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ONSOZ

Calismam sirasinda her zaman bilgileri ile yoluma 11k tutan, deneyimlerini aktararak
caligmalarimi yonlendirmeme yardimci olan ve manevi destegini esirgemeyen degerli hocam
Sayin Prof. Dr. Goksel AKCIN’ e, bana bu calismayl yapmama imkan saglayan Centro
Laboratuarlar1 Genel Miidiirii Sayin Dr. Faruk TOPBAS’ a ve beni yetistirip bu giinlere
getiren aileme en derin tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Eser elementler, insan ve hayvan dokularinda kilogram basina miligram veya daha az bulunan
elementlerdir. Duyarli, 6zgiin ve dogru analitik teknolojilerin, kabul edilebilir maliyette
gelisimi eser elementlerin analizini arastirma laboratuarlarindan klinik laboratuarlarin genis
yelpazesi igerisine tagimistir. Biyolojik numunelerin hazirlanmasi ve analizi icin farklh
prosediirlerin kullanildig ¢esitli metotlar tanimlanmustir.

Bu caligmada; tam kan, serum ve idrar gibi biyolojik sivilarda ¢inko, bakir, kursun, selenyum,
aliminyum ve civa tayini atomik absorbsiyon spektrometrisi ile yapildi. Serumda ¢inko ve
bakir alevli AAS ile tam kanda kursun, serumda selenyum ve aluminyum, idrarda bakir grafit
firinli AAS ile tam kanda civa soguk buhar AAS ile ¢aligildi.

Biyolojik sivilarin toplanmasi ve saklanmasi eser elementlerin dogru bir sekilde analizinde
kritik basamaklardir. Siringalar, igneler, toplama tiipleri ve kapaklar1 hepsi birer potansiyel
kontaminasyon kaynaklaridir.

Biyolojik numuneler genellikle proteinlere bagl yiiksek miktarda karbon icerirler. Bu
sebepten dolay: kiilleme ve atomlasma sicakliklarinin optimizasyonunun onemi artmaktadir.
Numune matriksinden gelen yiiksek zemin sinyalleri zeeman zemin diizeltme sistemi
tarafindan diizeltildi.

Calisilan metotlarin  kesinlik ve dogruluk testleri sertifikali referans malzeme ile
gerceklestirildi ve istatistiksel degerlendirmeler yapildi.

Anahtar Kkelimeler : Tam kan, serum, idrar, eser elementler, atomik absorbsiyon
spektrometri, dogruluk, kesinlik.
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ABSTRACT

Trace elements are elements that occur in human and animal tissues in miligram per kilogram
or less. The development of sensitive, specific, and accurate analytical technology at an
acceptable cost has moved determination of trace elements from research laboratories into a
wide range of clinical laboratories. Various methods have been described that use different
procedures for biological sample preparation and analysis.

In this study; determination of zinc, copper, lead, selenium, aluminium, and mercury in whole
blood, serum, and urine as biological fluids by atomic absorption spectrometry. We have
studied zinc and copper in serum by flame AAS, lead in whole blood, selenium and
aluminium in serum, copper in urine by graphite furnace AAS, mercury in whole blood by
cold vapor AAS.

Biological fluids collection and storage are critical steps in accurate determination of trace
elements. Syringes, needles, collecting tubes, and stoppers are all potential sources of
contamination.

Biological samples contain high amounts of carbon, mainly bound in proteins. Because of this
reason, the importance of the optimization for the pyrolysis and the atomization temperature
increases. High intensity background signals, coming from the sample matrix were corrected
by zeeman background correction system.

The accuracy and precision test for studied methods were carried out on certified reference
materials and performed statistical estimations.

Keywords : Whole blood, serum, urine, trace elements, atomic absorption spectrometry,
accuracy, precision.
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1. GIRIS

Bugiin eser element tayinleri tibbin degisik dallarinda giderek artan bir dnem kazanmaktadir.
Hatta baz1 6nemli eser elementlerin analizleri klinik biyokimya laboratuvarlarinda artik rutin

tayinlerin belirli bir boliimiinii bile olusturmaktadir.

Baz1 elementler yasam i¢in gereklidir ve yoklugunda ya 6lim yada organizmanin bircok
fonksiyonunun islevselliginde zararla karsilasilir. Ozellikle eser elementler soz konusu
oldugunda o©liim ile organizmanin zarar gormesi arasindaki Olgiit genellikle deneylerle
saptanmaz. Bu elementlerin yoklugunda gozlenen fonksiyon bozukluklari ancak ihtiyag
duyulan elementin ihtiya¢ duyulan miktarinin organizmaya verilmesiyle giderilebilir. Bagka

herhangi bir element bir digerinin gosterdigi etkiyi gosteremez.

Eser elementler biiylime doku tamiri ve cesitli metabolik islevlerin yiiriitiilmesi icin
gereklidir, baz1 eser elementler de dokularda ve viicut sivilarinda ¢ok diisiik yogunluklarda
bulunmakla beraber yasam icin gereklidirler. Biyolojik orneklerde yiiriitillen eser element
tayinleri insan saglhig1 ve hastaliklar ile ilgili bilgi dagarcigimizin zenginlesmesine katkida
bulunurlar. Cesitli hastaliklarin tan1 ve tedavisinde eser elementlerin oynadiklar1 rol

yadsinamaz.

Biyomedikal alanda, yasam i¢in gerekli eser elementlerin canlidaki rollerini ve islevlerini
aciklamaya yonelik cabalar dogrultusunda, dokular ve viicut sivilarinda eser elementlerin
analizlerini kapsayan pek cok arastirma yiiriitilmektedir. Eser elementlerin arastirildigi
ortamlar arasinda basta kan olmak iizere cesitli viicut sivilari, tirnak ve sa¢ orneklerinin yani

sira, karaciger dokusu, kemik dokusu gibi farkli doku ornekleri sayilabilir.

Giinlimiizde eser element analizlerinde kullanilan baslica teknikler AAS (Atomik
Absorbsiyon Spektrometrisi), ICP-OES (indiiktif Eslesmis Plazma — Optik Emisyon
Spektrometrisi), ICP-MS (Indiiktif Eslesmis Plazma — Kiitle Spektrometrisi) ve NAA (No6tron

Aktivasyon Analizi) olarak sayilabilir.

Bu calismanin amaci; tam kan, serum ve idrar gibi biyolojik sivilarda cinko, bakir, kursun,
selenyum, aliiminyum ve civanin atomik absorbsiyon spektrometrisi yontemi kullanilarak
tayini ile ilgili metot gelistirilmesi, kalite kontrol caligmalarinin yapilmasi ve istatistiksel

olarak degerlendirilmesidir.



2. GENEL BOLUM
2.1. Eser Elementlerin Biyomedikal Onemleri

Mutlak yokluk durumunda 6liim, sinirli alim durumunda organizmanin hayatta kalmasi fakat
biyolojik fonksiyonlarin zarar gormesi gozlenir. Gerekli miktarlarinin aliminda saglikli yasam
ve biyolojik fonksiyonlarin iyi durumu, asir1 miktarlarda da kesin zehirlenme gozlenir. Bir¢ok
elementin, yasam i¢in gerekli miktarlan ile zehirli etki gosterdikleri miktarlart arasinda 10 ile
100 katlik bir aralik s6z konusudur.

Insan ve hayvan yasamu icin gereklilikleri kabul edilen, gerekli olmasi olasi ve toksik

elementler Cizelge 2.1° de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1 insan ve hayvan yasamu icin gereklilikleri kabul edilen, gerekli olmasi
olasi ve toksik elementler (Thomas, 1998)

Li |[Be E (F] ]
Nal[Mg lat] si|[® | s |l
K [[cal |[mi]v|[cr|nm]re] coll™i|cal[zn As][se | Br
Rb| s | v Mo Aglca] | sn 1

Ba AN

Cizelgede gosterilen elementlerden yalnizca yedisinin hem biyokimyasal fonksiyonlart hem
de eksiklik belirtileri bilinmektedir. Bunlar; demir, ¢inko, bakir, kobalt (B, vitamini olarak),
iyot, molibden ve selenyumdur. Krom ve bor elementlerinin insandaki eksiklik belirtileri
tanimlanmis fakat biyokimyasal fonksiyonlar1 kesin olarak ac¢iklanamamistir. Mangan’ 1n
biyokimyasal fonksiyonlari tanimlanmis fakat eksiklik belirtileri tam olarak aciklanamamistir.
Nikel, silisyum ve vanadyum elementleri ise insan icin gerekli olma olasilig1 yiiksek
elementler olarak tanimlanir. Brom, kadmiyum, kursun, stronsiyum ve kalay gibi bazi
elementlerin ise yasam icin gerekli olduklari tahmin edilmekle beraber gerekliliklerini
gosteren yeterli bilgi mevcut degildir. Lityum ve flor farmakolojik 6zellikleri ile
bilinmektedir. Krom, mangan, nikel ve vanadyum gibi organizmada (ng/g) diizeylerinde
bulunan elementlerin eksiklik belirtilerinin tanimlanmasi, bakir, ¢inko ve demir gibi

organizmada (ug/g) diizeyinde bulunan elementlerinkinden daha zor olmaktadir.

Yetersizlik durumlarindan da daha sik olarak karsimiza ¢ikan olasilik bu yararli formlarin

yiiksek diizeylerine maruz kalma sonucu gelisebilen toksik tablolardir. Ayrica bugiin pek cok



kisi meslekleri nedeni ile arsenik, kadmiyum, kursun ve civa gibi toksik metallerin de zararh
etkilerine maruz kalmaktadir. Bu Kkisilerin izlenmesi toplum saghigi acisindan Onem
tasimaktadir. Ornegin, kursun zehirlenmesinin bulgular1 6zgiin olmadigindan, laboratuvar
tanis1 ¢cok onemlidir ve bu sebepten dolay1 rutin taramalar yapilmaktadir. Akii tiretimi ile ilgili
endiistri alanlarinda ¢alisanlarda Pb zehirlenmesi sik rastlanan bir olaydir. Metal zehirlenmesi

mesleksel olabildigi gibi ¢evresel veya kaza sonucu nedenler ile de gerceklesebilir.

Halen eser elementlerin bir¢ok fonksiyonunun detaylar1 acgiklanamamasina ragmen, bazi
genel karakteristikler iyi bilinmektedir. Bazen eser elementin ¢ok kiiciik bir miktarinin etkisi
tiim organizmanin uygun performansta calismasi icin gerekli olabilmektedir. Ornegin demir
gibi bir eser elementin eksikliginin sonucu, anemi hastaliginin belirtileri ortaya ¢ikar. Kiiciik
miktardaki bu eser elementin bu biiyiik ve yadsinamaz etkisi enzim ve hormonlar gibi ¢cok
daha yiiksek miktarlarda ve metabolizmada etkin rol oynayan biyokimyasal substratlarla olan
iliskisine baglanmaktadir. Yasam icin gerekli eser elementler kendilerine 6zgii bazi
ozelliklerinden dolay1 kesinlikle kimyasal olarak benzer 6zellikte bir diger element ile yer
degistiremezler. Bu eser elementler elektronik dizilislerine ve bag yapilarina gore azot, siilfiir
ve oksijen gibi elektron donor atomlari ile etkilesirler. Demir, bakir, molibden gibi elementler
birden fazla kararli iyonik yapida olabilirler ve bu sayede biyolojik indirgenme ve
yiikseltgenme fonksiyonlarinda rol alabilirler. Cinko ve nikel elementleri ise sadece tek bir
iyonik yapida (2+) kararli olmalarina ragmen substratlara baglanmak suretiyle biyolojik
yapida rol alirlar. Gegis metalleri, kismen dolu d orbitalleri sayesinde (Fe, Cu, Co) d
orbitalleri tam dolu metallere (Zn) nazaran daha fazla sayida elektron dondr atom ile
koordinasyona girebilir. Selenyum, iyot, silisyum ve bor karbona ve oksijene kuvvetli
kovalent baglari ile baglanarak protein veya enzimlerin organik yapisinda yer alirlar (6rnegin,
selenosistein’ de selenyum). Bir¢cok eser element Cizelge 2.2° de gosterildigi gibi
metaloenzim veya nonenzimatik metaloprotein olarak enzim aktivitesini diizenleyici veya

harekete gecirici rol oynarlar.

Ayrica bazi elementler de proteinlerin tasinmasinda ve depolanmasinda etkin rol alirlar
(transferrin ve ferritin i¢in demir, albumin ve o, makroglobulin i¢in ¢inko, transmanganan

icin mangan, nikeloplasmin i¢in nikel).



Cizelge 2.2 Enzimler tarafindan aktive edilen eser elementler (Thomas, 1998)

Enzimler Eser Elementler
Aminopeptidaz Mg, Mn

Aldehit oksidaz Cu, Mo

Alkalin fosfataz Zn

Arginaz Ca, Mg, Mn
Karboksi-peptidaz A Co, Fe, Mn, Ni, Zn
Karboksi-peptidaz B Co, Zn

Sitokrom C oksidaz Co, Cu

Enolaz Fe, Mn, Zn
Dipeptidaz Ca, Mg, Ni
Glukokinaz Ca, Co, Mg, Mn, Zn
Glutamat dehidrogenaz Zn

Laktat dehidrogenaz Ni

Malat dehidrogenaz Ni

NADP sitokrom reduktaz Fe

Nukleosit fosforilaz Zn

Suksinat dehidrogenaz Fe

Fosfataz Ca, Cu, Fe, Mg, Ni, Zn
Tiraminaz Cu

Tirosinaz Cu

Urikaz Cu

Xantin oksidaz Cu, Mo

2.2 Eser Element Analiz Ornekleri

Serum : Kan, hi¢bir katki maddesi ve antikoagiilan icermeyen kirmizi renkli plastik tiiplere
alinir ve pihtilasmaya birakilir. Pihtilasma siiresi yaklasik 30 dakikadir. Pihtilagsma islemi
sonrasinda kan santrifiijlenir ve iistte kalan kisim pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde alinir.
Aym Ornekten birden fazla tetkik istenmesi halinde 4 — 5 mL serum alinmasi gerekir. Bu
miktar takriben 10 mL kandan saglanabilir. Genellikle gereken serum miktarindan 2 — 3 kat
fazla kan alinmasi uygun goriilir. Kan alimi sonrast ornek direkt giines 15181 almayacak

sekilde pihtilasma siireci bitene dek oda 1sisinda bekletilir. Kan alinan tiipte pithtilasmay1




hizlandirict maddelerin (6rnegin; kaolin, plastik bilye) bulunmasi pihtilagsma siirecini 15
dakikaya indirir.

Tam Kan : Kan, antikoagiilan olarak EDTA iceren mor kapakli plastik tiip veya Sodyum
Sitrat iceren siyah kapakli plastik tiiplere alinir. Kanin antikoagiilan madde ile tam olarak
temas etmesi icin plastik tiipiin yavasca 6 — 8 kez alt iist edilerek calkalamadan iyice
karigmasi saglanir. Ornegin tam kan, sitrat — tam kan, EDTA — tam kan olarak uzun siire
saklanmas1 bazi1 test parametrelerinde degisikliklere yol agabileceginden analiz islemi

bekletmeden yapilmalidir.

Plazma : Kan, antikoagiilan olarak sodyum sitrat iceren mavi kapakl plastik tiiplere alinarak

santrifiijlenir ve iistte kalan tabaka plazmadir.

Idrar : Bir c¢ok idrar analizi 24 saatlik idrarda yapilir. Yetiskinlerde en az 800 mL idrar
toplanmis olmalidir. Tetkik edilecek maddelerin stabilizasyonu ic¢in gerekli koruyucu

maddeler idrar toplamaya baslamadan evvel toplama kabina konulmalidir.

2.3 Biyolojik Sivilarin Toplanmasi ve Saklanmasi

Eser element analizinde giivenli sonuclara ulagsmay1 giiclestiren temel bazi sorunlar vardir.
Bunlar arasinda diisiik analit konsantrasyonlari, diisiik numune hacmi ve kontaminasyon 6n

plandadir.

Numunenin toplanmasi sirasinda sonucu etkileyebilecek pek ¢ok hata kaynagi olusabilir.
Kanin alindig: igneler, toplama tiipleri, tiip kapaklar1 ve kullanilan antikoagiilantlar etken
olabildigi gibi numunenin alindig1 ¢evrenin temizligi, ornegi alan teknik elemanin temizligi,
hastanin cildinin temizligi, laboratuara nakil ve 6rnegin muhafazasi ile ilgili kosullar da etkili
olmaktadir. Kan alimi sirasinda kullanilan bazi igneler aliiminyum igerikli olabilmekte ve
kontaminasyona sebep olabilmektedir. Plastik malzemeden imal edilmis bazi tiip ve tiip
kapaklarinin da Cu, Fe, Zn, Pb, Hg, Sb, Sn, Co elementleri icerdigi Robertson, D.E. (1972)
tarafindan beyan edilmistir. Kapaklarin silikon veya teflon olmasi onerilmektedir. Becton
Dickinson (BD) firmasinin eser element tiipleri kan toplama ve saklamada siklikla tercih
edilmektedir. Fakat krom, mangan, aliiminyum ve selenyum gibi bazi elementler i¢in uygun
olmadig1 yapilan calismalarla ortaya konmustur. Son yillarda Sherwood Medikal Company
firmasinin eser element analizleri i¢in uygun tiipleri kullanilmis ve tiim elementlerde tatmin

edici sonuglar elde edilmistir. Moyer vd.” nin (1991) yaptig1 ¢alismada 24 saatlik periyotta



belirli zaman araliklariyla analizler yapilis ve tiipten kaynalanan kontaminasyonlar

incelenmistir. Yapilan bu calismanin sunuglart Cizelge 2.3’ de gosterilmistir.

Cizelge 2.3 Toplama tiiplerinden kaynaklanan kontaminasyonun incelenmesi (Moyer vd.

1991)
Al Cr Mt Bs Cd P Az Hg Ca Mg Cu In Fa
gL mg'lL
Numune 1  Siire
0 116 31 31 115 007 <020 <0 <0005 @7 256 1.08 0564 1.02
5 min 118 31 3.2 113 0.07 030 <0.01 < 0.005 Ba.a 25.7 1.09 0.64 1.02
1h 118 an 33 114 0.14 046 =0.01 < 0.005 88.6 257 1.09 0.64 1.02
5 min 114 30 32 112 009 O4s <01 <0005 830 258 1.09 054 1.03
1h 115 30 32 M1z o010 064 <0 <0005 892 257 1.09 054 1.02
B h 119 31 a7 1068 005 <020 <0 <0005 B84 253 108 063 1.06
24 h 124 3.3 29 106 021 =020 =<0.01 <0005 ar.o 253 108 0.64 1.04
Numune I
0] 18 3.6 50 105 0.28 0.53 =0.01 =0.005 Bs.2 19.7 1.00 0.82 1.18
5 min 20 36 52 105 0.28 0.858 =001 <0005 as.0 18.8 1.00 0.85 1.13
ih 21 38 54 g8 022 120 <0 =005 AS? 197 100 O0BS 113
5 min 2 37 54 100 0.30 112 <0 <0005 B4.8 i85 089 083 1.13
ih 4| 35 &5 100 035 1068 =0 <0005 B48 196 100 086 1.14
8h 20 3.8 59 a7 0.34 1.36 <001 <0.005 B4.8 18.7 1.00 0.85 1.14
24 h 28 e 5.6 849 0.26 1.50 =001 =0.005 B4.2 18.5 0.89 0.84 1.14
Nunune 3
1] 168 O0F 22 2 018 020 =0 <0005 817 29 088 082 1.00
& min 18 07 24 100 018 080 =001 <0005 BO06 217 08 072 09
ih 18 OF 27 g2 014 042 <0 <0005 820 173 088 o072 087
5 min 17 07 27 g2 018 058 <0 <0005 810 215 088 o072 087
1h @ 08 28 87 0.6 050 <0 <0005 814 217 087 o071 098
8 h 18 0.7 2.7 &4 0.18 0.68 <001 <0005 808 215 o087 0.70 08T
24 h 2 07 28 85 026 0g2 <0 <0005 814 217 088 o071 087

2.4 Eser Element Analizinde Onem Tasiyan Noktalar ve Referans Arahk

Klinik biyokimya laboratuvarlarinda giderek agirlikli bir yer tutan eser element tayinlerinde
amac dogru ve kesin sonuclar elde etmek, bu sonuglara pratik ama giivenli yontemlerle makul
bir siirecte, uygun bir numune miktar1 ile ulasabilmektir. Bir klinik sonucun anlaml

olabilmesi i¢in analitik basamaklar ile ilgili tekrarlanabilirlik, validasyon, kalite kontrol gibi

noktalara onem vermenin yan sira preanalitik hata kaynaklarini da belirlemek zorunludur.

Analiz edilecek numunelerin yani sira eser elementlerin ¢cevrede de bulunmasi énemli bir
sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Konsantrayonlarin diisiik ve 6l¢iim i¢in alinan numune
hacminin ufak olmasi birka¢ pg’ lik bir kontaminasyonun, sonucu tamamen bozmaya yol
actig1 gozlemlenmistir. Reaktifler, su, cam malzeme ve laboratuvar ortami sorun kaynagi

olabilir. Bu temel sorunlara bagli olarak saglikli bireylerin plazma veya serumunda rapor

edilmis eser element diizeylerinde ciddi uyumsuzluklar ortaya ¢ikmaktadir.




Eser element tayinlerinde Oncelikle calisacagimiz Orneklere ait normal degerler
belirlenmelidir. Normal insanlar1 nasil sececegiz? WHO’ nun tanimina gére normal kavrami
timii ile fiziksel, mental ve sosyal iyilik durumudur. Sadece hastalik durumunun yoklugu
degildir. Boyle kisileri bulmak cok giictiir. Coziim, iyi tanimlanmig bir toplulugun secimine
dayali olarak tipik referans degerlerinin belirlenmesidir. Ancak eser element tayinleri genelde
giic ve zaman alic1 ¢caligmalardir ve ne yazik ki yaymlanmis ¢alismalar belirli bir element i¢in
kisith sayida olgu igeren, fazla verimli olarak degerlendirilemeyecek niteliktedir. Kisith
saylda olgudan elde edilen degerler ile genelleme yapmak yanlistir. Bu degerler gercek temsil

edici degerler olamazlar.

Testler icin belirtilen referans araligi, saglikli bireylerden elde edilen degerlerin % 95’ ini
iceren grubu temsil eder ve test sonucunu degerlendirmek icin genel bir baz olusturur. Cesitli
faktorlere bagli olarak bu degerler hastadan hastaya varyasyonlar gosterebilir. Viicut
stvilarinda ve dokularda eser elementler ile ilgili farkli referans degerleri Cizelge 2.4° de
gosterilmistir. Bunlarin her biri sadece belirli bir gruba 06zgiindiir. Bireyin etnik orijini,
cinsiyeti, yasi, calisma ortami, sigara icme aliskanligi olup olmadigi, beslenme aligkanliklari,
yasadig1 cografi bolge, gecmiste ve su anda calistigi isler, calistifi ortamda var olan ¢evre
kosullar1 gibi noktalar analiz sonuclarini etkileyecegi icin dogru bir yorum agisindan bu

noktalarin mutlaka belirlenmesi gerekir.

Cizelge 2.4 Eser elementler, yas gruplari, analiz 6rnegi ve referans degerler (Thomas, 1998)

Element  Grup Ortam Referans Degerler
Krom Tim Yas Serum <0,5 ug/L
Idrar <0,5 ug/L
Kobalt Tiim Yas Tam Kan 0,5-3,9 ug/L
Serum <0,5 ug/LL
Idrar <0,1 ng/L
Bakiar 1 Haftalik (Premature)Serum/Plazma 17 — 44 pg/dL.
0-4 Aylik 9 —46 ng/dL
4 -6 Aylik 25 -110 pg/dL
7-12 Aylik 50 — 130 pg/dL
1-5Yas 80 — 150 pg/dL.
6 -9 Yas 84 — 136 pg/dL
10-13 Yas 80 — 121 pg/dL




Magnezyum| Haftalik (Neonates)Serum/Plazma

Mangan

Molibden

Nikel

Selenyum

14 - 19 Yas
Yetiskin Erkek
Yetiskin Kadin

1 Haftalik (Premature)idrar

0-4 Ayhk

4 -6 Aylik
7-12 Aylik
1-5Yas

6 -9 Yas
10-13 Yas

14 - 19 Yas
Yetiskin Erkek
Yetiskin Kadin

Okul Cagi
Yetiskin Kadin
Yetiskin Erkek
Tiim Yas

Tum Yas

Tiim Yas

Tiim Yas

1 -4 Ayhk
5-12 Aylhik
Kiiciik Cocuk
Okul Cagi
Yetiskin

Idrar

Tam Kan
Serum
Idrar
Anne Siitii
Serum
Idrar

Tam Kan
Serum
Idrar

Serum

64 — 117 pg/dL

79 — 131 pg/dL

74 — 122 pg/dL
2,7—"7,7 pumol/L.
1,4 —7,2 pumol/L.
3,9 -17,3 umol/L
7,9 — 20,5 umol/L
12,6 — 23,6 umol/L
13,2 - 21,4 umol/L
12,6 — 19,0 umol/L
10,1 — 18,4 umol/L
12,4 — 20,6 pmol/L
11,6 — 19,2 umol/L
1,2 - 2,6 mg/dL.

1,5 - 2,3 mg/dL
1,9 -2,5 mg/L

1,8 —2,6 mg/L

73 — 122 mg/24h
7,0 -10,5 png/L
<0,8 ug/LL

< 1,5 ug/L
5,0-10,0 ng/L

<1 pug/L

10 - 16 pg/L

0,05 - 1,05 pg/LL
0,05 - 1,08 ng/LL
0,70 - 5,20 pg/LL
18 — 64 ng/L

32 -101 pg/LL
58— 116 pg/L

69 — 121 pg/L

74 — 139 pg/LL




Yetiskin Idrar 5 —30 ug/24h
Cinko Yetigkin Tam Kan 4,0 -7,5 mg/LL

Yetiskin Idrar 0,25 - 0,85 mg/L

Yetiskin Serum/Plazma 0,6 — 1,2 mg/L

Cizelge 2.5 Toksik elementler, yas gruplari, analiz 6rnegi ve referans degerler (Thomas,
1998)
Toksik Element Ortam Referans Degerler  Toksik Deger
Aliiminyum Serum 2,1 -43 ng/LL > 100 ng/L
Plazma 3,5-4,8 ug/LL

Tam Kan 2,0-7,0 ng/L

Idrar 18,0 —21,0 ng/L
Arsenik Tam Kan 0,4 —-12,0 ug/L
Idrar 2,3-31,0 ug/L
Kursun Tam Kan 50 —270 pg/LL > 1000 pg/L
Eritrosit 120 — 450 pg/L
Idrar 3-18 ug/L > 250 pg/L
Kadmiyum Tam Kan 0,32 -2,72 ng/L
Idrar 0,12 -2,58 ng/L
Civa Tam Kan <72 ng/LL
Idrar <264 ug/L
Talyum Tam Kan < 5,0 ug/LL
Idrar 0,05 - 20,0 ng/L

Toksik elementler, yas gruplari, analiz Orne8i ve referans degerler Cizelge 2.5’ de

gosterilmistir.

2.5 Eser Elementler Hakkinda Genel Bilgi

2.5.1 Cinko

Cinko, bitkilerin ve hayvanlarin yetismesinde ve gelismesinde gerekli olan temel eser
elementlerden biridir. Viicutta demirden sonra en yiiksek miktarda bulunan elementtir ve 70
kg’ lik bir yetiskin viicudunda 1,4 — 2,3 g arasinda bulunur. Cinko, 6zellikle prostat, sperma,

karaciger, bobrek, retina, kemik, kas gibi dokularda ve viicut sivilarinda zengin igeriklidir.
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Eritrositlerdeki cinko icerigi plazmaya nazaran yaklasik 10 kat daha fazladir. Bunun sebebi

karbonik anhidraz gibi ¢inko i¢eren enzimlerin varligidir.

Biyolojik sistemlerde cinko yalmzca 2+ degerliginde bulunur. Elektron dizilisinde d
orbitalinin tam dolu olusu ekstra bir kararlilik kazandirir. d orbitalleri tam dolu olmayan
demir, bakir, mangan gibi diger gecis metalleri ile ¢inko arasindaki biyokimyasal
farkliliklarin temeli budur. Cinko biyolojik indirgenme ve yiikseltgenme fonksiyonlarina
katilamaz. Cinko, organizmadaki yaklasik 300 enzim igin vazgegilmez bir bilesendir. Insan
metabolizmasinda ¢inko iceren 6nemli metaloenzimler; karbonik anhidraz, alkalin fosfataz,
RNA ve DNA polimeraz, timidin kinaz, karbosi peptidaz ve alkol dehidrogenaz olarak
sayilabilir. Cinko ayrica protein sentezinde, genlerin yapisal ve enzimatik bazi

reaksiyonlarinda 6nemli rol oynar.

Viicuda besin olarak alinan ¢inkonun ancak % 20 — 30 oraninda organizma tarafindan absorbe
edildigi bilinmektedir. Yiiksek protein icerikli gidalar, drnegin et, balik, giinliik iiriinler
kuvvetli ¢cinko kaynagidir. Sebzeler ve tahil {iriinlerinden organizmaya ¢inko alimi fitalatlar,
selilloz, hemiseliilloz ve diger lifli yapilarin varhigindan dolayr engellenir. Ayrica yiiksek
miktarlarda kalsiyum, fosfor, demir ve bakir icerigi de cinko yararlanimini negatif etkiler.
Cinkonun biyoyararlanimina pozitif etki yapan bilesimler EDTA, lizin, sistein, glisin ve
histidin’ dir.

Cinko, kanin yapisinda % 60 — 70 oranminda albumin ile % 30 — 40 oraninda o, —

makroglobulin ile, kii¢iik bir miktar1 da transferrin ve serbest aminoasitler ile taginir.

Insanlarda ¢inko eksikligi ilk olarak 1960’ Ii yillarin baslarinda tanimland1 ve ¢inkonun
spesifik metabolik etkileri aydinlanmaya basladi. Cinkoya bagimh klinik hastaliklarin kesfi,
beslenmede ¢inkonun 6nemini gosterir nitelikte olmugstur. Cinko eksikligi diinyada oldukca
yaygin goriilen bir hastaliktir. ilk olarak 1961 yilinda Misir ve Iran’ da yasayan yetiskin
erkeklerde lifli besinlerin asir1 tiikketimine bagl olarak ¢inko eksikligi gozlenmistir. Daha
sonra Tiirkiye, Portekiz, Yugoslavya ve diger bazi gelismekte olan iilkelerde rastlanmistir.
Cinko eksikliginde goriilen klinik Ozellikler biiyiime ve iskelet olgunlagsmasinin gecikmesi
olarak saptanmistir. Yetersiz biiyiime, tat almada azalma, ve geng eriskinlerde hipogonadizm
cinko eksikligi ile tammmlanmistir. Cinko eksikligi ilerledik¢e klinik belirtiler bir spektrum
gosterir. Deneysel olarak hafif ¢inko eksikligi olusturulan bireylerde oligospermi, agirlik
kaybi, hiperamonemi ve diisiik etanol tolerans1 gozlenmistir. Orta derece ¢inko eksikligi
cocuklarda ve adolesanlarda biiylime gecikmesi, erkeklerde hipogonadizm, hafif dermatit,

istah kaybi, gecikmis yara iyilesmesi, anormal karanlik adaptasyonuna sebep olmaktadir.
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Siddetli cinko eksikliginin belirtileri agirlik kaybi, diyare, noropsikiyatrik bozukluklar,

yineleyen enfeksiyon ve sonucta tedavi edilmezse oliimii icerir.

Klinik laboratuarlarda calisilan ¢inko testleri iki grupta yapilir. Birinci grup orneklerde ¢inko
miktar1 tayin edilir ve bu 6rnekler plazma veya serum, kan hiicresi, idrar ve tiikiiriiktiir. Ikinci
grupta ise cinkoya bagli metabolik fonksiyonlar test edilir ve bunlar alkalin fosfat, karbonik
anhidraz, niikleosit fosforilaz ve riboniikleaz’ dir. Bu ¢alismalar enzim aktivasyonu 6l¢iimii

temel alinarak yapilir.

2.5.2 Bakir

Bakir, biyolojik sistemlerde hem 1+ hem de 2+ elektronik halde bulunmaktadir. Bu temel
ozellik sayesinde bakir iceren enzimler molekiiler oksijen ile baglanarak indirgenme —
yiikseltgenme reaksiyonlarinda yer alirlar. Bakir elementi seruloplasmin, sitokrom c oksidaz,

lizil oksidaz ve tirosinaz igeren bir¢ok metaloenzimin en temel bilesenidir.

Ayrica bakir demir metabolizmasinda da ©nemli rol oynar. Bakir eksikligi demir
absorbsiyonunu zayiflatir ve siddetli bakir eksikligi anemi hastaligin1 beraberinde getirir.
Plazma igerisinde bakir iceren bir protein olan seruloplasmin plasma transferrine baglanmak
suretiyle, ferroksidaz aktivitesine sahiptir ve bu sayede ferrous (2+ degerlikli) demiri ferric

(3+ degerlikli) demire yiikseltger.

Viicuda beslenme yoluyla alinan bakir, bakir — albumin veya bakir — histidin kompleksleri
halinde karacigere tasinir ve orada depo edilir. Karacigerden genellikle seruloplasmin olarak
salinir. Seruloplasmin, plazma igindeki toplam bakir miktarinin % 95’ ini biinyesinde
barindirir. Karacigerden salinan bakirin hiicrelere aktarimi ¢esitli enzimler vasitasi ile olur.
Organizmada bakirin taginmasi islevi seruplasmin, transkaprein, bakir — albumin ve bakir —

aminoasitleri kompleksleri ile olur.

Yetiskin bir insan viicudunda yaklasik bakir miktar1 80 — 150 mg arasindadir. Dokulardaki
konsantrasyonu 1,5 — 2,5 ug/g diizeyindedir. Temel depolama gorevini iistlenen karacigerde
ise yaklasik 30 — 50 pg/g kadardir. Bu sebepten otiirii asir1 bakir eksikliginde ¢esitli karaciger
rahatsizliklar1 gozlenmektedir. Yiiksek miktarlari barindiran diger dokular ise kalp, beyin ve
bobrektir. Kas ve kemik dokularinda daha diisiik diizeylerde olmasina ragmen bu yapilarin

genis kiitlelerinden dolay1 toplam bakir iceriginin % 50’ sini igerirler.

Bakar ihtiva eden bitkisel gidalar cesitlilik gostermekle beraber, yetistirildikleri topragin bakir

icerigi de Onemli Ol¢iide besinleri etkilemektedir. Ayrica karaciger, kabuklu hayvanlar ve
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midye bakir igerigi yliksek, inek siitii ve giinliikk iiriinler ise bakir igerigi diisiik besin
kaynaklar1 olarak sayilabilir. Tavsiye edilen, giivenli ve yeterli alm giinde 1,5 — 3,0 mg

olarak belirtilmektedir.

Bakir elementi eksikliginde Menkes’ sendromu ve Wilson’ s hastalifi sikca goriiliirken
yiiksek dozlarda ise toksik etki gozlenmektedir. Menkes’ sendromu bakir eksikliginin ug¢ bir
seklidir ve bakirin tasginmasi ve depolanmasi islevi gergeklestirilemez. Klinik belirtiler
yasamin erken evrelerinde (3 aylikken) goriilir ve 5 yaslarinda oliirler. Tedavi yoluyla
plazmada bakir konsantrasyonu arttirilirken idrar yoluyla kuvvetli bakir atilimi gozlenir.
Wilson’ s hastalig1 genellikle 6 — 40 yaslarda goriilen genetik olarak belirlenmis bakir birikim
hastaligidir. Bakir karaciger, beyin, bobrek ve korneada birikir.Idrar yoluyla bakir atilimi
artmistir. Serbest ve albumine bagli bakir artmasina karsin toplam serum bakirt diisiik
seruloplazmin konsantrasyonu nedeniyle azalir. Bu nedenle, bu hastalik tanisinda serum
bakir, seruloplazmin ve iiriner bakirin ayn1 zamanda 6l¢iimii bu hastaliin tanisinda yaralidir.
Toksik etkinin kaynaklarindan biri 6zellikle hayvan yemlerinde kullanilan bakir tuzlarinin
gidalardan insanlara tasinmasidir. Ostrojenler, seruloplasmin sentezini artirict etki gosterdigi
icin kadinlardan alinan serum numunelerinde erkeklerden alinan numunelere nazaran daha

yiiksek diizeyde bakir bulunmaktadir.

Bakirin asir1 aliniminin belirgin toksisite ile sonu¢landigi bilinmektedir. Bakirdan pestisitler,
denizcilikte kullanilan kirliligi onleyici boyalar ve kereste koruyucu ajanlarda yararlanilir.

Muamele gormiis yesil kerestetede yiiksek diizeylerde bakir ve arsenik bulunur.

253 Selenyum

Selenyum, glutatiyon peroksidaz ve iyodatironin deiyodinaz’ larin bir bilesenidir ve insan i¢in
gerekli bir elementtir. Selenyum, dokularda genellikle selenosistein ve selenometiyonin
olmak iizere iki formda bulunur. Selenometiyonin, viicut icinde sentezlenemez ve beslenme
yolu ile alinir. Selenometiyonin, selenyum elementini depolayan bir yap1 olarak diisiiniiliir ve
viicuda bu elementin alimi kesildiginde organizmanin selenyum kaynagi olarak gorev yapar.
Selenosistein, DNA tarafindan sifrelenmis yirmibirinci amino asit olarak tanimlanmis
sisteinin selenyum iceren bir analogudur. Selenosistein; selenyumun, prokaryotik ve
okaryotik yasamda yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarina katilan enzimlerin aktif
boliimiinii olusturan, biyolojik olarak etkin formudur. Bircok deneysel ¢alisma bir amino asit

olan selenosisteinin protein sentezinde ribozoma aracilik eden bir yapi1 oldugunu ortaya
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koymustur. Ayrica selenyum, mRNA selenosistein ve selenosisteil — tRNA olarak RNA

proseslerinde de gorev alir.

Organizmada selenosistein; glutatiyon peroksidaz, iyodatironin deiyodinaz, selenoprotein P,
selenoprotein W ve tiyoredoksin rediiktaz gibi selenoproteinlerin yapisinda bulunur.
Selenyum, organizmay1 oksidan basincindan korur ve tiroid hormonlarinin metabolizmasinda
ve sentezinde gorev alir. Glutatiyon peroksidaz; hidrojen peroksit, fosfolipit hidroperoksitler
ve diger serbest hidroperoksitlerin bozunmasinda katalizoér gorevi goriir. Eritrosit glutatiyon
peroksidaz molekiilii icerisinde selenosistein formunda dort adet selenyum atomu barindirir
ve bu yap1 biyolojik aktivitesi i¢in gereklidir. Uzun siireli selenyum eksikliginde tiim viicut
dokularinda glutatiyon peroksidaz aktivitesinde diislis gozlenir. Glutatiyon peroksidaz
aktivitesinin kaybolmasiyla birlikte serbest radikallerin birikiminden ileri gelen hiicre
membranlarinin hasar1 gozlenir. Selenyum eksikligi olan annelerin yeni dogmus ¢ocuklarinda
adele zayifligindan ileri gelen bir agr1 meydana gelebilir. Iyodatironin deiyodinaz’ lar, tiroid
hormonu molekiillerinden iyotun ayrilmasini saglarlar. Hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalar
selenyum ve iyot eksikliginin her ikisinin de gozlendigi deneklerde sadece iyot eksikligine
gore daha siddetli hipotirodizme rastlanmistir. Diger bir selenosistein igeren protein olan
selenoprotein P, plazmadan izole edilir. Selenyum eksikliginde kontrol seviyesinden % 10
daha diisiik konsantrasyonlara diistiigli gozlenir. Selenoprotein P’ nin fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle beraber, selenyumu karacigerden testislere tasidigi tahmin edilmektedir.
Selenoprotein W ise kas hiicrelerinde bulunan ve selenosistein igeren bir proteindir ve

selenyum eksikliginde konsantrasyonunda diisme gozlenir.

Selenyum iceren amino asitlerden selenometiyonin bitkisel kaynaklardan, selenosistein ise
hayvansal kaynaklardan elde edilir. Gidalardaki selenyum icerigi cesitlilik gostermekle
beraber, protein icerigine ve yetistirildigi topragin selenyum bakimindan zenginligine
baghdir. Genel olarak gidalardaki selenyum igerigi; et ve deniz iiriinlerinde 0,4 — 1,5 ug/g,
sebze ve meyvelerde < 0,1 pug/g oldugu belirtilmektedir. Tavsiye edilen degerler erkekler i¢in

70 ng/giin ve kadinlar icin 55 pg/giin’ diir.

Selenyum tosititesi akut olarak asir1 doz alimu ile ilgili durumlar haricinde, insanlarda anlamli
sorun yaratmaz. Selenyumun antioksidan aktivitesinden dolayr antikarsinojenik etkili
olduguna inanildigindan, tezgahlarda satilan vitamin preparatlarinin pek c¢ogunda
bulunmaktadir. Buna karsin selenyumun kanseri Onledigine iliskin yeterli kanit mevcut

degildir.
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254 Aliiminyum

Aliiminyum pek cok uygulamasi olan ve cok yonlii kullanilan bir metaldir. Aliiminyum
bilesikleri farmakolojik olarak antiasit ve biiziicii 6zelliklerinden dolayr kullanilir. Normal
fizyolojik kosullarda besinler ile olan giinlik alim 5 — 10 mg’ dir. Bu miktar bobrek
glomeriilleri tarafindan kandan etkin bir sekilde filtre olur ve tiimii ile elimine edilir. Renal
yetmezlikli bireyler bu yetilerini kaybettiklerinden, 6zellikle diyaliz tedavisinde aliiminyum
tosititesine aday olurlar. Aliiminyum iceren diyaliz sivilarinin kullanimi, diyaliz uygulanan
kisinin aliiminyum yiikiinii daha da arttirir. Bunun yani sira, alisilagelmis bir uygulama, renal
yetmezlikli hastalara diyet ile alinan fosfatin emilimini azaltmak ve asir1 fosfat birikimini
engellemek icin aliiminyum bazli jellerin verilmesidir. Sonu¢ olarak renal yetmezligi olan
hastalar aliiminyumu biriktirirler. Diyaliz tedavisi sonrasi, hastalara diyaliz sirasindaki
albumin kaybini yerine koymak amaciyla albumin verilebilir. Bazi albumin iiriinlerinin
aliminyum igerikleri yliksektir. Aliiminyum aliminin azaltilmasi diyaliz sivisinin 10 pg/L’
den daha az aliiminyum icermesi ve diyaliz sonrasi tedavide kullanilan albuminin
aliminyumdan armik olmasi, aliiminyum igeren fosfat baglayicilar yerine kalsiyum

baglayicilar kullanilmasi ile saglanir.

Daha yiiksek alinim durumlarinda veya renal fonksiyon bozuklugu olgularinda aliimiyum
kanda birikerek, albumin gibi proteinlere baglanir, ardindan da viicuda yayilir. Aliiminyumun
asir1 yiikii iki onemli yerde beyinde ve bobreklerde birikimine yol acar. Kemikte, aliiminyum
mineralizasyon c¢izgisinde kalsiyumun yerine gegerek normal osteoid olusumunu engeller.
Aliiminyumun kemikte depolanmasi normal kalsiyum degis tokusunu da engeller; parat
hormonun (PTH) fizyolojik kontrolii altinda olan kemik kalsiyuamunun yeniden kana
rezorpsiyonu saglanamaz. Bu yetersizlik paratiroid bezinin anormal fizyolojik yanitina neden
olur ve aliiminyum birikim hastaligina tan1 koyduran nadir biyokimyasal profil ile sonuglanir.
Buna karsin, aliiminyum ile iligkili kemik hastaliklar1 i¢in kesin olan test aliiminyuma ait dzel

boyamay1 iceren kemik histomorfometrisidir.

Aliiminyum analizlerinde, 6rnekler aliiminyum kontaminasyonunu onlemek icin ¢cok dikkatli
toplanmalidir. Ornegin, flebotomide kullamlan, yaygm vakumlu kan toplama aygitlarinin
aliminyum silikattan yapilmis lastik kapaklari vardir. Kanin toplanmasi i¢in lastik tipanin
sadece delinmesi bile anormal aliiminyum diizeyine neden olacak aliiminyum
kontaminasyonuna yol acar. Standart vakumlu tiiplerde toplanan kan tipik olarak 20 — 60
pg/L aliiminyum ile kontaminedir. Aliiminyum ic¢in hazirlanmis olan 6zel vakumlu kan

tiipleri kullanilmalidir.
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2.5.5 Kursun

Kursun, cevrede sik bulunan agir bir metaldir. Hem akut hem de kronik bir toksindir. Agiz
yoluyla, inhalasyon veya deriden temas ile alimm anlamli bir toksititeye yol acar. Kursun
1970’ ten 6nce imal edilmis pek ¢ok boyada mevcuttur (% 35 v/v’ ye kadar). 1972 yilinda ev
esyalarinda kullanilan boyalarin kursun icerigi % 0,5’ in altinda kalacak miktarlara
kisitlanmistir. Buna karsin, kursun hala evlerde kullanilan iirlinlerin yanisira ressamlarin
boyalarinda da bulunmaktadir. Nadiren evde kullanilan, ancak ticari olmayan kaynaklardan
elde edilen seramik kaseler ve canaklar anlamli miktarda kursun icerebilmekte ve bu
kaynaklardaki kursunun sirke ve meyve suyu gibi zayif asitlerin etkisi ile ortama gectigi
gozlenmektedir. Kursun bazli benzin kullanan tasitlara bagli olarak otoyollarda da kursun
birikimine rastlanmigtir. Ancak giinlimiizde kursunsuz benzinin kullammmi bu birikmeyi

onemli Ol¢iide azaltmustir.

Kursunun viicutta emilime ugrayan anlamli miktar eritrosit ve kemige hizla dahil olmakla
beraber, kursun tiim dokulara dagilmaktadir. Santral sinir sistemi gibi lipit icerigi yogun olan
dokular, 6zellikle kursunun organik formlarina duyarlidir. Emilen kursunun tiimii, en sonunda

idrar ve safra ile atilima ugrar.

Kursun toksisitesi ¢esitli mekanizmalar ile kendini gosterir. Kursun ‘hem’ sentezi i¢in gerekli
porfobilinojen (PBG) sentezi ve Fe®* iiretmek icin gerekli bir ‘hem’ sentezleyici enzim olan
rediiktaz1 engeller. Rediiktazin inhibisyonu, kursuna maruz kalmanin 6nemli bir belirteci
olarak eritrositlerde protoporfirin birikimine yol acar. ‘Hem’ yetersizligine bagli anemi,
kursun toksisitesi olgularinda sik karsilagilan bir olgudur. Kursun, aym1 zamanda proteindeki
sisteinin siilfidril gruplari ile kovalent baglar olusturan bir elektrofildir. Sonug¢ olarak kursuna
maruz kalmis tiim doku proteinleri kendilerine baglanmis olan kursunu icerirler. Sa¢ keratin
sistein diizeyi diger amino asitlere kiyasla daha yiiksektir ve kursunu daha hizli baglar. Bazi
proteinler kursunu bagladikca daha kararsiz hale doniisiirler c¢iinkii bunlarin tersiyer
yapilarinin degismesine yol acar; santral sinir sistemi hiicreleri Ozellikle bu etkiye
egilimlidirler.

Hastalik Kontrolii ve Onlem Merkezleri (Centers of Disease and Prevention — CDC) kursun
maruziyetinin belirlenmesinin, en iyi testin tam kanda kursun 6l¢iimii oldugunu bildirmistir.
Cocuklarda 10 pg/dL’ nin altinda olan kursun diizeyleri normal kabul edilir. Cocuklarda

kursun zehirlenmesi zihinsel yetide azalmaya katkida bulunur.
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Diinya Saglik Orgiitii (WHO) eriskinlerde 30 pg/dL iizerindeki tam kan kursun diizeylerini
anlamli oranda maruz kalma gostergesi kabul etmistir. 60 pg/dL’ nin iizerindeki tam kan

kursun diizeylerinde selasyon tedavisi gereklidir.

Eritrosit protoporfirin diizeyleri diisiik diizeyde kursuna maruz kalmanin duyarli bir
gostergesi olmamakla beraber, asir1 kursun dozlarinin kesin belirtegleridir. Serum PBG sentaz
diizeyleri de orta ve yiiksek derecelerde kursun diizeylerine maruz kalisin yararh
gostergeleridir, ancak diisiik kursun diizeyleri ile korelasyon gostermezler. Serumda kursun
analizi kisith yarar saglar, ¢iinkii serum kursun diizeyleri maruz kalistan sonra ancak kisa bir
siire yiiksek kalabilir. Normal olarak sa¢ kursun igerigi 5 pug/g’ dan diisiiktiir; sa¢ kursun
diizeyinde 25 pug/g’ den yiiksek olmasi ciddi oranda maruziyeti yansitir. Kursuna maruz kalisi
belirlemede, selasyon tedavisinden Once veya sonra idrarda ekskresyon hizlarinin

Olctimiinden yararlanilmaktadir.

Kan diizeyleri 100 pg/dL’ den yiiksek oldugunda, devamli maruziyetin 6nlenmesi ¢ok
onemlidir. Inorganik kursunun cocuklar ve yetiskinlerde yan etkileri Cizelge 2.6° de

gosterilmistir.

Cizelge 2.6 inorganik kursunun ¢ocuklar ve yetiskinlerde yan etkileri (Burtis ve Ashwood

1999)
Cocuklar Kan kursun konsantrasyonu Yetiskinler
(ng/L)
150
Olim —
100 «— Ensefalopati
Ensefalopati —
Nefropati — < Frank Anemi
Frank Anemi —
«— Azalmis Yasam
Kolik —
< Hemoglobin Sentezi |
«— Periferal Noropatiler
Hemoglobin Sentezi | — 40 « Infertilite (Erkeklerde)

«— Nefropati

Vitamin D Metabolizmas1 — 30 « Sistolik Kan Basinci 1
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(Erkeklerde)
< Duyma Duyarlilig: |

«— Eritrosit Protoporfirin 1

Sinir leti Hiz1 | — 20 (Erkeklerde)

Eritrosit Protoporfirin 1 — «— Eritrosit Protoporfirin 1
(Kadinlarda)

Gelisen Toksikoloji —

IQ —

Isitme — 10 « Hipertansiyon

Biiylime —

Transplasental Transfer —

2.5.6 Civa

Cevremizde civaya maruz kalma sans1 hatir1 say1l1 derecede bulunmaktadir. Ornegin, pek cok
elektrik prizinde civa bir iletici olarak kullanilir. Eski evlerdeki termostatlar elemental civa
icerirler. Civa kagit hamur ve kagit endiistrisinde beyazlatic1 olarak yaygin kullanilir; kagit
fabrikalarindan aciga c¢ikan atik sivilar bilinen civa kaynaklaridir. Civa iiretim endiistrisinde
plastik sentezinde katalizor olarak kullanilir ve gii¢lii bir fungusit oldugundan lateks boyalar
ve kirliligi engelleyici boyalarda sik bulunur. Deniz iiriinlerinde de eser miktarlarda civa
vardir. Ticari yolla satilan, yemek agisindan emniyetli olan baliklarda civa miktart 0,3 pug/g’
dan azdir. Fakat baz1 av baliklar1 2 pg/g’ dan fazla civa icerirler ve diizenli olarak bunlar ile
beslenilirse viicutta civa birikimine yol acabilirler. Civa dis amalgam kitlesinin yaklasik %
50’ den fazlasinmi olusturur. Dogada en biyiik civa kaynagi granit kayalardan olan sizintilardir;

bu kaynak dogadaki civa birikiminin % 50’ sinden sorumludur.

Civa elementel formda (Hg") toksik degildir. Hg”" y1 kimyasal degisime ugratacak herhangi
bir kimyasal veya biyolojik sistemin yoklugunda oral alinim yan etkilere yol agmaz. Buna

karsin Hgo, kimyasal olarak iyonize inorganik Hg2+ tiirtine doniisiince toksik 6zellik kazanir.

Endiistriyel alanlardaki kullanimlarda, civamn Hg’ formunda iken klor gibi bir antioksidana
maruz kalmasi sonucunda kimyasal olarak elementel durumdan iyonize duruma
biyodoniisiimii gerceklesir. Elementel civanin, insan bagirsaginda, ya da nehirler ve gollerin

dibindeki sedimentte mevcut mikroorganizmalar tarafindan Hg** ve alkil civaya (Srnegin,
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CH3;Hg" metil civa) biyodoniisiimii gerceklesir. Bu mikroorganizmalar daha biiyiik deniz

canlilar1 tarafindan alinirlarsa, bu tosik civa formlar1 gida zincirine dahil olur.
Civa toksisitesi ii¢ yol ile kendini gosterir.

1. Hg** proteindeki siilfidril gruplari ile reaksiyona girer, proteinin tersiyer yapisinda
degisiklige yol acar, bunu da protein ile iliskili biyolojik aktivite kaybi izler. Hg** diizenli
klirens olaylar1 sirasinda, bobreklerde konsantre oldugundan, en fazla toksisite bu

organlarda yasanir.

2. Tersiyer yapidaki degisiklik ile beraber, baz1 proteinler immiinojenik 6zellikler kazanirlar
ve yeni antijeni baglayacak immiinoglobulinleri iireten B lenfositlerin proliferasyonuna

neden olurlar.

3. Alkil civa tiirleri, 6zellikle lipofilik olup, noronlar gibi lipit bakimindan zengin dokularda

proteinlere baglanirlar.

Dental amalgamlardan kaynaklanacak olasi civa maruziyeti konusunda endise duyulmustur.
Restoratif dis hekimliginde yaklasik 90 yildir dolgu materyali olarak giimiis — civa amalgami
kullanilmaktadir. Agizda mevcut normal bakteriyel flora ile elemental civanin bir kismi
toksik tiirlere doniigebilir. Civaya maruz kalma ile ilgili WHO emniyel sinir1 giinde 45 pg
civadir. Eger bir bireyin maruz kalabilecegi baska bir kaynak yok ise, dental amalgamlardan

salinan civa 6nemsizdir. Buna karsin pek ¢ok gida, 6zellikle av baliklar1 civa icermektedir.

Kanda ve idrarda bulunan civa miktar1 toksisite derecesi ile korelasyon gosterir. Normal tam
kan civa diizeyi genelde 10 pg/L’ den diisiiktiir. Meslekleri nedeni ile 1limli miktarlarda
civaya maruz kalan bireylerde kanda rutin olarak 15 ug/L’ ye varan civa diizeyleri belirlenir.
Tam kan civa diizeyi 50 ug/L’ den yiiksek ise anlamli maruziyete isaret etmektedir. WHO’ ya
gore giinliikk idrar ekskresyonunun 50 pg’ dan yiiksek olmasi Oonemli miktarlara maruz

kalindiginin isaretidir.
2.6 Atomik Absorbsiyon Spektrometrisi
2.6.1 Beer Yasasi

Molekiiler veya atomik absorbsiyon, belirli bir ‘€’ birim 151n yoluna sahip, 151n gegirgenligi
olan bir ortamda, ‘C’ konsantrasyonda bulunan analit (molekiiler veya atomik) taneciklerinin
15in kaynagindan gelen 1simin bir kismini tutmasidir. Analit konsantrasyonu ile 1sin

siddetindeki azalma Sekil 2.1’ de gosterildigi gibidir.
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Sekil 2.1 Analit konsantrasyonu ile 1s1n siddetindeki azalma

Beer yasas1 matematiksel gosterimi: A=-LogT=Log(Io//)=€LC
A : Absorbans
T : Gecirgenlik
Iy : Baslangic Isin Siddeti
I: Son Isin Siddeti
€ : Absorbtivite
£ : Isin Yolu

C : Konsantrasyon

Atomik absorbsiyon spektrometrisi, elementlerin kantitatif tayininde siklikla tercih edilen bir
yontemdir. Bu yontemde, elementleri Olciilebilir hale getirebilmek i¢in 1s1 enerjisi kullanilir.
Is1 enerjisi yardimiyla numune igerisindeki analit atomlarina ayrisir. Genel olarak alev ve
elektrotermal atomlastirma teknikleri kullanilir. Bunlara ek olarak hidriir atomlastirma

teknigi de bazi elementler icin tercih edilen bir yontemdir.

2.6.2 Alev Atomlastirma

Bir alev atomlastiricida, atomlagsmanin olustugu alev icine numune ¢ozeltisi yanici gaz ile
karisan yiikseltgen gaz akistyla tasinir ve piiskiirtiiliir. Ik olarak c¢oziicii buharlasir ve ¢ok
ince dagilmis bir molekiiler aerosol olusur. Sonra bu molekiillerin cogunun ayrismasi sonucu
atomik gaz olusur. Bu sekilde olusan atomlar karakteristik dalga boylarindaki 15181

absorblayabilirler.

Tipik bir alev atomlastiricinin yapist Sekil 2.2° de gosterilmistir. Alevli atomlastiricilarda
kullanilan yanic1 gazlar ve yiikseltgenler ile bu gazlarin farkli karistm oranlan ile farkl
sicaklik degerlerine ulasilir. Yaygin olarak kullanilan hava — asetilen ve nitrdz oksit — asetilen
gaz karigimlart kullanilir. Hava — asetilen alevi ile yaklasik 2100 — 2400 °C, asetilen — nitr6z
oksit alevi ile yaklasik 2600 — 2800 °C sicaklik elde edilir. Genellikle hava — asetilen alevinde
10 cm 151n yollu alev bagligi, asetilen — nitr6z oksit alevinde ise 5 cm 151n yollu alev bagliklar

kullanilir. Her iki alev tipinde de kullanilabilen 5 cm 1s1n yollu iiniversal alev bagliklar1 da
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bazi iireticiler tarafindan imal edilmektedir. En uygun atomlagsma kosullar1 deneysel olarak
her iki gazin akis hizlarimin, genis bir aralikta degistirilip ayarlanmasiyla bulunur. Yanici ve
yiikseltgen uygun stokiyometrik oranlarda karistirilir. Bununla beraber kararli oksitler
olusturan metallerin tayini icin, yanicinin asirisini i¢eren bir alev daha uygundur. Organik

coziiciiler ile calisirken yanici gaz miimkiin oldugu kadar diisiik miktarlarda ayarlanmalidir.
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Sekil 2.2 Alev atomlastiricinin yapisi

Yiikseltgen akist ile olusan aerosol, yanici ile karisir ve ¢ok kiigiik damlaciklar disindaki sivi
damlalarin1 bertaraf etmek icin bir seri yiizeye carptirilir. Carpmalar sonucu numunenin
biiyiik capli damlalar1 sprey odaciginin alt kismindan atiga gider. Yapilan ¢alismalar sprey

odaciginda ¢arpisma boncugu kullaniminin hassasiyeti 2 — 3 kat arttirdigini ortaya koymustur.
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Sekil 2.3 Ug elementin tipik absorbans profilleri ve alevin yapisi

Sekil 2.3 de ii¢ elementin tipik absorbans profilleri ve alevin yapist gosterilmistir. Alevin
farkli bolgelerindeki farki sicaklik seviyeleri elementlerin atomlagma verimlerini
etkilemektedir. Bu sebeple maksimum analitik duyarlilik elde etmek i¢in, maksimum
absorbans elde edilinceye kadar alev bashigi, 151n yoluna gore asagiya ve yukariya hareket

ettirilir.
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2.6.3 Elektrotermal Atomlastirma

Tipik bir elektrotermal atomlastirict ve grafit tiipiin yapist Sekil 2.4’ de gOsterilmistir.
Elektrotermal atomlastiricilarda grafit tiip i¢ yiizeyinde veya grafit platform yiizeyinde,
elektriksel olarak 1sitilmak suretiyle, numunenin 10 — 20 uL’ si 6nce kurutulur ve sonra kiil
edilir. Kiilleme asamasindan sonra yaklagik 2000 — 3000 °C’ ye yiikselen sicaklik ile numune
atomlarina ayrisir. Elektrotermal atomlastiricilar, kisa siirede tiim numunenin atomlastirilmasi
ve optik yolda atomlarin ortalama kalma siirelerinin bir saniye veya daha fazla olmasi

sebebiyle hassasiyette artig saglar.
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Sekil 2.4 Elektrotermal atomlastirict ve grafit tiipiin yapisi

Numune enjeksiyonunun yapildigi grafit tiip yaklasik 5 cm uzunlugunda ve 1 cm’ den daha
az i¢ capa sahiptir. Grafit tiip icinden gecgen inert gaz (argon, azot v.b.) ortami havadan
arindirirken  kurutma ve kiilleme asamalarinda olusan numune matriks buharlarin1 da

uzaklastirir. D1s gaz akisi da yiiksek sicakliklara ¢ikan grafit tiipiin yanmasini engeller.
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Sekil 2.5 Sicaklik programi (atomlasma evresi) ve analit sinyali
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Sicaklik programi (atomlagma evresi) ve analit sinyali Sekil 2.5° de gosterilmistir. Platform,
grafitten yapilmistir ve numune giris deliginin altina yerlestirilir. Tiip sicakligi hizla
yiikseltildigi zaman atomlagma, numune artik dogrudan tiip duvarinda olmadig: icin gecikir.
Atomlasma islemi sicakligin hizli degismedigi, nispeten daha az matriksli bir ¢evrede olur.

Boylece daha tekrarlanabilir pikler elde edilir.

Elektrotermal atomlastiricilarda grafit tiiplin 1sitilmasi islemi diizlem boyunca veya ¢apraz

1sitma bi¢iminde olabilir. Bu 1sitma bigimlerine gore grafit tiip sekilleri de degisebilmektedir.

2.6.4 Hidriir Atomlastirma

Hidriir atomlastirma teknikleri arsenik, civa, kalay, selenyum, antimon, bizmut elementlerinin
hidriir buharlar1 seklinde atomlastiriciya verilmesi yoluyla gerceklestirilir. Bu elementlerin
oldukca toksik olmalar1 sebebiyle diisiik derisimlerinin tayininde hidriir atomlastiricilar
kullanilir. Hidriir reaksiyonunu genellikle Sekil 2.6’ da gosterilen akis-enjeksiyon sistemi
kullanilarak tasiyic1 reaktif (HCI), indirgen (NaBHs veya SnCl,) ve analit ¢ozeltisinin
karismasi sonucunda gergeklesir. Yalnizca civa analizi i¢in indirgen olarak SnCl, kullanilarak

daha diisiik deteksiyon limitleri elde edilebilir.
3BH4- + 3H+ + 4H3ASO3 — 3H3BO3 + 4ASH3 T + 3H20 (21)

Bir peristaltik pompa yardimiyla ¢ekilen tastyici reaktif ve indirgen yaklasik 500 puL analit
cozeltisi ile karistirilir ve karigsma bloguna gonderilir. Karisma blogundan gaz — s1vi ayiracina
gelen hidriir buharlar1 atomlagsmanin gerceklesecegi ‘T’ tiipe tasiyici argon gazi ile tasinir.
Atomlagsma islemi icin alev bashgmnin yam sira elektrik yoluyla 1sitilan firin da

kullanilmaktadir ve hidriir firin1 kullanimi hassasiyeti artirmaktadir.
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Sekil 2.6 Hidriir atomlastirict i¢in kullanilan akis-enjeksiyon sistemi
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2.7 Atomik Absorbsiyon Spektrometresi

Atomik absorbsiyon spektrometresi cihazlart Sekil 2.7’ de gosterildigi gibi temel olarak 11k

kaynagi, atomlagma tinitesi, monokromator ve detektorden olugsmaktadir.
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Sekil 2.7 Atomik absorbsiyon spektrometresinin yapisi

2.7.1 Isik Kaynag

Atomik absorbsiyon spektrometrelerinde en yaygin 151k kaynagi Sekil 2.8° de goriilen oyuk
katot lambalardir. Bu tip lambalar 1 — 5 torr basincta argon veya neon ile doldurulmus bir

cam tiip icinde, bir tarafi kapali silindirik katot ve bir tungsten anottan ibarettir.

Anot _Ovuk Katot
i
E=

Euartz Pencere

Cam Bolme Ne veva Ar

Sekil 2.8 Oyuk katot lambanin yapisi

Katot, spektrumu istenen metalden veya bu metalin bir tabakasim1 desteklemede kullanilan
bagka bir metalden imal edilir. Oyuk katot lambalarin yaklasik kullanim émrii 5000 mA/saat’
tir. Lambalarin uygun calisma akimlar1 elementten elemente degismektedir. Ayrica normal
oyuk katot lambalara gore daha yiiksek akimla ¢alisan lambalar da diisiik deteksiyon limitleri
gerektiren bazi elementlerin (civa, kursun, arsenik v.b.) tayininde siklikla kullanilmaktadir.
Bir¢ok iiretici firma tarafindan iiretilen coklu element lambasi adi ile anilan oyuk katot
lambalar da kullanim alam1 bulmaktadir. Coklu element lambalarinin katodu birden fazla
metalin alasimi seklinde tasarlanmustir, fakat bazi spektral girisimlerden 6tiirii istenilen her
metal ayni alasim igerisine dahil edilemez. Buna ek olarak zeeman zemin diizeltmesi olan

grafit firinli atomik absorbsiyon spektrometrelerinde kullanimi tavsiye edilmez.
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2.7.2 Monokromator

Sekil 2.9” da genel yapisi1 gosterilen monokromatorler, analitin dalga boyunu diger tiim 1s1n
demetinden ayiran dalga boyu secicileridir. Analizin duyarliligim azaltan veya girisim yapan
diger cizgilerden Ol¢clim ¢izgisini ayirmak icin yeterli dar bant (slit) genisligi
saglayabilmelidir. Bu amacla cihazlar 0,2 — 2 nm aralifinda elementin karakteristik dalga
boyuna gore degisen cesitli bant genisliklerinin kullanimina imkan saglamaktadir. Odak
mesafesinin uzunlugu da monokromatoriin 1s1n ayirma giiciinii (¢Oziiniirliigiinii) arttiran

ozelliklerden biridir.
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Sekil 2.9 a ve b tipi monokromatdriin yapist

2.7.3 Detektor

Atomik absorbsiyon spektrometresi cihazlarinda genellikle Sekil 2.10° da gosterilen

fotogogalticr tiiplii (PMT) ve yiik — eslesmis diizenekli (CCD) detektorler kullanilmaktadir.
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Sekil 2.10 Fotogogaltici tiiplii detektor ve yiik — eslesmis diizenekli detektor
Fotogogaltici tiip detektorler dinod adi verilen ek elektrotlar sayesinde diisiikk 151 giiciinii
hassas bir sekilde olcebilirler. Her bir dinod fotoelektronlar ilave elektronlarla bir digerine

aktarir. Yilk — eslesmis diizeneklerde 151n enerjisini elektrik enerjisine ¢eviren transduserler
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kullanilir. Bu transduserler fotonlarin olusturdugu yiikleri toplar ve kisa araliklarla toplanan

yiik miktarini dlger.
2.8 Atomik Absorbsiyon Spektrometrisinde Girisimler

Atomik absorbsiyon spektrometrisinde iki tip girisimle karsilagilir. Girisim yapan tiirlerin
absorbsiyon veya emisyon ¢izgileri, analitin esas cizgisiyle Ortiistiigiinde veya
monokromatoriin ayiramayacagi kadar ona yakin oldugu zaman spektral girisim ortaya cikar.
Kimyasal girisimler, analitin absorbsiyon karakteristigini degistiren ve atomlagma sirasinda

olusan ¢esitli kimyasal olaylardan ileri gelir.

Oyuk katot kaynaklarin emisyon c¢izgilerinin ¢ok dar olmast nedeniyle, cizgilerin
ortiisgmesinden ileri gelen girisim az goriiliir. Spektral girisimler, 1sinlarin sag¢ilmasina sebep
olan kat1 tanecikli iiriinlerden veya genis bant absorbsiyonu olusturan yanma iiriinlerinden de
ileri gelebilir. Bu tiir bir girisim sahit (kor) ¢ozeltisinin Olciilmesi ile ortadan kaldirilabilir.
Sacilmadan ileri gelen girisimler, numunenin organik tiirler icerdigi veya numuneyi ¢cozmede

organik ¢oziiciiler kullanildiginda da gozlenebilir.

Alev atomlastiricida, matriks iiriinlerinin girisimleriyle genis ol¢iide karsilasilmaz ve ¢ogu
zaman yanict/yiikseltgen orani gibi analitik degiskenlerin ayarlanmasiyla onlenebilir. Matriks
girisim  problemi elektrotermal atomlastiricilarda daha Onemlidir. Fakat platform
teknolojisindeki gelismeler, yiiksek kaliteli grafit materyaller, hizli fotometrik 6l¢iim ve
zeeman tipi zemin diizeltme ile bu tip girisimler en aza indirilmistir. Elektrotermal
atomlastiricilarda ortam diizenleyici (matriks modifier) reaktifler de siklikla kullanilmaktadir.
Bu sayede analitin kiilleme ve atomlasma sicakliklari en iyi absorbans sinyalinin alinacagi

bolgeye tasinmis olur.
2.9 Zemin Diizeltme Teknikleri
29.1 Siirekli Isin Kaynag ile Diizeltme Teknigi

Déteryum lamba, ultraviyole bolgesindeki siirekli 1sin kaynaginmi olusturur. Siirekli 1sin
kaynagi ve oyuk katot lambadan gelen 1sinlar Sekil 2.11° de gosterildigi gibi yol {izerindeki
kesicinin yardimiyla atomlastiricidan sirasit ile gecerler. Doteryum lambanin 1sininin

absorbansi, analitin 1g1nmmin absorbansindan ¢ikarilir. Boylece bir zemin diizeltme yapilir.
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Fakat 350 nm’ den daha biiyiik dalga boylarinda déteryum lambanin zemin diizeltmesi

yetersiz kalmaktadir.
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Sekil 2.11 Siirekli 151n kaynagi ile diizeltme
2.9.2 Zeeman Etkisine Dayanan Diizeltme Teknigi

Bir atomik buhar, kuvvetli magnetik alana tutuldugu zaman, atomlarin elektronik enerji
seviyelerinde her bir elektronik gegiste bir¢cok absorbsiyon ¢izgisinin olusumuna yol acan,
Sekil 2.12° de gosterildigi gibi bir yarilma gozlenir. Olusan yeni c¢izgilerin absorbanslari

toplami, onlarin olustugu orijinal ¢izginin absorbansina tam olarak esittir.
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Sekil 2.12 Magnetik alan icerisinde atomlarin elektronik enerji seviyelerindeki yarilma

Zeeman etkili cihazlar, ozellikle elektrotermal atomlastiricilar i¢in yararli olup idrar ve kan

gibi numunelerdeki elementlerin tayininde sikc¢a kullanilmaktadir.
2.10 Onceki Cahsmalar

Parker vd.” nin (1967) ¢alismasindaki ilk yontemde, serumda bakir ve ¢inko analizi , serum
numunesi esit hacimde saf su ile seyreltilerek alevli atomik absorbsiyon spektrometresinde

yapilmistir. Yine bu calismada kullanilan ikinci yontemde serum numunesi esit hacimde % 8
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(w/v) TCA (trikloroasetik asit) ile karistirilarak 5 dakika siire ile bekletilmis ve daha sonra
santrifiij edilmistir. Proteinlerin c¢oktiiriilmesi sonucunda elde edilen siiziintii alevli
atomlastiricida analiz edilmistir. Bu iki yontem icin geri kazamim testi Cizelge 2.7° da
gosterilmistir.

Cizelge 2.7 Parker vd.’ nin (1967) serumda ¢inko ve bakir analizi geri kazanim testi

IIk Yontem
Cu (ug/100 mL) Zn (ug/100 mlL.)
Serum Serum + 25 ug Cu Serum Serum + 25 ug Zn
138 165 70 94
139 162 71 94
137 163 71 92
136 162 72 93
137 161 72 90
140 - 71 -
141 - 72 -
139 - 71 -
139 - 72 -
140 - 72 -
Ortalama 139 163 72 93
% Geri Kazanim 99,3 95,8
ikinci Yontem
Cu (ug/100 mL) Zn (ug/100 mlL.)
Serum Serum +100ug Cu Serum Serum +100ug Zn
146 245 74 170
148 245 80 174
148 248 73 170
146 247 74 172
145 247 72 169
Ortalama 147 246 75 171
% Geri Kazanim 99,8 96,5

Idrarda cinko tayini icin, idrar numunesinin hem seyreltilerek hem de direkt ¢alisilabilecegi
belirtilmistir. Bakir igerigi ise daha diisiik konsantrasyonlu oldugu i¢in 6n zenginlestirme

yapilmistir. Metalden arindirilmis 1 M sodyum asetat veya nitrik asit ile idrar numunesi pH
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5,5 ¢ e ayarlanir. Sodyum asetat ¢cozeltisini metalden arindirmak i¢in; 100 mL sodyum asetat
cozeltist 2 mL % 5° lik (w/v) APDC (amonyum pirolidin ditiyokarbamat) ile muamele
edilmis ve 10 mL MIK (metil izobutil keton) ile ekstrakte edilmistir. pH 5,5 e ayarlanan idrar
cozeltisine 1 mL % 5’ lik APDC ve 10 mL MIK eklenerek 3 dakika karistirilmis ve santrifiij
edilmistir. Bakir konsantrasyonu 5 kat deristirilmis olarak alevli atomlastiricida ol¢iilmiistiir.

Yapilan analizin geri kazanim testi Cizelge 2.8 de gOsterilmistir.

Cizelge 2.8 Parker vd.” nin (1967) idrarda ¢inko geri kazanim testi

Zn (mg/L)
Idrar Idrar + 0,25 mg Zn Idrar + 0.5 mg Zn
0,200 0,450 0,660
0,190 0,442 0,660
0,190 0,425 0,665
0,190 0,435 0,665
0,195 0,430 0,670
Ortalama 0,193 0,436 0,664
% Geri Kazanim 98,4 95,8

Meret ve Henkin’ in (1971) calismasinda, serum, idrar ve omurilik sivisinda (CSF) bakir ve
cinko tayini yapilmistir. 0,5 mL numune 4,5 mL % 6’ lik n-butil alkol ile ile seyreltilerek
alevli atomlastiricida direkt olarak calisilmistir. Calisma standartlar1 hazirlanirken 10 mL 1,5
mol/L. NaCl eklenerek 100 mL’ ye % 6’ lik n-butil alkol ile seyreltilmistir. Calisilan metodun
tekrarlanabilirlik ve tekrar yapilabilirlik testleri ile geri kazanim testi sonuglart Cizelge 2.9’
de gosterilmistir.

Cizelge 2.9 Meret ve Henkin’ in (1971) tekrarlanabilirlik ve tekrar yapilabilirlik testleri ile
geri kazanim testi sonuclari

Numune 30 Giiniin  Standart 10 Okuma  Standart Geri Kazanim
Ortalamas1 Sapma Ortalamas1 Sapma %0
(ug/100 mL) (pg/100 mL) (ug/100 mL) (ug/100 mL)
Serum Cu 221 2,2 221 0,99 101 £0,5
Zn 112 2 111 1,1 99,2 +0,4
Idrar Cu 14 2,1 14 0,88 101,7+£0,5
Zn 131 2,2 132 1,7 101,2 £ 0,7
CSFCu 16 1,2 16 1,6 101,6 £ 0,7

Zn 15 1,1 15 1.9 100 +0
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Smith ve Butrimovitz’ in (1979) ¢alismasinda, plazmada cinko tayini alevli atomlastirict ile
calistimistir. Calisma standartlart % 5’ lik gliserol c¢ozeltisi icinde hazirlanmistir. 0,5 mL
plazma numunesi 2 mL saf su ile seyreltilerek analiz edilmigtir. 0 — 50 — 100 mL/L gliserol
cozeltilerinin viskoziteleri sirasiyla 0,90 — 1,04 — 1,24 olarak ve 5 kat saf su ile seyreltilmis
plazmanin viskozitesi ise 0,98 olarak Olciilmiistiir. Referans serum numunesi ile yapilan

laboratuarlar aras1 karsilastirma Cizelge 2.10° da gosterilmistir.

Cizelge 2.10 Smith ve Butrimovitz’ in (1979) laboratuvarlar arasi karsilagtirma

Referans Serum (ug/dL.)
Diisiik Zn Normal Zn Yiiksek Zn
Bu laboratuar 70+ 0,0 90+ 0,0 158 +£5,0
Diger laboratuarlar 63 +7,7 8711 147 £ 17

Almeida ve Lima’ nin (2001) calismasinda, idrarda ve serumda bakir analizi grafit firin
atomlastiricida  calisilmistir.  Kalibrasyon standartlar1 ve idrar numuneleri otomatik
ornekleyici i¢inde 1:1 oraninda matriks diizenleyici (% 0,1 (v/v) Triton X-100, % 0,03 (w/v)
Mg(NO3),, % 0,05 Pd (w/v)) ile seyreltilmistir. Serum numuneleri ise Oncelikle saf su ile
1:24 oraninda daha sonra matriks diizenleyici ile 1:1 oraninda seyreltilmistir. Enstriimantal

parametreler ve firin programi Cizelge 2.11° da gosterilmistir.

Cizelge 2.11 Almeida ve Lima’ nin (2001) enstriimantal parametreler ve firin programi

Enstriimantal Parametreler

Lamba akimu : 10 mA Dalgaboyu : 324,8 nm

Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi :  Zeeman etkili

Ol¢iim modu : Pik alan1 (Abs.) Integrasyon zamani : 6's

Enjeksiyon hacmi : 20 uL Enjeksiyon Sicakligr : 20 °C

Firin Program

Basamak Sicaklik (°C) Cikis Kalis Argon AKisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mL/dakika)

1 110 1 20 250

2 130 5 30 250

3 1200 10 40 250

4 2000 0 5 0

5 2400 1 5 250
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Serum ve idrar numunelerinin 6l¢iim tekrarlanabilirligi, calismalar arasi ve giinler arasi tekrar

yapilabilirligi istatistiksel olarak degerlendirilmis ve Cizelge 2.12° de gosterilmistir.

Cizelge 2.12 Almeida ve Lima’ min (2001) istatistiksel degerlendirme

Tekrarlanabilirlik (% bagil standart sapma) : 20 pg/L standart i¢in % 1,3

26 pug/L idrar i¢in % 2,4
29 png/L serum i¢in % 1,4
Giinler arasi Fhesap : 0,00267 Funlo @ 3,35413
Tiim olciimler arasi Fhesap : 0,00259 Fianio : 3,38607
Giin 1/1 ve 1/2 Giin 2/1 ve 2/2 Giin 3/1 ve 3/2
thesap 0,16344 -1,21135 -0,77918
teano(p = 0,05) 2,26216 2,26216 2,26216

Metot deteksiyon limiti ve tayin limiti siras1 ile 0,98 ve 3,3 ug/L’ dir. Lineer aralik 0 — 100
ug/L ve korelasyon katsayisi (R*) 0,9982 ile 0,9995 arasinda degismektedir. Sertifikal
referans malzemelerle yapilan analizde 28 pg/L. olan idrarda bakir konsantrasyonu 30,3

olarak, 126 pg/L olan serumda bakir konsantrasyonu 130,3 olarak bulunmustur.

Montel vd.” nin (2003) calismasinda, serumda selenyum analizi grafit firin atomlastiricida
calisilmistir. Kalibrasyon standartlar1 ve serum numuneleri 1:4 oraninda matriks diizenleyici
(% 1 (w/v) nikel nitrat, % 2 (w/v) magnezyum nitrat, % 0,5 (v/v) Triton X-100) ile

seyreltilmistir. Enstriimantal parametreler ve firin programi Cizelge 2.13” de gosterilmistir.

Cizelge 2.13 Montel vd. ‘ nin (2003) enstriimantal parametreler ve firin programi

Enstriimantal Parametreler

EDL Lamba akim : 5W Dalgaboyu : 196,0 nm

Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi :  Zeeman etkili

Olgiim modu : Pik alan1 (Abs.) Enjeksiyon hacmi: 20 puL

Firin Program

Basamak Sicaklik (°C) Ciks Kalis Argon AKkisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mL/dakika)

1 110 5 10 300

2 150 5 25 300

3 1180 5 25 300

4 2400 1 5 0

5 2400 1 3 300
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Metot deteksiyon limiti 8 ug/L ve lineer aralik O — 400 pg/L olarak belirtilmistir.

Feuerstein ve Schlemmer’ in (1999) calismasinda, serumda selenyum analizi grafit firin
atomlastiricida standart katma metodu ile ¢alisilmistir. Kalibrasyon standartlar1 0 — 150 pg/L
araliginda % 0,2 (v/v) nitrik asit icerecek sekilde hazirlanmistir. Kalibrasyon standartlarina
belirli hacimde serum numunesi eklenmistir. Serum numuneleri esit hacimde % 0,2 Triton X-
100 ve yine ayni hacimde kor (sahit) numunesi ile seyreltilmistir. Enjeksiyon islemi 10 pL
standart veya numune ve 5 uL. matriks diizenleyici (% 0,1 Pd ve % 0,06 Mg) olmak iizere
toplam 15 pL olarak yapilmistir. Enstriimantal parametreler ve firin programi Cizelge 2.14°

de gosterilmistir.

Cizelge 2.14 Feuerstein ve Schlemmer ‘ in (1999) enstriimantal parametreler ve firin

programi

Enstriimantal Parametreler

Lamba akimu : 290 mA Dalgaboyu : 196,0 nm

Bant genisligi : 2 nm, diisiik Zemin diizeltmesi :  Zeeman etkili

Olgiim modu : Pik alan1 (Abs.) Enjeksiyon hacmi: 15 puL

Firin Programi

Basamak Sicaklik (°C) Cikis Kalis Gaz Akisi Gaz Tipi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mL/dakika)

1 110 1 30 250 Argon

2 130 15 30 250 Argon

3 600 15 40 250 Hava

4 600 1 5 250 Argon

5 1000 15 35 250 Argon

6 2150 0 5 0 -

7 2500 1 5 250 Argon

Grafit firln programinda 3. ve 4. basamaklarda 600 °C’ lik ekstra 1sitma islemi ve 3.
basamakta argon yerine hava gazinin inert gaz olarak kullanilmasinin sebebi serum ve kan
orneklerinin yiiksek protein yapisindan ileri gelmektedir. Bu yiiksek karbonlu yapr grafit tiip
veya platform yiizeyinde Onemli birikmelere yol acar. Bu sebeple grafit materyalin en az
zarar gorecegi bir sicaklikta ve oksidasyonun daha etkili gerceklesecegi bir inert gaz ile

karbonlu yapinin u¢urulmasi saglanmistir.
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Metot deteksiyon limiti 2 ug/L ve karakteristik kiitle 40 pg olarak beyan edilmistir. Cizelge
2.15° de referans bir laboratuarda, referans numune analiz sonuglari ile yapilan karsilagtirma
gosterilmistir.

Cizelge 2.15 Feuerstein ve Schlemmer ‘ in (1999) referans laboratuarda yapilan referans
numune degerleri ile karsilastirma

Ornek Bu Laboratuar Referans Laboratuar/ RSD (%)
Numarasi Referans Deger

1 77 79 1,1
2 74 70 0,3
3 78 69 1,5
4 75 77 2,5
5 115 100 1,5
6 76 83 0,8
7 76 87 0,9
8 121 99 1,7
9 93 97 3
10 78 80 1,7
11 130 136 0,8
Seronorm (CRM) 77 80 (70 -92) 2,2

Gunter vd.” nin (1999) calismasinda, serumda ve kanda selenyum analizi grafit firin
atomlastiricida yapilmistir. Kan ve serum numuneleri 1/10 (v/v) matriks diizenleyici (% 15
HNOs; i¢inde 10g/L PA(NOs),)) ile seyreltilmistir. Standartlar 1 g/L stok standarttan % 1
HNO;s; ile seyreltilerek 50, 100, 200, 400 ve 600 pg/L olarak hazirlanip daha sonra matriks
diizenleyici ile 1/10 seyreltilmistir. Lineer aralik 0 — 60 ug/L’ dir. Kor (sahit) numunesi i¢in
saf su 1/10 matriks diizenleyici ile seyreltme yapilmistir. Enstriimantal parametreler Cizelge
2.16’ de, firin programi, sertifikali referans malzeme ile yapilan analiz sonuglar1 ve

istatistiksel degerlendirme 2.17’ da gosterilmistir.

Cizelge 2.16 Gunter vd.” nin (1999) enstriimantal parametreler

Enstriimantal Parametreler

Lamba akimu : 290 mA Dalgaboyu : 196,0 nm

Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi :  Zeeman etkili

Ol¢iim modu : Pik alan1 (Abs.) Enjeksiyon hacmi : 20 uL
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Metot deteksiyon limiti 3,4 pg/L. ve karakteristik kiitle 39,1 pg’ dir. Seronorm marka
sertifikali referans malzemelerle yapilan tekrarlanabilirlik ve geri kazanim degerleri sirasiyla
% 4,5 ve % 102,3 olarak belirtilmistir. Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi (R?)
0,9992’ dir.

Cizelge 2.17 Gunter vd.” nin (1999) firin programu, sertifikali referans malzeme ile yapilan
analiz sonuglar1 ve istatistiksel degerlendirme

Firin Program

Basamak Sicaklik (°C) Cikis Kalis Argon AKisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mL/dakika)

1 110 1 20 250

2 130 1 30 250

3 1250 5 30 250

4 2000 0 3 0

5 2500 1 3 250

Seronorm Tam Kan Sertifikali Referans Malzeme Selenyum Konsantrasyonlari
Gercek Deger (1,01 pmol/L)

Birinci Giin ikinci Giin  Uciincii Giin

1,06 1,03 1
1,01 0,95 1,03
1 0,95 1,06
1,1 1,1 1
1,1 1,01 1,07
1,03 1,1 1,05
1,02 1,07 1,01
1,06 1,01 1,02
1,05 1,07 0,98
0,92 1,07 1,03
Ortalama 1,03 1,03 1,02
RSD (%) 5 5.5 2,8
Geri Kazamim(%) 102,5 102,6 101,6
thesap 1,567 1,512 1,807
teabio (p = 0,05) 2,262 2,262 2,262

Burtis ve Ashwood (1999)° da yer alan metotta, serumda aliiminyum analizi grafit firin

atomlastiricida standart ekleme metodu ile ¢alisilmistir. 5 mg/L’ lik ara standart, 1000 mg/L
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stok cozeltiden % 0,2 HNOs ile seyreltilerek, 5, 10, 20, 40, 80, 160 ug/L ¢alisma standartlari
ara standarttan matriks diizenleyici (% 0,2 Triton X-100 icinde 1g/LL magnezyum nitrat) ile
seyreltilerek hazirlanmistir. Serum numuneleri 1:1 oraninda matriks diizenleyici ile
seyreltilmistir. Kor (sahit) ve standartlar aliiminyum konsantrasyonu 1 pg/L’ den daha diisiik
serum numunesi ile 1:1 oraninda karistirilmistir. Enstriimantal parametreler ve firin programi

Cizelge 2.18 de gosterilmistir.

Cizelge 2.18 Burtis ve Ashwood (1999) enstriimantal parametreler ve firin programi

Enstriimantal Parametreler
Dalgaboyu : 309,3 nm Enjeksiyon hacmi: 10 puL
Zemin diizeltmesi : Zeeman etkili Olgiim modu : Pik alam1 (Abs.)

Firin Programi

Basamak Sicaklik (°C) Cikis Kalis
Siiresi (s) Siiresi (s)

1 110 5 30

2 160 5 10

3 1300 10 20

4 2500 0 6

5 20 1 5

Almeida ve Lima’ nmin (2000) calismasinda, serumda aliiminyum analizi grafit firin
atomlastiricida ¢alisilmastir. 0, 25, 50, 75, 100, 200 ug/L kalibrasyon standartlari ve serum
numuneleri 1:1 (400 uL + 400 pL) oraninda matriks diizenleyici (1 g/L K,Cr,O7, % 0,5 (v/v)
Triton X-100 ve % 0,2 (v/v) HNOs)ile seyreltilerek hazirlanmistir. Serum numunelerinin
yiiksek proteinli yapisinin grafit firin igerinde daha etkin parcalamasi icin 1 mol/L

tetrametilamonyum hidroksit (TMAH)’ den 5 uL hacminde enjeksiyon yapilmustir.

Metot deteksiyon limiti 0,13 pg/L, tayin limiti 0,41 pg/L’ dir. Karakteristik kiitle 34 pg olarak
hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik Ol¢iimleri 25 — 200 pg/L araliindaki kalibrasyon

standartlar1 ile yapilmis ve bagil standart sapma % 3’ den daha diisiik bulunmustur.

Cizelge 2.19 Almeida ve Lima’ nin (2000) enstriimantal parametreler

Enstriimantal Parametreler

Lamba akimu : 15 mA Dalgaboyu : 309,3 nm

Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi : Zeeman etkili

Numune enjeksiyon hacmi : 15 uL TMAH enjeksiyon hacmi: 5 uL
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Cizelge 2.20 Almeida ve Lima’ nin (2000) firi programu ve sertifikali referans malzeme ile
yapilan analiz sonuglari

Firin Program

Basamak Sicaklik (°C) Cikis Kalis Argon AKisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mL/dakika)
1 140 1 25 250
2 150 5 25 250
3 1500 10 30 250
4 2400 0 4 0
5 2400 1 2 250
Seronorm Serum Sertifikali Referans Malzeme Aliiminyum Konsantrasyonlari
Gercek Deger (67ug/L )
Sonuclar(ug/L.)
Bu calisma 60,1 (57,7 -62,4)
A ve C laboratuarlar: 63 (57 -69)
B laboratuari 70 (64 -179)

Enstriimantal parametreler Cizelge 2.19” de, firin programi ve sertifikali referans malzeme ile

yapilan analiz sonuglar1 2.20° da gosterilmistir.

Brown vd.” nin (1984) calismasinda, serumda aliiminyum analizi grafit firin atomlastiricida
protein coktiirmesi ve standart ekleme metotlar1 ile yapilmis bu iki metot sonuglari
karsilastirilmistir. Standart ekleme metodunda 200 pL serum ve 400 uL matriks diizenleyici
toplam hacmi 1 mL olan 0 — 120 pg/L araligindaki calisma standartlar1 hazirlanirken
kullanilmistir. Matriks diizenleyici 1,05 g Mg(NOs), ve 2 mL Triton X-100 saf suile 1 L’ ye
tamamlanarak hazirlanmistir. Diger yontemde 1 mL serum numunesi 50 uL HNO; ile
coktiiriilerek 10 dakika santrifiij edilmis ve elde edilen siiziintii standart ekleme metodu ile

Cizelge 2.21° de gosterilen ayn1 enstriimantal sartlarda analiz edilmistir.

Cizelge 2.21 Brown vd.” nin (1984) enstriimantal parametreler

Enstriimantal Parametreler

Dalgaboyu : 309,3 nm Numune enjeksiyon hacmi : 15 pL.
Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi : D, diizeltmesi
Olg¢iim modu : Pik alan1 (Abs.)

Coktiirme isleminin verimi kromatografik yontemle 280 nm’ de yapilan Olciimlerle

desteklenmistir. Toplam serum proteini % 96 — 99 oraninda c¢oktiiriilmiistiir. Calisma
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standartlar1 0 — 100 pg/L araliginda saf su ile hazirlanmistir. Firin programi ve iki metodun

karsilastirilmasi Cizelge 2.22° de gOsterilmistir.

Cizelge 2.22 Brown vd.’ nin (1984) firin programi ve iki metodun karsilastirma sonuglari

Firin Program

Basamak Sicaklik (°C) Cikis Kalis Argon AKisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mL/dakika)
1 100 1 0 300
2 120 10 10 300
3 250 1 45 300
4 1500 1 45 300
5 2400 0 6 0
6 2600 1 4 300
7 20 1 5 300
Standart Ekleme Metodu Protein Coktiirme Metodu
Serum I Serum II Serum I Serum II
Tekrar Sayisi 10 5 10 11
Ortalama (ng/L) 6,5 86,8 10,9 88,5
Standart Sapma (ug/L) 1,08 52 1,1 3,8
Korelasyon Varyansi (%) 16,6 6 10,1 4,2

Patriarca ve Morisi’ nin (1999) calismasinda, tam kanda kursun analizi grafit firin
atomlastiricida yapilmistir. Kalibrasyon standartlar1 0, 5, 10, 20, 30, 40 mg/L ara standart
cozeltilerden % 1 Triton X-100 ile seyreltilme kosulu ile 0, 100, 200, 400, 600, 800 ug/L
olarak hazirlanmistir. Tam kan numuneleri de aym ¢o6zelti ile uygun hacimlerde
seyreltilmistir. Matriks diizenleyici (5 g/LL NH4H,PO4, 0,5 g/ Mg(NO3),.6H,0, % 1 (v/v)
HNO:s) enjeksiyon sirasinda numune veya standartlarla esit hacimde katilmistir. Isik kaynagi
olarak kursun elektrotsuz bosalim lambasi (EDL) kullanilmistir. Enstriimantal parametreler

ve firin programu sirasiyla Cizelge 2.24 ve 2.25° de gosterilmistir.

Metot deteksiyon limiti pik alani ol¢timii ile 10 pg/L, pik yiiksekligi ol¢iimii ile 3 pg/L ve
karakteristik kiitle 13 pg olarak hesaplanmistir. Kesinlik ve dogruluk caligmalart BCR
(Bureau Communautaire de Reference) sertifikali referans malzeme ile yapilmis ve Cizelge

2.23’ de gosterilmistir.
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Cizelge 2.23 Patriarca ve Morisi’ nin (1999) kesinlik ve dogruluk ¢aligsmalari

Giin ici Kesinlik (tekrar sayisi (n) =20)

Seri  Ortalama Standart Varyasyon  Gercek
(ug/L) Sapma (ug/L. Katsayisi (%) Deger (SD)
BCR 194 1 135,1 2,06 1,53 126 (4)
2 135,1 1,91 1,41
3 136,1 3,21 2,36
BCR 195 1 437,77 7,45 1,7 416 (9)
2 435,5 4,9 1,13
3 437 5,28 1,21
BCR 196 1 793,6 10,03 1,26 772 (11)
2 797,2 10,27 1,29
3 789,3 8,68 1,1
Giinler Arasi Kesinlik (tekrar sayisi (n) =20)
Seri  Ortalama Standart Varyasyon  Gercek
(ug/L) Sapma (ug/L. Katsayisi (%) Deger (SD)
BCR 194 1-2 1353 2,27 1,68 126 (4)
2-3 1357 3 2,21
1-3 1357 3,02 2,23
BCR 195 1-2 4368 5.5 1,26 416 (9)
2-3 4364 5,14 1,18
1-3 4375 3,95 0,9
BCR 196 1-2 7955 11,77 1,48
2-3 7933 12,57 1,58
1-3 7915 12,29 1,55

Cizelge 2.24 Patriarca ve Morisi’ nin (1999) enstriimantal parametreler

Enstriimantal Parametreler

Lamba akimu : 7,5 W Dalgaboyu : 283,3 nm
Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi : Zeeman etkili
Ol¢iim modu : Pik alan1 (Abs.) Numune enjeksiyon hacmi : 15 pLL

Integrasyon Zamani : 5s Matriks diizenleyici hacmi : 15 uLL
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Cizelge 2.25 Patriarca ve Morisi’ nin (1999) firin programi

Firin Programi

Basamak Sicaklik (°C) Ciks Kalis Argon AKkisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mlL/dakika)

1 90 10 20 300

2 120 15 15 300

3 250 10 5 300

4 750 30 30 300

5 750 1 3 0

6 1700 0 4 0

7 2650 1 5 300

8 20 1 10 300

Bannon vd.” nin (1994) calismasinda, tam kanda kursun analizi grafit firin atomlastiricida
standart ekleme metodu ile yapilmistir. 50, 100, 300, 400, 500 pg/L kursun standartlart 10 kat
seyreltik tam kan numunesi ile seyreltilmistir. Diisiik kursun icerikli bir tam kan numunesi 10
kat matriks diizenleyici (2 g/L NH4sH,PO4, 2 mL/L HNO; ve 0,5 mL/L Triton X-100) ile
seyreltilerek standartlara eklenmistir. Enstriimantal parametreler ve firin programi Cizelge

2.26’ de gosterilmistir.

Cizelge 2.26 Bannon vd.’ nin (1994) enstriimantal parametreler ve firin programi

Enstriimantal Parametreler

Dalgaboyu : 283,3 nm Enjeksiyon sicakligi : 70 °C

Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi : Zeeman etkili
Olgiim modu : Pik alan1 (Abs.) Numune enjeksiyon hacmi : 12 pL.
Integrasyon Zamant : S5s

Firin Program

Basamak Sicaklik (°C) Ciks Kalis Argon Akisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mlL/dakika)

1 120 5 15 300

2 260 1 5 300

3 800 5 27 300

4 20 1 4 300

5 1600 0 5 0

6 2700 1 2 300
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Calisilan metodun karakteristik kiitlesi 12,5 pg olarak belirtilmistir. Metodun kesinlik ve
dogruluk oOlctimleri icin NIST (National Institue of Standards and Technology) 955a
sertifikali referans malzemesi kullanilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 2.27° de

gosterilmistir.

Cizelge 2.27 Bannon vd.” nin (1994) metodunun kesinlik ve dogruluk ol¢iimleri

Referans Serum Referans Serum Tekrar Korelasyon
Gercek Deger (ug/dL)  Olciilen Deger (ug/dL) Sayisi Varyansi (%)
6,77 6,98 10 2,78
13,53 13,59 10 1,69
30,63 29,59 10 0,68

Jones’ un (2001) calismasinda, tam kanda kursun analizi grafit firin atomlastiricida
yapilmistir. Calisma standartlart (0, 5, 10, 20, 25, 50 pg/L) ve numuneler 1:10 oraninda
matriks diizenleyici ( % 0,2 (v/v) HNO3, % 0,5 Triton X-100 ve % 0,2 (w/v) NH4H,PO,)
seyreltilmistir. Isik kaynagi olarak kursun elektrotsuz bosalim lambasi (EDL) kullanilmistir.

Enstriimantal parametreler ve firin programi Cizelge 2.28” da gosterilmistir.

Cizelge 2.28 Jones’ un (2001) enstriimantal parametreler ve firin programi

Enstriimantal Parametreler

Lamba akimu : 10W Dalgaboyu : 283,3 nm
Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi : Zeeman etkili
Ol¢iim modu : Pik alan1 (Abs.) Numune enjeksiyon hacmi : 20 uLL
Firin Program
Basamak Sicaklik (°C) Cikis Kalis Argon AKisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (ml/dakika)
1 130 5 20 250
2 200 5 30 250
3 400 1 35 250
4 1700 0 5 0
5 2450 1 3 250

Metot deteksiyon limiti 0,2 pg/L ve korelasyon katsayist (R %) > 0,995 olarak
belirtilmistir. Ayrica yayimlanan makalede hasta sonuclarinin analizi hakkinda bazi oneriler

yer almaktadir.
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e  Ayni numunenin iki tekrar denemesi arasinda 1 pg/dL veya daha cok fark varsa numune
tekrar analiz edilmelidir.

e Kursun konsantrasyonu 10 — 40 pg/dL arasinda olan hasta numuneleri tekrar analiz
edilmelidir.

e Kursun konsantrasyonu 40 pg/dL’ den yiiksek ise hasta calisma ortamindan derhal

uzaklastirilmalidir.

Yapilan calismanin i¢ kalite kontrolii NIST 966 sertifikali referans malzeme ile yapilmis ve
elde edilen ortalama (% korelasyon varyansi) sonuglari; 4,26 (4) ug/dL - 9,51 (3,1) ug/dL -
29,1 (3,2) ug/dL’ dir.

Colon vd.” nin (2001) calismasinda, kanda civa analizi akis — enjeksiyon civa hidriir sistemi
ile analiz edilmistir. Kalibrasyon standartlart 1, 2,5, 5, 10, 20, 30 nmol/L
konsantrasyonlarinda % 1° lik (v/v) stabilizasyon cozeltisi (% 50 (v/v) HNOs i¢inde % 0,5
K>Cr,05) ile seyreltilerek hazirlanmistir. Civanin inorganik Hg(II) formuna indirgenmesi i¢in
% 0,2 (w/v) NaBH4, % 0,05 (w/v) NaOH ve % 0,1 kopiiklenmeyi onleyici reaktif ile
hazirlanan c¢ozelti kullanilmistir. 0,5 mL tam kan numunesine 1 mL % 0,2 Triton X-100, 0,1
mL stabilizasyon cozeltisi, | mL HNO;, 2 mL H,SO, eklenerek gece boyu etiivde 60 °C’ de
yas yakma yapilmis, daha sonra oda sicakligina getirilen numune % 10 (v/v) HNO;3;, % 20
(v/v) HySOy4 cozeltisi ile 10 mL’ ye tamamlanmistir. Enstriimantal parametreler ve akis —

enjeksiyon programi Cizelge 2.29° de gosterilmistir.

Cizelge 2.29 Colon vd.’ nin (2001) enstriimantal parametreler ve akis — enjeksiyon programi

Enstriimantal Parametreler

Dalgaboyu : 253,77 nm Argon akist : 75 mL/dakika

Bant genisligi : 0,7 nm Olgiim modu : Pik yiiksekligi (Abs.)
Numune hacmi : 500 uL.

Akis — Enjeksiyon Programm

Basamak Zaman (s) Pompa1 (rpm) Pompa 2 (rpm) Valf

On dolum 7 100 120 Dolum

1 10 100 120 Dolum

2 25 0 120 Enjeksiyon

Metodun deteksiyon limiti sulu ¢ozeltiler icin 0,0475 nmol/L, tam kan numunesi icin 0,95
nmol/L. ve kantitasyon limiti 3,2 nmol/LL olarak tayin edilmistir. Kesinlik ve dogruluk
calismalan i¢cin Seronorm sertifikali referans malzeme kullanilmis ve elde edilen sonuglar

Cizelge 2.30° de gosterilmistir.
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Cizelge 2.30 Colon vd.” nin (2001) kesinlik ve dogruluk ¢alismalari

Seronorm Bulunan Deger Bagil Standart Gercek Deger Aralik
Seviye (nmol/L) Sapma (%) (nmol/L)

1 13,1 5 15 11-16,5
2 41,8 2,6 40 33,5-42
3 69,8 2,5 70 67,5 - 82

Sakuma vd.” nin (1999) calismasinda, idrarda civa analizi akis — enjeksiyon hidriir analiz
sistemi ile yapilmigtir. Kalibrasyon standartlari 1, 2, 5, 10, 20 pg/L olarak % 2 (v/v) HNOs, %
2 (v/v) HySOy ile seyreltilerek hazirlanmigtir. 1 mL idrar numunesine 1 mL HNOj3 eklenerek
15 dakika siire ile bekletildikten sonra saf su ile 10 mL’ ye tamamlanmistir. . Civanin
inorganik Hg(II) formuna indirgenmesi i¢cin % 5’ lik (v/v) HCI icinde % 5 (w/v) SnCl,
cozeltisi ve tastyici reaktif olarak ise % 3’ liik (v/v) HCI c¢ozeltisi kullanilmistir. Enstriimantal

parametreler Cizelge 2.31° da gosterilmistir.

Cizelge 2.31 Sakuma vd.” nin (1999) enstriimantal parametreler

Enstriimantal Parametreler

Dalgaboyu : 253,77 nm Argon akist : 80L/dakika
Bant genisligi : 0,7 nm Ol¢iim modu : Pik yiiksekligi (Abs.)
Numune hacmi : 500 pL Pompa hiz1 : 120 rpm

Metot deteksiyon limiti ve kantitasyon limiti sirasiyla 0,12 ve 0,4 pg/L ve korelasyon
katsayis1 (R?) 0,9998 olarak belirlenmistir. Sertifikali referans malzeme ile yapilan dogruluk

Olctimiinde % 100’ e yakin geri kazanim elde edilmistir.

2.11 Istatistiksel Bilgiler

Analitik verilerin degerlendirilmesi i¢in bazi istatistiksel hesaplamalara ihtiya¢ duyulur.
2.11.1 Ortalama Deger, Standart Sapma, Varyans ve Varyasyon Katsayisi

Ortalama Deger : Tekrarlanan 6l¢iimlerin toplaminin gruptaki 6l¢iim sayisina boliinmesiyle
elde edilen biiytikliiktiir.

— N

n (2.2)




42

Burada ‘x;’, tekrarlanan ‘n’ tane 6l¢iimden olusan bir takimdaki her bir ‘x” degerini, gosterir.

Standart Sapma : ‘s’ ile ifade edilir.

(2.3)
Varyans : Standart sapmanin karesidir ve ‘s>’ ile ifade edilir.
Varyasyon Katsayist : ‘CV’ ile ifade edilir ve genellikle % ile birlikte kullanilir.
% CV = i 100
X (2.4)

2.11.2 Gergeklik, Dogruluk ve Kesinlik

Gergeklik : Olgiimiin sonucunun dogru degeri ile olciimiin sonucu arasindaki uyumun

yakinhigidir. (VIM, 1993)

Dogruluk : Kabul edilmis bir referans deger ile bir dizi test sonucundan elde edilen ortalama

deger arasindaki uyumun yakinhigidir. (ISO 5725 — 1, 1994)

Kesinlik : Belli kosullar altinda bagimsiz test sonuclar1 arasindaki uyumun yakinligidir. (ISO

5725 -1, 1994)

Gercekhk

Dogiulul:

Eesmlil:

Sekil 2.13 Gergeklik, dogruluk ve kesinlik ifadelerinin birbiri ile olan iligkisi

Kesinlik ifadesi, tekrarlanabilirlik ve tekrar yapilabilirligin bir tanimidir. Tekrarlanabilirlik;
ayn1 Ol¢tim kosullar1 altinda ayn1 sekilde yapilmis olan bir birini izleyen dl¢iim sonucglarinin
birbirleri arasindaki uyumun yakinligidir. Tekrarlanabilirlik kosullari, ayn1 6l¢iim prosediirii,
aynt gozlemci, ayn1 kosullar altinda kullanilan aymi 6l¢iim aleti, aym1 yer ve kisa aralikli

periyotlardir. Tekrar yapilabilirlik; farkli kosullar altinda aymi 6l¢iimiin elde edilen sonuclari
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arasindaki uyumun yakiligidir. Olciimiin prensibi, 6lciim metodu, gozlemci, 6lciim aleti,

referans standart, yer, zaman gibi kosullar degistirilebilir.

Standart sapma, varyans ve varyasyon katsayisi olarak verilen ii¢ terim 6l¢iimlerin kesinligi

hakkinda bilgi verir.
2.11.3 Student t - Testi

Yapilan bir dizi dl¢iimde sistematik hata olup olmadiginin arastirilmasinda veya tekrarlanan
analizlerin ortalamalarinin birbiriyle uyumunun incelenmesinde kullanilir. Sistematik hatalar,
tespit edilip bertaraf edilebilen hatalardir. Numune hazirlama, cihaz, analizci veya metot
kaynakli olabilen sistematik hatalar 6l¢ciim sonucunun hep kiigiik veya hep biiyiik ¢cikmasina

neden olabilirler.

+ts

\(; (2.5)

Analiz sonucunun gercek degeri ‘u’ ile ifade edilir. Formiilden hesaplanan ‘thesap’ degeri ile

=

Cizelge 2.32° de gosterilen t-Testi Kritik Degerleri tablosundan elde edilen ‘tyu’ degeri
karsilagtirilir ve belirli bir giiven araligr i¢in (% 95 veya % 99 v.b) thesap < tiriik sonucu

sistematik bir hatanin olmadigini gosterir.

Cizelge 2.32 Cesitli Olasilik Seviyeleri Igin t-Testi Kritik Degerleri

Cesitli Olasilik Sevivyeleri icin t-Testi Kritik Degerleri

Serbestlik Giiven Arahg (%)

Derecesi (n —1) 80 90 95 99 99,9
1 308 6,31 12,7 63,77 637
2 1,80 292 43 992 31,6
3 1,64 235 3,18 584 129
4 1,53 2,13 2,778 4,6 8,6
5 1,48 2,02 257 4,03 6,86
6 1,44 194 245 371 596
7 142 19 236 35 54
8 1,40 1,86 231 3,36 5,04
9 1,38 1,83 2,26 3,25 4,78

Sonsuz 1,29 1,64 196 2,58 3,29
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2.11.4 F’ Testi

‘F’ testi iki 0l¢iim takiminin kesinligini karsilagtirmak i¢in kullanilan bir yontemdir ve bir¢ok
islem yapilabilir. Bu islemler, analizci performanslarmin degerlendirilmesi, iki metodun
kesinlik derecelerinin  karsilastirilmast olabilir. Karsilagtirllan sonuglarin  varyanslari
kullanilarak yapilan ‘F’ testinde de ‘t’ testinde oldugu gibi belirli bir giiven aralig1 i¢in (% 95
veya % 99 v.b) kritik deger tablosundan yararlanilir. Tekrarlanan analizlerin ortalamalarinin
birbiriyle uyumu test edilirken hesaplanan F degeri ile Cizelge 2.33” de gosterilen tablodan
elde edilen F degeri karsilastirildiginda Fheqp < Furk ise istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadigini ifade eder.

2 (2.6)

Formiildeki ‘S;’ karsilastirilmak istenen ilk Ol¢iim dizisinin standart sapmasi, ‘S,’ ikinci
Olciim dizisinin standart sapmasidir. F degerinin 1’ den biiyiik olmas: i¢in biiyiikk varyans

kiiciik varyansa boliiniir.

Cizelge 2.33 % 95’ lik Giiven Araliginda ‘F' Testi Kritik Degerleri

% 95’ lik Giiven Araliginda ‘F' Testi Kritik Degerleri

Biiyiik Varyans icin Serbestlik Derecesi
Kiiciik Varyans 2 3 4 5 6 7 8 Sonsuz

I¢in Serbestlik Derecesi

2 19 19,6 19,25 19,30 19,33 19,35 19,37 19,50
3 955 928 9,12 9,01 894 889 885 8,53
4 6,94 659 639 6206 6,16 6,09 6,04 5,63
5 5,79 541 5,19 505 495 488 482 436
6 514 476 4,53 4,39 428 421 4,15 3,67
7 4,74 435 4,12 397 387 3,779 3,773 3,23
8 446 4,07 384 3,69 358 35 344 293
Sonsuz 3 26 237 221 21 201 1,94 1

2.11.5 Deteksiyon Limiti

Belirli bir giiven seviyesinde tayin edilebilen en kii¢iik analit derisimi veya kiitlesi deteksiyon

limiti olarak kabul edilir. Deteksiyon limiti analitik sinyal biiyiikliigliniin kor (sahit)
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sinyalindeki istatistiksel sapma oranina baghdir. Diger bir ifadeyle, Sekil 2.14° de gosterilen
analitik sinyal (S) rasgele hatalardan kaynaklanan giiriiltii sinyalindeki (N) sapmanin k kati
kadar biiyiikk olmadig: siirece, analitik sinyali belirli bir kesinlikle gormek imkansizdir. Kor
(sahit) ol¢iimlerinden elde edilen sonuglarin k& =3 alindiginda bir cok durumda tayin i¢in

giiven araliginin % 95 olacag isaret edilmistir.

0o —

m

Sekil 2.14 Analit sinyali ve giiriiltii sinyali

Atomik absorbsiyon spektrometrisi yonteminde alev ve hidriir atomlastiricilarin kullanildigi

analizlerde deteksiyon limiti hesab1 i¢in 6nerilen prosediir:

o Diisiik konsantrasyonlu ve yiiksek konsantrasyonlu olmak iizere iki adet standart

cozelti hazirlanir.
° Kor (sahit) ¢ozeltisi hazirlanir.

° Kor, diisiik konsantrasyonlu standart, kor, yiiksek konsantrasyonlu standart siralamasi
ile 10 veya daha cok okuma yapilir. Sonuglar absorbans biriminde kaydedilir ve her iki

standart i¢in de ortalama hesaplanir.

. Diisiik konsantrasyonlu ve yiiksek konsantrasyonlu standartlarin okumalarinin

standart sapmasi hesaplanir.
. Her iki standartin deteksiyon limiti ayr1 ayr1 asagidaki formiille hesaplanir.

Deteksiyon Limiti = Standartin Konsantrasyonu x 3 x Standart Sapma
Ortalama 2.7

. Iki standartin deteksiyon limitinin ortalamasi metodun deteksiyon limitini verir. Eger

numune Olc¢iimlerinde seyreltme yapiliyorsa hesaplanan deteksiyon limiti seyreltme faktorii

ile carpilir.
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Grafit firin atomlastiricilarin kullanildigi analizlerde deteksiyon limiti hesabi icin Onerilen

prosediir:
. Kor (sahit) ¢ozeltisi hazirlanir.
. Kor cozeltisinin 10 veya daha cok okumasi yapilir, sonuglar absorbans biriminde

kaydedilir ve ortalamasi alinir.

° Kor ¢ozeltisi okumalarinin standart sapmasi hesaplanir.

° Metodun deteksiyon limiti pikogram biriminde asagidaki formiil ile hesaplanir. Ornek
olarak Cizelge 2.34° de grafit firnli AAS ile bakir elementinin deteksiyon limiti hesaplamasi

gosterilmistir.

Deteksiyon Limiti = 3 x Standart Sapma x Karakteristik Kiitle (mg)
0,0044 (2.8)

Karakteristik Kiitle (mg) = Enjeksiyon Hacmi x Konsantrasyon x 0,0044
Analit Okumasi — Koér Okumasi 2.9)

. Konsantrasyon biriminden deteksiyon limiti hesab1 i¢in bulunan sonu¢ enjeksiyon
hacmine boliiniir. Eger numune 6lciimlerinde seyreltme yapiliyorsa hesaplanan deteksiyon

limiti seyreltme faktorii ile carpilir.

Cizelge 2.34 Grafit firinl1 AAS ile bakir elementinin deteksiyon limiti hesaplamasi

Analibk Smevaller

Grafut Fom Progyvam
0,006
Swcakhk Cikey Kaby Okuma Akas
C 3 5 mL/min
0,004 4
11 30 250
130 15 30 250 0.002
900 15 20 250
. | :
200 0 5 ¥ 0 ok I!,"'iilf! " e
2500 ! i 250 Zaman {ﬂn“j}'e_p
Enstviimamtal Parametreler Balar (Ca) Eor (5aldt) Sinyali
Lamba HeL (20pL  0.2% vlv HNO,)

0.0005, 0.0005, 0.0004, 0.0004,

Dralgaboyvn 3248 rm
= 00002, 00003, 0,0005, 00004,

Slit 0.7 nm 0.0004, 0.0003, 0.0004
Olomna 3.0 Chrtalamma 0.0004
Graht Titp End-capped THGA 5""""1“”

Sapma 000008
Haciin 20 |:|.
Thizenlevici -

Deteksivon 3 x spxm, 3x0.00008 x 12.5 pg
Karakteristik 125 pg Limiti = —gogqq ~ 0.0044
Eiitle - 0.71 pe
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3. DENEL BOLUM

3.1 Kullamilan Malzemeler, Kimyasallar ve Hazirlanan Cozeltiler

3.1.1 Malzemeler

° Perkin Elmer marka AAnalyst 800 model Zeeman zemin diizeltmeli atomik

absorbsiyon spektrometresi
° Precisa marka analitik terazi

° Millipore marka AFS 10-D model saf su cihazi (25°C’ de iletkenlik degeri >18MQ x

cm)

° Thermo marka Finnipipette model 20 — 200 puL, 100 — 1000 pL ve 2 — 10 mL

ayarlanabilir hacimli otomatik pipetler ve pipet uclari

° 50, 100, 1000 mL polipropilen balon jojeler

° Perkin Elmer marka prolitik kapl grafit tiip ve L’ vov platform
. 1,2 mL hacimli polistiren otomatik 6rnekleyici kaplari
. Polipropilen serum tiipleri ve kapaklari

. Birlesik Oksijen Sanayi (BOS) marka argon (%99,996 saflikta) ve asetilen tiipleri

3.1.2 Kimyasallar

. Inorganic Ventures/iv labs. 1006 + 3 mg/L. Aluminyum Standartt CGAL 1-1

o Inorganic Ventures/iv labs. 1002 + 2 mg/L Bakir Standart1 CGCU 1-1

o Inorganic Ventures/iv labs. 1007 + 3 mg/L Civa Standartit CGHG 1-1

. Inorganic Ventures/iv labs. 1001 + 2 mg/L Cinko Standarti CGZN 1-1

. Inorganic Ventures/iv labs. 1003 + 2 mg/L Kursun Standartt CGPB 1-1

. Inorganic Ventures/iv labs. 1005 + 2 mg/L Selenyum Standart1 CGSE 1-1
. Inorganic Ventures/iv labs. 1004 + 1 mg/L Paladyum Standartt CGPD 1-1
o Merck. Nitrik Asit 1.00441, % 65, d = 1,40 kg/L

. Merck. Hidroklorik Asit 1.00314, % 37, d = 1,19 kg/L
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. Merck. Triton X-100 1.08643

o Merck. Magnezyum Nitrat Hekzahidrat 1.05853
o Merck. Sodyum Hidroksit 1.06462

° Merck. Amonyum Dihidrojen Fosfat 1.01440

o Merck. Gliserol 1.04092

. Merck. Sodyumborohidriir 1.015669

o Merck. Potasyum Dikromat 1.04865

3.1.3 Hazirlanan Cozeltiler

° % 0,2 (v/v) HNO; : 3,1 mL % 65’ lik d = 1,41 g/mL derisik HNO;3 den alinarak 1 L’

ye saf su ile tamamland.

° % 2 (v/v) HNO;3 : 31 mL % 65’ lik d = 1,41 g/mL derisik HNO3 den alinarak 1 L’ ye

saf su ile tamamlandi.
. % 0,2 (v/v) Triton X-100 : 0,2 mL alinarak 100 mL’ ye saf su ile tamamlanda.

. % 10 (v/v) Gliserol : Yogunlugu 1,23 g/mL olan % 87 lik gliserolden 141,4 g

alinarak saf suile 1 L’ ye tamamlandi.

° % 3 (v/v) HCl : 81 mL % 37’ lik d = 1,18 derisik HCL den alinarak 1 L’ ye saf su ile

tamamlandi.

o % 0,2 (w/v) NaBH4 % 0,05 (w/v) NaOH : 2 g NaBH4 ve 0,5 g NaOH tartilarak 1 L saf

su i¢inde ¢oziildii.

o % 0,5 (w/v) K,Cr,07 : 0,5 g KyCr,O5 tartilarak 100 mL saf su i¢inde ¢oziildii.
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3.2 Analiz Metotlar:
3.2.1 Serumda Cinko ve Bakir Analizi

Serumda ¢inko ve bakir analizleri, serum igerisindeki konsantrasyonlari, analiz kolaylig1 ve
hiz1 sebebiyle alevli atomik absorbsiyon spektrometrisi yontemiyle gerceklestirildi. Numune
miktarlarinin diisiik olmasi ve yiiksek proteinli yap1 sebebiyle 6rnekler seyreltilerek calisildi.

Analiz sirasinda kullanilan tiim ara¢ ve gerecler i¢in plastik malzemeler tercih edildi.
3.2.1.1 Serumda Cinko ve Bakir Analizi Kalibrasyon Egrileri

Kalibrasyon standartlar1 hazirlanirken 1000 mg/L ¢inko ve bakir standartindan, énce 100 kat
% 2’ lik (v/v) HNO; cozeltisi ile seyreltilerek 10 mg/L ara standart ¢cozeltisi hazirlandi. Daha
sonra 10 mg/L ara standart ¢ozeltisinden 0,1 — 0,2 — 0,5 — 1 mg/L ¢alisma standartlart % 10’
luk (v/v) gliserol c¢ozeltisi ile seyreltilmek suretiyle hazirlandi. Cinko ve bakir analizi

kalibrasyon egrileri Sekil 3.1’ de gosterilmektedir.

Zn213.9 iCu 324.8
0,228 0,060
a a
£ £
m m
&8 ) a8 )
=3 =3
o or
£ £
< <
oeoqQy oe0qQy
0 concimgi/L) 1.0 0 conc(magil) 1.0
Calib Eq'n: Lin, Cale Int Calib Eq'n: Lin, Cale Int
Corr Coeff: 0.999573 Corr Coeff: 0.999997

Sekil 3.1 Serumda ¢inko ve bakir analizi kalibrasyon egrileri
3.2.1.2 Serumda Cinko ve Bakir Analizi Numune Hazirlama Islemi

Serum numunesinden 0,5 mL alinarak saf su ile 2,5 mL’ ye tamamlandi. 5 kat seyreltilen
serum numuneleri ile % 10’ luk (v/v) gliserol iceren calisma standartlarinin akis hizlarinin
birbirine denk oldugu gozlendi. 2,5 mL’ lik hacme gore enstriimantal parametreler optimize

edildi ve analizlerde her bir 6rnek ve standart icin 5° er saniyelik 2 tekrar okumasi yapildi.
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3.2.1.3 Serumda Cinko ve Bakir Analizi Deteksiyon Limiti, Kesinlik ve Dogruluk

Calismalar:

Serumda ¢inko ve bakir analizleri sirasiyla Cizelge 3.5 ve 3.6’ da gosterilen analiz
sonuglarinin kesinlik ve dogruluk degerlendirmesi, 3 giinliik 7° ser tekrar deneme ile Bio-Rad
sertifikali referans malzemesi kullanilarak yapildi. Liyofilize olarak ticari yolla elde edilen
referans malzeme 5 mL saf su ile ¢oziilerek hazirlandi ve 0,5 mL’ lik porsiyonlar halinde — 20
°C’ de derin dondurucuda saklandi. Plastik yerine cam malzeme kullanildiginda ¢inko
konsantrasyonunun giderek arttigi gozlendi. Liyofilize referans malzemenin saf su ile
coziilmesi islemi 30 dakika siire ile yapild1 ve siire arttiginda cinko konsantrasyonunun da
arttign gozlendi. Acildiktan sonra — 20 °C’ deki stabilizesi 1 ay olarak beyan edilmistir.
Referans malzeme ¢inko konsantrasyonu gercek degeri 81 pug/dL ve % 95 giiven siirinda
kabul edilebilir aralik 65 — 98 pg/dL olarak, bakir konsantrasyonu gercek degeri 97,8 pg/dL
ve % 95 giiven sinirinda kabul edilebilir aralik 78,2 — 117 pg/dL olarak beyan edilmistir.
Bakir ve ¢inko analizi geri kazanim testi Cizelge 3.1° de gOsterilmektedir. Geri kazanim
testleri i¢in sirasiyla toplam hacminde 50 pg/dL ve 100 pg/dL standart olacak sekilde

cozeltiler hazirlandi.

Cizelge 3.1 Serumda bakir ve ¢inko analizi geri kazanim testleri

Bakir Geri Kazanim Testi

Serum Serum + 50 ug/dL Cu Serum + 100 ug/dL Cu
106,6 pg/dL 144,77 ng/dL 195,6 pg/dL

% Geri

Kazanim : 97.9 98,9

Cinko Geri Kazamim Testi

Serum Serum + 50 ug/dL Zn Serum + 100 ug/dL Zn
89,3 ng/dL 145,2 pg/dL 187,9 ng/dL

% Geri

Kazanim : 104,2 99,3

Kalibrasyon standartlar ile yapilan deteksiyon limiti hesaplamasinda cinko icin 0,046 mg/L
ve bakir icin 0,03 mg/L bulundu. Numune analizlerinde 5 kat seyreltme yapildi ve hesaplanan
metot deteksiyon limiti ¢inko icin 0,23 mg/L ve bakir i¢in 0,15 mg/L olarak bulundu.
Deteksiyon limiti hesaplamalar1 i¢in secilen ¢inko ve bakir standartlarinin okumalar Cizelge

3.2° de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.2 Serumda ¢inko ve bakir analizi standart ¢ozelti okumalari

Standart 1 (0,5 mg/L) Standart 2 (1 mg/L)
Okumalari (Abs.) Okumalari (Abs.)
Cinko Bakir Cinko Bakir
0,1206 0,0243 0,2298 0,0488
0,1174 0,0253 0,2311 0,0483
0,1182 0,0240 0,2303 0,0476
0,1174 0,0244 0,2208 0,0473
0,1204 0,0242 0,2331 0,0482
0,1147 0,0240 0,2299 0,0482
0,1147 0,0241 0,2367 0,0490
0,1168 0,0240 0,2207 0,0479
0,1164 0,0240 0,2316 0,0474
0,1178 0,0238 0,2320 0,0489
Ortalama (p = 0,05) 0,1174 £ 0,0014 0,0242 + 0,0003 0,2296 + 0,0036 0,0482 + 0,0004
Standart Sapma 0,0020 0,0004 0,0051 0,0006

Cinko ve bakir i¢in yapilan deteksiyon limiti hesaplamalar1 sirasiyla Cizelge 3.3 ve 3.4’ de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.3 Serumda ¢inko analizi deteksiyon limiti hesaplamasi

Standart 1 Icin Deteksiyon Limiti = Standart 1 Konsantrasyonu x 3 x Standart Sapma

Ortalama
=0,5 x 3 x 0,0020
0,1174
=0,025 mg/L

Standart 2 icin Deteksiyon Limiti = Standart 2 Konsantrasyonu x 3 x Standart Sapma

Ortalama
=1x3x0,0051
0,2296
= 0,067 mg/L
Deteksiyon Limiti = 0,025 + 0,067
2
= 0,046 mg/L
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Cizelge 3.4 Serumda bakir analizi deteksiyon limiti hesaplamasi

Standart 1 icin Deteksiyon Limiti = Standart 1 Konsantrasyonu x 3 x Standart Sapma

Ortalama
=0,5 x 3 x 0,0004
0,0242
=0,024 mg/L
Standart 2 Icin Deteksiyon Limiti = Standart 2 Konsantrasyonu x 3 x Standart Sapma
Ortalama
=1x 3 x 0,0006
0,0482
=0,037 mg/L
Deteksiyon Limiti = 0,024 + 0,037
2
=0,03 mg/L

Cizelge 3.5 Serumda ¢inko analizi kesinlik ve dogruluk testi

Serumda Cinko Analizi Kesinlik ve Dogruluk Testi

Birinci Giin ikinci Giin  Uciincii Giin

84,24 78,88 87,95

80,38 77,36 80,82

85 85,44 82,32

90,03 80,46 76,6

77,98 82,29 78,41

83,42 81,68 77,49

79,33 83,65 81,04
Ortalama (p = 0,05) 82,92 +£3,777 81,39 +2,57 80,66 + 3,52
% Varyasyon Katsayis1 4,9 3,4 4.7
% Geri Kazanim 102,4 100,5 99.6
thesap 1,24 0,37 0,24
teablo (P = 0,05) 2,45 2,45 245 (p=0,05)
F12 - F13 = F23mhesap) 2,2 1,15 1,91

F12 = Fi3 — F23tablo) 4,28 4,28 4,28 (p=0,05)
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Cizelge 3.6 Serumda bakir analizi kesinlik ve dogruluk testi

Serumda Bakir Analizi Kesinlik ve Dogruluk Testi

Birinci Giin ikinci Giin  Uciincii Giin
94,47 94,09 95,35
94 91,74 91,52
99,44 98,16 103,3
96,89 93,1 93,74
106,4 91,76 93,41
89,56 101,7 89,54
91,16 102,1 92,6
Ortalama (p = 0,05) 95,99 +£5.25 96,09 £4,19 9421 +4,11
% Varyasyon Katsayis1 5,9 4,7 4,7
% Geri Kazanim 98,1 98,2 96,3
thesap 0,85 1 2,15
teabio (p = 0,05) 2,45 2,45 245  (p=0,05)
F12 - F13 - F23mhesap) 1,57 1,65 1,05
F12 = F13 = F23(tablo) 4,28 4,28 4,28 (p=0,05)
3.2.2 Idrarda Bakir Analizi

Idrarda bakir analizi, idrar icerisindeki konsantrasyonu sebebiyle grafit firmli atomik

absorbsiyon spektrometrisi yontemiyle gerceklestirildi.
3.2.2.1 idrarda Bakir Analizi Kalibrasyon Egrisi

Kalibrasyon standartlar1 hazirlanirken 1000 mg/L bakir standartindan, once 100 kat
seyreltilerek 10 mg/L birinci ara standart ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra 10 mg/L birinci ara
standart cozeltisi 20 kat seyreltilerek 0,5 mg/L’ lik ikinci ara standart ¢ozeltisi hazirlandi. 5 —
10 — 25 - 50 pg/L ¢alisma standartlar1 0,5 mg/L ikinci ara standart ¢ozeltiden uygun hacim
oranlarinda seyreltilerek hazirlandi. Seyreltme islemleri % 0,2’ lik (v/v) HNOs ¢ozeltisi ile

yapildi. Kalibrasyon egrisi ve idrar numunesi analit sinyali Sekil 3.2° de gosterilmektedir.
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Sekil 3.2 Idrarda bakir analizi kalibrasyon egrisi ve idrar numunesi analit sinyali

3.2.2.2 idrarda Bakir Analizi Numune Hazirlama islemi

[drar numunesi 0,3 mL alinarak iizerine 0,3 mL % 0,2’ lik (v/v) HNOjs ¢ozeltisi ve 0,3 mL %
0,2’ lik (v/v) Triton X-100 ¢ozeltisi eklenmistir. Triton X-100 reaktifi biyolojik sivilarindaki
eser elementler analizinde siklikla kullanilan, bu tiir sivilarin akigkanligini arttiran ve

seyreltmeden kaynaklanabilecek heterojenligi azaltan bir kimyasaldir.
3.2.2.3 Idrarda Bakir Analizi Enstriimantal Parametreler

Enstriimantal parametreler ve firin programi sirasiyla cizelge 3.7 ve 3.8’ de gosterilmektedir.

Cizelge 3.7 Idrarda bakir analizi enstriimantal parametreler

Enstriimantal Parametreler

Lamba akimu : 15 mA Dalgaboyu : 324,8 nm
Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi : Zeeman etkili
Ol¢iim modu : Pik alan1 (Abs.) Numune enjeksiyon hacmi : 20 uLL
Enjeksiyon Sicakligr : 40 °C Matriks diizenleyici hacmi : 5 pL

Matriks diizenleyici ¢ozeltisi 5 uL icerisinde 5 pg Pd ve 3 ug Mg(NOs), olacak sekilde
hazirlandi. Bu amacla 1000 mg/L’ lik Pd standart ¢ozeltisinin 100 mL’ si icinde 0,104 g
Mg(NO3),. 6H,0 coziilerek matriks diizenleyici hazirlandi.
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Cizelge 3.8 Idrarda bakir analizi firin programi

Firin Program

Basamak Sicaklik (°C) Ciks Kalis Argon Akisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mlL/dakika)

1 110 5 20 250

2 130 10 30 250

3 1200 10 25 250

4 2100 0 4 0

5 2450 1 3 250

Idrar ve serum Orneklerinde bakir tayininde, optimum sicaklik programinin bulunmasi
amaciyla uygulanan cesitli kiilleme ve atomlasma sicakliklarina ait grafik Cizelge 3.9’ da

gosterilmektedir.

Cizelge 3.9 Standart bakir ¢ozeltisi, idrar ve serum numunelerine uygulanan cesitli kiilleme
ve atomlagma sicakliklar1 (Almeida ve Lima 2001)
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3.2.24 Idrarda Bakir Analizi Deteksiyon Limiti, Kesinlik ve Dogruluk Calismalari

Idrarda bakir analizi sonuclarinin kesinlik ve dogruluk degerlendirmesi, Cizelge 3.12° de
gosterilen, 3 giinlik 7’ ser tekrar deneme ile Seronorm sertifikali referans malzemesi
kullanilarak yapildi. Liyofilize olarak ticari yolla elde edilen referans malzeme 5 mL saf su ile
coziilerek hazirlandi ve 0,5 mL’ lik porsiyonlar halinde — 20 °C’ de derin dondurucuda
saklandi. Bu kosullar altindaki stabilizesi 1 ay olarak beyan edilmistir. Referans malzeme
bakir konsantrasyonu gercek degeri 18,6 ug/L ve % 95 giiven sinirinda kabul edilebilir aralik
16,5 — 20,7 pg/L olarak beyan edilmistir. Bakir geri kazanim testi Cizelge 3.10° da
gosterilmektedir. Geri kazanim testleri icin sirasiyla toplam hacminde 10 pg/L ve 25 ug/L

standart olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi.
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Cizelge 3.10 Idrarda bakir analzi geri kazanim testi

Bakir Geri Kazanim Testi

Idrar Idrar + 10 ug/L Cu Idrar + 25 ug/L Cu
18,39 ug/LL 28,97 ug/LL 43,37 ug/LL

% Geri

Kazanim : 102 99,9

Kalibrasyon standartlar ile yapilan deteksiyon limiti hesaplamasinda 0,345 pg/L bulundu.
Numune analizlerinde 3 kat seyreltme yapildi ve hesaplanan metot deteksiyon limiti 1,04

pg/L olarak bulundu. Deteksiyon limiti hesaplamalar1 Cizelge 3.11° de gosterilmektedir.

Cizelge 3.11 Idrarda bakir analizi deteksiyon limiti hesaplamalar1

Kor (Sahit)Okumalari (Abs.) : 00,0085 - 0,0092 - 0,0088 - 0,0086 - 0,0085 - 0,0084 -
0,0077 - 0,0080 - 0,0093 - 0,0089
Kor Okumalarmin Standart Sapmasi : 0,0005
Karakteristik Kiitle (pg) : Standart 1 icin 21,5

Standart 2 i¢in 20,3

Standart 3 icin 19,7

Standart 4 i¢in 19,5
Ortalama Karakteristik Kiitle (pg) : 20,25
Deteksiyon Limiti = Karakteristik Kiitle x 3 x Standart Sapma

0,0044
= 20,25 x 3 x 0,0005
0,0044

=6,9 pg
Konsantrasyon Birimi ile Deteksiyon Limiti = 6.9
20 (Enjeksiyon Hacmi)
=0,345 pg/L
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Cizelge 3.12 Idrarda bakir analizi kesinlik ve dogruluk testi

Idrarda Bakir Analizi Kesinlik ve Dogruluk Testi

Birinci Giin ikinci Giin  Uciincii Giin
18,39 17,59 19,76
19,09 16,96 17,87
16,67 17,67 18,81
16,82 17,02 18,36
16,64 18,16 17,12
17,52 17,81 16,96
18,56 18,67 20,02
Ortalama (p = 0,05) 17,67 £0,94 17,70+£0,56 18,41 +1,11
% Varyasyon Katsayis1 5,7 3,4 6,5
% Geri Kazanim 95 95,2 99
thesap 2,44 3,97 0,42
teablo (P = 0,05) 2,45 2,45 245 (p=0,05)
F12 - F13 — F23(hesap) 2,83 1,41 4
F12 - F13 = F23(tablo) 4,28 4,28 428 (p=0,05)
3.23 Serumda Selenyum Analizi

Serumda selenyum analizi, serum igerisindeki konsantrasyonu sebebiyle grafit firinli atomik

absorbsiyon spektrometrisi yontemiyle gerceklestirildi.

3.2.3.1 Serumda Selenyum Analizi Kalibrasyon Egrisi

Kalibrasyon standartlart hazirlanirken 1000 mg/L selenyum standartindan, 6nce 100 kat
seyreltilerek 10 mg/L birinci ara standart ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra 10 mg/L birinci ara
standart ¢ozeltisi 10 kat seyreltilerek 1 mg/L’ lik ikinci ara atandart ¢cozeltisi hazirlandi. 10 —
20 — 50 — 100 pg/L calisma standartlar1 1 mg/L ikinci ara standart ¢ozeltiden uygun hacim
oranlarinda seyreltilerek hazirlandi. Seyreltme islemleri % 0,2’ lik (v/v) HNOs ¢ozeltisi ile

yapildi. Kalibrasyon egrisi ve serum numunesi analit sinyali Sekil 3.3” de gosterilmektedir.
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Sekil 3.3 Serumda selenyum analizi kalibrasyon egrisi ve serum numunesi analit sinyali

3.2.3.2 Serumda Selenyum Analizi Numune Hazirlama Islemi

Serum numunesi 0,2 mL alinarak iizerine 0,5 mL % 0,2’ lik (v/v) HNOj cozeltisi ve 0,3 mL

% 0,2’ lik (v/v) Triton X-100 ¢ozeltisi eklenmistir.
3.23.3 Serumda Selenyum Analizi Enstriimantal Parametreler

Enstriimantal parametreler ve firin programui sirasiyla 3.13 ve 3.14° de gosterilmektedir.

Cizelge 3.13 Serumda selenyum analizi enstriimantal parametreler

Enstriimantal Parametreler

Lamba akimu : 290 mA Dalgaboyu : 196 nm

Bant genisligi : 2 nm, diisiik Zemin diizeltmesi : Zeeman etkili
Olgiim modu : Pik alan1 (Abs.) Numune enjeksiyon hacmi : 20 pL
Enjeksiyon Sicakligr : 40 °C Matriks diizenleyici hacmi : 5 pL

Matriks diizenleyici ¢ozeltisi 5 uL icerisinde 5 pg Pd ve 3 ug Mg(NOs), olacak sekilde
hazirlandi. Bu amacgla 1000 mg/L’ lik Pd standart c¢ozeltisinin 100 mL’ si icinde 0,104 g
Mg(NO3),. 6H,0 ¢oziilerek matriks diizenleyici hazirlandi.
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Cizelge 3.14 Serumda selenyum analizi firin programi

Firin Programi

Basamak Sicakhk (°C)

1 110
2 130
3 1200
4 2150
5 2450

Ciks

Siiresi (s)

Kalis

Siiresi (s)

Argon Akisi
(mL/dakika)

1
5
15
0
1

25
25
25
4
3

250
250
250
0

250

Sekil 3.4 (a) da oyuk katot lamba Sekil 3.4 (b) de elektrotsuz bosalim lambasinin sinyalleri

goriilmektedir. Ozellikle selenyum analizinde daha az giiriiltii sinyaline sahip olan yiiksek

akimli lambalar Onerilmekte ve genis bant genisligi secimi analizin tekrarlanabilirligini ve

hassasiyetini arttirmaktad
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Sekil 3.4 (a) Oyuk katot lamba sinyali (b) Elektrotsuz bosalim lambas1 sinyali (izgi 2001)

Sekil 3.5 (a) da 25 pg/L analit sinyali, (b) de Seronorm marka sertifikali referans malzeme

icindeki analit sinyali ve (c) de serum Ornegi analit sinyali gosterilmektedir.
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Sekil 3.5 (a) 25 pg/L Se sinyali (b) Seronorm Se sinyali (c) Ornek serum Se sinyali

(Feuerstein ve Schlemmer 1999)
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3.2.34 Serumda Selenyum Analizi Deteksiyon Limiti, Kesinlik ve Dogruluk

Calismalar:

Serumda selenyum analizi sonuglarinin kesinlik ve dogruluk degerlendirmesi, Cizelge 3.17°
de gosterilen, 3 giinliik 7° ser tekrar deneme ile Seronorm sertifikali referans malzemesi
kullanilarak yapildi. Referans malzeme selenyum konsantrasyonu gercek degeri 129 pug/L ve
% 95 giiven sinirinda kabul edilebilir aralik 121 — 137 pg/L olarak beyan edilmistir. Cizelge
3.15" de selenyum geri kazanim testi gosterilmektedir. Geri kazanmim testleri i¢in sirasiyla

toplam hacminde 25 pg/L ve 50 pg/L standart olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi

Cizelge 3.15 Serumda selenyum analizi geri kazanim testi

Selenyum Geri Kazanim Testi

Serum Serum + 25 ug/L Se Serum + 50 ug/L Se
127,5 ng/LL 150,9 ng/LL 171,2 ng/LL

% Geri

Kazanim : 98,9 96,4

Kalibrasyon standartlar1 ile yapilan deteksiyon limiti hesaplamasinda 1,25 pg/L bulundu.
Numune analizlerinde 5 kat seyreltme yapildi ve hesaplanan metot deteksiyon limiti 6,25

pg/L olarak bulundu. Deteksiyon limiti hesaplamalar1 Cizelge 3.16” de gosterilmektedir.

Cizelge 3.16 Serumda selenyum analizi deteksiyon limiti hesaplamalari

Kor (Sahit) Okumalar: (Abs.) : 0,0031 - 0,0031 - 0,0039 - 0,0037 - 0,0045 - 0,0034 -
0,0049 - 0,0044 - 0,0047 - 0,0047
Kor Okumalariin Standart Sapmasi : 0,0007
Karakteristik Kiitle (pg) : Standart 1 i¢in 50,6; Standart 2 icin 51,3; Standart 3 icin 54;
Standart 4 icin 53,9
Ortalama Karakteristik Kiitle (pg) : 52,45
Deteksiyon Limiti = Karakteristik Kiitle x 3 x Standart Sapma
0,0044
=52.45 x 3 x 0,0007
0,0044
=25,03 pg

Konsantrasyon Birimi ile Deteksiyon Limiti = 25,03
20 (Enjeksiyon Hacmi)
=1,25ng/L
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Cizelge 3.17 Serumda selenyum analizi kesinlik ve dogruluk testi

Serumda Selenyum Analizi Kesinlik ve Dogruluk Testi

Birinci Giin ikinci Giin  Uciincii Giin
127,5 132 135,9
119,5 131,8 136,5
124,9 127 130
131,1 126,3 129,8
126,5 133,2 131,7
128 128.4 128,8
134,3 134,2 134,4
Ortalama (p = 0,05) 1274 +£437 130,4+290 132,2+2,82
% Varyasyon Katsayis1 3,7 2.4 2,3
% Geri Kazamim 98,8 101,1 102,5
thesap 0,9 1,18 2,8
teabio (p = 0,05) 2,45 2,45 245 (p=0,05)
Fi2 - F13 - F23(nesap) 2,22 24 1,08
F12 - F13 - F23(ablo) 4,28 4,28 4,28 (p=0,05)

3.2.4 Tam Kanda Kursun Analizi

Tam kanda kursun analizi, kursun icerisindeki konsantrasyonu sebebiyle grafit firinli atomik

absorbsiyon spektrometrisi yontemiyle gerceklestirildi.

3.2.4.1 Tam Kanda Kursun Analizi Kalibrasyon Egrisi

Kalibrasyon standartlar1 hazirlanirken 1000 mg/L kursun standartindan, 6nce 100 kat
seyreltilerek 10 mg/L birinci ara standart ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra 10 mg/L birinci ara
standart cozeltisi 10 kat seyreltilerek 1 mg/L’ lik ikinci ara atandart ¢ozeltisi hazirlandi. 10 —
20 — 40 — 60 pg/L calisma standartlar1 1 mg/L ikinci ara standart ¢cozeltiden uygun hacim
oranlarinda seyreltilerek hazirlandi. Seyreltme islemleri % 0,2’ lik (v/v) HNOs ¢ozeltisi ile

yapildi. Kalibrasyon egrisi ve tam kan numunesi analit sinyali Sekil 3.6’ da gosterilmektedir.
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Sekil 3.6 Tam kanda kursun analizi kalibrasyon egrisi ve tam kan numunesi analit sinyali

3.2.4.2 Tam Kanda Kursun Analizi Numune Hazirlama islemi

Tam kan numunesi 0,2 mL alinarak iizerine 0,5 mL % 0,2’ lik (v/v) HNOj3 ¢ozeltisi ve 0,3 mL

% 0,2’ lik (v/v) Triton X-100 ¢ozeltisi eklenmistir.
3.2.4.3 Tam Kanda Kursun Analizi Enstriimantal Parametreler

Enstriimantal parametreler ve firin programi sirasiyla Cizelge 3.18 ve 3.19° da

gosterilmektedir.

Cizelge 3.18 Tam kanda kursun analizi enstriimantal parametreler

Enstriimantal Parametreler

Lamba akima : 410 mA Dalgaboyu : 283,3 nm
Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi : Zeeman etkili
Olgiim modu : Pik alan1 (Abs.) Numune enjeksiyon hacmi : 15 pL.
Enjeksiyon Sicakligr : 40 °C Matriks diizenleyici hacmi: 5 pL

Matriks diizenleyici ¢ozeltisi 5 uL igerisinde 50 ug NH4H,PO4 ve 3 pug Mg(NOs), olacak
sekilde hazirlandi. Bu amacla 1 g NH4H,PO, ve 0,104 g Mg(NO3),. 6H,0 ¢oziilerek 100 mL’

ye % 0,2’ lik (v/v) HNOj ¢ozeltisi ile tamamlanarak matriks diizenleyici hazirlandi.
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Cizelge 3.19 Tam kanda kursun analizi firin programi

Firin Programi

Basamak Sicaklik (°C) Ciks Kalis Argon AKkisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mlL/dakika)

1 110 1 30 250

2 130 15 30 250

3 600 10 30 250

4 1600 0 3 0

5 2450 1 3 250

3.24.4 Tam Kanda Kursun Analizi Deteksiyon Limiti, Kesinlik ve Dogruluk

Cahismalar:

Tam kanda kursun analizi sonuclarinin kesinlik ve dogruluk degerlendirmesi, Cizelge 3.22°
de gosterilen, 3 giinlik 7° ser tekrar deneme ile Seronorm sertifikali referans malzemesi
kullanilarak yapildi. Liyofilize olarak ticari yolla elde edilen referans malzeme 5 mL saf su ile
coziilerek hazirland1 ve 0,5 mL’ lik porsiyonlar halinde — 20 °C’ de derin dondurucuda
saklandi. Bu kosullar altindaki stabilizesi 1 ay olarak beyan edilmistir. Referans malzeme
kursun konsantrasyonu gercek degeri 554 ug/L ve % 95 giiven sinirinda kabul edilebilir
aralik 532 — 576 pg/L olarak beyan edilmistir. Kursun geri kazanim testi Cizelge 3.20° de
gosterilmektedir. Geri kazanim testleri i¢in sirastyla toplam hacminde 80 pg/L ve 160 ug/L
standart olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi.

Cizelge 3.20 Tam kanda kursun analizi geri kazanim testi

Kursun Geri Kazanim Testi

Tam Kan Tam Kan + 80 ug/L Pb Tam Kan + 160 ug/L. Pb
545,3 ug/LL 621,5 ug/LL 711,2 ug/LL

% Geri

Kazanim : 99,4 100,8

Kalibrasyon standartlar1 ile yapilan deteksiyon limiti hesaplamasinda 0,16 ug/L bulundu.
Numune analizlerinde 5 kat seyreltme yapildi ve hesaplanan metot deteksiyon limiti 0,8 pg/L

olarak bulundu. Deteksiyon limiti hesaplamalar1 Cizelge 3.21° de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.21 Tam kanda kursun analizi deteksiyon limiti hesaplamalari

Kor (Sahit) Okumalari (Abs.) : 0,0004 - 0,0002 - 0,0002 - 0,0002 - 0,0001 - 0,0000
0,0000 - 0,0000 - 0,0000 - 0,0000
Kor Okumalarmin Standart Sapmasi : 0,0001

Karakteristik Kiitle (pg) : Standart 1 i¢in 34,5
Standart 2 icin 35,9
Standart 3 icin 34,9
Standart 4 i¢in 35,5

Ortalama Karakteristik Kiitle (pg) : 35,2

Deteksiyon Limiti = Karakteristik Kiitle x 3 x Standart Sapma
0,0044

=35.2 x 3 x 0,0001
0,0044

=2,4pg

Konsantrasyon Birimi ile Deteksiyon Limiti = 2.4
15 (Enjeksiyon Hacmi)

=0,16 ug/L

Cizelge 3.22 Tam kanda kursun analizi kesinlik ve dogruluk testi

Tam Kanda Kursun Analizi Kesinlik ve Dogruluk Testi

Birinci Giin ikinci Giin  Uciincii Giin

550,7 545,2 554,1

542,1 572,4 56,8

550,7 559.,3 561

553.,5 556,7 552,1

550,4 5559 547,8

551,2 5524 549

551 551,3 551
Ortalama (p = 0,05) 5499 +£3,37 556,2+7,74 553,7+493
% Varyasyon Katsayis1 0,66 1,5 0,96
% Geri Kazanim 99,3 100,4 99,9
thesap 3 0,69 0,15
teanlo (p = 0,05) 2,45 2,45 245 (p=0,05)
F12 - F1,3 = F23(hesap) 3,24 2,53 1,28

F12 = Fi3 — F23tablo) 4,28 4,28 4,28 (p=0,05)
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3.2.5 Serumda Aliiminyum Analizi

Serumda aliiminyum analizi, serum icerisindeki konsantrasyonu sebebiyle grafit firinli atomik

absorbsiyon spektrometrisi yontemiyle gerceklestirildi.
3.2.5.1 Serumda Aliiminyum Analizi Kalibrasyon Egrisi

Kalibrasyon standartlar1 hazirlanirken 1000 mg/L aliiminyum standartindan, 6nce 100 kat
seyreltilerek 10 mg/L birinci ara standart ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra 10 mg/L birinci ara
standart ¢ozeltisi 40 kat seyreltilerek 0,25 mg/L’ lik ikinci ara standart ¢ozeltisi hazirlandi.
2,5-5-10-25 pg/L calisma standartlar1 0,25 mg/L ikinci ara standart ¢ozeltiden uygun
hacim oranlarinda seyreltilerek hazirlandi. Seyreltme islemleri % 0,2’ lik (v/v) HNO;

cozeltisi ile yapildi. Kalibrasyon egrisi ve serum numunesi analit sinyali Sekil 3.7° de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.7 Serumda aliiminyum analizi kalibrasyon egrisi ve serum numunesi analit sinyali

3.2.5.2 Serumda Aliiminyum Analizi Numune Hazirlama islemi

Serum numunesi 0,3 mL alinarak {izerine 0,3 mL % 0,2’ lik (v/v) HNOj cozeltisi ve 0,3 mL

% 0,2’ lik (v/v) Triton X-100 ¢ozeltisi eklenmistir.
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3.2.5.3 Serumda Aliiminyum Analizi Enstriimantal Parametreler

Enstriimantal parametreler ve firin programi sirasiyla 3.23 ve 3.24° de gosterilmektedir.

Cizelge 3.23 Serumda aliiminyum analizi enstriimantal parametreler

Enstriimantal Parametreler

Lamba akima : 20 mA Dalgaboyu : 309,3 nm
Bant genisligi : 0,7 nm, diisiik Zemin diizeltmesi : Zeeman etkili
Olgiim modu : Pik alan1 (Abs.) Numune enjeksiyon hacmi : 20 pL.
Enjeksiyon Sicakligi : 40 °C Matriks diizenleyici hacmi : 5 uL

Matriks diizenleyici ¢ozeltisi 5 pL icerisinde 15 pug Mg(NOs), olacak sekilde hazirlandi. Bu
amacla 0,52 g Mg(NOs),. 6H,0 coziilerek % 0,2’ lik (v/v) HNOj ¢ozeltisi ile 100 mL’ ye

tamamlandi.

Cizelge 3.24 Serumda aliiminyum analizi firin programi

Firin Programi

Basamak Sicaklik (°C) Ciks Kalis Argon AKisi
Siiresi (s) Siiresi (s) (mlL/dakika)

1 110 1 30 250

2 130 15 30 250

3 1000 15 25 250

4 2300 0 4 0

5 2500 1 5 250

3.2.54 Serumda Aliiminyum Analizi Deteksiyon Limiti, Kesinlik ve Dogruluk

Calismalar:

Serumda aliiminyum analizi sonuglarinin kesinlik ve dogruluk degerlendirmesi, Cizelge 3.27°
de gosterilen, 3 giinlik 7° ser tekrar deneme ile Seronorm sertifikali referans malzemesi
kullanilarak yapildi. Liyofilize olarak ticari yolla elde edilen referans malzeme 5 mL saf su ile
coziilerek hazirlandi ve 0,5 mL’ lik porsiyonlar halinde — 20 °C’ de derin dondurucuda
saklandi. Bu kosullar altindaki stabilizesi 1 ay olarak beyan edilmistir. Referans malzeme
aliminyum konsantrasyonu gercek degeri 102 pug/L ve % 95 giiven sinirinda kabul edilebilir
aralik 95 — 109 pg/L olarak beyan edilmistir. Aliiminyum geri kazanim testi Cizelge 3.25° de
gosterilmektedir. Geri kazanim testleri i¢in sirasiyla toplam hacminde 25 pg/L ve 50 pg/L

standart olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi
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Cizelge 3.25 Serumda aliiminyum analizi geri kazanim testi

Aliiminyum Geri Kazanim Testi

Serum Serum + 25 pg/L Al Serum + 50 pug/L Al
103,6 ug/L 130,3 ng/LL 151,9 ug/LL
% Geri
Kazanim : 101,3 98,9

Kalibrasyon standartlar1 ile yapilan deteksiyon limiti hesaplamasinda 0,6 pg/L. bulundu.
Numune analizlerinde 3 kat seyreltme yapildi ve hesaplanan metot deteksiyon limiti 1,8 pg/L

olarak bulundu. Deteksiyon limiti hesaplamalar1 Cizelge 3.26° da gosterilmektedir.

Cizelge 3.26 Serumda aliiminyum analizi deteksiyon limiti hesaplamalari

Kor (Sahit) Okumalari (Abs.) : 0,0028 - 0,0009 - 0,0014 - 0,0024 - 0,0014 - 0,0025 -
0,0012 - 0,0014 - 0,0024 - 0,0023
Kor Okumalarimin Standart Sapmasi : 0,0007
Karakteristik Kiitle (pg) : Standart 1 i¢in 25,3
Standart 2 icin 25,4
Standart 3 icin 26
Standart 4 icin 27,7
Ortalama Karakteristik Kiitle (pg) : 26,1
Deteksiyon Limiti = Karakteristik Kiitle x 3 x Standart Sapma
0,0044
=26.1 x 3 x 0,0007
0,0044
=12,46 pg

Konsantrasyon Birimi ile Deteksiyon Limiti = 12,46
20 (Enjeksiyon Hacmi)
=0,6 ug/L
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Cizelge 3.27 Serumda aliiminyum analizi kesinlik ve dogruluk testi

Serumda Aliiminyum Analizi Kesinlik ve Dogruluk Testi

Birinci Giin ikinci Giin  Uciincii Giin
100,8 98,25 100,5
99,97 103,3 96,78
97,43 102,8 102,1
96,74 99 103,2
101,9 101,5 98,36
105,4 105,1 99,38
104,3 97,89 100,6
Ortalama (p = 0,05) 1009 £3,0 101,1 £2,63 100,6 +2,05
% Varyasyon Katsayis1 3,2 2,8 2,2
% Geri Kazanim 98,9 99,1 98.6
thesap 0,9 0,85 1,7
teablo (P = 0,05) 2,45 2,45 245 (p=0,05)
Fi2 - F13 = F23hesap) 1,35 2,2 1,6
F12 - F13 — F23tablo) 4,28 4,28 4,28 (p=0,05)

3.2.6 Tam Kanda Civa Analizi

Tam kanda civa analizi, tam kan icerisindeki konsantrasyonu sebebiyle soguk buhar atomik

absorbsiyon spektrometrisi yontemi ile gerceklestirildi.

3.2.6.1 Tam Kanda Civa Analizi Kalibrasyon Egrisi

Kalibrasyon standartlar1 hazirlanirken 1000 mg/L civa standartindan, once 100 kat
seyreltilerek 10 mg/L birinci ara standart ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra 10 mg/L birinci ara
standart ¢ozeltisi 100 kat seyreltilerek 100 pg/L’ lik ikinci ara atandart ¢ozeltisi hazirlandi. 1
—2-5-10 pg/L ¢alisma standartlar1 100 pug/L ikinci ara standart ¢ozeltiden uygun hacim
oranlarinda seyreltilerek hazirlandi. Seyreltme islemleri % 0,2’ lik (v/v) HNOs ¢ozeltisi ile

yapildi. Kalibrasyon egrisi ve kalibrasyon standartlarinin analit sinyali Sekil 3.8’ de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.8 Tam kanda civa analizi kalibrayon egrisi ve kalibrasyon standartlarinin sinyali

3.2.6.2 Tam Kanda Civa Analizi Numune Hazirlama islemi

15 mL’ lik vidali kapakl polipropilen tiip icerisinde 1 mL tam kan numunesi alinarak iizerine
% 0,2’ lik (v/v) Triton X-100" den 1 mL, % 65’ lik (v/v) derisik HNO3’ den 2 mL ve % 0,5’
lik (w/v) K,Cr,O7” den 0,1 mL eklendi. Toplam 4,1 kat seyreltilmis olan tam kan numunesi
cozeltisi etiiv icerisinde 65 °C sicaklikta gece boyunca yas yakma islemine tabi tutuldu. Yas
yakma isleminde kullanilan reaktiflerden, analizde pozitif sistematik hataya sebep olacak
miktarda civa geldigi saptandi ve bu etkiyi elimine etmek i¢in numune korii hazirlandi. %
0,2’ lik (v/v) Triton X-100" den 1 mL, % 65’ lik (v/v) derisik HNO3s’ den 2 mL ve % 0,5’ lik
(w/v) KoCr,0O7” den 0,1 mL alinarak hazirlanan numune korii etiiv icerisinde 65 °C sicaklikta
gece boyunca yas yakma islemine tabi tutuldu.

Soguk buhar tekniginde indirgen olarak kullanilacak % 0,2’ lik (w/v) NaBH4 ve % 0,05’ lik
(w/v) NaOH c¢ozeltisi, tastyict olarak kullanilacak % 3’ liik (v/v) HCI ¢ozeltisi 1 L’ lik balon

jojelerde hazirlandi.

Civa analizinde, indirgen olarak SnCl, kullanilmasi, oyuk katot lamba yerine yiiksek akimli
lambalarin kullanilmasi veya amalgam teknigi adiyla bilinen 6n zenginlestirme yonteminin

kullanilmas1 analizin hassasiyetini arttirdig1 bilinmektedir.

3.2.6.3 Tam Kanda Civa Analizi Enstriitmantal Parametreler

Enstriimantal parametreler ve akis — enjeksiyon programi Cizelge 3.28’ de gosterilmistir.
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Cizelge 3.28 Tam kanda civa analizi enstriimantal parametreler ve akis — enjeksiyon programi

Enstriimantal Parametreler

Dalgaboyu : 253,77 nm Argon akist : 75 mL/dakika

Bant genisligi : 0,7 nm Ol¢iim modu : Pik yiiksekligi (Abs.)
Numune hacmi : 500 uLL Hiicre Sicakligi : 100 °C

Akis — Enjeksiyon Program

Basamak Zaman (s) Pompa 1 (rpm) Valf

On dolum 10 100 Dolum

1 10 100 Dolum

2 15 120 Enjeksiyon

3.2.6.4 Tam Kanda Civa Analizi Deteksiyon Limiti ve Dogruluk Calismalari

Tam kanda civa analizi sonuclarinin dogruluk degerlendirmesi, Seronorm sertifikali referans
malzemesi kullanilarak yapildi. Liyofilize olarak ticari yolla elde edilen referans malzeme 5
mL saf su ile ¢oziilerek hazirlandi ve 0,5 mL’ lik porsiyonlar halinde — 20 °C’ de derin
dondurucuda saklandi. Bu kosullar altindaki stabilizesi 1 ay olarak beyan edilmistir. Referans
malzeme civa konsantrasyonu gercek degeri 13 pug/L ve % 95 giiven sinirinda kabul edilebilir

aralik 12,3 — 13,7 ug/L olarak beyan edilmistir.

Kalibrasyon standartlar1 ile yapilan deteksiyon limiti hesaplamasinda 0,47 pg/L bulundu.
Numune analizlerinde 4,1 kat seyreltme yapildi ve hesaplanan metot deteksiyon limiti 1,93
pug/L olarak bulundu. Standartlarin okumalar1 ve deteksiyon limiti hesaplamalar sirasiyla

Cizelge 3.29 ve 3.30° da gosterilmektedir.

Cizelge 3.29 Tam kanda civa analizi standart ¢ozelti okumalari

Standart 1 (5 ug/L) Okumalari (Abs.) Standart 2 (10 ug/L) Okumalari (Abs.)

0,0297 0,0314 0,0642 0,0641

0,0297 0,0300 0,0626 0,0649

0,0303 0,0296 0,0676 0,0650

0,0304 0,0309 0,0664 0,0648

0,0307 0,0299 0,0640 0,0656
Ortalama (p = 0,05) 0,0303 £ 0,0004 0,0649 £ 0,0010

Standart Sapma 0,0006 0,0014
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Cizelge 3.30 Tam kanda civa analizi deteksiyon limiti hesaplamasi

Standart 1 icin Deteksiyon Limiti = Standart 1 Konsantrasyonu x 3 x Standart Sapma

Ortalama
=5 x 3 x 0,0006
0,0303
=0,297 ug/LL

Standart 2 Icin Deteksiyon Limiti = Standart 2 Konsantrasyonu x 3 x Standart Sapma

Ortalama
=10x3x0,0014
0,0649
=0,647 pg/LL
Deteksiyon Limiti = 0,297 + 0,647
2
=0,47 ng/L
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4. SONUC VE DEGERLENDIiRME

Biyolojik sivilardaki ¢inko, bakir, selenyum, kursun, aliiminyum ve civa elementlerinin

analizleri atomik absorbsiyon spektrometrisi yontemi ile ¢aligildi.

Dis kalite kontrol amaciyla akredite bir laboratuar olan Instand e.V. Ringversuche,

Dusseldorf laboratuarlarindan gelen drneklerde ¢calisma yapildi ve Cizelge 4.1° deki sonuglar

elde edildi.
Cizelge 4.1 Dis kalite kontrol sonuclari

Analit Gercek Deger Kabul Araligi Bu Calisma % Geri Kazanim
Cinko (serum)

Seviye 1 1,82 mg/L 1,16 - 2,48 1,92 mg/L 1049

Seviye 2 0,920 mg/L 0,580 — 1,26 0,950 mg/L 103,3
Bakir (serum)

Seviye 1 24,5 ymol/L. 15,6 — 33,4 23,55 pumol/L 96,1

Seviye 2 349 umol/L. 22,3 - 47,5 33,44 umol/L. 95,8
Bakar (idrar)

Seviye 1 153 pug/L 97,9 - 209 134 ug/L 87,6

Seviye 2 104 pg/L 66,5 — 142 86 ug/L 82,7
Selenyum (serum)

Seviye 1 107 pg/L 68,4 — 146 108 ug/L 100,9

Seviye 2 252 ug/L 161 —343 242 ng/L 96
Aliiminyum (serum)

Seviye 1 85,4 ug/LL 54,6 — 117 105 pg/L 122,9

Seviye 2 152 pg/L 97,2 -207 180 pg/L 118,4
Kursun (tam kan)

Seviye 1 376 ug/L 240 -512 381 ug/L 101,3

Seviye 2 75,2 ug/L 48,1 - 103 78,8 ug/L 104,8
Civa (tam kan)

Seviye 1 21 pg/LL 13,4 - 28,6 20 pg/LL 95,2

Seviye 2 10,6 ng/L 6,78 — 14,5 12,6 ng/L 118,9

Gelistirilen analiz metotlarinin i¢ kalite kontrolii sertifikali referans malzemeler kullanilarak 3

farkli giinde 7° ser tekrar denemesi ile yapildi. Serumda cinko analizi ortalama % CV

(varyasyon kaysayis1) degeri 4,3 ve ortalama % geri kazanim degeri 100,8 olarak, serumda
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bakir analizi ortalama % CV degeri 5,1 ve ortalama % geri kazanim degeri 97,5 olarak,
idrarda bakir analizi ortalama % CV degeri 5,2 ve ortalama % geri kazanim degeri 96,4
olarak, serumda selenyum analizi ortalama % CV degeri 2,8 ve ortalama % geri kazanim
degeri 100,8 olarak, tam kanda kursun analizi ortalama % CV degeri 1,04 ve ortalama % geri
kazanim 99,8 olarak, serumda aliiminyum analizi ortalama % CV degeri 2,7 ve ortalama %
geri kazanmim 98,8 olarak hesaplandi. 3 farkli giinde yapilan 7° ser tekrar denemeden elde
edilen sonuclar % 95 giiven araliginda birbirinden farkli olup olmadigi Student ‘t’ testi ve ‘F’

testi ile degerlendirildi.

Bu calismada amaglanan tam kan, serum ve idrar gibi biyolojik sivilarda ¢inko, bakir, kursun,
selenyum, aliiminyum ve civanin atomik absorbsiyon spektrometrisi yontemi kullanilarak
tayini ile ilgili metot gelistirilmesi, kalite kontrol calismalarinin yapilmasi ve istatistiksel

olarak degerlendirilmesidir.

Yapilan i¢c ve dis kalite kontrol ¢alismalarinda elde edilen sonuglarin tekrarlanabilirlik ve
dogruluk degerlerinin kabul sinirlarinda olmasi, gelistirilen analiz metotlarinin uygunlugunu

gostermektedir.

Bu caligma bundan sonraki arastirmacilara yol gostermesi acisindan 6nemlidir.
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