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Serum Aluminyum Tayininde Standart Egri Grafigi ve
Standart Ekleme Yontemlerinin Kullanim

Melahat Dirican’, Asuman H. Giiler™

OZET. Bu caligmada; serumda aluminyum: (Al) tayini icin standart egri grafigi (StEG) ve standart ekleme (StE,
ekstrapotasyon) yontemleri atomik absorpsivon spektrofotometre cihazinda ¢aligilarak, incelendi. Ayvrica Al él¢iimii
yapilacak serumlara 3 degisik teknikle on hazirltk uygulandi. Bunlar; serumun direkt kullamini, matriks degistirici
(MD) ile diliie edilmesi ve protein presipitasyonu (PP) tekniklerivdi. Bunlar da yéntemler icinde birbirleriyle
Kipasland.

StEG yontemiyle direkt serum (n=20) ve PP yapilarak kullanilan serumlarda (n=20) ortalama Al diizeyi (X+SS)
sirasivia 103.4+22 3 ve 39.0+8 4 pg/L olarak bulundu. StE yonteminin kullanildigi MD'li serum (n=20) ve direkt
serum (n=20)1u tekniklerde ise bu deger 35.9+9.7 ve 68.8+16.7 idi: StEG ve StE yontemleriyle direkt kullamlan
serumlarda deney-igi % CV degerleri sirasiyla 27.1 ve 20.3 olarak bulundu. Bu-deger StE yontemiyle MD'li. teknikte
8.3, StEG yénteminin kullanildigi PP tekniginde 6.3 olarak-suptandi: MD 'li (StE yontemi) ve PP tekniklerinin (StEG
yontemi) % "recovery”degerleri sirasiyla normal serum havuzunda 86.7 ve 104; yiiksek serum:havuzundaise 94.3 ve
101.7 idi. StEG 'nin kullanildigi PP teknigiyle daha  iyi: % "recovery” ve % CV degerlerinin elde edildigi ve
kullamminin daha giivenilir oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler .Aluminyum .atomik absorpsiyon spektrofotometri.

Determination of Sefam Aluminyum Level With "Standard Addition" and "Standard Curve" Methods

SUMMARY. In this study, standard addition (StA) and standard curve (StC) methods are investigated and cempared
with each other for the determination of serum Al levels. Measurements are made in an atomic absorption
spectrophotometer after applying the same sera two different preanalytical preparations as well as using the serum
directly. These three preanalytical techniques [direct, matrix modifier (MM) and protein precipitation (PP)] are
compared with each other, also.

The mean Al levels were measured as (X+SD) 103.4+22.3 and 39.04+ 8.4 pg/L with the techniques of direct serum
(n=20) and PP (n=20) in StC method, respectively. In the method of StA by the techniques of MM and direct serum,
the levels were found to be as 35.949.7 and 68.8+16.7 pg/L, respectively. Within-day CV % results were 27.1 and
20.3 for the direct serum technique in StC and StA methods, respectively. On the other hand, these results were 8.3
for MM technique in StA, and 6.3 for PP technique in StC. Recovery (%) results were found to the in normal serum
pool as 86.7 and 104 while in high serum pool as 94.3 and 101.7 respectively for the MM (StA method) and PP (S:C
method) techniques. Finally, it is concluded that, the use of PP technique in StC method might be more reliable
because of the better recovery and CV % results obtained by that way.

Key Words .Aluminium .atomic absorption spectrophotometry.

Aluminyumun (Al) biyokimyasi ve toksikolojisi son arastinci tarafindan yaygin sekilde incelenmeye
yillarda dikkatleri ¢ekmeye baglamis ve birgok baglanmistir. Bunun nedeni, Alun diyaliz ense-
falopatisi, osteomalazi ve Alzheimer hastaligi gibi
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etkilerini anlamak bakimindan 6nemlidir’. Al 8lcimii
amaclyla en sik kullanilan yéntem grafit tlpli
atomik absorpsiyon spektrofotometri (GTAAS) yén-
temidir’. GTAAS yéntemi kolay uygulanabilen, du-
yarl ve glvenilir bir ydntemdir. Bununla birlikte bu
yontemle serumda Al tayininde cesitli gucluklerle
kargilasilir. Bunlardan biri serumun deneye hazir-
lanmasidir. Serumda direkt olarak élcim yapila-
bildigi gibi, cesili 6n islemler uygulandiktan sonra
da olcim yapilabilir. Bir diger énemli nokta ise
dlcum sonuglarinin degerlendirimesinde standart
edri grafigi (StEG) ya da standart ekleme (StE)
yoéntemlerinin  kullaniimasidir™®. Bu calismada
serum ornekleri degisik sekillerde deneye hazirlandi
ve bu serumlarda Al oélgimi i¢in standart egri
grafigi ve standart ekleme ydntemlerinin kullanimi
incelendi.

Gerec¢ ve Yontem

Cihaz:

Bu calismada H 1550 tip grafit tapla AAS cihazi
(Rank Hilger, Westwood Margate, Kent CT 9 4 JL,
ingiltere) kullanildi.

Standartlar ve Ayiraglar:

Standartlar: "Titrisol" Al standart ¢ozeltisi (Merck,
prod. No: 9967, Almanya) kullanildi. Titrisol'in
tamami deiyonize suyla 1 litreye tamamlanarak 1
mg/ml konsantrasyonda Al ana stok ¢ozeltisi hazir-
landi. Daha sonra deiyonize suyla (Direkt serum
StEG yonteminde) veya 15.6 mM nitrik asitle (PP
yonteminde) uygun sekilde sulandirarak 20, 40, 80,
125 ve 250 wg/L'lik Al standart calisma c¢ozeltileri
hazirlandi. '

Matriks degistirici (MD): Litrede 2.41 g Mg
(NO,),.6H,0 (Riedel de Haen-AG, Hannover-Al-
manya, prod. no 3127 (818538) ve 2 ml Triton X-
100 (BDH Chemical Ltd, prod. no 10168, Ingiltere)
iceren ¢ozelti MD olarak kullanildi.

Temizlik:

Kullanilan tim cam malzeme ve polistiren tipler 2
mol/L nitrik asitte (BDH Chemical Ltd, prod. nc
10168, ingiltere) en az 12 saat bekletildi. Daha
sonra de-iyonize suyla iki kez yikandi. Takiben oda
isisinda ya da 37°C de etivde kurutuldu.

Orneklerin Hazirlanmast:

Kan érnekleri 20 saglkli erigkinden elde edildi.
Vacutainer tupleri (Lot no. 6430-6 PQ05, Becton-
Dickinson, Fransa) ne alinan drnekler pihtilastiktan
sonra 1500-2000 devir/dk hizda ve 10 dk santrufij
edilerek serumlari aynidi.

a) PP teknifine gore serumlarin hazirlanmasi: 1 ml
serum "Roéhren" marka polistiren tipe konarak
vorteks (Heidolp-Almanya) ile Kkaristirilirken
Uzerine 50 pl nitrik asit (15,78 M) eklendi ve 1 dk
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daha vortekslendi. Daha sonra 5 dk stireyle 70°C
de su banyosunda bekletilen &rnek tekrar 10 sn
daha vortekslendi. Takiben 10 dk 1000-1500
devir/dk hizda sanftrifij edilerek slpernataniar
ayrildi. Supernatan alinarak burada Al tayini
yapildi®.

b) MD teknigine gdre serumlarin hazirlanmasi: Se-
rum ornekleri 1:1 oraninda MD olarak kullanilan
cozeltiyle karistinidi.

Serumlarin hazirlanma islemleri deneyden hemen
once yapildi. Boylece disardan Al bulagma riski
oénlenmeye calisildi. ,

Kontrol Serum Ornekleri:

1) Normal serum havuzu: Saglikli 20 eriskinden
elde edilen serumlar karistirilarak hazirlandi.

2) Yuksek kontrol serum havuzu: Diyaliz tedavisi
goren 40 hastanin serumlar kanstirilarak hazir-
landi.

Serumlar 20 adet nitrik asitle temizlemis olan
polistiren tuplere bélinerek deney yapilana kadar
-20°C'de saklandi.

Yontem:

AAS cihaz| su sekilde galismaya hazirlandi: Dalga
boyu: 308.5 nm slit agikhd: 110 pm, Al katod
lambasi akim gici: 8 mA, sogutma suyu akisi: 2
L/dk, integrasyon suresi: 10 sn, Argon gazi akimi:
7 L/dk. Gug kaynadi programi: Kurutma 35 sn
135°C, kullendirme 40 sn 1400°C bekleme 5 sn,
atomizasyon 5 sn 2800°C seklinde ayarlandi.
Numune hacmi 10 g idi.

PP teknigiyle serum Al tayininde StEG yontemi
kullaniidi. Bu teknikle hazirlanan serumlarin
sUpernatanlarindan 10 pl alinarak grafit tipe verildi
ve absorbanslan élguldid. Bu iglem 3 kez tekrar-
lanarak ortalama absorbans degeri saptandi.
Saptanan bu deder 15.6 mM nitrik asitle hazirlanan
Al standartlari kullanarak ¢izilen standart egri

grafijinden degerlendirildi (PP'li teknik StEG
y&ntemi).

MD teknidinde ise StE yontemi kullanildi. 1:1 MD ile
diliie edilen serumdan 10 pl alinarak cihaza verildi
ve absorbansi dlguldi. Daha sonra dilie olmus 2
ml serum (zerine 10 mg/L konsantrasyonda hazir-
lanan Al standartindan 5 gl eklendi ve yine absor-
bansi 6lglldi. Bu ekieme iglemi 2 kez daha yapild.
Boylece Al konsantrasyonu 25, 50 ve 75 pg/L
artinlmig oldu (Eklenen hacim miktari "recovery"
sonuglarini  etkilemediginden gozardi edilmistir).
Ekleme yapmadan 6lgiillen absorbans degeri y ek-
senine, konsantrasyonlar ise x eksenine yazilarak
bunlara karsilik okunan absorbans degerleri
isaretlendi. Egdrinin x eksenini negatif bolgede
kestifi nokta &rnekteki Al miktann  olarak
degerlendirildi (MD'li teknik StE yontemi)*®.
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Serum aluminyum tayininde

Serumun dogrudan kulianildi§i durumda ise 2
yontemle (StEG ve StE) Al duzeyi olgulda.
Bunlardan birincisinde serumdan 10 wl alinarak
cihazda absorbansi okundu ve okunan sonug
deiyonize suda hazirlanan standartlarla gizilen
standart egri grafijinden degerlendirildi (Direkt
serum StEG yoéntemi). Diger yéntemde ise 2 mi
serum dzerine MD'li teknik StE y6nteminde
anlatildigi sekilde standart ekleme yapilarak Al
duzeyleri 6lgildi (Direkt serum StE yontemi)’ .

Bulgular
20 serum &6rnedinde PP, MD’li teknik ve direkt
serum kullanilarak StEG ve StE yoéntemleriyle

saptanan Al degerleri Tablo: I'de verilmistir.

Tablo: I- Kullanilan ¢esitli yontemlerle saptanan
ortalama aliiminyum degerleri (pug/L)

Ornek Aritmetik Standart | Standart

YONTEMLER Sayisi Ortalama Sapma Hata
St. Egri Grafigi

PP Teknidi 20 39.0 84 1.9

Direkt Serum 20 103.4 223 5.0
Standart Ekleme

MD Teknigi 20 359 9.7 22

Direkt Serum 20 68.8 16.7 37

Tablo: III- MD’li Serum StE ve PP StEG

yontemleriyle normal ve yiiksek kontrol
serum havuzlarinda saptanan giin-igi
% CV degerleri

YONTEMLER
PROTEIN PRESIPITASYONU MD'li SERUM StE

n Normal Havuz Normal Havuz

Yiksek Havuz Yiksek Havuz

X | ss [ucv] X [ss [%cv] X | ss Jwcv] X [ss Jscv

10 |399 24 61 |897 37 41 |361 3.0 833|784 33 42
10 |402 27 66 |911 25 27

20 J401 25 62 )|904 31 35

Tablo: IV- StEG ve StE yontemleriyle saptanan
giinler-aras1 % CV degerleri

Bu yontemlerle saptanan ortalama Al degerleri
birbirleriyle kargilastirildi. Sonugta sadece PP ve
MD’li tekniklerle elde edilen degerler arasinda
istatistik agidan fark bulunmad! (p > 0.05). Diger
tum karsilastirmalarda aralarinda g¢ok anlamli fark
oldugu saptandi (p < 0.001).

Al tayininde kullanilan yéntemlerin gin-ici isabet
derecesini (with-in day precision) belirflemek
amaciyla yapilan galigmalarin sonuglari Tablo: |l ve
li'de gérulmektedir.

Tablo II- Direkt serum StEG ve StE yontemleriyle
normal kontrol serum havuzunda saptanan
giin-i¢i % CV degerleri

Ornek Aritmetik Standart
YONTEMLER Sayisi |Ortalama (ug/L)| Sapma % CV
StEG Yontemi 10 101.5 275 271
StE Yoéntemi 10 68.2 13.9 20.3
Giinler-arasi isabet derecesinin saptanmasi

amaciyla 10 gun sureyle normal ve yiksek kontrol
serum havuzlan MD ve PP teknikleriyle galisildi
(Tablo: V).

PP ve MD'li tekniklerle StEG ve StE yontemlerinin
dogruluk derecesinin saptanmasi amaciyla
"recovery" ¢alismas! yapildi. Bu amagla orneklere
Al konsantrasyonu 10 mg/L olan standarttan 5 yl
eklenerek Al icerikleri 25 pg/L artiridi. Elde edilen
degerler Tablo: V'de gorilmektedir.
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YONTEMLER
SERUM . : ,
PP StEG Yont ’
HAVUZU J ntemi &lD li StE Yontemi
X* | ss |wcv| X | ss |wcv
NORMAL HAVUZ 445 | 36 | 81 | 412 41 [100
(n=10)
YUKSEK HAVUZ 950 | 43 | 45 [835 | 38 | 45
(n=10)
" (wgll)
Tablo: V- StEG ve StE yontemleriyle normal ve

yitksek kontrol serum havuzlarinda elde
edilen % "Recovery" degerleri
Ekle- | SIEG Yontemi (PP Teknig) | SIE Yontemi (MD Teknigi)

;‘:i:l:r“l Olg. Al (ug/L) | Recovery (%) | Olg. Al (ug/L) | Recovery (%)

wa) [NSH|YSH|NSH|YSH|[NSH|YsH[NSH|YSH

=2 40 91 = = 26 70 - =
25 62.5 | 117 96 101 41 91 81 96
50 92 140 102 99 68 | 112 89 93
75 |127 174 11 105 91 137 20 94

NSH = Normal Serum Havuzu  YSH = Y(ksek Serum Havuzu

Tartisma

Bu calismada serumlara 3 degisik teknik uygula:
narak Al miktar belirtimi yapildi. Serumlar dogrudan
kullanildi ya da protein presipitasyonu uygulanarak
veya matriks degistiriciyle sulandirilarak deneye
hazirlandi. Al miktar belitiminde standart egri
grafigi ve standart ekleme yontemleri kullanildi.

Serumun direkt olarak hicbir 6n islemsiz kulla-
niimasi kolaydir, az numune gerektirir ve bulasma
riski azdir. Ancak numunenin grafit tipte yanmasi
sonucu artik birikimi (Memory effect) olayi risktir.
Biriken bu artiklar bir sonraki deneyin dogrulugunu
bozar. Grafit tiipte olusan bu artiklarin temizlenmesi
pratik degildir, ayrica etkin olarak da yapilamaz®®.

Calismamizda direkt serumun kullanildigi yontem-
lerle elde edilen serum Al dlzeyinin cesitli
arastirmacilarin  ayn: yoéntemlerle saptadiklar
degerlerden oldukca yiksek oldudu bulundu®’™.



Ayrica isabet derecesinin her iki yontemde (StEQ
ve StE) arzu edilenin ¢ok ustiinde oldugu gozlendi
(Tablo: II).

PP teknigi StEG yéntemiyle serumda Al tayininde,
serum proteinleri nitrik asit ve 1si etkisiyle denature
edilir ve daha sonra santrifuj edilerek ¢dktaruldr.
Boylece, bunlarin neden oldugu matriks etkileri
ortadan kaldinlir. PP teknigiyle "background®
duzeltimine gerek duyulmaz. Ayrica bu teknigin en
blyluk avantaji standart egri grafigi yontemiyle
calismay! mimkin kilmasidir®.

PP'dan baska serum sulandirilarak da deneye
hazirlanabilir. Bunlardan biri serumun distile suyla
sulandinimasidir’. Bu iglem, grafit tupte artik
birikimini ve matriks etkilerini azaltir. Ancak bunun
yanisira sensitiviteyi de azaltmaktadir'. Serumun
dilie edilmesi cesitli matriks degistiricilerle de
yapilabilir®*?. Bu maddelerin kullanim amaci, ato-
mizasyonun etkinligini artirmak ve artik birikimini ve
dolayisiyla bellek etkisini azaltmaktir. Ancak matriks
degistiricilerle serumun sulandirilarak calisiimasi
matriks etkilerini yok edemez®. Bu nedenle StE
yodntemiyle galismayi gerektirir.

Calismamizda cesitli yontemlerle elde edilen Al
dederleri  birbirleriyle karsilastirildiginda MD'li
yontemle (StE) PP yapilan yéntem (StEG) arasinda
istatistiki ydnden farkliik olmadigi saptandi. StE
yonteminin kullanildidi MD’li teknikle % "recovery"
dederi normal serum havuzunda ortalama 86.7,
yuksek kontrol serum havuzunda ise ortalama 94.3
olarak bulundu. PP tekniginde ise bu degerler
sirasiyla 104 ve 101.7 idi.

Gun-igi ve gunler-arasi isabet dereceleri baki-
mindan da StEG (PP teknidi) yontemiyle elde
edilen degerlerin StE (MD'li teknik) y®ntemine
kiyasla daha iyi oldugu sonucuna varildi (Tablo: 1]
ve V). Numunenin Al igerigi arttikga hem % "reco-
very" hem de isabet derecesi artar. Calismamizda

saptadi§imiz degerler cesitli kaynaklarla uygunluk
gostermektedir'> 4,

PP tekniginde kullanilan nitrik asitli standart egri
grafiginin lineeritesi 0'dan 125 wg/L ye kadard:.
Gunluk ufak degisimler nedeniyle standart egri
grafigi her gun ¢izildi. Lineerite konusunda bildirilen
degerlerin bazilari bizim degerlerimizle uygunluk
gosterirken**"®, bazi arastiricilar 500 ve 1000

Hg/L'ye kadar standart egrilerinin lineer oldugunu
bildirmiglerdir'>"7.

Cesitli calismalarda normal saglikli erigkinlerde
ortalama serum Al dizeyi 1.6 ile 55 pa/L olarak
bildirilmistir® "> PP ve MD'li yéntemde
saptadi§imiz degerler (Sirasiyla 39 ve 35.9 pa/l)
bazi arastiricilarin saptadiklari degerlere oldukga
yakindi"'"”. Incelenen hemen tim calismalarda
calismamizdan farkh olarak pirolitik  olarak
kaplanmis grafit tup ve Isty1  stabillestiren
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platformlarin kullanildid: gérildd. Bunlarin kullanim
cesiti avantajlar saglar. Standart grafit tipler
gozenekli oldugundan karbid olusumuna meyillidir
ve tupun yuzeyi kullanildikca yapisal degisikiige
ugrar. Sonugta atomizasyonun etkinli§i bozulur. By
sorun pirolitik grafit tiplerle asilir. Isi stabilize edici
platformlar da atomizasyonun etkin olarak yapi-
masina yardimcidir''' ve deneyin isabet derece-
sinin artimina katki saglar®.

Calismanin sonucunda;

1- Serumda Al miktar belirtiminde serumun
dogrudan kullanildi§i StEG ve StE yontemleriyle
elde edilen sonuglarin isabet derecelerinin iyi
olmadid1 ve dider kullanilan yéntemlerle uy-
gunluk géstermedidi goraldi.

StEG ile kullanilan PP teknigiyle saptanan orta-
lama Al dizeyi ile StE yontemiyle (MD'li teknik)
elde edilen degerler arasinda istatistik olarak
fark bulunmadi. Bunun sonucunda StEG yén-
temi, StE yontemine kiyasla daha kolay ve az
zaman alici olmasi nedeniyle tercih edilebilecegi
dasundlda.

3- Ayrica, StEG (PP teknigi) yontemi ile elde edilen
gln-igi ve gunler-arasi % CV ve % "recovery”
degerlerinin StE (MD'li teknik) yontemiyle elde
edilen degerlere kiyasla daha iyi oldugu gorildu.
Boylece, StEG (PP teknidi) ile serumda Al tayi-
ninin daha guvenilir ve daha dogru sonug verdidi
kanisina varildi.
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