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OZET

Caligmamizda, laboratuvartmizda mevcut Rank Hilger marka H1650 tipi, gra-
fit tiiplii Atomik Absorbsiyon Spektrofotometre (AAS) cihazi ile kan kursunu tayi-
ninde en uygun yéntemi saptamay: amacladik.

Kaynak arastirmalarimiz ve deneylerimiz sonucunda, Triton X-100'le hemoliz
etme ydnteminde deney siiresinin kisa, bulagma tehlikesinin az oldugunu ve tatmin
edici sonuglar alindigwint gordiik. Sonugta grafit tiiplii AAS ile kan kursunu tayinin-
de en uygun ve giivenilir yontemin Triton X-100'le hemoliz etme yontemi oldugu
kanistna vardik.

SUMMARY

Determination of Lead in Blood with Atomic Absorbtion Spectrophotometlry
Containing Graphite Tube

In our study we aimed to establish the best method, in order to measure lead
in blood with the Atomiec Absorbtion Spectrophotometry (AAS), named Rank Hil-
ger, H1550 type, present in our laboratory.

In the result of our experiments and investigations, we found out that with
the Triton X-100 hemolysing method results were fine, the experiment time was
short and there was very little contamination risk. Finally we got the opinion that
in measuring blood lead with AAS containing graphite tube the best and believable
method was to hemolyse with Triton X-100 method,
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Kanda kursun tayini gerek kursun konsantrasyonunun diigiik olmasi, gerekse
bu analizde "interferans" in' g¢ok 6nemli bir problem olmas: yiiziinden aragtirmaci-
larin ilgisini ¢cekmis ve bu konuda gok sayida bilimsel arastirma gergeklestiril-
migtir?.

Alevsiz AAS'nin kan kursunu tayininde hizli ve giivenilir bir analiz saglamasi
dolaywsiyla 6nemli yeri vardir. Karbon gubuk, grafit tiip, grafit firin terimleri ile ad-
landirilan alevsiz atomik absorbsiyon teknikleri, geleneksel alevli atomik absorbsi-
yon tekniklerinden en az 100 defa daha duyarhdir®+*.

Grafit tiiplii AAS ile kan kursunu tayininde direkt metodun "precision" prob-
lemi®, ekstraksiyon metodlanmin bulagma tehlikesi®, "digestion' metodunun’ hizli

analiz saglamamasi nedenlerinden dolay: biz, Triton X- 100 ile hemoliz etme ydnte-
mini®+? kullandik.

GEREC VE YONTEM

Grafit tiipli AAS'de kan kursunu tayininde Triton X-100'le hemoliz etme
vontemi cesitli kaynak aragtirmalarimiz sonucu tercih edilerek, kullamildi. Bu yon-
temde kullanilan baslica ayira¢ ve araglar sunlardi:

Triton X-100 (% 5'lik): Hazirlanirken &zellikle meziir kullanildi, giinkii deter-
jan ozelligi olan bu madde pipetin i¢ yiizeyine bulasarak, pipeti tikiyordu.

Kursun nitrat standart cozeltisi (4,83 mmol/l): 1 mg/ml'de kursun igeren
"BDH Chemical Ltd." tarafindan atomik absorbsiyon spektroskopisi i¢in ozel
hazirlanmig, 14036 nolu ¢ozelti kullanildi.

Kursun nitrat (Pb (NOj),) Merck firmasinin (Fed Almanya) 7397 nolu iirii-
nii; % 99 saflikta olan bu madde BDH'in yukarda sozedilen sertifikah standart ¢o-
zeltisi ile kargilagtirma yapabilmek i¢in kullanildi.

Temizlik islerinde kullamilan nitrik asit Merck firmasina (Fed. Almanya) aitti
ve kursun igerigi % 0.0005 gr. di. Analizlerde ise kursun igerigi % 0.000005 gr olan
EDH firmasina ait nitrik asit kullamidi.

' Antikoagulan olarak kullanilan disodyum EDTA maksimum % 0. 001 gr Pb
iceriyordu.

AAS'miz, Rank Hilger (Westwood Margate, Kent. CT 9 4 JL) marka idi. Ciha-
zimizda "'single beam’ optik sistemi mevcuttu. Kursun i¢in "hollow cathode lamb"',
"back ground" diizeltimi igin de hidrojen lambasi kullanildi* ®+* !,

fcinde yaklasik 1 mg EDTA bulunan, 5 ml'lik polipropilen tiiplere 2 ser ml
vendz kan konarak numuneler hazirlandi. Sonra 200 ml antikoagulanl kan % 5 lik
Triton X-100 ile 2 kez seyreltildi.

Cihaz parametrelerinde meydana gelebllecek degisiklikler yiiziinden standart
kalibrasyon egrisi giinliik olarak hazirlandi. Calisma standartlan da aynen kan gibi
2 kez seyreltildi. '

Ayarlar kullamim kilavuzuna gore tamamlanip, cihaz ¢alismaya hazir hale gel-
dikten sonra, hazirlanan standart numunelerden 3 ml otomatik pipetle (Gilson mar-
ka) grafit finna verilerek &l¢iim islemine baglandi. Her numune 3 kez galigilarak or-
talama deger alindi. Standart egrinin 1 mg/ml ye kadar dogrusalhg sinandi.

Yaklagik her 10-12 numune veriliginden sonra grafit firin, devaml argon gaz

génderilerek ve yiiksek sicaklik (2500°C) uygulanarak temlzlemh Baylece birikim
etkisi "'memory effect” onlenmis oldu.
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BULGULAR

Grafit tiipii AAS'de kan kurgunu tayin yontemimizin giivenilirlifini gostermek
amaciyla yaptifimiz, caligmamiza ait bazi kalite kontrol sonuclan goyle Gzetlene-
bilir:

Ayin numune 3 defa ¢alisip ortalama deger alindiginda;

n = 10i¢inx = 0.247 mg/L, SD = 0.044, CV =% 117.7
n = 20i¢inx = 0.196 mg/L, SD = 0.040, CV =% 204
n = 36icinx = 0.206 mg/L, SD = 0.051, CV = % 24.7
n = 50ig¢inx = 0.196 mg/L, SD = 0.038, CV = % 19.3
olarak bulundu.

"Recovery" caligmamizda elde ettifimiz degerler ise Tablo: I'de gosterilmistir.

Tablo: |
Grafit Tiiplii AAS'de 100 Mg/L lik Kursun Standardi Kullanilarak
Saptanan % "Recovery'' Degerleri

Eklenen Kursun (mg/L) Kursun Seviyesi (mg/L) % ''Recovery"'
= 0.46 =
0.2 ‘ 0.59 89
e 0.93 108
0.6 1.10 . 103
TARTISMA

Grafit tiiplii AAS ile kursun analizi yaparken atomik sinyaller ¢ok hizhi gec-
mekte, ayrica hidrojen lambasi da kullanilmiyorsa, "'non-atomik"' absorbans, atomik
absorbansin yaninda ikind bir pik olusturarak, absorbans gistergesinde okuma ya-
pilmasin1 hemen hemen imkansiz kilmaktadir® . Bu nedenlerden dolay: AAS cihaz-
na bir "pen recorder'' baglanmasi gereklilifi dogmus ve birgok aragtirmada da bu
nedenle kullanilmistir!2+3 16 Ama "integrate" modunda ¢ahsilirke: "pen recor-
der''a gerek kalmaz. Bizim caligmamizda uyguladifimiz gibi 'iategrate' kolaylig:
baz1 AAS cihazlarinda meveut ve baz1 galismalarda kullamlmigtir' 7+18,

Kan kursunu tayininde interferans ¢ok énemli bir sorundur. Numuneler ato-
mize edildiklerinde gaz molekiiler pargaciklar, toz partikiilleri, duman ve digen et-
menlerin bulunmas: yiiziinden katot lambasindan gelen 15181 absorblayabilir veya
dagitabilir. Bu "backgraund' absorbsiyondur. Eger herhangi bir diizeltme yapilmaz-
sa, numune absorbansi daha biiyiik ve sonug da yanhs olarak yiiksek ¢ikacaktir. Bu
sorun ya ilgilenilen elementi-i¢ermeyen bir ¢ozelti, ya da doteryiim "background"
diizelticisi kullanilarak g¢oziimlenebilir., Ayneca nitrik asit ve hidrojen peroksit gibi
oksitleyici elemanlarin "background” interferansim azalttig1 da belirtilmigtir! .

Biyolojik materyallerde eser element tayini yapilirken, numune hazirlama
iglemlerinin az olmasi, hizli bir analiz saglamasi ve asil nemlisi bulagma tehlikesini
azaltmasi istenen bir durumdur. Bunlan saglamaya yonelik cesitli yontemler gelis-
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tirilmigtir. Biz, direk metodu zayif "'precision''u yiiziinden' ° | ekstraksiyon metod-
larim1 da bulagma tehlikesi fazla oldugu ve zaman kaybina yol agtigi i(;in20 kul-
lanmadik.

Nitrik asitle ""digestion" islemine tabi tutulan yontemde, Triton X-100 yonte-
mine gdre non-atomik absorbsiyonun azaldig1 soylenmektedir?'+22. Ama bu yén-
temde de 60-70°C lik bir firin ve analiz icin en az 1 saatlik zaman gerekmesi is-
tenmeyen durumlardir.

Triton X-100 yontemi tam kan veya eritrositlerdeki kursun miktar belirtimi
icin bir cok galigmada kullamilan ve Onerilen indirekt bir yontemdir. Biz de AAS
cihazimiz i¢in en uygun olan bu yontemi ¢alismamizda kullandik.

Cesitli arastirmalarda, degisik laboratuvarlara gonderilerek yapilan kalite
kontrol ¢calismalarinda kan kursun degerlerine ait ortalama CV degeri % 3.5, %30.68,
% 14.75 olarak bulunmugtur®+23+24  Bizim % CV ortalama degerimiz ise % 20.5 tu.
CV degerini yliksek bulmamizin sebeblerinden birisi, kullandigimiz lambalarin ya-
sindan dolay: ¢ok sabit bir emisyon verememesi, digeri ise pipetleme hatas: olabilir.

Grafit tiipli AAS ile kan kursunu tayininde asagidaki noktalarin énemli ol-
dugu sonucuna vardik.

Bulagma tehlikesini azaltmak igin kullanilan biitiin malzemelerin temizligine
ve kimyasal maddelerin saflik oranlarina dikkat edilmelidir.

Grafit tiipe numune verilirken kiigiikk hacimleri ¢ok iyi 6lgen ve numuneyi tii-
pe eksiksiz ve bulagma olmadan verebilecek tzellikte otomatik pipet secilmelidir.

Matriks interferansi, kursun analizinde en biiyiik sorundur. Numune hacmi,
argon gazi akig hizi, kiillendirme ve atomizasyon sicakliklari bu sorunu azaltan
onemli parametrelerdir.

AAS de iyi bir kursun analizi igin en az bidistile su kullaniimahdr.

AAS cihazlan sadece analizin yapilacagi ortami hazirlamaktadir. Cihaza ait
cesitli _parametreler ve deneysel islem, kaynak verileri, cihazin tzellikleri ve belki
hepsinden Snemlisi bu ikisinin birlestirildigi deneme galigmalariyla tespit edilmelidir.

Biz, Triton X-100 ile hemoliz prersibine dayanan yéntemi analiz siiresinin ki-
sa olmasi, bulagma tehlikesini azaltmas: ve tatmin edici sonuclar vermesi yiiziinden

tercih ettik. Bulgulanmizda kaynak arastirmalarimiz sonucu elde ettifimiz bulgula-
ra uygunluk gosterdi.
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