cekilecek siviyla durulamak gerekir. Daha sonra
cekilen hacim tam olarak disar1 pipetlenebilir. Mikropipetlerin yerini giiniimiizde yar1 otomatik
mikropipetler almistir. TD tipinde olan bu pipetlerin kapasitesi 1-1000 pL arasinda
degisebilmektedir. Baz1 modelleri sabit hacimliyken, digerlerinin hacmi ayarlanabilir 6zelliktedir.
Bir piston yardimiyla ¢cekme ve birakma islemi gerceklestirilir. Kullanilip atilabilir 6zellikteki
silikon kapli plastik uclarin dis ve i¢ ylizeyi cekilen hacmi birakma sirasinda sivi tutmama
ozelligindedir.

Tablo 3.1: Pipetlerin siniflandirilmasi

I. Tip

A. To contain (TC)

B. To deliver (TD)

II. Tip (Drenaj 6zelliklerine gore)
A. Uflemeli

B. Kendiliginden akan

1. Tip

A. Olciilii veya dereceli
1.Serolojik

2.Mohr

3.Bakteriyolojik

4.Ball,Kolmer veya Kahn
5.Mikropipet

B. Transfer

1.Volumetrik

2.0stwald-Folin

3.Pasteur pipetleri

4.0tomatik makro veya mikropipetler
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Gravimetrik pipet kalibrasyonu

Cam pipetlerin iiretim asamasindan sonra laboratuarda yeniden kalibrasyonu genellikle

gerekli olmadigi halde, otomatik pipetlerin belirli zaman araliklarinda gravimetrik olarak
kalibrasyonu analiz sonuglarinin giivenilirligi bakimindan 6nem tasir. Gravimetrik yontem en ¢cok
tercih edilen pipet kalibrasyon yontemidir. Gravimetrik pipet kalibrasyonu zaman alic1 bir islem
oldugundan, pipetlerin giinliik olarak kalibrasyonu pratik degildir. Otomatik pipetler i¢in yilda
dort kez kalibrasyon yapilmasi 6nerilmektedir.

Gerekli Materyaller

Otomatik pipet.

10-20 adet pipet ucu

Pipetlenen hacimsel agirligin SD=#0,1’i kadar hassas ve dogru 6l¢ciim yapabilen terazi.
Tartilacak siviy1 icerisinde tutabilecek biiyiikliikte tartim kabi.

Deiyonize/Distile su

Termometre ve barometre

islemler

1.

Eal

Kabin agirligi (W,) ve suyun sicakligi (t) ol¢iilerek kaydedilir. Biitiin materyallerin oda
sicakliginda olmasina dikkat edilir. Hava basinci barometreden okunarak kaydedilir.
Kalibrasyonu yapilacak pipetle belirli bir miktar deiyonize su cekilir. Dikkatlice pipet ucunun
dis kismu silinir. Bu sirada yanlig kalibrasyona neden olmamak icin pipet ucuna degmemeye
dikkat edilmelidir.

Deiyonize su daha 6nceden agirligi saptanmis olan kap icine pipetlenir.

Icinde su bulunan cam kabin agirhig1 hassas terazide tartilarak kaydedilir (Wy).

4. Basamaktan elde edilen agirliktan, 1. Basamaktan elde edilen agirlik ¢ikartilir. Sonug
kaydedilir.

Eger plastik pipet ucu kullaniliyorsa her pipetlemede pipet ucu degistirilmelidir.1-4.
basamaklar en az dokuz kez tekrarlanmalidur.

Suyun ortalama agirlig1 hesaplanir. Hesaplanan ortalama agirlik, sicaklik ve basinca bagl
olarak Handbook of Chemistry and Physics’den bulunan diizeltme faktorii (F;) ile carplir.
Pipetin dogrulugu, diger deyisle pipetin beklenen hacmi veya pipetleme yetenegi (aktiiel
kapasitesi) asagidaki formiilden hesaplanir.

(W;—W,) x (F)= Aktiiel kapasite (mL)

Olgiimler sonucunda elde edilen veri (n) sayis1 arttikca pipet kalibrasyonunun istatistiksel

gecerliligi artar. Kiiciik ylizde sapma degerlerinde kesinlik (precision) daha kuvvetlidir.

%Sapma =[(Beklenen kapasite — Aktiiel kapasite) / (Beklenen kapasite)] x 100
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Spektrofotometrik yontemle pipet kalibrasyonu

Kalibrasyon gecerliliginin denetlenmesinde en ¢ok kullanila yontem gravimetrik pipet
kalibrasyonu olmasina ragmen, otomatik pipetlerin kalibrasyonu icin fotometrik yontemden de
yararlanilabilir. Potasyum bikromat gibi molar ekstinksiyon katsayis: ve konsantrasyonu bilinen bir
bilesigin, test edilecek pipetle diliisyonu ile meydana gelecek absorbans ve konsantrasyon
degisiminden hesaplanan aktiiel konsantrasyonla, beklenen konsantrasyon arasindaki iliskiden
yararlanilarak pipetin kalibrasyon gecerliligi kontrol edilir.

Tablo 3.2: Sicaklik ile suyun yogunlugu arasindaki iliski

°C Yogunluk
20 0.9982
21 0.9980
22 0.9978
23 0.9976
24 0.9973
25 0.9971
26 0.9968
27 0.9965
28 0.9963
29 0.9960
30 0.9957

Sorular ve cevaplari

Soru 1: 10 mL’lik cam pipetin kalibrasyonu ile ilgili veriler asagida verilmistir. Pipetin beklenen
hacimden ne oranda saptigini hesaplayimiz. Bu sapma kabul edilebilir limitler icinde midir?

W;=31.9961 g
W, =22.0391 g
{= 24 °C

F=1.003771 (Tablodan)
Cevap:
(W¢—W,) x (F)= Aktiiel kapasite (mL)

(31.9961 -22.0391) x (1.003771)=9.9945 mL
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%Sapma = [(Beklenen kapasite — Aktiiel kapasite) / (Beklenen kapasite)] x 100
%Sapma=[(10-9.9945) / (10)] x 100 = %0.055

Rutin analizlerde % 0.1’den kiiciik sapmalar veya hatalar dikkate alinmaz. % 0.1’in {stiindeki
sapmalar i¢in diizeltme degeri dikkate alinmalidir.

Soru 2: 1 mL’lik otomatik pipete ait n=9 6l¢iim sonucunda elde edilen ortalama aktiiel kapasite
0.886 mL’dir.

a) Standart kapasiteden % sapma ne kadardir? Bu sapma kabul edilebilir limitler icinde midir?

b) Otomatik pipet 500 pL’ye ayarlandiginda pipetle ¢ekilen ¢ozelti hacmi minimum ve
maksimum hangi degerler arasinda olabilir?

Cevap:

a) Ortalama aktiiel kapasite= 0.886 mL
9%0Sapma =(Beklenen kapasite — Ortalama aktiiel kapasite) / (Beklenen kapasite) x 100
%oSapma=[(1-0.886) / 1] x 100 =%0.114 mL
Standart kapasiteden sapma degeri > %0.1 degerinin iistiinde oldugu icin kabul edilebilir limitler
icinde degildir.
b) %Sapma=0.114 mL = 114 uL (1000 pL hacim i¢in), Bu yiizden 500 + 57 degeri elde edilir.
Minimum=443 pL
Maksimum=557 pL

Soru 3: 1 mL’lik otomatik pipetin kalibrasyon gecerliliginin degerlendirilmesinde Tablo 3.3’ deki
hangi standart kapasiteden % sapma degeri dikkate alinmalidir?

Tablo 3.3: Pipet kalibrasyonunda 6l¢iim sayist ve % sapma arasindaki iligki

Olciim sayisi (n) % Sapma
9 0.053
8 0.050
10 0.053
9 0.051
12 0.058
11 0.057
7 0.051

Cevap: n=12 %Sapma=0.058

Soru 4: Cam pipetle 25 °C’de ¢ekilen 10 mL deiyonize suyun agirligi ne kadardir?

Cevap: Tablo 3.2’den 25 °C sicaklikta, d=0.9971 g//mL olarak verildigine gore; 10 mL deiyonize
suyun agirlig1 9.971 g olarak hesaplanir.
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Soru 5: 10 pL’lik otomatik pipetin spektrofotometrik kalibrasyonu i¢in 0.01 mol/L’lik NaOH’ten
2.5 mL, 105 mg/dL’lik p-nitrofenolden ise 10 pL kullaniliyor. Farkli volumetrik pipetler
kullanilarak referans dillisyonlar, kalibrasyonlu pipet kullanilarak da test diliisyonlar
gerceklestiriliyor. Referans diliisyonlarin 401 nm dalga boyundaki ortalama absorbanst A;=0.550,
test dillisyonlarinin ortalama absorbansi ise A,= 0.561 hesaplaniyor. Test soliisyonunun diliisyon
orant D= 1/251 son hacmi V=2510 pL olduguna gore, aktiiel olarak pipetlenen hacim nedir.
Pipetlenen hacim analitik olarak kabul edilebilir sinirlar icindemidir?

Cevap: Pipetlenen hacim (uL) = A, /A xDxV
=0.561/0.550 x 1/251 x 2510
=10.20 pL
Hata oran1 (%) = (100 x 0.20) / 10 = %2
Pipetin nominal kapasitesi 10 uL olduguna gére, hata % 2 oramindadir. Uretici firmalar tarafindan,

pipetler i¢in kabul edilen hata sinir1 genellikle nominal degerin %]1’inden kiigiiktiir. Bu nedenle
hata oran1 kabul edilebilir sinirin iizerindedir.
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SANTRIFUJ

Genel prensipleri

Santrifiijleme; kat1 materyali santrifiijleme kuvveti kullanarak s1v1 haldeki siispansiyondan
ayirma islemidir. Santrifiijle ayirma teknikleri; ayrilacak parcaciklarin, uygulanan santrifiij
kuvvetine karst gosterdikleri fiziksel davramiglara baglidir. Ayrilmasi istenilen parcaciklari
olusturan molekiillerin goreceli (rolatif) agirliklari, sekli ve yogunlugu, bu taneciklerin santrifiij
kuvvetine kars1 gosterdikleri fiziksel davranmiglar etkiler. Santrifiijle ayirma tekniginin temeli;
siispansiyon halindeki parcaciklari yercekimi ivmesinden (g=9.81 m/sn’) daha biiyiik bir kuvvetle
ve hizla ayirma esasina dayanir. Parcacik tanimi; ortamda ¢6ziinmiis veya siispansiyon halinde
bulunan, mikroskobik ya da makroskopik boyuttaki ¢oziicli veya siispansiyon sivisi disindaki
olugumlart kapsadigi icin oldukca genis kapsamlidir. Biyokimyada santrifiijleme ile ayrilan ve
izerinde caligilan parcaciklar genel olarak hiicreler, organeller, DNA ya da proteinler gibi biiyiik
molekiillerdir.

Santrifiij kuvveti kiitle, hiz ve yaricap olmak iizere ii¢ degiskene baglidir. Dakikadaki
donme sayisi [revolutions per minute (rpm)], olusan santrifiij kuvveti ise goreceli santrifiij kuvveti
[relative centrifugal force (RCF) veya gravite (g)] olarak ifade edilmektedir. RCF ve santrifiij hiz1
arasindaki iliski asagidaki esitlikte verilmistir.

RCF=1.118 x 10 x r x (rpm)*

Esitlikteki 1.118 x 107 acisal hizdan hesaplanan bir sabit, r ise cm olarak santrifiij
ekseninden test tiipiiniin yerlestigi boliimiin tiip dibiyle temas ettigi noktaya kadar oOlciilen
mesafedir. RCF degerini ayrica nomogram yardimiyla da hesaplamak miimkiindiir (Sekil 4.1).

Santrifiijler set {istii veya zemin iistii olmasina, sogutmali olup olmamasina, ya da rotor basinin
ozelligine [hareketli-kovali (Sekil 4.2), sabit acili (Sekil 4.3), vertikal rotorlu (Sekil 4.4)] gore
siniflandirilirlar. Santrifiijiin hiz1 kalite kontrol amaciyla takometre kullanilarak kontrol edilebilir.

Rotor tipleri
Hareketli-koval rotorlar

Ornek tiipii, tiip tastyici kovalardan birinin igine yerlestirilir. Rotorun hizlanmastyla
birlikte kova yer cekimi etkisiyle durdugu dikey pozisyondan, santrifiij kuvveti yoniinde yatay
pozisyona gecer. Genis acili bu rotorlarda, ¢okme yolu tiipiin uzunluguna esittir. Santrifiijleme
sirasinda parcaciklar ilk olarak tiip ceperi etkisiyle tiim ceperlerde birikmeye, daha sonra da
birlikte dibe hareket ederek cokelti olusumuna neden olur. Hareketli-kovali rotorlar uzun
sedimentasyon yolu nedeniyle, cokelti elde etmek i¢in cok uygun degildir.

Sabit acili rotorlar

Ornek tiipleri icinde bosluk bulunmayan rotor icindeki tiip yuvalarina yerlestirilir.
Tiiplerin agis1, yerlestirme, santrifiijleme ve bosaltma asamalarinda degismeden kalir. Santrifiij
kuvvetinin artmasiyla birlikte, tiipiin icindeki ¢ozelti yer degistirir. Belirli hacimdeki 6rnek i¢in
sabit ac¢il1 rotorlardaki ¢cokme yolu, hareketli-kovali rotorlara gore daha kisadir. Parcaciklar yanal
tiip ceperine hareketli-koval1 rotorlara gore daha hizli ulasip, ceperlerden kayarak c¢okelti
olusumuna neden olur. Sabit agil1 rotorlar ¢cokelti elde etmek icin avantajlidir. Bu yiizden hiicre
fraksiyonlarini elde etmeye yonelik olarak, diferansiyel santrifiijleme ile DNA ve RNA eldesi icin
gerceklestirilen izopiknik santrifiijleme isleminde tercih edilir. Rotor acisinin dar olmasi
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nedeniyle sedimentasyon yolu kisadir. Sedimentasyon yolunun kisaligi c¢okelti eldesindeki
etkinligi artirir. Sabit agili rotorlarin agisi 14° ile 40° arasinda degismektedir.

Vertikal rotorlar

Vertikal rotorlarda tiipler santrifiijleme sirasinda dikey pozisyonunu korur. Santrifiij
kuvvetinin etkisiyle s1vi g kuvveti yoniinde hareket eder. Bu rotorlarda cevrilecek olan tiiplerin
kapagi kuvvetli hidrostatik basinca karsi koyabilecek 6zellikte olmalidir. Adi gecen bu iig tip rotor
icinde sedimentasyon yolu en kisa olanidir. Minimum yarigap ve g kuvveti ile diisiik rotor
hizlarinda hizli ayirma saglanir. Izopiknik santrifiijleme icin en uygun olan rotor tipidir. Cokelti
eldesi ile ilgili tekniklerde kullanilmas: 6nerilmemektedir.
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Sekil 4.1. Goreceli santrifiij kuvvetini (RCF) hesaplamakta kullanilan nomogram
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Hareketli-koval rotor

Sekil 4.2. Boyuna kesitte hareketli-kovali rotorun goriiniimii
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Sekil 4.3. Boyuna kesitte sabit acili rotorun goriiniimii



Dik acii (vertikal) rotor
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Sekil 4. 4. Boyuna kesitte vertikal rotorun goriiniimii
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Rolatif (goreceli) santrifiij kuvvetinin bulunmasinda kullanilan esitligin
hesaplanmasi

Santrifiijle ¢oktiirme isleminin etkinligi olusan santrifiij kuvvetine (G) baghdir. G degeri;
rotorun agisal hizinin (® ) karesi ile par¢acigin donme merkezine cm olarak 1sinsal mesafesine (r)
bagl olarak asagida verilen esitlige gore belirlenir.

G=0’r (1)

Rotorun bir doniisii 2n radyana esit oldugu i¢in, rotorun agisal hizin1 radyan/sn olarak vermek
miimkiindiir. Bu yolla rotor hizim1 alisilagelmis bir sekilde dakikadaki (60 sn) donme hizi (rpm )
olarak gosterebiliriz.

o =2nrpm/60 (2)

Santrifiij kuvveti (G)’nin rpm’den yararlanilarak hesaplanmasi i¢in (2) numarali esitlik (1)
numarali esitlikteki o? yerine konulur ve (3) numarali esitlik elde edilir.

G=4 n* rpm® r / 3600 (3)

Yer cekimi ivmesi (g=981 cm/sn?)’dir. Parcacigin santrifiij kuvveti etkisindeki agirhiginin, ayni
parcacigin sadece yercekimi etkisiyle olusan agirligina oranina goreceli santrifiij kuvveti (RCF)
ad1 verilmektedir.

RCF=F santrifiijleme /F gravite = m.G/ m.g = G/ g= (Dzr / g 4)

(2) numarali esitlik (4) numarali esitlikte yerine konularak alttaki esitlik elde edilir.

RCF= 4 1 rpm” r / 3600 x 981 (5)

(5) numarali esitlik asagida oldugu gibi kisaltilarak son halini alir.

RCF = 1.118 x 107 x r x (rpm)* (6)
Alternatif rotorun rpm ve sedimentasyon siiresinin hesaplanmasi

Parcaciklar1 ¢oktiirmek icin gerekli siire; rotorun hizina, yarigapina ve ¢oken parcacigin
kat ettigi mesafeye, yani tiipteki sivinin derinligine baglidir. Santrifiijlemede orijinal kosullarin
saglanmasi arzu edilirse de, bu durum her zaman miimkiin olmaz. RCF degeri bilinen orijinal
rotordan, yaricapr bilinen alternatif rotorun rpm degerinin bulunmasi asagidaki esitligin
hesaplanmasi ile gerceklesir.

rpm (alternatif rotor)= 1000 x \RCF (orijinal rotor) / 11.18 x r (cm) alternatif rotor

Santrifiij siiresi ve RCF degeri bilinen orijinal rotordan yararlanarak, alternatif rotorun RCF
degerini kullanarak, alternatif rotor i¢in gerekli sedimentasyon siiresi hesaplanabilir.

zaman (alternatif rotor)= zaman x RCF (orijinal rotor) / RCF (alternatif rotor)
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Berraklastirma faktoriiniin (k) hesaplanmasi

Cokelti olusturma kapasitesi berraklastirma faktorii (k) degeri ile iliskilidir. Kiigiik (k)
degerlerinde daha etkin bir sekilde ayirma, ya da ¢okelti olusturma islemi meydana gelir. (k)
degeri asagidaki (1) numarali esitlikte tanimlanmustir.

k= (1) (s) 10" (1)

(t) degeri saat olarak zamani, (s) ise sedimentasyon katsayisim1 gostermektedir.

5= I (nax / T min) / 0° (2~ 1) (2)

(2) numaral esitlikte, (o) radyan / sn olarak agisal hizi, rp,x ve rmy, arasindaki fark
sedimentasyon mesafesini belirler. Mesafe kisaldikc¢a, (k) degeri kiiciiliir. Daha kullanigh bir
esitlik (3) elde etmek i¢in agisal hizin yerine rpm konulur, bu durumda dogal olarak zaman birimi
dakikadir.

k=2.53 x 10" In (tmax / T min) / rpm> (3)

Verilen (k) degeri rotora 6zgii bir degerdir ve 20 °C’deki saf suda parcacigin ulasabilecegi

maksimum hizi gosterir. Ortamin viskozitesi ve suyun yogunlugu arttikca, (k) degeri dogru
orantili olarak artar. Diisiik hizlardaki K.y degeri asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanabilir.

Kaktiel = k (rpmmax / rpm)2 “4)

Sorular ve cevaplari
Soru 1: Sabit-acili rotora sahip bir santrifiijde santrifiijleme islemi gerceklestiriliyor. Santrifiij
tiipliniin ist kismindaki minimum yarigap (rmi,=4.8 cm), alt kismindaki maksimum yaricap ise
(rmax=9 cm) olarak ol¢lilmiistiir. Rotor dakikada 12000 kez dondiigiine gore tiipiin alt ve iist
kismindaki goreceli santrifiij kuvvetini hesaplayimiz.
Cevap: RCF = 1.118 x 107 x r x (rpm)?

RCF= 1.118 x 107 x 4.8 x (12000)*

RCF;=7728 g

RCF,=1.118 x 10° x 9 x (12000)
RCFy;, = 14489 ¢

Hesaplamalardan goriildiigii gibi tiipiin alt ve iist kistmlarindaki RCF degerleri arasinda
yaklasik iki kat fark bulunmaktadir.

Soru 2: Ultrasantrifiij 58000 rpm’de calistiriliyor.

a) Radyan/sn olarak acisal hizim1 ve merkezden 6.2 cm uzaktaki santrifiij kuvvetini
hesaplayiniz.

b) Bu santrifiij kuvveti kac yercekimi ivmesine esdegerdir?

Yercekimi ivmesi (£)=980 cm/sn”
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Cevap:

a) o=2nrpm/60=2x3.14 x 58000/ 60 = 6070.7 radyan/sn
G= 0’r =(6070.7)* x 6.2 = 2.285 x 10® cm/sn’

b) RCF=G/g= 2.285x 10° cm/sn*/ 980 cm/sn* = 233163 g
Soru 3: Iskelet kas1 homojenatindaki spesifik bir yapisal protein, sabit acili rotor kullamlarak
7500 RCF degerinde, yaklasik 43 dakikada ayriliyor. Yaricap1 9 cm olan sabit a¢ili alternatif rotor

kullanildiginda ayni protein ka¢ rpm’de ayrilir?

Cevap:

rpm (alternatif rotor)= 1000 x \VRCF (orijinal rotor) / 11.18 x r (cm, alternatif rotor)

rpm (alternatif rotor)=1000 x V7500 /11.18 x 9 = 1000 x \ 7500 / 100.62 =8633 rpm

Soru 4: Sabit a¢ili titanyum rotor maksimum 52000 rpm’de donebilme 6zelligine sahiptir.
Rotorun ry,x =10.8 cm, ryin=3.2 cm olduguna gore k (berraklagtirma) degerini hesaplayiniz.

Elde edilen k degerini asagida verilen tablodaki degerlerle karsilagtirarak doku homojenatindan
elde edilen ¢oziiniir 6zellikteki proteinin ayrilabilmesi i¢in en uygun rotoru se¢iniz.

Tablo 4.1: Ultra hizli rotorlarin k degeri ve total kapasitesi

Rotor Tipi RCFax (82) RCFyin (8) Toplam kapasite (mL) k
Hareketli-kovali 90300 39300 102 338
Hareketli-kovali 285000 119000 84 137
Hareketli-kovali 484200 254000 26.4 45
Sabit ac1l1 (18°) 59200 29600 940 398
Sabit acil1 (14°) 94500 63300 210 113
Sabit acil1 (29°) 511000 220800 112 38

Vertikal 70000 50400 312 123
Vertikal 240600 173400 280 34
Vertikal 510000 416600 40.8 8

Cevap: a) k=2.53x 10" 1n (Tmax / T min) / rpm2
k=2.53 x 10" In (10.8 / 3.2) / (52000)*
k=2.53x 10"'x In 3.375 / (5.2 x 10*?
k=2.53x10""'x 1.216/27.04 x 10}
k=253 x 10* x 1.216 / 27.04
k=3077/27.04 =114

b) k=8 olan vertikal rotor

Soru 5: Bir arastirma makalesindeki yonteme gore; 4 saat santrifiijleme siiresi icinde, maksimum
hizda, k= 225 olan sabit agilt bir rotor (Rotor A) kullanilarak ¢okelti olusturulabilmektedir. Daha
kisa siirede, maksimum hizda, k=63 olan farkli bir sabit ag¢ili rotor (Rotor B) kullanarak ayni
materyalden cokelti elde edilmesi amaglanmaktadir. Cokelti olugturmak icin gerekli olan siireyi
hesaplayiniz.
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Cevap: tyorp=(63x4)/225=1.12 saat

Soru 6: Goreceli santrifiij kuvvetini hesaplamakta kullanilan nomogram (Sekil 4.1) yardimi ile
r=10 cm, 1000 g degerlerine karsilik gelen rpm degerini bulunuz.

Cevap: RCF=1000 g — 3000 rpm
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ELEKTROMANYETIK RADYASYON, SPEKTROFOTOMETRI
ve SPEKTROFLOROMETRI

Elektromanyetik radyasyon

Spektrofotometrik ~ dl¢timler elektromanyetik radyasyon gegirgenliginin  dedektor
tarafindan oOlciilmesi prensibine dayandigi i¢in, elektromanyetik radyasyonun ana 6zelliklerinin
anlagilmas1 Onem tasimaktadir. Isik elektromanyetik radyasyonun goriinen kismudir.
Elektromanyetik radyasyon birbirine dik iki yatay diizlemde salimm gosteren elektriksel ve
manyetik alanlardan olusur. Isik ve elektromanyetik radyasyon spektrumunun diger kismm
siniisoidal dalga hareketi gosteren, foton ad1 verilen enerji paketlerinden meydana gelmistir.

Elektromanyetik spektrumda birbirini takip eden siniisoidal dalga pikleri arasindaki
mesafe dalga boyudur (A).Dalga boyu uluslararas: sistemde nanometre ile olgilir (10° m).
Saniyedeki dalga sayisina ise frekans (v) adi verilmektedir. Frekans, 1s1k hiz1 (¢) / dalga boyu (L)
degerine esittir. Dalga boyu ile enerji arasinda ters bir iliski bulunmaktadir. Uzun dalga boyunda
az sayida foton bulundugundan enerji, kisa dalga boyuna gore daha diisiiktiir. Bir diger ifadeyle
yiiksek frekanstaki 15181n fotonlarida ytiksek enerjilidir.

Bu iliski Planck sabiti (h=6.62 x10*Js™") nin yer aldig1 asagidaki esitlikte goriilmektedir.

E=hv=hc/A

Amplitiid I..‘____ Dalga boyu

Elektrik Vektor

Yayiima Yoni
Manyetik Bilesen

Elektriksel Bilesen Manyetik Vektér

Sekil 5.1. Elektromanyetik dalga
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Molekiiler orbital teorisi ve elektromanyetik radyasyonun molekiil ile
etkilesimi

Iki atom arasinda kimyasal bag olustugunda, atomlardan her biri bag olusumuna katilir ve
bag elektronlar1 molekiiler orbital adi verilen yeni bir orbitalde yerini alir. Bag olusturan iki
atomun iki atomik orbitali birleserek diisiikk enerjili bir “bonding” molekiiler orbital ve ayni
zamanda bir de yiiksek enerjili “antibonding” molekiiler orbital meydana getirir. Sigma (c ) bagi
ilk olusan molekiiler bagdir, iki s orbitali arasinda veya s orbitali ile py orbitali arasinda meydana
gelir. Antiparalel konumdadir. Pi () bagi, birbirine paralel iki = orbitali arasinda meydana gelir.
Molekiiler orbital teorisine gore her “bonding” ¢ ve = orbitaline sirasiyla birer “antibonding” o*
ve w* orbitali eslik eder. Kimyasal bag olusumuna katilmayan degerlilik elektronlar1 non-
bonding ya da “n” elektronlar olarak adlandirilir. Molekiiler orbitallerdeki elektron bulutlarinin
dagilimi Sekil 5.2°de goriilmektedir. Organik molekiillerde n elektronlar azot, oksijen, kiikiirt ve
halojenlerin atomik orbitallerinde yer alir.

Elektromanyetik radyasyon madde icinden gecerken cesitli degisimlere neden olur. Madde
tarafindan absorplanan foton, molekiilde elektron gecislerine, titresimlere ve donme hareketlerine
neden olur. Absorpsiyona bagli olarak uyarilmis atom veya molekiillerin elektronlar: hizla temel
enerji diizeylerine donerlerken, absorpladiklari enerjinin bir kismini elektromanyetik radyasyon
veya 1s1 seklinde ortama saliverirler. Organik molekiillerdeki elektron gecisleri; elektromanyetik
spektrumun goriiniir 151k veya ultraviyole bolgesindeki radyasyonun molekiillerdeki o, m ve n
orbitallerinin elektronlar1 tarafindan absorpsiyonu sonucunda, elektronlarin yiiksek enerjili
antibonding orbitallere (c*, ©* n*) ge¢mesiyle meydana gelir. Molekiiler orbitallerin enerji
diizeyleri Sekil 5.3’de goriilmektedir.

Molekiillerdeki atomlar siirekli titresim halinde olduklarindan molekiiller statik yapilar
degillerdir. Titresim frekans1 molekiildeki atomlarin sayisina ve bu atomlar1 birbirine baglayan
baglarin gerginligine baghdir. Baz1 molekiiler titresimler biitiin bir molekiil i¢cin parmak izi gibi
tanimlayic1 bir 6zellik tagirlarken, diger titresimler belli bir fonksiyonel gruba 6zgiidiir. Kirmizi
otesi ve mikrodalga radyasyonu ise, molekiillerin donme enerjilerini degistirerek etkisini gosterir.

e

0 4 © < O
A 7 ' T
- Antibonding molekiiler orbital — —=

Bonding molekiler orbital

Enerji

Sekil 5.2. Bonding ve antibonding molekiiler orbitaller
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1m* antibonding

bonding

e () bonding

Sekil 5.3. Elektronik molekiiler orbitallerin enerji seviyeleri

Spektrofotometri

Lambert-Beer esitligi; 1s1k siddeti, konsantrasyon ve 1sik yolunun uzunlugu arasindaki
matematiksel iliskiyi acgiklar. Esitlikteki I, ve I sirasiyla kiivete giren ve kiivetten ¢ikan 1s18in
siddetini, T ise 151k gecirgenligi olan transmitansi ifade etmektedir.

A =log (I/T)=(1/T)=abc

(a) absorptivite adi verilen oransal bir sabittir. (b) santimetre olarak 1s1k yolunun
uzunlugunu, (c) ise 15181 absorbe eden maddenin konsantrasyonunu gostermektedir. Isigin dalga
boyuna ve 15181 absorbe eden maddenin 6zelligine bagli olan absorbansin (A) birimi yoktur.
Konsantrasyonun molarite olarak verildigi durumda, (¢) molar absorpsiyon katsayist olarak
adlandirlir ve esitlik A= ¢ b c seklinde gosterilir. Bu kosulda (&)’ nun biriminin L/mol.cm oldugu
esitlikten hesaplanabilir . Konsantrasyonun mg/mL, %1 olarak verildigi durumda ise, (a) spesifik
absorpsiyon katsayisi olarak adlandirilmaktadir.

Cozeltiye gelen monokromatik 1518 bir kismm ¢6zelti tarafindan absorbe edilir, diger
kismi ise ortamdan serbestce gecerek dedektor iizerine diiser ve fotoelektrik olay sonucunda
elektriksel sinyale doniisiir. Yiizde transmitans (%T); Ornekten gecen 15181n enerjisinin, drnege
gelen 151k enerjisine oraninin 100 ile carpimina esittir. Gelen 151g1n tamaminin absorbe edildigi
durumda %T=0, tamaminin gectigi durumda ise %T=100 degerine esittir. Absorbans1 dl¢iilecek
maddeyi icermeyen c¢oziicii (kor, blank tiipliniin icerigi) 1s1tk yoluna yerlestirilir. Bu olay
sonucunda kiivete gelen 1s1k bilyiik oranda gecerek dedektore ulasir, kismen de ¢oziicii ve kiivet
tarafindan absorbe edilir. Bu durumda cihazin gostergesi %100 T’a ayarlanir. Isi§1 absorplayan
ornegi iceren kiivet 151k yoluna yerlestirilerek yeniden transmisyon olgiiliir. Iki transmisyon
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Olctimii arasindaki  fark  absorbanst  Olgiilecek  maddeden  kaynaklanmaktadir.
Spektrofotometrelerde drnekten kaynaklanan transmisyon degerinin, koriin transmisyon degerine
boliinmesiyle elde edilen deger %T degerini verir (Sekil 5.4).

—»U is]

HTranzmitanz=T/1 » 100
la T
=t i } %100 T
F.or

E.

lo
T,
- —{| %T=0medin transmizsyon sinyali/KGiin razmizyon sinyal

Qmek

Sekil 5. 4. Yiizde transmitans (% T)

Lambert-Beer kanununun hesaplanmasi

Lambert-Beer esitliginin bulunmasi1 asagida agiklamasi yapilan bir dizi matematiksel
hesaplama ile miimkiin olmaktadir.

-dI/Tabdc
veya
-dI /I =kbdc
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-dl ile gosterilen 151k transmisyonundaki (T) kiiciikk bir azalma, sabit bir 151k yolu
uzunlugunda hesaplanan dc konsantrasyonunda bir artisa yol agmaktadir. Oransal bir sabit olan k
konsantrasyonu arastirilan maddenin o6zelligine baghdir. Isik siddeti ve konsantrasyonla ilgili
olarak, limitler arasinin integralinin alinmasi ile islemlere devam edilir.

1 C

I-dI/Io=kb_[dc
I, o

-In1/1, =kbc

Yukaridaki esitligin basindaki (- ) isaretinden esitligi, kurtarabilmek icin In’li ifadedeki pay ve
payda yer degistirir

In I/I = kbc

Ustteki esitlikte yer alan e tabanina gore logaritma asagidaki sekilde de yazilabilir
2.3 log I,/1 = kbc

log I/I=k/2.3 b c

log I/1 yerine A, k/2.3 yerine ise a yazilarak Lambert-Beer esitligi bulunur.
A=abc

Lambert-Beer esitliginden sapmalar

Absorplayict sistemlerin ¢ogu diliie ¢ozeltilerde Lambert-Beer kanununa uygunluk
gosterir. Baz1 sistemlerde ise absorbansla konsantrasyon arasinda lineer olmayan bir iligki goriiliir.
Bu durum Lambert-Beer kanunundan sapma olarak adlandirilir. Absorplayict maddenin yiiksek
konsantrasyonda bulunmasi absorbe edilen 1s181n kirilma indeksinde degisime yol acarak
Lambert-Beer’den sapmaya neden olur. Bu yiizden absorplayici sistemin 107 ile 10 mol/L
arasindaki konsantrasyonlar1 genellikle absorbansla lineer bir iligki icindedir.

Dogrudan spektrofotometrik yontem ile protein konsantrasyonunun
belirlenmesi

Proteinlerin kromoforik amino asit kisimlar1 ultraviyole (UV) bolgesinde absorpsiyon
yaparak, spektrofotometrik yontemle dogrudan protein konsantrasyonunun belirlenmesine olanak
saglar. 280 nm dalga boyundaki UV’de absorpsiyonun dl¢iilmesine dayanan bu dogrudan yontem;
protein yapisini bozmadan konsantrasyonun bulunmasina olanak saglamakla birlikte, ¢cok da
duyarli bir yontem degildir. Yine de az miktarda ornekle calisildiginda tercih edilen bir
yontemdir. UV’de proteinlerin absorbansinin 6l¢iimii biiyiik 6l¢iide interferans’dan etkilenir ve
konsantrasyonu bulunacak olan proteinin amino asit iceriginin bilinmesine gereksinim gosterir.
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280 nm’de olciilen absorbansin yiiksekligi, proteinin triptofan ve tirozin icerigine baglhidir.
1 mg/mL konsantrasyonundaki farkli proteinlerin 280 nm’deki absorbanslari biiyiik oranda
farkliliklar gostermektedir; S6z konusu absorbanslar sigir serum albumini ovalbumin, sigir
immiinglobulini ve yumurta aki lizozimi icin sirasiyla 0.63, 0.70, 1.38, 2.65 degerlerine sahiptir.
Kas, beyin ve bazi1 endokrin sistem dokularinda bulunan parvalbumin gibi aromatik amino asitleri
icermeyen proteinler 280 nm’de ¢ok kiiciik bir absorpsiyon degerine sahiptir.

260 nm’deki UV 1s181nda niikleik asitler maksimum absorbans gosterdikleri halde, 280 nm
dalga boyunda da kuvvetli absorbans gosterirler. Bu nedenle homojenatlarin protein
konsantrasyonu Olciiliirken, ortamdaki DNA ve RNA’nin interferansa neden olmasina bagh
olarak, yiiksek protein konsantrasyonlari bulunur. Asagida verilen esitlik yardimiyla niikleik
asitlerin absorbansi ¢ikartilarak protein konsantrasyonunun hesaplanmasinda diizeltme yapilabilir.

Protein konsantrasyonu (mg/mL)=(1.55 x Asg) — (0.76 x Azep)
Spektrofotometrik yontem ile niikleik asit konsantrasyonunun belirlenmesi

Spektrofotometrik yontemler,]1 pg/mL’nin iizerindeki niikleik asit konsantrasyonlarini
belirlemek i¢in ¢ok uygundur. 50 pg/ mL konsantrasyonundaki ¢ift zincirli DNA’nin 260 nm’de
absorbanst (1)’dir. Tek poliniikleotid zincirli niikleik asitler aym1 dalga boyunda daha yiiksek
ekstinksiyon katsayisina sahiptirler. Tek zincirli niikleik asitlerde 260 nm’de (1) degerindeki
absorbansi elde etmek i¢in 40 pg / mL (ssDNA), 33 ug / mL (ssRNA) konsantrasyonlarinda
niikleik asit gereklidir. Bu degerler ortalama baz bilesimindeki niikleik asitler icin verilen
degerlerdir.

Biyolojik bir kaynaktan saflastirilan niikleik asitlerdeki kontaminasyonu belirlemek icin
260nm ve 280 nm dalga boylarinda Olciim yapilir. Protein kontaminasyonu icermeyen DNA
orneklerinde Aje/Asgp orani 1.8 degerine cok yakindir. Proteinlerin ve izolasyon sirasinda
kullanilan fenoliin varlifinda 1.8’in altinda, RNA varliginda ise iistiinde bir oran elde edilir. Saf
RNA orneklerinde Ajey/Azgp orani (2)’ye oldukga yakindir.

Spektrofotometrik yontem ile enzim aktivitesinin belirlenmesi

Enzimler biyolojik materyalde ¢ok diisik konsantrasyonlarda bulunduklarindan
aktivitelerinin Ol¢iilmesi tercih edilir. Enzim aktivitesinin ol¢iilmesiyle ilgili metotlarda genellikle
fotometrik olarak artmus iirlin konsantrasyonu, azalmis substrat veya koenzim konsantrasyonu, ya da
degisime ugramms koenzim konsantrasyonundaki artis Olciiliir. Laboratuarda enzim aktivitesinin
Olciilmesi; ortamda fazla miktarda substrat ve koenzim varliginda yani “sifirinct derece kinetikte”
gerceklesir. Bu durumda enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonun hizit dogrudan enzim aktivitesine
baghidir. NADH, laboratuarlarda en siklikla olciillen koenzimdir. NADH 340 nm’de maksimum
absorbans yaptig1 halde, NAD bu dalga boyunda absorbans yapmaz. Enzim aktivitesi lineer fazda
(ilk 6-8 dakikalik zaman) 6l¢iiliirken yontemde Onerilen sabit sicaklik ve pH degerleri saglanmalidir.
Spesifik kosullar altinda (sabit sicaklik,pH, substrat,aktivatorler) dakikada 1 pmol substrati iiriine
doniistiiren enzim miktarina bir internasyonal iinite (U) adi verilmektedir. Genellikle U/L olarak
ifade edilir. Enzim aktivitesinin SI’deki karsilig1 ise katal’dir. Katal saniyede bir mol substrati iiriine
doniistiiren enzim miktaridir. 1 U = 16.7 nkat’dir

Biyokimyasal redoks sistemlerinde, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar NAD*

(NADP*) ‘nin ve NADH (NADPH)’1n birbirlerine doniisiimii ile gézlemlenebilir. 260 nm dalga
boyunda her iki koenzimin de yiikseltgenmis ve indirgenmis formlar1 15181 absorblarken, 340 nm
dalga boyunda piridin niikleotid yapisindaki bu koenzimlerin sadece indirgenmis sekilleri 15181
absorbe eder. NADH’1n 340 nm’deki molar ekstinksiyon katsayist &= 6.22 x10°> mol” x L x cm™
degerine sahiptir. Absorbans degisikligini internasyonal {initeye cevirmek i¢in asagidaki
formiilden yararlanilir.

U/L=pmo/dk/L= AA/min x Vt x 10° (umol/mol) / € x V x 1
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AA/min=Dakikadaki absorbans degisimi, Vi=Toplam reaksiyon hacmi = Ornek + Reaktif +
Diliient V=0rnek hacmi ¢ = ekstinksiyon katsayis1

Spektroflorometri

Spektrofotometrede absorbansi Olciilecek cozelti i¢ine giren 151k; cozeltiden dogrudan
gecebildigi gibi, kullanilan 15181 dalga boyuna ve madde konsantrasyonuna bagli olarak kismen
ya da tamamen absorbe edilebilir. Isigin ¢ozelti tarafindan absorbsiyonu ile birlikte ortamdaki
molekiillere enerji transfer edilir. Foton (kuantum) enerjisinin molekiildeki n elektronlar
tarafindan absorbsiyonu ile birlikte, molekiilde titresim, donme veya floresans gibi enerji
degisimleri meydana gelir. Normal durumdaki, diger bir deyisle temel enerji diizeyindeki
molekiillerde elektronlar zit spinlidir. Singlet durum adi da verilen zit spinli durumda elektronlar
en diisiik vibrasyon (titresim) diizeylerinden birinde bulunur. Foton enerjisinin molekiildeki &
elektronlar1 tarafindan absorpsiyonu ile birlikte m elektronu daha yiiksek bir vibrasyonal enerji
seviyelerinden birine uyarilma (eksitasyon) sonucunda sigrar. Uyarilmis bu yiiksek enerjili
elektron fazla enerjisini diger molekiiller ile ¢arpisarak ya da kendi titresim ve donme hareketleri
ile disar1 vererek diisiik titresim diizeyli temel enerji diizeyine doner. Temel enerji diizeyindeki
elektronu uyarabilmek i¢in gerekli enerji, bu enerji diizeyindeki elektronun enerjisinden daha
yiiksektir. Uyarilmis durumdaki elektron 10 veya 10~ saniye icinde emisyon adi verilen bir
olayla foton enerjisi salivererek temel enerji diizeyinde bulunan diisiik titresimli enerji
diizeylerden birine doner. Bu emisyona floresans adi verilmektedir. Floresans olay: ile disar
verilen foton enerjisi uyarilma icin gerekli olana gore daha diisiiktiir ve dolayisiyla daha uzun
dalga boyunda bir 151n ortama salinir. Cift bag ya da konjuge cift bag iceren molekiiller ortama
floresans verme 0zelligindedir. Uyarilma ve emisyonun maksimum dalga boylar1 arasindaki farka
Stokes kaymasi adi verilir. Her molekiil icin spesifik bir uyarilma ve emisyon dalga boyu vardir.

Belirli konsantrasyondaki standartlar ve rolatif floresanslar1 arasinda standart bir egri
cizilerek, ornegin vermis oldugu floresanstan konsantrasyonu hesaplanabilir. Floresans 6zelligi
gosteren bilesigin artan konsantrasyondaki standartlar ile floresans siddeti arasinda dogru bir
orant1 vardir. Lineerite korundugu siirece tek bir standart kullanilarak ornegin floresansindan
konsantrasyonu asagida verilen esitlikle hesaplanabilir.

Ornegin floresans1 / Internal standartin floresansi=Ornegin konsantrasyonu/Internal standartin
konsantrasyonu

Floresans siddeti konsantrasyon disinda pH, sicaklik, viskozite ve diger bilesiklerin
interferanslarindan etkilenir.

Sorular ve cevaplari:

Soru 1: 550 nm dalga boyundaki 1s18in frekansin1 ve bu dalga boyundaki bir fotonun enerjisini
volt olarak hesaplaymiz. c= 3 x 10® m/sn, h=6.62 x 10*J. Sn.

Cevap: 1 m=10"nm — 550 nm=5.5x 10" m
V=c/A=3x10%/55x10"=545x 10!

E=hV =6.62x 10> x 5.45x 10" =3.62. 10""° J/foton

Bir elektronun yiikii=Faraday sabiti(F) / Avogadro sayis1 (N)

1.602 x 10" I V' =9.6485 x 10* T V' / 6.023 x 10?* foton/mol
3.62. 10" J/foton / 1.602 x 102y V1 =2.260 V
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Soru 2: 5 g/L konsantrasyonundaki 15181 absorbe etme 6zelligindeki, molekiil agirligr 410 mol/g
olan A maddesini iceren ¢ozelti, 2 cm 151k yolu uzunlugundaki kiivete konuluyor. Kiivet
spektrofotometreye yerlestirildiginde A dalga boyundaki 1s18in ¢ozeltiden gecmesi saglaniyor.
Spektrofotometrede okunan transmisyon degeri %80 olarak kaydediliyor. Cozeltinin absorbansini
ve A maddesinin molar ekstinksiyon katsayisini hesaplayimiz.

Cevap: Transmisyon (T)=%80=100 x I,/ I,

1,=%100 olduguna gore, [;=%80 olarak ifade edilebilir

I; / 1,=80/100=0.8

Absorbans=A=log (1 / T)=log(1 / 0.8)=log (1.25)=0.0969

A=ex1xc=¢gx2 x5 esitliginden,

ekstinksiyon katsayist,

£=0.0969/10=9.69 x 10° g' L cm™ olarak hesaplanr.

Ekstinksiyon katsayis1 genel olarak molar ekstinksiyon katsayisi olarak ifade edilir.
Bu nedenle,

em=£x410=9.69 x 107 x 410 = 3.973 mol" L cm™' olarak hesaplanabilir.

Soru 3: ATP c¢ozeltisinin absorbansi 1 cm’lik kiivette, 0,17 olarak okunuyor. ATP’nin molar
ekstinksiyon katsayist 1.54 x 10* mol’ x L x cm’ olduguna gore, ATP cozeltisinin
konsantrasyonunu, 1 cm’lik kiivetten gecen 15181n transmisyonunu, ve 4 cm’lik kiivetteki 2.5 x 10°
2 mM’1ik ¢ozeltinin absorbansini hesaplayiniz.

Cevap: Lambert-Beer kanunundan yararlanilarak konsantrasyon hesaplanabilir.
A=log (Io/ )= xcx1

0.17=154x10"xcx 1

c=[ATP]=0.17/1.54 x 10* x 1 = 1.104 x 10° mol /L

A=log (Io/ I)=log (1/T)

0.17 =log (1/T)

1/T=antilog (0.17)=1.4791

T=0.676 veya %67.6

Verilen konsantrasyonu mol/L’ye (M) cevirmemiz gerekir.
25x10°mM=25x10°M

A= 1.54x 10* (mol" x L x cm™) x 2.5 x 10”° (mol/L) x 4 (cm) = 1.54

Birimler birbirini gétiirdiigiinden absorbansin biriminin olmadig1 goriilmektedir.

Soru 4: Biyokimyasal redoks sistemlerinde, enzimler tarafindan Katalizlenen reaksiyonlar NAD™
(NADP*)’nin ve NADH (NADPH)’1n birbirlerine doniisiimii ile gézlemlenebilir. 260 nm dalga
boyunda her iki koenzimin yiikseltgenmis ve indirgenmis formlari 15181 absorblarken, 340 nm
dalga boyunda koenzimlerin sadece indirgenmis formlari ultraviyole 1s181n1 absorbe eder. 1 cm’lik
kiivette NAD" ve NADH’1 birlikte iceren bir drnege iliskin veriler agagida verilmistir, NAD ve
NADH konsantrasyonlarini hesaplayiniz.

260 nm’de NADH ve NAD" i¢in molar ekstinksiyon katsayilari (mol™ x L x cm™) sirastyla, 1.5 x
10* ve 1.84 x 10* tiir.

340 nm’de sadece ortamdaki NADH 15181 absorblar exapp= 6.22 x 10 mol' x L x cm™.

Nukleotid karisimini iceren ¢ozeltinin absorbanslar1 260 nm’de 1.362, 340 nm’de ise 0.382 olarak
saptanmistir.
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Cevap: 340 nm’de karisimin verdigi absorbansin tiimii NADH kaynaklidir.
ANADH =gxlxc
0.382=6.22x 10°x1x ¢
c=[NADH]=0.382/6.22 x 10’ x 1 = 6.141 x 10° mol/L
NADH’1n 260 nm’deki konsantrasyonu degismez, diger taraftan bu dalga boyunda NAD" ‘de 15181
absorblar.
Anapu=1.5x10*x 6.141 x 10” x 1
=0.9212
260 nm’de NAD" ve NADH icin toplam absorbans deneysel olarak A, = 1.362 gdzlemlenmisti .
Buradan,
Anap+ = A¢ - Axapn (260 nm)
=1.362 - 0.9212
=0.4408
Buradan okside formun konsantrasyonu Lambert-Beer kanunundan hesaplanabilir.
c=[NAD"]=0.4408 / 1.84 x 10" x 1 =2.40 x 10° mol/L

Soru 5: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi Mg** ve NADP* varhginda glukoz-6-fosfat’in, 6-
fosfoglukonik asid- d-laktona doniigiimiinii katalizler.

Glukoz 6-fosfat igeren 1 mL’lik drnek iizerine, fazla miktarda NADP* ve MgCl, iceren ¢ozeltiden
1 mL pipetlenir. 1 cm’lik kiivette 340 nm’de absorbans degisimi, glukoz-6-fosfatin tamaminin
tiiketilmesi ile 0.61 degerine ulasir. Ornekteki Glukoz-6-fosfat konsantrasyonunu hesaplayiniz.
NADPH icin 340 nm’de molar ekstinksiyon katsayis1, 6.22 x 10~ mol 'L cm™ degerine sahiptir

Cevap: Fazla miktarda koenzimin varliginda reaksiyon, iiriinlerin olusumu yoniinde, yani saga
dogru ilerler. 340 nm’de maksimum absorbans veren NADPH’in son konsantrasyonunun
hesaplanmas: stokiyometrik olarak Glukoz-6-fosfat’in tiiketimiyle iligkilidir.

A=gxlxc

0.61=622x10"x1xc

c=0.61/6.22x107 x 1 =98.07 mol/L

Orijinal konsantrasyonu hesaplamak i¢in ¢ikan sonucu dilusyon faktoriinii goz Oniine alarak 2 ile
carpmamiz gerekir.

Coii = 196.14 mol/L

Soru 6: 1 molarlik bilirubin standart1 6nce 1:60700 ve daha sonra 1:2 oraninda sulandirdigimizda
son diliisyonu 1/121400 olur. 1 cm’lik kiivette final diliisyondaki bilirubin standartinin
absorbans: 0.495 okunduguna gore, bilirubin standartinin molar ekstinksiyon Kkatsayisini
hesaplayiniz.

Cevap: £ = 0.495 (121400) / 1 mol/L (1cm) =60093 L mol cm™.

Soru 7: B ve C biyokimyasallarini iceren bir karisimin 1 cm’lik kiivette, 460 ve 500 nm dalga
boylarindaki absorbanslart sirasiyla 0.63 ve 0.52 olarak okunmustur. 460 nm’de B’nin molar
absorbansi 1.03 x 10°, C’nin 4.57 x 10°, 500 nm’de ise B icin 7.12 x 10°, C i¢in 1.43 x 10* olarak
verilmektedir. Absorbans degerlerinin toplanabilir oldugunu g6z Oniine alarak B ve C
maddelerinin konsantrasyonlarini hesaplayiniz.

Cevap: 0.63=1.03x 10’ x I x [B] +4.57 x 10’ x 1 x [C] (460 nm)

0.52=7.12x 10’ x 1 x [B] + 1.43 x 10’ x 1 x [C] (500 nm)
Esitliklerin sag tarafindaki 10° ler sadelestirildiginde esitlikler asagidaki gibi yazilarak iki
bilinmeyenli bir denklem sistemi elde edilir.

0.63=1.03x [B] +4.57 x [C]

0.52=7.12x [B] + 1.43 x [C]
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Ustteki denklem -7.12, alttaki 1 ile garpilarak denklem sistemindeki bilinmeyen sayisi bire
indirilir ve [C] hesaplanir.
-7.12/0.63 =1.03 x [B] + 4.57 x [C]
1/ 0.52=7.12 x [B] + 1.43 x [C]
-4.49 =-7.33 [B] - 32.54 [C]
0.54=7.33[B]+ 147 [C]
-31.07[C] =-3.95 - [C]=0.125 mM
Bulunan [C] degeri yukaridaki denklemlerden birinde yerine konularak
[B ]= 0.125 mM olarak bulunur.

Soru 8: Kabaca bir yaklasimla 1 mg/mL’lik bir protein ¢dzeltisinin 280 nm’deki absorbansinin 1
absorbans iinitesi kadar oldugu sdylenebilir. Eger deney absorbansi 280 nm’de 2.0’dan yiiksekse
calistigimiz protein c¢ozeltisini dilile etmemiz gerekir. Saflastirilmis bir protein c¢ozeltisinin 0.2
mL’si 1 cm 151k yoluna sahip bir kiivet igerisinde 1mL’ye diliie ediliyor. Spektrofotometredeki
absorbans degeri 0.75 olarak okunduguna gore protein konsantrasyonunu hesaplayiniz.

Cevap: Diliie 6rnekteki protein miktari= 0.75 Ab. x 1 mg/mL/ 1 Ab. =0.75 mg/mL
Orijinal ornekteki protein miktar1 = 1 mL x 0.75 mg/mL / 0.2 mL = 3.75 mg/mL

Soru 9: Niikleik asitler 260 nm’de maksimum absorbans verdikleri gibi, 280 nm’de de yiiksek
absorbans verirler. Niikleik asitleri igeren saflagtirnlmamis protein ekstrelerinde protein
konsantrasyonu, 260 nm’deki diizeltme faktorii gbz oniine alinmadig takdirde hatali bir sekilde
yiiksek olarak hesaplanir. Bu iligki asagidaki esitlikte verilmistir.

Protein konsantrasyonu (mg/mL)=(1.55 x Asg0) — (0.76 X Asg)

Aragtirmact 10 pL ekstrakti 1cm 151k yoluna sahip kuartz kiivette tampon c¢ozeltiyle 1 mL son
hacme tamamliyor, 260 nm’de spektrofotometreyi tampona karsi sifirladiktan sonra ekstrenin Azgo
degerini 0.075 olarak okuyor. Ayni islemi Ay icin tekrarladiginda absorbansi 0.25 olarak okuyor.
Protein ekstresindeki yaklasik protein konsantrasyonunu hesaplayiniz.

Cevap: mg/mL = (1.55 x 0.25) — (0.76 x 0.075)=0.39-0.06=0.33 mg/mL

Bir mL kiivetteki yaklasik protein konsantrasyonu 0.33 mg/mL’dir. 10 pL ekstrakti 1000’ye
tamamlamakla 6rnegi 1000 pL / 10 pL = 100 kez diliie etmis oldugundan, sonug¢ 33 mg/mL olarak
hesaplanir.

Soru 10: Standart kosullar altinda bir umol substrati iiriine doniistiiren enzim miktara 1
internasyonal {inite (U) adi1 verilmektedir. Absorbans degisikligini internasyonal iiniteye ¢cevirmek
icin asagidaki formiil kullanilmaktadir.

U/L=pmol/dk/L= AA/min x Vt x 10° (umol/mol) / & x Vx|

AA/min=Dakikadaki absorbans degisimi

V=Toplam reaksiyon hacmi = Ornek + Reaktif + Diliient

V=Ornek hacmi

¢ = ekstinksiyon katsayisi

10° pmol/mol faktorii sonucu pmo/dk/L cinsinden hesaplayabilmek icin gereklidir.

Alkalen fosfataz aktivitesini belirledigimiz serum Orneginden elde edilen degerler asagidaki
gibidir. Enzim aktivitesini hesaplayiniz.

AA=0.070

€ (p-nitrofenol)=50,000 L / mol . cm

t= 15 dk

Vi=5.5mL

V,=0,005 mL
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Cevap: U/L = 0.070 (10° pmol/mol) (5.5 mL) / 15 dk (50,000 L / mol . cm) (0.005 mL) (1cm)
U/L =0.070 x 5.5 x 1000/ 50 x 0.075 = 103 U/L.

Soru 11: Enzim reaksiyonu sonucu dakikada meydana gelen absobans degisimi AA=0.250
Ol¢iilmiistiir. Reaksiyon sonucu olusan iiriiniin 425 nm’de 30 °C deki molar absorbtivitesi 12.2 x
10° olarak verilmektedir. Enzim aktivitesi 6l¢iiliirken ortamin sicakligi 30 °C de korunmustur.
Deneyde 1 mL reaktif, 0.050 mL 6rnek kullanildigina gore enzim aktivitesini internasyonal {inite
olarak hesaplayiniz.

Cevap: c= (0.250) (10°) (1.050 mL) / (12.2 x 10°*) (0.050 mL) (1cm) =615 U

Soru 12: Laboratuar teknisyeni 10 mg/mL konsantrasyonunda 50 mL NADH (MW=663.44)
¢Ozeltisi hazirlamayi1 istemektedir. Bu ¢ozeltiyi dogru olarak hazirlayabilmek i¢cin 50 mg/mL
konsantrasyonunda stok bir ¢ozelti hazirlamasi1 gerekmektedir. Stok ¢ozeltinin 1: 1000 oraninda

diliie edilmesiyle elde edilen ¢ozeltinin 340 nm dalga boyundaki absorbansi ol¢iilerek ve € 349 nm
= 6.22 x 10’ kullanilarak aktiiel konsantrasyon hesaplamr. Bu prosediirii izleyen teknisyen
absorbanst 0.562 olarak okuyor. Stok cozeltideki NADH konsantrasyonunu mmol/L. ve mg/L
olarak hesaplayiniz. 10 mg/mL’lik NADH c¢o6zeltisi hazirlamak icin hangi oranda bir diliisyon
yapmak gereklidir.

Cevap: Absorbans=0.562 x diliisyon faktorii (1:1000)=562

562=6.22x10°xlcmxc

¢=0.09035 mol/L=90.35 mmol/L

663440 mg x 0.09035 / 1 mol = 59942 mg /L

Vl X Cl = Vz X Cz

50 mL x 10 mg/mL = V2 x 59942 mg/mL

V, =0.00834 mL (8.34 uL) alinir, 50 mL’ye tamamlanir ve 10 mg/mL’lik ¢6zelti elde edilir.

Soru 13: Biyolojik bir kaynak’tan saflagtirilan niikleik asitlerdeki protein kontaminasyonu
hakkinda bir fikir elde edebilmek icin 260 nm’deki absorbansin, 280 nm’deki absorbansa oranina
bakilir. Protein kontaminasyonu icermeyen saf DNA oOrneklerinde Ajey/ Angy oram 1.8
civarindadir. Ortamda protein ya da fenol kontaminasyonu varsa bu oran 1.8’in altinda, RNA
varliginda ise 1.8’in istiindedir. Saflagtirilmis RNA iceren Orneklerde Ajgy/ Azgp orami 2.0
degerine ¢ok yakindir. 260 nm’de 2 pg/mL kadar diisiik DNA konsantrasyonlar1 tespit edilebilir.
Cift zincirli DNA’da 1 absorbans birimi (Aj¢p) 50 pg DNA / mL degerine karsilik gelmektedir. 50
pL’lik DNA siispansiyonunun 20 pL’si distile su ile 1000 pL. son hacme tamamlaniyor. Diliie
Ornege ait absorbans degerleri Ao =0.550 ve Aygo = 0.324 olarak saptaniyor.

a) 50 uL’lik DNA siispansiyonundaki DNA konsantrasyonunu hesaplayiniz

b)  Ajyso/ Asgo oranini bulunuz.

Cevap: a) DNA (mL) =0.550 A x 50 pg DNA/mL /1 A =27.5 ng DNA / mL
DNA (50 pL) = 50 pLL x 27.5 pg /20 uL. = 68.75 ng DNA
b) Aseo/ Azgo=0.550/0.324 = 1.697

Soru 14: Domuz kalp dokusundan hazirlanan doku homojenatinda ilk basamak aspartat
aminotransferazin (AST) hazirlanmasidir. Hiicre kalintilarinin filtrasyonla, niikleik asitlerin ise
polietilenimin muamelesi ile uzaklastirilmasi sonucunda 2 L hacminde total ekstre elde edilir
(Soliisyon A). Bu ekstrenin 50 pL’lik bir kism1 1 cm 151k yoluna sahip kiivete aktarildiktan sonra
iizerine 3 mL tampon eklenir. Ornegin absorbansi 280 nm dalga boyunda 1.7 olarak okunduguna
gore;
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a)

c)

Cevap:
a)

b)

c)

Ekstrenin protein konsantrasyonunu hesaplayiniz.

Bir tinite AST; 260 nm dalga boyunda, dakikada, 3 mL substrat ¢ozeltisi i¢inde, 0.1
absorbans degisimine yol acan enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Enzim
aktivitesini belirlemek amaciyla 100 pL ekstrenin iizerine 3 mL substrat ¢ozeltisi
ilave edilir, absorbans degisimi 0.08 dk' olarak kaydedilir. Ekstrenin 1 mL’sindeki
enzim iinitesini ve ekstredeki toplam enzim {initesini hesaplayiniz.

Enzimin spesifik aktivitesini (Unite / mg protein) hesaplayiniz.

1 mg/mL’lik protein ¢ozeltisinin, 1 cm 151k yoluna sahip kiivette, 280 nm’deki
absorbansinin 1 oldugunu kabul edersek; kiivetteki protein konsantrasyonu 1.7
mg/mL olarak bulunur. 50 pL 6rnek iizerine 3 mL (3000 pL) tampon eklendigine
gore Ornegimiz 3050/50=61 kez diliie olmustur.

Cozelti A’nin protein konsantrasyonu= 1.7 mg/mL x 61 = 104 mg/mL

Cozelti A daki total protein miktar1 = 104 mg/mL x 2000 mL = 208000 mg

1 Unite enzim dakikada 0.1 absorbans degisimine yol actifina gore

Kiivetteki enzim iinitesi= 0.08 / 0.1=0.8

0.8 enzim iinitesi kiivete pipetlenen 100 pL ekstreden gelmektedir.

1 mL ekstrede= 8.0 U

2000 mL ekstraktda= 2000 x 8.0 =16000 U bulunur.

Spesifik aktivite= 8.0 U/ 1,7 mg/mL = 4.72 U/mg protein

Soru 15: M metaboliti beyin omurilik sivisindan (BOS) izole ediliyor A=280 nm’deki eksitasyonu
takiben A=360 nm’de emisyon veriyor.

@) Metabolit’in i¢inde ¢6ziindiigli tamponla cihazin skalast sifirlanir. Daha sonra 100
ng/dL’lik saf haldeki M standarti ile floresans skala’da %100’e ayarlanir.

(i1) M

metaboliti disindaki bilesenleri iceren kor cozeltisinin toplam floresanst %11.2

olarak okunuyor.

(i) M

metabolitini iceren ekstrenin floresansit %67 olarak okunuyor.

(iv)  Saf haldeki M metabolitin ekstreye katilmasiyla hazirlanan internal standartin
konsantrasyonu 1 pg /L ( 100 ng/dL), floresanst %92’dir.

BOS 6rnegindeki M metabolitinin konsantrasyonunu pg / L olarak hesaplayiniz.
Stokes kaymasi ne kadardir?

Cevap: Ornegin floresansi / Internal standartin net floresansi=Ornegin konsantrasyonu/internal
standartin konsantrasyonu

I standart = %100 55.8/25= Ornegin konsantrasyonu/ 1 pg /L

Isr = %11.2
Itoplam:%67
Iinternal st= %92

Limnek = Itoplam

Ornegin konsantrasyonu=55.8 / 25=2.34 ug / L
Stokes kaymasi= A, — 1;=360-280=80 nm

- Ixor =67-11.2=%55.8

Inel internal = Iimemal st~ Itoplam =92-67=%25
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STANDART EGRIDEN YARARLANILARAK YAPILAN
KONSANTRASYON HESAPLAMALARI

Genel prensipler

Beer kanununa uyan yontemlerde; analiz boyunca 1sik yolu uzunlugu ve 15181 absorbe
eden reaksiyon iiriiniiniin molar absorptivitesi deSismedigi siirece, absorbans konsantrasyon ile
dogru orantilidir. Laboratuar otomasyon sistemlerinde Beer kanununa uygunlugun kontrol
edilmesi; test yonteminin dogrusallifinin genis bir konsantrasyon aralifi boyunca siklikla
denetlenmesi esasina dayanir. Manuel ¢alismalarda konsantrasyon sonuclari standart grafik olarak
da bilinen, Beer kanunu grafigi kullanilarak hesaplanabilir. Grafik belirli konsantrasyondaki
standartlara  karsilik  gelen absorbans degerlerinden yararlamlarak ¢izilir. Pekcok
spektrofotometrik deneyde reaktif korii kullanilarak baslangic absorbansit sifira (0)
ayarlandigindan, grafigin baslangic noktast sifirdir. Yatay eksen x eksenini, dikey eksen ise y
ekseni ifade eder. Genellikle x ekseninde konsantrasyonlar, y ekseninde ise ilgili absorbans
degerleri bulunur. Standart grafikte ise sadece standart konsantrasyonlar: ve ilgili absorbanslar yer
alir(Sekil 6.1).

Sorular ve cevaplari

0.1 mL tampon c¢ozeltisi icinde 10-100 pg arasinda sigir serum albumini (BSA) igceren bir seri
standart ¢ozelti hazirlanir. Her tiipe 5’er mL Bradford boya reaktifi eklenip karistirildiktan sonra,
standartlar 2 dakika siireyle karanlikta bekletilir ve absorbanslart 595 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunur. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki gibi bulunur.

Tablo 6.1: BSA standartlar1 ve 595 nm’deki absorbanslari

mg BSA A 595
10 0.11
20 021
30 0.30
40 0.39
50 0.48
60 0.58
75 0.71
100 0.88

Sorul: Konsantrasyonu bilinmeyen saflastirilmis proteinin 2 pL’si son hacim 100 pL olacak
sekilde diliie ediliyor ve protein standartlarinda oldugu gibi Bradford reaktifi ile reaksiyona
sokuluyor. 595 nm’deki absorbansi 0.44 olarak okunuyor. Orijinal 6rnekteki protein miktarini
mg/mL olarak bulunuz.

Cevap: Tablo 6.1’deki verilerden yararlamlarak standart bir egri cizilir (Sekil 6.1). y ekseni
tizerindeki 0.44 absorbans degeri x eksenindeki 46 pg degerine karsilik gelmektedir. 46 pg
proteinin 2 pL. 6rnek i¢cinde temsil edildigi diisiiniilebilir. Buradan asagidaki hesaplamalar yoluyla
mg/mL olarak protein miktar1 hesaplanabilir.
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Absorbans (595nm)

Konsantrasyon

Sekil 6.1. BSA standartlar1 ve 595 nm’deki absorbanslari
(46 ng . 1000 pL) /2 =23000 pg/mL=23 mg/mL

Soru 2: Serum protein konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilan biiiret yontemi oldukga
stabil olup, Lambert-Beer kanununa uygunluk gosterir. Cok sayida standart calisip lineer bir
standart egri olusturmak yerine, 6 g/dL’lik tek bir standart calisiliyor ve standart’in absorbansi
spektrofotometrede 0.400 olarak okunuyor. Serum Orneginin, biiiret reaksiyonunu takiben
spektrofotometrede okunan absorbansi 0.350 olduguna gore ornekteki protein konsantrasyonunu
hesaplayiniz.

Qevap: Standart konsantrasyonu (Cs) / Standart absorbansi (As) = Ornek konsantrasyonu (C,) /
Ornek Absorbansi (A,)

C, =(0.350) (6 g/dL) / (0.400) =5.25 g/dL
Cihaz, ya da reaktifin lot numarasi gibi sistem unsurlar1 degismedik¢e bu tip hesaplamalar kabul

edilebilir bir 6zellik tasir. Herhangi bir sistem degisikliginde ise mutlaka yeni bir standart egri
olusturulmalidir.
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Soru 3: Orneklerdeki AOPP (Advanced Oxidation Protein Products) konsantrasyonunu
hesaplayabilmek icin molekiil agirhig 281.69 g/mol olan Kloramin-T kullanilarak asagidaki
tabloda goriilen standartlarin her birinden 1000 mL stok ¢ozelti hazirlamyor. Stok c¢ozeltiler son
hacmi 10 mL olacak sekilde 1/100 oraninda diliie edildikten sonra absorbans degerleri
spektrofotometrede okunuyor. Standartlarin stok ve 1/100 oranindaki diliie ¢ozeltilerinde bulunan
Kloramin-T konsantrasyonunu hesaplayiniz

Tablo 6.2: Kloramin-T standartlar1 ve 340 nm’deki absorbanslari

Kloramin-T (pumol/L) Absorbans
15 0.144
30 0.449
40 0.555
55 0.850
70 0.880
85 1.183
100 1.280

Cevap: 281.69 g/mol = 281690 mg / 10° pmol
15 pmol/L = 15 x 281690 / 10° = 4.23 mg/L

4.23 mg tartmak i¢in ¢ok kiigiik bir miktar oldugundan 423 mg tartilarak 1 litreye tamamlanir
ve boylelikle 100 kez konsantre 1500 pumol/L konsantrasyonunda bir ¢ozelti hazirlanir.
M1 X V1 = M2 X V2
1500 pmol/L x V; = 15 pmol/L x 10 mL
V; = 0.1 mL stok ¢ozeltiden alinir, 10 mL son hacme deiyonize su ile tamamlanir. Boylelikle stok
¢oOzelti 1/100 oraninda diliie edilmis olur.
0.1 mL ¢o6zelti i¢indeki madde miktar: 10 mL son hacim icerisinde temsil edildiginden.
1/100 diliie ¢cozeltideki madde miktar1 (15 pumol/L) =0.1 x 423 / 1000 = 0.0423 mg
Diger standartlar i¢in de ayn1 yolla hesaplama yapilarak asagidaki degerler bulunur.

Tablo 6.3: Stok ve diliie edilmis Kloramin-T ¢6zeltilerinin konsantrasyonlari

Stok (mg/L) 1/100 diliie (mg/10 mL)

423 0.0423

845 0.0845

1127 0.1127

1549 0.1549

1922 0.1922
2395 0.2395
2817 0.2817

Soru 4: 6250 U/ mL aktivitesindeki SOD (Siiperoksid dismutaz) standartindan 20 pL alinarak
izerine 1.98 mL diliisyon tamponu ilave ediliyor. Elde edilen bu SOD stok soliisyonundan A’dan
G’ye kadar siralanan 7 tiipe asagidaki tabloda goriilen hacimlerde pipetlendikten sonra, iizerine
diliisyon tamponu ilave ediliyor. Tiiplerin her birinin i¢indeki SOD aktivitesini hesaplayiniz.
(Siiperoksit radikalini %50 oraninda dismutasyona ugratan enzim miktar1 1 SOD iinitesi olarak
tanimlanmaktadir).
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Tablo 6.4: Standart egriyi olusturmak iizere SOD standartlarinin hazirlanist

Tiip  SOD stok soliisyonu (uL.)  Diliisyon tamponu (pL.)  SOD aktivitesi (U/mL)

A 0 1000 0

B 20 980 0.025

C 40 960 0.05

D 80 920 0.1

E 120 880 0.15

F 160 840 0.2

G 200 800 0.25
Cevap:

SOD standart1 (20 uL)= (20 pL x 6250 Unite) / 1000 uL =125 Unite

SOD standartinin diliisyon oran1 =20 pL / 1980 uL = 1/ 100

125 U 100 kez diliie edildigi i¢in

SOD stok ¢ozeltisinin aktivitesi = 125 / 100 =1.25 U olarak bulunur

A tiipiindeki son SOD aktivitesi, 20 / 980 = 1 /50 diliisyona karsilik gelir

Aktivitenin diliisyon oranina béliinmesiyle, A tiipiindeki final SOD aktivitesi

1.25 /50 =0.025 U/mL degerine esittir.

SOD stok ¢ozeltisinden pipetlenen miktarlar birbirinin kat1 seklinde oldugundan, diger tiiplerdeki
SOD aktiviteleri kolaylikla hesaplanabilir.

Soru 5: MDA ( Malondialdehit) standart1 olarak kullanilan 1,1, 3, 3- tetrametoksipropan’dan (0-
4umol) konsantrasyon araliginda standartlar hazirlanip, 586 nm dalga boyunda absorbanslari
okunuyor. MDA standart egrisinin lineer regresyon denklemi y=0.1200x + 0.0038 olarak
bulunduguna gore, absorbans1 0.420 olarak okunan 6rnegin konsantrasyonunu hesaplayiniz.

MDA Standart Egrisi
0.5

0.4 - y = 0.1200x + 0.0038
R® = 0.9994

0.3 1

Asgs net

0.2 1

0.1 1

0 1 2 3 4
[MDA] um
Sekil 6.2. Malondialdehit (MDA) standart egrisi
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Cevap: y =ax + b =0.1200x + 0.0038

a = regresyon katsayis1
b = intercept (Standart egrinin grafik eksenini kestigi nokta)

A586=Ornegin absorbansi
y=0Ornegin konsantrasyonu

[MDA] =a[MDA] +b
a[MDA] =[MDA] -b
[MDA] =[MDA]-b/a

[MDA] =[ Asgs] —b/a=(0.420 — 0.0038) / 0.1200 =3.47 umol

Homodimerik flavoprotein yapisindaki glutatyon rediiktaz (GR) hiicredeki indirgenmis
glutatyon ( GSH) konsantrasyonunun optimum diizeyde korunmasini saglar. GR kofaktorii olan
NADPH varliginda, okside glutatyonun (glutatyon disiilfit, GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH)
doniisiimiinii katalizler (Sekil 6.3).

Or,IJH]
%oc —g . ?Ooe
2 CEJOO (|:H?
T e NH
0=C NH &_0
r\I}H J::o Glutatyon rediiktaz é*
C:?H—CH;.—S—S—CHTCH 2 HS-CHy- : b
0=C NH NH
' & =0
" =0 NADPH + H' NADP' é}b
ClHl &Hz
coo” %H; ‘5—':
CH—Cc00® (IEH—CO 0®
alNH; oNH;
Glutatyon distilfit Glutatyon

Sekil 6.3. Glutatyon disiilfit’in (GSSG), Glutatyon rediiktaz ve NADPH tarafindan indirgenme
reaksiyonu

1 U GR, standart kosullarda (pH 7, 25 °C), 1 dakikada 1 umol GSSG indirgeyen, 1
dakikada 1 umol NADPH tiiketen veya 1 mU GR dakikada 1 nmol NADPH tiiketen enzim
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miktar1 olarak tanimlanabilir. NADPH icin molar ekstinksiyon katsayisi, 340 nm’de, &= 6220 M
cm™ degerine esittir

Orneklerdeki GR aktivitesi standart egriden ya da NADPH 1n molar ekstinksiyon katsayisi
kullanilarak hesaplanabilir. Reaksiyon ortamina NADPH c¢6zeltisinin pipetlenmesiyle reaksiyon
baslar. Ornek, standart ve kor absorbanslar1 bes dakika siireyle her 60 saniyede bir 340 nm dalga
boyunda okunur. Deney sonucu standartlarin dakikadaki ortama absorbans degisimi (AAsz4/ dk; y
ekseni) ve GR aktivitesi (1,3,5,7,10 mU/mL; x ekseni) degerlerinden yararlanilarak GR standart
egrisi elde edilir (Sekil 6.4).

0.1
]
0.08 -
0.06 -

0.04 4

A Aso/min

0.02 A

1 3 S 7 10

Glutatyon redliktaz aktivitesi (mU/mL)

Sekil 6. 4. Glutatyon rediiktaz enziminin standart egrisi

Soru 6: 200 pL hacmindeki eritrosit hemolizatinin 1/50 oraninda diliisyonu sonucunda
asagida verilen ortalama ve net absorbans degisimi degerleri elde ediliyor. 200 uL. diliie drnek
icin kullanilan toplam reaktif hacmi 800 pL olduguna gore GR aktivitesini standart egriden ve
molar ekstinksiyon katsayisini kullanarak hesaplayiniz.

Ornegin ortalama absorbans degisimi AAs4o/ dk = 0.0325 AAsz4/ dk
Koriin ortalama absorbans degisimi  AAssy/ dk = 0.0005 AAsz49/ dk
Net absorbans degisimi AAzs/ dk = 0.0320 AAs4/ dk (0.0325-0.0005)

Cevap:
Standart egriden hesaplama:

Standart egriden (Sekil 6.4) GR aktivitesi 5.14 mU/mL olarak bulunur.

200 pL diliie 6rnek i¢in kullanilan reaktif hacmi 800 pL olduguna gore;

Deneyin diliisyon dogrulamasi= 1000 pL /200 pL x 5.14 = 25.7 mU/mL

1/50 oraninda diliie edilmis orijinal Ornekteki diliisyon dogrulamasi sonucu ornekteki GR
aktivitesi asagidaki sekilde hesaplanir

GR=50x 25.7 =1285 mU/mL

Molar ekstinksiyon katsayisindan hesaplama:

£=6220 M"' cm ' = 6.22 x 10° mL/nmol

Net absorbans degisimi  AAjzy/ dk =0.0320

GR aktivitesi=AAs4¢/ dk / 6.22 x 10~ mL/nmol = 0.0320 / 6.22 x 10~ mL/nmol =5.14 mU/mL
olarak bulunur.

Diliisyon oranlarindan hemolizattaki orijinal GR aktivitesi yukaridaki gibi hesaplanabilir.
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pH ve TAMPONLARLA iLGIiLi HESAPLAMALAR

Genel tanimlamalar

Tamponlarla ilgili aciklamalara ve 6rnek problemlere gegmeden once asit, baz, pH ve pK,
gibi temel tanimlamalara kisaca g6z atmanin gerekli olacagi kanisindayiz. Suda ¢oziindiigii zaman
(H") iyonu veya hidronyum iyonu veren maddeler asit, (OH) iyonu verenler ise baz olarak
tanimlanmaktadir. Matematiksel olarak pH (power of Hydrogen), hidrojen iyonu molar
konsantrasyonunun negatif logaritmasidir.

pH =1log (1/[H'])
pH = -log [H']

Su molekiilii; hidronyum (H30") ve hidroksil (OH) iyonlarina ayrigir. Hidronyum
iyonunu basit olarak H* iyonu olarak gostererek asagidaki ayrisma reaksiyonunu yazmak
miimkiindiir.

H,O <> [H'] + [OH]

Suyun ayrisma sabiti (Kg) asagidaki esitlikte verilmistir. Koseli parantez i¢indeki terimler
molar konsantrasyonu ifade etmektedir. (1000 g /18 g=55.6 M) suda 25 °C’de, 107 mol [HY]
iyonu ve 10”7 mol [OH] iyonu bulunur.

Kq=[H"] [OH]/ [H.0]

Suyun konsantrasyonu (55.6 M) iyonizasyon ile ¢ok az degistiginden yukaridaki esitligi
asagidaki sekilde basitlestirerek yazmak miimkiindiir. Esitlikteki K, ifadesine suyun iyon iiriinii
ad1 verilmektedir.

K. = [H] [OH] =1.0 x 107" M?

H* ve OH konsantrasyonlari birbiri ile iliskilidir; biri artarken, digeri azahr. [H*]=107
oldugu durumda [OH]=10"? ‘dir. Bu nedenle pH skalasi 0-14 arasinda diizenlenmistir. Alttaki
esitlik pH ve pOH arasindaki iliskiyi gostermektedir.

pH + pOH =14

Asit ve bazlarin goreceli kuvvetleri kadar, suda c¢oziinebilirlik o©zellikleri de
derecelendirilebilir. Coziiniirlik sabiti (Ky degeri, iyonizasyon sabiti) tablolarin1 pek c¢ok
biyokimya kitabinda bulmak miimkiindiir. Yiiksek K degerine sahip asitler sulu ¢ozeltilerinde
daha yiiksek oranda iyonlarina ayrilirlar. pK; proton alicist ve proton vericisi formlarini esit
konsantrasyonlarda bulundugu pH degerindeki iyonizasyon sabitinin (K) negatif logaritmasidir.
Kuvvetli asitlerin pK degerleri 3.0’1n altinda, kuvvetli bazlarin pK degerleri ise 9.0’1n iistiindedir.
Asitler kendi pK degerlerinin iistiinde bir pH’da H* iyonu vererek iyonlarina ayrilirlar. Bazlar ise
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pK degerlerinin altinda bir pH’da ortama (OH") iyonu verirler. Birden fazla pK degerine sahip
bilesikler ortama birden fazla H iyonu verme ya da alma 6zelligindedir.

Biyokimyasal reaksiyonlar her reaksiyona 6zgii sabit bir pH degerinde meydana gelir. Bu
bakimdan reaksiyon ortaminin pH degerinin tampon sistemlerle sabit olarak korunmasi 6nem
tasir. Tamponlar zayif bir asit veya baz ile ilgili tuzundan olusan ve reaksiyon ortamindaki pH
degisikligine karsi koyan sistemlerdir. Tamponun etkinligi, tampon sistemin pK degeri ile ortamin
pH degerine baglidir. Tamponun pK degeri ortamin pH degerine ne kadar yakinsa o kadar
kuvvetli tamponlama etkisi meydana gelir. Proton alicisinin molar konsantrasyonunun, proton
vericisinin molar konsantrasyonuna esit oldugu durumlarda, Henderson-Hasselbalch esitligine
gore pH=pK oldugundan maksimum tamponlama kapasitesi goriiliir. Genel bir kural olarak,
tamponun optimum pH’s1 pH=pK=+1 sinirlar1 i¢inde olmalidir. Asetik asit/Asetat tamponunun
pH=pK degeri 4.73’diir. Yukarida verilen genel kurala uygun olarak Asetik asit/Asetat
tamponunun optimum tamponlama kapasitesi 4.0-5.5 degerleri arasindadir. Bu araligin altindaki
ve iistiindeki degerlerde tamponlama kapasitesi énemli 6l¢iide azalir. Kan plazmasinin pH’s1 7.4;
bikarbonat-karbonik asit, laktik asit-laktat, amonyum-amonyak sistemlerinin pK degerleri ise
sirastyla 6.1, 3.9, 9.4°diir. Bu tampon sistemler i¢inde en yiiksek tamponlama kapasitesine
yukaridaki aciklamaya bagli olarak bikarbonat-karbonik asit sistemi sahiptir.

Henderson-Hasselbalch esitliginin hesaplanmasi

Henderson-Hasselbalch esitligi tampon etkisinin ve organizmadaki asit-baz dengesinin
anlasilmasinda 6nem tagir. Zayif bir asidin (HA) ayrismasi ile H* ve A” iyonlari olusur.

HA - H + A

Asidin ¢oziiniirliik sabiti (K,) asagidaki esitlikten hesaplanir.
K, =[H][AT]/[HA]

[H*] esitligin sol tarafina gekilir.

[H']=K.[HA]/ [A]

Esitligin her iki tarafinin negatif logaritmasi alinir.

-log [H'] = -log K, -log [HA]/ [A"]

-log [H*] yerine pH, -log K, yerine ise pK, konulur.
pH=pK, - log [HA]/ [AT]

-log [HA]/ [A'] ifadesindeki pay ve paydanin yer degistirmesiyle (-) isareti (+) ya doniisiir ve
Henderson-Hasselbalch esitligi elde edilir.

pH=pK, + log [A"]/ [HA"]

pH=pK, + log [proton alicis1] / [proton vericisi]
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Tablo 7.1: Tampon ¢ozeltilerde siklikla kullanilan bazi asit ve bazlarin pKa degerleri

Asit veya Baz pK, (25 °C)
Asetik asit 4.75

Barbiturik asit 3.98

Karbonik asit 6.10, 10.22
Sitrik asit 3.10, 4.76, 5.40
Glisilglisin 3.06, 8.13
Hepes* 7.50

Fosforik asit 1.96, 6.70, 12.30
Fitalik asit 2.90, 5.51
Pipes** 6.80

Siiksinik asit 4.18, 5.56
Tartarik asit 2.96, 4.16
Trig*** 8.14

*4(2-hidroksietil)-1-piperazin-etansiilfonik asit
**],4-piperazindietansiilfonik asit
##%2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol

pHmetre ve tampon hazirlanmasi

pHmetreler elektrokimyasal esasa gore calisan cihazlardir. Tamponun pH’s1t HCI yada
NaOH ile ayarlanmadan 6nce, pHmetrenin kalibrasyon ayar1 pH 7.0 ve daha sonrada asit ya da
alkali pH’daki (pH 4.0 veya 9.0) standart tamponlarla yapilmalidir. pH 6l¢iimiiniin kesinligi
ornekle temas halindeki cam (indikator) elektrotun ve icerdigi tamponun Ozelligine, ortam
sicakligina, kalibrasyon tamponunun dogruluguna ve referans elektrot icindeki elektrolitin
ozelligine baglidir. Referans elektrot, referans elektrolit ( 3 M KCl) ile dolu haldedir. Referans
elektrolit eksildiginde hazirlanilarak tamamlanmasi gerekebilir. Normalde cam elektrotun omrii 1-
3 yil arasindadir. Cam elektrot eskidik¢e kalibrasyonu giiclesir. Sadece hidrojen iyonlarina
gecirgen olan cam elektrot rejenerasyon amaciyla, once 5 dakika %4’liikk NaOH i¢inde, daha
sonrada %4’liikk HCI icinde tutulur. Cam elektrot kullanilmadigi zamanlar mutlaka deiyonize veya
distile su icinde tutulmahidir. pH Olclimii, indikator elektrotla, referans elektrot arasindaki
potansiyel farkinin 6l¢iilmesi temeline dayanir.

Tamponlar tampon maddenin son miktarinin bir miktar distile suda ¢oziinmesiyle hazirlanir.
Tampon cozeltinin pH’s1 duruma gore HCI veya NaOH ile titre etmek suretiyle ayarlanir.
Istenilen konsantrasyondaki son hacme ise distile su eklenerek ulasilir. Henderson-Hasselbalch
esitligi geregince distile su eklemekle [proton akseptoriil/[proton donérii] oram
degismeyeceginden tamponun pH’s1 sabit olarak kalir. Spesifik bir pH degerindeki potasyum (ve
sodyum) fosfat tamponlari; K,HPO, veya KH,PO, tuzlarindan ayri, ayri hazirlanan belirli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin, yine belirli hacimlerde karistirilmasiyla hazirlanir. Tamponlarin
hazirlanmasiyla ilgili oran ve konsantrasyonlar1 iceren tablolar degisik bagvuru kitaplarinin
eklerinde yer almaktadir. pH, sicaklik ile iligkili oldugundan tamponun pH degeri 25 °C de
ayarlanmalidir. Fazla miktarda tampon gerektiginde, konsantre olarak hazirlanan tampondan
uygun oranda diliisyon yapilarak arzu edilen konsantrasyonda tampon hazirlanabilir.
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Sorular ve cevaplari

Soru 1: pH degeri 3.75 olan kirmizi sarabin hidrojen iyonu konsantrasyonunu hesaplayiniz.

Cevap: pH= -log [H']
-log[H*]=3.75
Esitligin her iki tarafi -1 ile carpilir.
log[H"]=-3.75
Esitligin her iki tarafinin antilogaritmasi alinir.
[H=18x10"

Soru 2: 0.02 M’lik NaOH c¢ozeltisinin pH’sin1 hesaplayiniz.

Cevap: Kuvvetli bir baz olan NaOH sulu ¢ozeltilerde tamamiyla Na* ve OH iyonlarina ayrilir.
Dolayistyla OH™ iyonu konsantrasyonu, 0.02 M olan NaOH konsantrasonuna esittir. Kuvvetli
bazlarla ilgili pH hesaplamalarinda suyun iyonizasyonu ile ortaya ¢ikan H" iyonu konsantrasyonu
cok kiiciik oldugundan ihmal edilebilir. Problemin ¢6ziimiinde ilk asama pOH degerinin
hesaplanmasidir. Daha sonra pOH degeri 14’ten cikarilarak pH degeri hesaplanir.

pOH = -log (0.02)
=-(-1.7)=1.7

pH + pOH =14

pH=14-1.7=12.3

Soru 3: 0.1 M NaOH ¢ozeltisindeki H iyonu konsantrasyonunu hesaplayiniz.
Cevap: Ks = [H'] [OH]=1.0x 10" M? [H*|=Kq/ [OH]=1.0x 10*M?/10' M=10"M

Soru 4: H* iyonu konsantrasyonu 0.00013 M olan ¢6zeltideki, OH" iyonu konsantrasyonunu
hesaplayiniz.

Cevap: Ky = [H'] [OH] =1.0 x 10" M?
[OH]=Ky/[H=1.0x 10 M?*/13x10*=7.7x10"'M

Soru 5: 1 mL 0.1 mol HCl ¢dzeltisinin, 10 mL 0.1 M sodyum asetat ve 10 mL 0.1 M asetik
asitten olusan tampon ¢ozelti iizerine ilave edildigini diistinelim. Bu durumda yeni karistmin pH
degeri ne olur?

Cevap: 1 mL 0.1 M HCI tampon ¢ozeltide bulunan 1 mL 0.1 M sodyum asetat ile reaksiyona
girerek asetik asite doniisecektir. Bu durumda yeni ¢ozeltideki [Tuz] / [Asit] oran1 9 / 11 olur.
Asetik asidin pKa degeri Tablo 1’den bulunur. Cozeltinin pH s1 asagida goriildiigii gibi
hesaplanir.

pH=4.73 +log 9/11 =4.73 + log 9 —log 11=4.73 + 0.9542 — 1.0414 = 4.64
olarak hesap edilir.

1 mL 0.1 mol HCl ilavesinden 6nce ¢ozeltinin pH st

pH=4.73 + 1log 10/10=4.73 + 0 =4.73

pH degisimi =4.73 — 4.64 =0.09
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Soru 6: 1.025 g anhidrit sodyum asetat’in (MW=82) 100 mL 0.25 M asetik asitte ¢dziinmesiyle
hazirlanan tamponun pH’ sin1 hesaplayiniz. Asetik asit pK, = 4.75 (Tablo 1)

Cevap: [Sodyum asetat]=10.25 g/LL = 10.25 g/LL x 1 mol / 82 g/mol = 0.125 M
pH = pK., + log ([Asetat] / [Asetik asit])=4.75 + log (0.125/ 0.250)
pH=4.75-0.30 =4.45

Soru7: 1L, pH=7.1, 0.1 M fosfat tamponu hazirlamak i¢in, ka¢ g NaH,PO, ve Na,HPO,
gereklidir. (PK,,=6.8, Na=23 P=31 O=16)

Cevap: H,PO, <> HPO,*

7.1=6.8 + log ( [HPO,*]/ [H,PO,4 1)

Esitligin her iki tarafinda 6.8 degeri ¢ikartilir.
0.3=log ( [HPO4*]/ [H,PO4 1)

Esitligin her iki tarafinin antilogaritmasi alinir.
2.0 = ([HPO,*1/ [H,PO4 1)

Yukaridaki esitligin sol tarafindaki “2” degeri 1 L ¢6zelti icindeki konjuge baz/ konjuge asit molar
konsantrasyonunu vermektedir.

[HPO,*] =2[H,PO, ] olduguna gore, toplam iyon konsantrasyonunu gosteren asagidaki
denklemde [HPO4*] yerine 2[H,PO,’] konulur.

[H,PO, ]+ 2[HPO,”1=0.1 M

[H2P04_ 1+ 2[2 H2P04_] =0.1M

5SH,PO4 =0.1 M

[H2P04_] :0020

Esitlikteki “2” degerini elde edebilmek i¢in [HPO,*] =0.040 olmalidir. Buradan asagidaki
miktarlar kolaylikla hesaplanabilir.

[HPO,*1=0.040 mol=0.040 x 142=5.68 g
[H,PO4 ]=0.020 mol=0.020 x 120=2.40 g

Soru 8: 2 L,1 M, pH=8.0 sodyum fosfat tamponu hazirlanmasi istenmektedir. 1 M monobazik
sodyum fosfat (NaH,PO,) ve 1 M dibazik sodyum fosfat (Na,HPO,) stok ¢ozeltilerinden ne kadar
alip karistirilarak istenen tampon hazirlanabilir.

Cevap: Monobazik sodyum fosfat (NaH,PO,) suda Na*ve H,PO, iyonlarina ayrilir. H,PO,
(fosforik asit, konjuge asit) daha sonra HPO, (konjuge baz) ve H* seklinde iyonize olur. Bilesigin
25 °C’de pK, degeri 6.82°dir.

pH ve pK, degerleri Henderson-Hasselbalch denkleminde yerine konulur.

pH=pK, + log [A-] / [HA]

=6.82 + log [HPO4'2] / [H,POyT]

Esitligin her iki tarafinda 6.82 degeri ¢ikartilir.
1.18 =log [HPO,] / [H,PO4]

Logaritmik bir deger olan 1.18’in ve log [HPO,?] / [H,PO,] antilogaritmasi alinr.
[HPO,™] / [H,PO47] = 15.14 olarak bulunur.
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15.14 kistm [HPO4] 1 kisim [HoPOL] ile karistirilarak toplam 16.14 kisim tampon elde edilir.

2 L tampon icin

[Na, HPO,]=15.14/16.14x2L=1.876 L
[NaH,PO4] = 1/16.14 x2 L =0.124 L

Hesaplanan bu iki hacimdeki ¢ozeltilerin karistirilmasiyla gerekli olan tampon hazirlanir.
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YENIi GELISTIRILEN BiR Bi)(OANALiTiK YONTEMIN
DENEYSEL GECERLILIGININ TEST EDILMESI

Laboratuvar ortaminda, objektif olarak saptanmis kalite kontrol performans verilerine
dayanarak yeni bir biyoanalitik yontemin gecerliliginin test edilmesi, Olciilecek parametrenin
diizeyinin giivenilir olarak belirlenmesinde Onem tasimaktadir. Calisilmaya baslanacak yeni
yontemin dogruluk “accuracy” ve kesinlik “precision” performansinin test edilmesi, yeni yontem
izerinde etkili olan analitik faktorlerin yeterli olarak anlasilmasi ve degerlendirilmesine baghdir.
Kesinlik ve dogruluk sinonim terimler degildir (Sekil 8.1). Kesinlik, dogruluk ve saptama sinir1
“detection limit” gibi analitik performans kriterleri bilyiik dl¢iide mevcut deney kosullarina ve
kullanilan analitik sistemin 6zelliklerine baglidir. Hem manuel hem de otomasyon sistemlerinde
gerceklestirilen analizlerde pipetleme, zaman ve reaksiyon hizi gibi faktorlere bagh olarak
sistematik ya da tesadiifi hatalar olussa da, otomasyon yontemlerinde genel olarak kesinlik daha
yiiksektir. Denge durumundaki bir reaksiyonda ileri ve geriye dogru olan reaksiyon hizlar
birbirine esit oldugundan, olusan iiriinlerin konsantrasyonu denge durumunda ol¢iilmelidir. Analiz
edilecek maddenin diisiik konsantrasyonda bulunmasi, reaktiflerin pipetleme sirasi, pipetleme
teknigi, reaksiyon ortaminin sicaklifi, inkiibasyon siiresi, reaksiyona giren maddelerin karisma
hiz1 gibi faktorler reaksiyon hizin1 ve kimyasal dengeyi etkiler.

Biyoanalitik yontemler ortaya koyduklari sonuglarin 6zelligine gore {i¢ grupta
incelenebilir. Kalitatif yontemler herhangi bir analitin analiz edilecek Ornekteki varligi ya da
yoklugunu, kantitatif yontemler ise o Ornekteki analit konsantrasyonunu belirlemekte kullanilir.
Semikantitatif yontemler Ol¢iilen madde konsantrasyonunun daha onceden belirlenmis olan
referans konsantrasyonun altinda ya da iistiinde olup olmadigini gosterirler.

Sekil 8.1. Sekildeki (x ) drnegin test edilen parametre igin gercek “accurate” degerini ifade
etmektedir. A,B ve C dairelerinin icinde goriilen noktalar ayn1 6rnegin ii¢ farkli yontem ile
calisilmasi sonucu elde edilen degerlerin dagilimimi gostermektedir. A: Kesin degil fakat dogru B:
Kesin fakat dogru degil C: Kesin ve dogru
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Analitik Kesinlik ve Dogruluk

Analitik yontemlerdeki belirsizlik iki biiyiik grup altinda incelenebilir: Tesadiife bagli hata
random error (RE) tiim deneysel verilerde vardir. Onceden kestirilmesi veya tamamen ortadan
kaldirilmast olanaksizdir. Biyokimyasal reaksiyonlarin olusum mekanizmalarinda reaksiyona
giren molekiiller arasindaki c¢arpigsmalarin tesadiifi olmasi nedeniyle, ya da Ol¢ctim yapilan
cihazdaki kiiciik voltaj oynamalarina bagli olarak meydana gelir. Tesadiifi hata herhangi bir
zaman araliginda gercek degerden pozitif ya da negatif yonde sapmalara neden olur ve sonuclarin
kesinligini etkiler. Sistematik hata “systematic error” ¢ok veya az sayida sabit hata sonucu olusur.
Bu durumda gercek degere gore, Olgiilen degerde siirekli olarak goriilen pozitif ya da negatif
yonde bir sapma mevcuttur. Oransal sistematik hata yiliksek konsantrasyon diizeylerinde, sabit
sistematik hata ise analitik Olctim sinirlar1 icinde goriiliir. Sistematik hataya, spektrofotometrik
Olciim sirasinda 6rnek absorbansinin analit icermeyen koriin absorbansina gore diizeltilmedigi
durumu 6rnek olarak gosterebiliriz. Bu durumda hatali olarak analiz edilen 6rnekte yiiksek analit
konsantrasyonu saptanir. Ornek matriksindeki hemoliz gibi interferans olusturan nedenler
sistematik hataya neden olur. Sonuclarin dogrulugunu etkileyen sistematik hata sertifikali referans
(kalite kontrol) materyali kullanilarak gercek degerden sapmanin gozlenmesi sonucu, gerekli
diizeltici ve Onleyici faaliyetlerin yapilmasiyla ortadan kaldirilabilir. Sistematik (SE) ve tesadiifi
hatanin (RE) toplami, toplam hatay1 (TE) verir.

TE=SE + RE

Deney yontemini kalibre etmekte kullanilan, bilinen miktarda analit iceren cozeltilere
standart (kalibrant) adi verilir. Deney sonuclar1 elde edilen bu kalibrasyon degerlerinden
hesaplanir. Deney yontemi bir kez kalibre edildikten sonra, deneyin kesinlik ve dogrulugu
kontroller kullanilarak izlenir. Yontemin kesinligi konsantrasyonla degistiginden; kesinlik dl¢ciim
yapilacak konsantrasyon aralifinda, diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyon diizeylerindeki kontrol
materyali kullanilarak test edilmelidir.

Kesinlik bir testin ayni1 sonucu verme yeteneginin, tekrarli Slgiimlerle test edilmesidir.
Tekrarl1 6l¢iimler tek bir defada, ya da farkli zaman araliklarinda yapilabilir. Kesinlikle ilgili veri
analizi yeni biyoanalitik yontemin gecerliliginin test edilmesindeki ilk basamaktir. Eger yontemin
kesinligi zayifsa bu durumda yontemin gecerliliginin test edilmesiyle ilgili diger deneyler,
istenilen kesinlige ulasincaya kadar ertelenir. Kesinligin test edilmesinde asagidaki esitlikte
verilen degisim katsayis1 “coefficient of variation” %CV degeri kullanilir. Tesadiifi hatay1 (RE)
saptamakta kullanilan %CV standart sapmanin biiyiikliigii ile ortalama arasindaki iliskiden
etkilenir. Standart sapma (SD) degeri arttikca %CV degerinin arttig1 goriilir. % CV ve RE’nin
hesaplanmasinda kullanilan esilikler asagida verilmistir.

% CV=(Standart sapma/ortalama) x 100
RE =2.58 x SD

RE < E4 (Allowable error: izin verilebilir hata) durumunda tesadiifi hata kabul
edilebilir sinirlar icindedir

Yontemin %CV degeri analizin yapildigi laboratuardaki ortam kosullarindan 6nemli
oOlciide etkilenir. Ortama bagli degiskenler arasinda reaksiyonun gerceklestigi sicaklik, reaktiflerin
kaynagi, kalitesi ve reaktiflerin pipetlenmesindeki tekrarlanabilirlik sayilabilir. Precision ¢aligmast
ayni laboratuarda yapiliyorsa “intralaboratory study”, farkli laboratuarlarda ‘“‘interlaboratory
studies” yapilana gore daha yiiksek bir kesinlik degeri beklenir. Laboratuar i¢i kesinlik ¢aligsmasi
intraassay (within-run) ve interassay (between-run) olmak iizere iki sekilde gergeklestirilebilir.
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Intraassay precision calisma ayni lot numarasina sahip reaktifler kullanilarak, kontrol olarak
kullanilan 6rnegin analiz sisteminde tek bir kerede ¢alisilmasi esasina dayanir. Interassay kesinlik
profili ise kontrol olarak kullanilacak Ornegin farkli analiz tekrarlarinda, ya da farkli giinlerde
calisilmasiyla elde edilir. Interassay kesinlik profili intraassay’e gore genellikle daha zayiftir.

Accuracy (Dogruluk) yeni ya da mevcut analitik yontemin dogru sonucu verme
yetenegidir. Analiz sonucunda gozlenen deger, gercek degere ne kadar yakinsa yontem analitik
olarak o kadar dogrudur. Yeni yontemin referans yontemle karsilastirilabilmesi i¢in minimun 40
ornekten olusan hasta grubunun her iki yontemle de calisilmasi ve sonuglarin eslendirilmis t-testi
ve lineer regresyon analizi gibi istatistiksel metotlarla analiz edilmesi gereklidir. Sabit hata
“Constant error” (CE) “bias” olarak da adlandirilir. Ayn1 6rnek her iki yontemle calisildiktan
sonra sonuglar arasindaki fark CE’1 verir.

CE=[Y-X]

Ideal olan analitik yontemin interferans ya da capraz-reaktivite olmadigi takdirde
ornekteki analiz edilecek maddenin tamamin1 %100 verimlilikle saptayabilmesidir. Yontemin
dogrulugunu test etmek icin, standart referans materyal olarak kullanilan ornekteki yiiksek
kesinlik ve dogruluktaki analit konsantrasyonlar1 ile test sonucu elde edilen degerleri
karsilastirmak gereklidir.

Recovery (Verimlilik)

Recovery caligmasi iizerinde calisilan yontemin, Ornekteki analiz edilecek maddenin
tamamin Ol¢iip 6lgmedigini anlamak i¢in yapilir ve yontemin analitik dogrulugunu anlamamiza
yardimc1 olur. Ornegi olusturan matriksin yapisindaki bilegenlerin olgiilecek madde ile
olusturduklar1 kompleksler kimi zaman maddenin tamaminin 6l¢iilmesini engelleyebilir. Standart
referans materyal olarak kullanilan 6rnek yiiksek derecede saf ve matriks etkisi gostermeyen bir
ozellige sahiptir.

Recovery calismasinda hasta ornekleri {izerine oOlciilecek olan analitten belli miktar ve
konsantrasyonda ilave edilir. Baseline (Temel diizeydeki) o6rnek olarak secilen, dlgiilecek olan
analiti diisiik konsantrasyonda iceren hasta 6rnegi iizerine saf ve yiiksek konsantrasyonda bulunan
standarttan belli bir miktar ilave edilir. Ilave edilen hacim hasta 6rnegini 1:10’dan daha fazla
oranda diliie etmemelidir. Asagidaki esitliklerden faydalanilarak recovery hesaplamalari
gerceklestirilebilir.

Eklenen konsantrasyon = Standart konsantrasyonu x [mL standart / (mL standart + mL 6rnek)]
Recovery konsantrasyonu = Analit eklenmis 6rnegin konsantrasyonu - Baseline konsantrasyonu
% Recovery = (Recovery konsantrasyonu / Eklenen konsantrasyon) x 100

9% 95’in iizerindeki recovery degerleri analitik olarak kabul edilebilir 6zellik tasir.

Ortalama recovery hesaplandiktan sonra oransal hata proportional error (PE) asagidaki
esitlikten faydalanilarak hesaplanilabilir.

(PE)=[(% Recovery-100) x (Ortalama / 100)]
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Lineerite (Dogrusallik)

Yeni analitik yontemin dogrulugunun test edilmesindeki ilk basamak lineerite’nin kontrol
edilmesidir. Lineerite calismasi istenilen analitik aralik icindeki belirli konsantrasyondaki
standartlarin genellikle iiclii olarak calisilmasi esasina dayanir. Grafik gosterim metodunda x
eksenine beklenen analit konsantrasyonlari, y eksenine ise gozlenen konsantrasyonlar yerlestirilir.
Boylelikle analitik araligin alt ve {ist sinirlar1 da belirlenmis olur. Bu noktalardan gecen dogru
eksenlerle 45%lik bir ac1 gosteriyorsa yontemin dogrusalligi onaylanir. Matematiksel yontemde
ise her standart i¢cin % recovery degeri asagidaki esitlikten hesaplanir.

% Recovery = (Olgiilen konsantrasyon x 100) / Hesaplanan konsantrasyon

% recovery %95 degerine esit ya da daha yiiksek bir deger tasiyorsa ydntemin
dogrusalligi kabul edilebilir sinirlar icerisindedir.

Sorular ve cevaplari

Soru 1: Giinliik olarak analiz edilen, glukoz i¢in tanisal karar diizeylerindeki kontrol ¢ozeltileri A
(~120 mg/ dL) ve B ( 300 mg/dL) i¢in asagidaki verileri kullanarak ortalama (X), standart sapma
(SD) ve %CV degerlerini hesaplayiniz.

Tablo 8.1: Kontrol ¢ozeltilerinde dlciilen glukoz konsantrasyonlari

Kontrol Cozeltisi A 118 120 121 119 125 118 122 116 124 123 117 117 121
(mg/dL)

120 120 119 121 123 120 122

Kontrol Cozeltisi B 295 308 296 298 304 294 308 310 296 300 295 303 305
(mg/dL)
300 308 297 297 305 292 300

Cevap: Kontrol ¢ozeltisi A

X=3x/n=2406/20=1203

SD=VZ (x-x)*/n-1 =243 mg/dL
%CV=(SD /i) x 100 =(2.43/120.3) x 100 = % 2.0
Kontrol ¢ozeltisi B
X=X x/n=6011/20=300.5 mg/dL
SD=vVE (x - x>/ n-1 = 5.45 mg/dL
%CV=(SD /i) x 100 = (5.45/300.5) x 100 =% 1.8
Soru 2: Klinik biyokimya laboratuarinda kullanilacak bir glukoz kitinin prospektiisiinde yer alan

listede 120 mg/dL glukoz konsantrasyonunda standart sapmanin (SD) 4’e esit oldugunu ve farkli
glukoz konsantrasyonlarinda SD’nin degismedigi yazmaktadir. Ayrica bu konsantrasyon
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degerinde %CV’nin %3 olarak hesaplandig1 belirtilmektedir. Verilen SD degerinin precision
tizerine olan etkisini 50 ve 250 mg/dL glukoz konsantrasyonlarinda hesaplayarak agiklayiniz.

Cevap: %CV = (Standart sapma / Ortalama) x 100
%CV =4/50x100=% 1.2
%CV =4/250x 100 =% 6.2

Kitin vermis oldugu sonu¢ 50 mg/dL degerinde, %CV nin kiiciik olmasi nedeniyle daha yiiksek
bir precision degerine sahiptir.

Soru 3: Bir hastaya ait serumun 6rnegi tek bir defada 10 kez calisiliyor. Calisma sonucu ortalama
glukoz konsantrasyonu 119.2 mg/dL, standart sapma ise 2.01 mg/dL olarak hesaplaniyor.
Intraassay precision ve tesadiifi hata degerini hesaplaymiz. Glukoz o6l¢iimii i¢in Clinical
Improvement Amendments of 1988 (CLIA-88) izin verilen toplam hata (TE) ya da diger bir
ifadeyle izin verilebilen hata (E,) degeri: hedef deger £ 6 mg/dL degerine esittir.

Cevap: %CV = (Standart sapma / Ortalama) x 100
%CV =(2.01/119.2)x 100=1.7

RE =2.58 x SD=2.58 x 2.01 =5.18

RE < E, oldugundan tesadiifi hata kabul edilebilir diizeydedir.
Soru 4: Clinical Improvement Amendments of 1988 (CLIA-88) diizenlemelerine gbre potasyum
icin izin verilen Ex=0.5 mmol/L degerindedir. Kontrol serumu 20 giin siireyle her giin bir kez
olmak iizere test ediliyor. Elde edilen potasyum sonuglarinin ortalama ve standart sapma degerleri
sirastyla 5.5 mmol/L. ve 0.07 mmol/L olarak bulunuyor. Tesadiifi hatayr (RE) hesaplaymniz. Bu
hata kabul edilebilir sinirlar icindemidir?
Cevap: RE=2.58 x S=2.58 x 0.07 mmol/L=0.18

RE<EA oldugu icin RE kabul edilebilir sinirlar icindedir.
Soru 5: Asagidaki tabloda verilen recovery verilerinden yararlanarak her bir deney icin ayri, ayri
ve ortalama deger olarak % recovery hesaplamasin1 yapiniz. Sonuglar1 degerlendiriniz. Deneyler
iki farkli konsantrasyon diizeyinde standart kullanilarak, A’dan E’ye kadar bes farkli hasta

serumunda gerceklestirilmistir.

Tablo 8. 2: Recovery deneyi sonuglari

Ornek 0.9 mL Serum+ 0.1 mLsu 0.9 mL Serum + 0.1 mL 500 0.9 mL Serum + 0.1 mL

mg/dL standart 1000 mg/dL standart
A 59 110 156
B 63 112 160
C 76 126 175
D 90 138 186
E 225 270 320
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Eklenen konsantrasyon = standart konsantrasyonu x [mL standart / (mL standart + mL serum)]
Recovery konsantrasyonu = Analit eklenmis 6rnegin konsantrasyonu — Baseline konsantrasyonu
9% Recovery = (Recovery konsantrasyonu / Eklenen konsantrasyon) x 100

Cevap:

Eklenen konsantrasyon = 500 mg/dL x [0.1 mL standart / (0.1 mL standart + 0.9 mL serum)]
Eklenen konsantrasyon = 50 mg/dL

Recovery konsantrasyonu = Analit eklenmis 6rnegin konsantrasyonu — Baseline konsantrasyonu
=110-59 =51

% Recovery = (Recovery konsantrasyonu / Eklenen konsantrasyon) x 100
9% Recovery = (51/50) x 100=%102

Diger degerler i¢in % Recovery hesaplamalari benzer sekilde yapilarak asagidaki degerler elde
edilir.

Eklenen konsantrasyon = 50 mg/dL 100 mg/dL
Recovery (%) Recovery (%)

102 97
98 97
100 99

96 96
90 95

% Recovery %97.2 9%96.8

Ortalama Recovery R=%97
Her iki standart icin ortalama % recovery >%95 oldugu i¢in kabul edilebilir sinirlar i¢indedir.
Soru 6: Kalsiyum i¢in yapilan recovery ¢alismasinda 6rnekler asagidaki sekilde hazirlanmugtir.
Ornek 1: 2.0 mL serum + 0.1 mL H,O
anek 2:2.0 mL serum + 0.1 mL 20 mg/dL kalsiyum standarti
Ornek 3: 2.0 mL serum + 0.1 mL 50 mg/dL kalsiyum standarti
Ornek 1,2 ve 3 i¢in olgiilen kalsiyum degerleri sirasiyla 7.50 mg/dL, 8.35 mg/dL, 9.79 mg/dL

olarak bulunmustur. % Recovery degerlerini hesaplayiniz.

Cevap:
Eklenen konsantrasyon = 20 mg/dL x [0.1 mL standart / (0.1 mL standart + 2 mL serum)]=0.95

Recovery konsantrasyonu = 8.35 — 7.50=0.85

% Recovery = (0.85/0.95) x 100=%89.47

Eklenen konsantrasyon = 50 mg/dL x [0.1 mL standart / (0.1 mL standart + 2 mL serum)]=2.38
Recovery konsantrasyonu = 9.79 — 7.50=2.29

% Recovery = (2.29 / 2.38) x 100=%89.47=%96.22
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Soru 7: Potasyum i¢in ortalama recovery % 99, ortalama kontrol serumu degeri ise 5.5 mmol/l
olarak bulunduguna gore oransal hatayr hesaplayiniz. Ex=0.5 mmol/L

Cevap: (PE)=[ (recovery-100) x (ortalama/100)]

PE=[ (99-100) x (5.5/100)]=0.05 mmol/L

PE < E4 oldugundan oransal hata kabul edilebilir diizeydedir.
Soru 8: Kalsiyum yontemine, ortamdaki magnezyumun interferansini test etmek i¢in 6rnekler
asagidaki sekilde hazirlanmigtir.
Ornek 1: 1.0 mL serum + 0.1 mL H,O
anek 2: 1.0 mL serum + 0.1 mL 10 mg/dL magnezyum standarti
Ornek 3: 1.0 mL serum + 0.1 mL 20 mg/dL. magnezyum standart
Ornek 1,2 ve 3 icin olgiilen kalsiyum degerleri sirasiyla 9.80 mg/dL, 10.53 mg/dL, 11.48 mg/dL
olarak bulunmustur. Ornek 2 i¢in eklenen magnezyumun konsantrasyonunu ve interferans
degerini hesaplayiniz.
Cevap:
Eklenen konsantrasyon = standart konsantrasyonu x (mL standart / mL standart + mL serum)
Interferans= Analit eklenmis testin konsantrasyonu — Baseline konsantrasyonu
Eklenen konsantrasyon = 10 mg/dL x (0.1 mL standart / 0.1 mL standart + 1 mL serum)=0.909
Interferans=10.53 — 9.80 =0.73
Soru 9: Laboratuar yeni glukoz yontemi i¢in bir dizi lineer standart satin aliyor. Standartlar yeni
metotla {iglii olarak calisiliyor. Her standart icin ¢alismalarin ortalamasi aliniyor ve sonra %
recovery degerleri hesaplaniyor. Yontemin dogrusalligini degerlendiriniz.
Cevap: % Recovery asagida verilen esitlikten yararlanilarak hesaplanir.

% Recovery = (Olciilen deger / Beklenen deger) x 100

Tablo 8.3: Glukoz standartlarindaki ol¢iilen ve beklenen glukoz degerlerinin recovery iizerine

etkisi
Standart No.  Beklenen Glukoz Degerleri ~ Olciilen Glukoz Degerleri % Recovery
1 25 24 96.0
2 60 57 95.0
3 100 96 96.0
4 120 115 95.8
5 250 241 96.4
6 400 390 97.5

Aciklama: % Recovery degeri tiim standartlar i¢in %95’in iistiinde oldugundan yontem lineerdir.
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Soru 10: Potasyum i¢in yontem karsilastirma ¢alismasi yapiliyor. Lineer regresyon analizi sonucu
elde edilen y=ax + b dogru denkleminden y=-0.057 a=1.02 olarak hesaplaniliyor. Potasyum i¢in
ortalama kontrol serumu degeri 5.5 mmol/l olduguna gore sistematik hatayr hesaplayiniz. Toplam
hata 0.23 mmol/L oldugu durumda, tesadiifi hata orani nedir? E,=0.5 mmol/L
Cevap: SE=[ (y + a x konsantrasyon) — konsantrasyon) ]

SE=[ (-0.057 + 1.02 x 5.5) - 5.5) ] = 0.053

SE< E, oldugundan sistematik hata kabul edilebilir diizeydedir.

TE =RE + SE

0.23=RE + 0.053 — RE =0.177
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Frekans

Glutatyon
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Tirozin

To contain pipetler (TC)
To deliver pipetler (TD)
Toplam hata
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Yercekimi ivmesi
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