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BILIROBIN MIKTAR TAYININDE STANDART PROBLEMi

Dr.Kemal Uzkan(x)

OZET

Biliriibin miktar tayininde standart madde olarak
saf biliriibin elde edilmesinin gliglidl gdzdniine alinarak,
onun yerine ge¢mek lizere ileri siliriilen kimyasal maddelerden
birisi olan kobalt siilfat incelendi. Belirli biliriibin kon-
santrasyonuna kargilik olabilen kobalt siilfat konsantrasyonu
spektrofotometrik metotla hesaplandi. Elde edilen renk sid-
deti (optik dansite) esdederligi sonucuna gére standart egri

grafigi hazirlanmasi amaciyla bir caligma gemasi diizenlendi.

SUMMARY
Standard problem in the bilirubin estimation.

Since the preparation of the bilirubin standard
presents a number of problems, we used a solution of cobal-
tous sulphate solution according Van den Bergh for the bili-
rubin estimation in serum. We calculated the optical density
equivalence of known bilirubin and cobaltous sulphate concent-
rations. From this equivalence value we carried out a wor-

king scheme to prepare standard curve.

- Bilindigi lizere eritrositlerin retikiilo endotelyal
sistemde parcalanmasiyla agiga gikan hemoglobin, hiicre igin-
de koleglobin ve verdohemoglobin gibi ara maddelerinden sonra
biliriibine kadar degisim siirecine ugrar. Biliriibin, serbest
durumda jken suda ¢bziilmeyen toksik bir maddedir. Safra ve

bibrek yoluyla atilamaz. Uistelik serum albiiminiyle birlesgir.

(x) Bursa Tip Fakiultesi Biyokimya Kiirsii Bagkani
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Karaciger parenkim hiicresi igimde gliikuronik asitle birleg-
tirilerek biliriibin gliikuronat (bagli biliriibin = direkt bi-
liriibin) geklinde suda ¢dziinebilir ve dolayisiyla safra,

ya da bdbrek yoluyla digari atilabilir duruma getirilir.
Biliriibin, gliikuronatlagmakla toksik 6zelligini de kaybeder.
0 halde karacigerin bu gliikuronatlagtirma fonksiyonunu agan
miktarlarda viicutta serbest biliriibin (= indirekt biliriibin)
meydana getiren bir mekanizma (8rnegin hemolitik hastalik-
lar) varsa, kanda serbest biliriibin miktari artacak ve li-
pitlerin bol oldugu dokularda (drnegin merkez sinir siste-
minde, deri alti dokusunda) suda degil, yagli ortamda eri-
yebilen ve sari renkli bir madde olan biliriibin birikmesi
olayi (sarilik) goOriilecektir. Karaciger ve safra yollarin-
daki patolojik durumlarda ise viicutta biliriibin olugumu nor-
mal miktarlarda olsa bile, onun dogal atilim yolunun ariza-
s1 nedeniyle, gene kanda biliriibin birikimi gb&riilecektir.
Ancak bu durumda, parenkima hiicre bozuklugunda daha hafif,
tikanmalarda daha belirgin olmak iizere bagli (direkt) bili-

riibin seklinde artma olacaktair.

Uygulama alaninda (sariliklarda ameliyat endikasyo-
nu, neonatal sariliklarda kan defisimi endikasyonu koymada)
kan serumu biliriibin seviyesi, ¢ok faydali ve Olciilmesi ge-

rekli bir parametre olarak kargimiza c¢ikmaktadir.

Biliriibin miktar tayin metotlari, ya serumdaki bili-
riibinin sari remk giddetinin doZrudan dogruya spektrofoto-
metrik Slgiilmesine, ya da once zel kimyasal reaksiyonla
biliriibinin pembe renkli azobiliriibine ¢evrilmesine ve on-

dan sonra renk giddetinin Slgililmesine dayanmaktadir.
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Bagli biliriibin sulu ortamda ¢8ziindiigiinden, kolayca
diazolandirilarak azobiliriibine cevrilir. Halbuki serbest
biliriibinin bu reaksiyonu verebilmesi ig¢in ya alkol (etil
veya metil alkol) gibi ¢bziicliye ya da kafein gibi reaksiyon
hizlandiricisina gereksinme vardir. Bu nedenle serbest bi-
liriibine eski bir deyigle indirekt biliriibin adi verilegel-
migtir.

Oteki miktar tayinlerinde oldugu gibi biliriibin mik-
tar tayininde de 6nce saf maddeden yapilmis standart g¢dzel-
tiye gereksinme vardir. 1§te bu noktada laboratuarda gali-
gsanlar icin gii¢ problemler ortaya ¢ikmaktadir. (iinkii, saf
biliriibin elde etmeR zordur. Piyasadaki biliriibin preparat-
larinda saflik derecesi (purity) Z 70 e kadar dﬁ§mektedir(1)
Ne kadar hassas tartilirsa tartilsin saf olmiyan bir stan-—
dartla galismak yanlig sonuglara gotiiriir. Saf ve sabit bir

standartla caligmak geregi vardir.

(2,3,%) tarafindan da

Bu g¢aligmamizda bagka yazarlar
ogilitlenen kobalt siilfat ¢bzeltisinin biliriibin standardi
yerine kullanilmasi ve bundan standart egri grafigi (kalib-

rasyon) c¢izme olanaklari aragtirilacaktir.

MATERYEL VE METOD
Saf biliriibin (biliriibin, for biochemistry, Merck,
Art 1840 Lab.) kloroformda (Chloroform proanalysi, Merck)
ve kobalt siilfat (C0804.7H20.Merck) ise sulu ¢odzelti ha-
linde kullanildi. Olgmeler Beckman DU-2 spektrofotometresiy-

le yapildi. Kullanilan c¢ézeltiler agsagida gdsterilmigtir.

a) 0.007 mM. biliriibin ¢dzeltisi hazirlammasi: Igik-
tan korunarak yapilan tartiyla alinan 40.88 mg. biliriibinle

100 ml. 1ik kloroformda ana ¢dzelti hazirlandi. Bundan 1 ml.
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ye tamamlandi ve bdylece ga-

(0.007 mM veya 7x10-6M) elde

edildi. Zaman gecirmeden ve yine direkt giineg 1g1findan

sakinilarak spektrofotometrik 8lgiim yapildi (Olgiim degerle-

ri Tablo: 1 de gdsterilmisgtir).

Tablo:

1

Dalga Boylari (nm)

453 450 436
Optik dansite 0.414 0.412 0.375
Molar absorp-
siyon 59,143 58,286 53,571

(Not: Degerler ikiger &lglimiin ortalamasidir.)

b) £ 2.75 mg. biliriibin ¢bzeltisi: Kloroformda %27.5

mg. olarak hazirlanan ana g¢bzeltiden 10 kere kloroformla sey-
reltilerek hazirlandi.

c) Kobalt siilfat ¢bzeltisi: % 1 gr. sulu g¢bzelti.

Elimizdeki biliriibin preparatinin saflik derecesi
(purity) molekiil agirligi (Ma) = 584, konsantrasyon (¢)=%0.4088
mg. ve molar absorbsiyon (E) = 60.700 alinarak hesaplandi.

yiizde yiiz saflik der=cesindeki biliriibinin kloroform ngeltl’

sinin 453 nm. de molar absorpsiyon (molar optik dansitesi)

60 700 olduguna.gdre bizim hazirladigimiz 7 x 10-6 M cbzel-

tisinin olmas1 gereken optik dansitesi (A )
]

A, = 60 700 x 7 x 10 ° = 0.4249 duml
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Halbuki Tablo: 1 de gdriildiigli iizere buldupumuz de-
ger (Ab) 0.4140 dir. O halde,

0,4140
0,4249

Bagka deyigle elimizdeki biliriibin preparatinin saf-

Saflik ylizdesi = x 100 .= 97 dir.

lik derecesi 7 97 bulunmugtur.

Biliriibin (daha dojrusu azobiliriibin haline gevril-
mig biliriibin) ile kobalt siilfatin renk giddeti (optik dan-
site) egdegerliginin aragtirilmasi agagida anlatilan ydntem-
le yapildai:

Laboratuarlarimizda uygulamakta oldufumuz biliriibin

(3,5)

miktar belirtimi Malloy ve Evelyn metotlarinin modifiye
gsekliyle yapilmaktadir. Orijinal metotta nihai serum seyrelt-
mesi 1/25 oldugu halde bizim kullandigimiz modifiye gekil

1/27.5 tur.

(0,2 ml. serum + 1, 8 ml. su + 3 ml. metanol + 0.5

ml. diazo ayirici = toplam hacim = 5.5 ml.)

Bundan anlasilacagi iizere metodumuza gdre 27.5 ke-
ke seyreltilen Z 2.75 mg. lik biliriibin ¢dzeltisi nihai kon-
santrasyon olarak (spektrofotometre kiiveti iginde) Z 100 pg.

L1k konsantrasyona diigmektedir.

% 1 gr. kobalt siilfat ¢dzeltisi ve serum gibi iglem
goren (azobiliriibine gevrilen) 7 2.75 mg. biliriibin ¢bzeltisi
icin bulunan degerler ikiger &lglimiin ortalamasi olarak aga-

Bida gbsterilmislerdir.

Z 1000 mg. Kobalt Sitilfat:Z 100 pg. Biliriibin:

Optik dansite
(540 nm de) 0,197 0,131

-141-



Bursa Tip Fakiiltesi Dergisi
Say1 2. Yil 2.1975

Bu degerlere gdre, once 7 100 pg. biliriibine optik

dansite bakimindan esdeger kobalt konsantrasyonu bulundu:

1000, 0,131 = 956 mg.
0,137
Bundan sonra, serumda % 1000 pg. ve nihai konsantras-
yonda ise yiizde, —%%9%-= 36,4 pg. olan biliriibinin ver-
2

digi renge egdeBer optik dansite veren kobalt konsantrasyonu

hesaplandi:

956
—-—lm'—x 36,4 = 348 mg .

0 halde % 348 mg. konsantrasyonunda hazirlanacak
olan bir kobalt siilfat g¢dzeltisinin verecegi absorpsiyon

metodumuzla hazirlanan bir serumda % 1000 pg. (Z 1 mg.) bi-

liriibine egit olacaktir.

Bu temel veriden hareket edilerek standart egri

grafigi, Tablo: 2 deki caligma gemasina gore cizilmigtir.

Tablo: 2
[(Kor i1 2 3 4 5 6
CoS0, .7H,0 |
7 3,48 g%
. 3,48 gr. 0 0,5 |1 |1,5 |2 |4 |8uml
Distile su 10 9,5 |9 [8,5 | @& 6 2 ml

Tiiplerde kobalt
siilfat karigimi 0 174 2
784 mg:

& ocd 348 |522 696 (1392
Serumda biliriibin n ol
olarak esgdegeri 0 0,5

s I = #%
l(z = 5 2 & 8 mg
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TARTISMA VE SONUC

Biliriibin preparatinda saflik derecesinin kontrolii
igin kesin kriterler yoktur. Kloroform iginde saf biliriibin
¢bzeltisi igin molar absorpsiyon (molar absorptivity = molar
extinction = litrede bir molekiil gram biliriibin ihtiva eden
¢ozeltinin 10 mm tabaka kalinliginda optik dansitesi) deger-—
leri 53000 - 63000 arasinda gosterilmektedir. 60700 ortalama
bir deger olarak kabul edilmektedir(6): Biliriibin molekiil
agirligi 584 e gdre bu degeri 60100 olarak bildirenlere rast-
1anmaktad1r(7). Farkli degerler farkli preparatlarin kloro-
formda ¢6ziinme derecelerinin farkli oluguyla ve bu gdzelti-
lerin son derece dayaniksiz (labile) olusuyla agiklanabilir
(8)

Ayrica biliriibinin 4° C de desikatdr iginde ve gii-
nes iginlarindan iyice, korunarak saklanmasi gerekir. Aksi
halde kolayca parcalandifi gibi desikatdrde (kurutucuda)
tutulmazsa % 3 kadar nem alabilir. Tarti ve gozelti iglem-
lerinin kisa siirede yapilmasi ve dlgilimde zaman gecirmeden

(9

hemen kullanilmasi gerekir

Biitiin bu zorluklar yenilse bile biliriibinin verdigi
renk reaksiyonu (veya kendisinin sari rengi) ortamdaki pro-
tein konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik gosterir.
Ayrica protein cinsi de dnemlidir. At serum proteini diazo
reaksiyonunu inhibe eder. 1Insan ya da sifir serumu ise taze

(10)

olmak gsartiyla kullanilir .

Anlasilacagi iizere biliriibin standartlarindan yarar-
lanarak pratik olarak laboratuarda biliriibin tayini yapmak

son derece gii¢ ve sonuglari gliphe gotirir bir metottur.
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iste bu sakincalar gozdniline alinarak, biliriibin ye-
rine standart olarak onun azobiliriibin bilegiginin pembe
rengine egdeger bagka maddeler iizerinde durulmugtur. Bu amag-
la en g¢ok kullanilan kobalt siilfat sulu gdzeltisidir. Kobalt
siilfat ¢bzeltisinin renk 6zelligi diazolanmig biliriibinin

pembe rengine gok yakindir.

Kobalt siilfattan bagka ferritiyosiyanatin eter ¢G-
zeltisi ya da metil kirmizisinin pH 4,6 - 4,7 arasindaki ren-

gi de standart olarak kullanllmlglard1r(3)

Bircok aragtiricinin gegitli ticari kaynaklardan
elde edilen biliriibin preparatlarinin saflik derecelerinin

gok farkli olugu konusundaki genel kan151(1’3’9) bizim bul-

gularimizi da kapsayan Tablo: 3 te teyit edilmektedir.

Tablo: 3
453 nm de (% 0.4088 v
x ( mg.) | saflik ; 3
Ab . Molar absorp Yizdesi Literatiir
Siyon uzdesl

Fluka |0.572 |0.515 60,800 101 (H*

Fastman Kodak |0.379 |0.515 54,300 91 (N
Merck 0.425 | 0.414 59,143 97 (bizimki)

= olmasi gereken optik dan-

(x) = 7% 1 mg. konsantrasYon % 0,4088 mg. a gevrilerek
yazilmigtir.)

(A¥ = bulunan optik dansite, A =
site,

Bu kogullara gdre bagka bir standart kullanmak, basg-

ka bir standardizasyona gitmek zorunludur.

Yukarida materyal ve metot bdliimiinde gosterilen
yol izlenerek 7 348 mg. lik kobalt siilfat ¢cOzeltisinin renk

giddetinin, bagka deyigle optik dansitesinin Z 1 mg. lik

biliriibine, daha dogrusu onun azolagmis renk siddetine eg-

deger oldugu bulunmugtur. Bu deerlerimizi Hijmans Vanden
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Berg'e atfedilen iki literatiir kaynaglndan(z’é)

aldigimiz
agagidaki degerlerle kargilagtirinca birincisine gok yakin,
ikincisinden g¢ok farkli oldugunu gdrmekteyiz ;

(2)

Bu kaynaklardan birincisinde on kere sulandiril-
mig %Z 2,16 gr. anhidr kobalt siilfat ¢dzeltisi renk giddeti-
nin %7 0,4 mg. lik biliribin ¢oézeltisinin diazolandiktan son-
ra nihai olarak on kere seyreltilmesi halinde verdigi renk
giddetine egdefer oldufu kaydedilmistir. Biz buna dayanarak
10 yerine 27,5 kere seyreltmenin 0,4 yerine 1,1 mg. bilirii-
bin olacagi sonucuna variriz. (% 2,16 gr. anhidr kobalt siil-
fat = % 3,92 gr. CoSO,

lik kobalt siilfat 10 kere sulandiginda (Tablo: 2 de 2 nolu

.7H20) Bizim bulgumuza gdre 7Z 3,48 gr.

tiip) serum 27,5 kere sulanmak gartiyla Z 1 mg. biliriibine
esdegerdir.

ikineci kaynakta ise(4) anhidr kobalt siilfatin 7 2,161
gr. lik standart cozeltisinin Z 0,5 mg. biliriibine egdeger
oldugu ileri siiriilmiigtiir. Ancak bunda, biliriibinin nihai
konsantrasyonu, kendi deney sartlarina gore incelendiginde
(1 ml. serum + 0,5 ml. diazo ayiraci + 2,5 ml. etilalkol +
1 ml. doymus amonyum siilfat) alkol tabakasinda yaklagik ola-
rak 3,5 kere seyreltilmig oldugu goriilmektedir. Buna daya-
narak 27,5 kere sulanma (bizim deney sartlarimiz) halinde
bahis konusu kobalt ¢izeltisinin 0,5 % g%f%— = 3,93 mg.

gibi ¢ok farkli bir biliriibin konsantrasyonuna egdeger oldu-
gu sonucunu g¢ikarmaktayiz.

Standart egri grafiZimizi elde etmek icin gdsteri-
len caligma semasi (Tablo: 2) de goriildiigli lizere deneysel

veriden hareket edilerek hazirlanmistir. 1 ml. Z 3,48 gr.

11k kobalt ¢bzeltisine 9 ml. su katilarak (on kere seyrelti-
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lerek) Z 348 mg. lik ¢dzelti hazirlammigtir. Bu ¢bzeltinin
renk giddeti Z 1 mg. lik biliriibinin deney gartlarimiza gore
diazolanmig sekline egdegerdir (Tablo: 2, 2 nolu tiip). Bu-
nun katlari (0,5; 1,5 3 2 ;3 4 ve 8 katlari) alinarak caligma
gemas1 diizenlenmigtir.
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