Kafkas Univ Vet Fak Derg
13 (1): 61-66, 2007
DOI:10.9775/kvtd.2007.07-A

Atomik Absorbsiyon Spektrofotometrede Kan-Serumu
Bakir ve Cinko Analizleri Icin Bazi Numune Hazirlama
Yontemlerinin Karsilastiriimalari

Bagaran KARADEMIR*

* Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi, ic Hastaliklar1 Anabilim Dali, Kars - TURKIYE
Yayin Kodu: 2007/07-A

Ozet

Bu arastirmada kan-serumu Cu ve Zn dizeylerinin belirlenmesi igin kullanilan deiyonize distile su (A), triton X-
100 (%1) (B), Triklor asetik asit (%6) (C), hidroklorik asit (1 mol) (D), nitrik asit (1 mol) (E), stlfirik asit (1 mol) (G),
perklorik asit (1 mol) (H) ve asetik asitlerle (1 mol) (K) seyreltme veya ¢oktiirme metotlarinin karsilastirilmasi
amaglandi. Calisma icin ihtiya¢ duyulan kanlar on iki adet saglikh koyundan alindi. Gruplara gore sonuglar asagidaki
sekildeydi (sirasiyla Cu, Zn, ug/dl); A: 106.78+9.03, 66.95+4.35, B: 103.51+9.33, 69.89+3.06, C: 123.87+10.66,
94.61+5.68, D: 127.30+£10.21, 69.4045.20, E: 148.35+10.69, 86.20+4.20, G: 128.70+9.13, 115.63+3.78, H:
132.86+11.41, 91.74+4.44, K: 102.18+8.49, 48.97+5.28.

Sonug olarak, Cu ve Zn i¢in en dusik dizeyler K gurubunda gozlendi. En yiiksek diizeyler Cu igin E grubunda, Zn
icin G grubundaydi. A gurubunun metodu arastirmalarda siklikla kullanilir. A grubu dizeyleri ile Cu i¢in E grubu
dizeyleri, Zn igin G grubu dizeyleri arasinda istatistik olarak fark vardi (P<0.05).

Anahtar sozciikler: Kan, serum, Cu, Zn, numune hazirlama, seyreltme, ¢oktiirme.

Comparisons of Some Sample Preparation Methods for Blood-Serum
Copper and Zinc at Atomic Absorption Spectrometer

Summary

The aim of this study was to compare some dilution or sedimentation methods with deionized distillated water
(A), triton X-100 (1%) (B), trichloroacetic acid (%6) (C), hydrochloric acid (1 mol) (D), nitric acid (1 mol) (E), sulfuric
acid (1 mol) (G), perchloric acid (1 mol) (H) and acetic acid (1 mol) (K) for using determination of blood-serum Cu
and Zn levels. For the investigation, needed bloods were taken form twelve healthy sheep. According to groups
results were as follows (Cu, Zn respectively, ug/dl); A: 106.78+9.03, 66.95+4.35, B: 103.5149.33, 69.89+3.06, C:
123.87+10.66, 94.61+5.68, D: 127.30+10.21, 69.40+5.20, E: 148.35+10.69, 86.20+4.20, G: 128.70+9.13,
115.63+3.78, H: 132.86+11.41, 91.74+4.44, K: 102.18+8.49, 48.97+5.28.

Consequently, the lowest values for Cu and Zn were observed at the group K. The highest value for Cu was at
the group E and for Zn was at the group G. The method of group A use at researches frequently. There was a
significantly difference between group A levels and group E levels for Cu and group G levels for Zn (P<0.05).
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GIRIS

Hayvansal organizmalar tim viicut fonksiyonlarini
normal bir sekilde slrdirebilmek igin ihtiyag
duyduklari besinleri disaridan almak zorundadirlar.
Minerallerde de bir¢cok enzim ve hormonun olusumu-
na katkida bulunur, organ ve dokularin yapisina girer,
besinlerle birlikte disaridan alinmak zorundadir *®.

Bakir viicutta hiicresel solunumda, kalp fonksiyon-
larinda, doku pigmentasyonunda bag dokunun
gelisiminde, merkezi sinir sisteminin fonksiyonlarinda,
derinin keratinizasyonunda ve hemoglobin sentezin-
hormon ve enzimin yapisina girmekte veya olusu-
munda gorev almaktadir. Bu hormon ve enzimlere
insllin, GH, TSH, FSH, ACTH, l6ysin aminopeptidaz,
alkalen fosfataz, karbonik anhidraz, laktat dehidroje-
cinkonun sinir sistemi Gzerinde noyrofizyolojik
etkilere sahip oldugu ve noksanliginda beyinde
fonksiyonel bozukluklarin gelistigi bildirilmektedir ™.

Vicuda giren iz elementler kan proteinlerine
baglanarak viicuda dagilirlar 2. Kan serumundaki Cu
ve Zn dizeylerinin Atomik Absorbsiyon Spektrofoto-
metre ile 6lcimiinin yapilabilmesi icin numunelerin
cihazin 6lgimine hazir hale getirilmesi gerekmekte-
dir. Bu amagla dlgiim sivisinin vizkozitesi ve elementin
cihaz tarafindan okunma sinirlarina getirilmesi 6nemli
kistaslardir ¥¢. Analizler sirasinda serum protein-
lerinin interferensini dnlemek i¢in serum sulandiril-
makta veya asitle isleme tabi tutulmaktadir 2.

Sulandirma oranlari 1:1’den 1:20’ye kadar bildiril-
mektedir **¥ Yine sulandirma veya protein
¢oktiirme materyali olarak deiyonize su ?'*%, triton X-
100, triklor asetik asit (TCA) *%, hidroklorik asit ",
nitrik asit %, sulfirik asit *, perklorik asit 7%, glise-
rol, n-butanol, n-propanol ¥ gibi farkli bilesiklerin
kullanildigi bildirilmektedir.

Bu arastirmada Atomik Absorbsiyon Spektro-
fotometrede serum Cu ve Zn dizeylerinin tespitinde
on hazirlik olarak sulandirma veya protein ¢oktiirme
yontemlerinden deiyonize distile su, triton X-100,
TCA, hidroklorik asit, nitrik asit, stlfirik asit, perklorik
asit, asetik asit kullanimlarinin karsilastiriimasi amac-
lanmaktadir.

MATERYAL ve METOT
Hayvan materyali: Arastirmanin hayvan materyali-

ni Kafkas Universitesi Arastirma ve Uygulama Ciftli-
ginde bulunan, klinik muayene sonucuna goére saglkli
olduklari tespit edilen, 2-4.5 yaslari arasindaki 12 disi
koyun olusturdu.

Kan numunesinin toplanmasi: Kan numuneleri kli-
nik muayene sonuglarini takiben gerekli tim zapt-i
rapt tedbirlerinden sonra Vena jugularisten alindi 2.
Kan, tek kullanimlik igne ile vakumlu PTFE tuplere
alindi. Alinan kanlar yarim saat sliresince oda Isisinda
birakilarak pithtilasmasi saglandi. Pihtilasan kanlar
3500 devirde 15 dakika santriflij edilerek serumlari
ayrildi. Ayrilan serumlar 1.5 ml’lik PTFE tiplere aktari-
larak analizleri yapilincaya kadar -202C’de muhafaza
edildi.

Calisma gruplandirmalari: Her bir sulandirma veya
protein ¢oktiirme sivisi i¢cin A, B, C, D, E, G, H, K
kodlariyla 8 grup olusturuldu. Her bir grupta kullanila-
cak sivilarin icerikleri ve oranlari asagidaki sekildeydi;
A: Deiyonize distile su, B: %1-Triton X-100, C: %6 TCA,
D: 1 mol Hidroklorik asit, E: 1 mol nitrik asit, G: 1 mol
sulfirik asit, H: 1 mol perklorik asit, K: 1 mol Asetik
asit. Her grup icin numuneler dorder kez hazirlandi.
Bunlardan ikisi Cu ve Zn analizleri i¢in kullanilirken
ikisi ise geri kazanim (Recovery) calismasi icin kullanil-
di. Bu amagla 1:1 oraninda 1 ppm’lik standart solis-
yonu, serum-sulandirma sivisi karisimina eklenerek ¢i-
kan sonuclar Balk ve ark’in belirttigi gibi hesaplandi Z.

Laboratuar analizleri: Kan serumlarindan Cu ve Zn
analizleri, Thermo Elemental S4 model Atomik
Absorbsiyon Spektrofotometre (AAS) cihazi (Thermo
Electron Corporation, ingiltere) kullanilarak yapildi.
Olctimler icin alev sistemi kullanildi. Serum &érnekleri-
ne 1:2 oraninda sulandirma sollsyonlari eklenerek
80°C de 15 dakika bekletildi. Bu sekilde eklenen
sivilarin serum proteinini daha kolay ¢oktlirmesi sag-
landi®. Isitma isleminden sonra 10000 devir/dk’da 10
dakida sireyle santrifiij edilerek olusan ¢okeltilerin
ayrismasi saglandi. Ustte kalan sivi kisim tek kullanim-
lik baska bir PTFE tiipe aktarilarak 10000 devir/dk’da
10 dakika siireyle ikinci kez bir daha santrifiij edildi.
Ustteki sivi kisim tek kullanimlik PTFE tiiplere alinarak
Olctimleri icin AAS cihazina okutturuldu. Sulandirma
oranlari cihaza yiliklendi. Boylelikle cihaz 6lglim
sonuglarini dogrudan ppm (mg/It) olarak verdi. Olgiim
birimi, daha 6nce yapilmis baska arastirmalarla
karsilastirmanin kolay olabilmesi icin ug/dl’ye cevrildi.
Cihazin yaptigi dlgiimlerin glvenilirligini ortaya
koymak icin her 12 numunenin 6lgimiinden sonra
cihaza yogunlugu 6nceden belirlenen standart



soltisyonlari okutturuldu. Bu élglimler sirasinda cihaza
6 okuma yaptirildi, alinan 6 absorbans verisinin orta-
lamalari bir kontrol verisi olarak kabul edildi. Bu sekil-
de her grup icin alinan toplam 8 kontrol verisi ise var-
yasyon katsayisinin (CV) hesaplanmasinda kullanildi .

Istatistik analizler: istatistik analizler icin SPSS for
Windows, Release 10.0.1, Standard version (SPSS
Inc.)? software programi kullanildi. Gruplar arasi
farkin istatistik kontrolleri icin One-Way ANOVA, grup
verilerinin birebir karsilastirmalari icin Duncan testi
kullanildi.
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BULGULAR

Cihazin ¢alismasi sirasinda yaptigl 6l¢imlerin
glivenilirligini ortaya koymaya ydnelik CV test so-
nuglari Cu: %5.41, Zn: %4.95 seklinde tespit edildi.
Yine cihazin ve yapilan islemlerin glvenilirligini or-
taya koymaya yonelik, bir diger yontem olan geri
kazanim calismasi sonuglari ise Tablo 1 ve 2’'de su-
nulmaktadir.

Isitma islemi sonrasinda C, E, G ve H gruplarinda
tam bir protein ¢okisid gozlendi. Bu gruplardaki

Tablo 1. Cu icin gruplara gore geri kazanim (Recovery) oranlari (n = 12, pg/dl).
Table 1. Recovery proportion for Cu according to groups (n = 12, pg/dl).

D E G H K
127.30 148.35 128.70 132.86 102.18
100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
113.65 114.35 114.35 116.43 101.09
117.02 118.29 118.29 113.36 100.17
102.96 103.45 103.45 97.369 99.09

Tablo 2. Zn icin gruplara gore geri kazanim (Recovery) oranlari (n = 12, pg/dl).
Table 2. Recovery proportion for Zn according to groups (n = 12, pg/dl).

Gruplar A B C

Olgiilen 106.78 103.51 123.87
ilave edilen 100.00 100.00 100.00
Beklenen 103.39 101.75 111.94
Geri kazanilan 101.64 102.48 112.16
Oran (%) 98.31 100.71 100.20
Gruplar A B C

Olgiilen 66.95 69.89 94.61
ilave edilen 100.00 100.00 100.00
Beklenen 83.48 84.95 97.31
Geri kazanilan 84.13 84.06 95.47
Oran (%) 100.78 98.96 98.11

D E G H K
69.40 86.20 115.63 91.74 48.97
100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
84.70 93.10 107.81 95.87 74.48
85.05 92.11 106.98 93.48 76.28
100.41 98.94 99.23 97.51 102.41

Tablo 3. Gruplarin istatistik degerlendirmeleri ile birlikte serum Cu degerleri (n = 12).
Table 3. The values of serum Cu according to groups with statistical evaluations(n = 12).

%95 Gliven

%95 Giiven

Ortalama Standart Standart . . . En diisiik En yiiksek
Gruplar des e araliginda alt arahiginda iist dii dii

eger sapma ata ortalama deger ortalama deger uzey uzey
A 106.78° 29.95 9.03 86.66 126.90 54.06 157.14
B 103.51° 30.94 9.33 82.72 124.90 51.66 148.14
C 123.87* 35.34 10.66 100.13 147.61 51.66 184.50
D 127.30* 33.85 10.21 104.56 150.04 74.13 184.86
E 148.35° 35.46 10.69 124.52 172.17 98.82 214.53
G 128.70* 30.30 9.13 108.35 149.05 80.58 188.04
H 132.86™ 37.85 11.41 107.43 158.29 79.05 204.36
K 102.18° 28.15 8.49 83.27 121.09 53.28 153.42

°*e; ayni stitunda ortak harf bulundurmayan degerler arasindaki fark istatistik olarak anlamlidir (P < 0.05).
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¢cOkelti cok net bir sekilde olusurken, Ustte kalan sivi
kisim tamamen berrak ve saydam gorunisteydi. D
grubuda homojen beyaz bulanik bir gorintii ortaya

yiksek (P<0.05), G grubundan diistk dizeylerdeydi
(P<0.05). G grubunda, cahismadaki en ylksek sonuglar
alindi (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplarin istatistik degerlendirmeleri ile birlikte serum Zn degerleri (n = 12).
Table 4. The values of serum Zn according to groups with statistical evaluations (n = 12).

%95 Gliven

%95 Giliven

Ortalama Standart Standart . " . En diisiik En yiiksek
Gruplar des hat araliginda alt araliginda iist dii dii

eger Sapma ata ortalama deger ortalama deger uzey uzey
A 66.95°¢ 15.05 4.35 57.39 76.51 45.81 101.70
B 69.89°¢ 10.59 3.06 63.16 76.52 52.92 86.25
C 94.61° 19.66 5.68 82.12 107.10 61.29 127.80
D 69.40° 18.00 5.20 57.97 80.83 32.82 88.11
E 86.20° 14.53 4.20 76.97 95.44 54.15 105.96
G 115.63" 13.09 3.78 107.31 123.94 87.54 133.98
H 91.74° 15.37 4.44 81.97 101.51 56.64 108.24
K 48.97° 18.30 5.28 37.34 60.60 0.48 68.61

°c; ayni stitunda ortak harf bulundurmayan degerler arasindaki fark istatistik olarak anlamlidir (P < 0.05).

cikarken, iki defa santrifiij edilmesine ragmen belirgin
bir ¢okelti sekillenmedi. Ustte kalan sivi kisminin hi¢
berraklasmadigi, bulanikhgini AAS’de okutulmaya
verirken bile muhafaza ettigi gdzlendi. A ve B grupla-
rinda 6nemli bir ¢okelti gozlenmemekle birlikte Gstte
kalan sivi kisim ise C, E, G ve H gruplarindaki kadar
olmasa bile berrak ve saydamdi. K grubundaki numu-
neler ise A ve B gruplarindaki numuneler gibi 6nemli
bir cokelti sekillenmedi, fakat bunlarin Ustte kalan sivi
kisimlari A ve B gruplarina gore biraz daha bulanik go-
rinti verdi.

Cu’in analiz sonuglarina bakildiginda A, B ve K
gruplarinin birbirine yakin degerler verdigi (minumum
P = 0.061) gozlendi. Sonuglara gore E grubu verileri
ise en yiksek diizeydeydi. A, B, K gruplari ile E grubu
arasinda istatistiki bir fark tespit edildi (P<0.05). C, D,
G ve H gruplari kendi aralarinda birbirine yakin deger-
lerdeydi. Bununla birlikte diger gruplarla sayisal bir
farklihk olmasina ragmen, aralarinda istatistik bir fark
bulunamadi (P>0.05) (Tablo 3).

Zn analiz sonuglarinda hem sayisal hem de istatis-
tik? farkhiliklar goéraldi. K grubu A grubundan bile
(P<0.05) daha dislik sonuglar verdi. A, B ve D gruplari
birbirlerine yakin degerler verirken aralarinda
istatistiki bir fark bulunamadi (P>0.05). C, E ve H
gruplari kendi aralarinda birbirine yakin sonuglar ve-
rirken (minimum P= 0.224) A, B, D ve K gruplarindan

TARTISMA ve SONUC

Bakir ve cinkonun klinik 6nemlerinden dolayi,
bunlarin biyolojik materyal icerisindeki dizeylerinin
ortaya konulmasi 6nem arz etmektedir. Pratikte bu
mineraller i¢in kan dizeylerinin belirlenmesinde,
numune hazirlama metodunun kolay olmasi nede-
niyle deiyonize suyla seyreltme metodu siklikla kulla-
nilmaktadir > Fakat viicuda alinan minerallerin
daha cok plazma proteinlerine baglanarak ilgili yer-
lere ulastirilmasi ¥ plazma proteinlerinin 6l¢iimu sira-
sinda interferenz olusturma olasiligini akla getirmek-
tedir. Bu amacgla, 6zellikle kan numunelerinin (total
kan, serum, plazma) asitle muamele edilmesi
ortamdaki proteinlerin ¢okeltilerek olumsuz etkisini
ortadan kaldirmis olacaktir 2,

Calismada elde edilen Cu degerleri gruplara gore
ortalama 102.18+8.49 pg/dl ile 148.35+10.69 pg/dl
arasinda degismektedir (Tablo 3). Bu degerler,
Altintas ve Fidancinin # belirttigi 50-250 pg/dl aral-
ginda bulunmasiyla birlikte bazi ¢alisma gruplarinin
verileri arasinda istatistiki 6nem tespit edilmistir
(P<0.05). Gruplar arasindaki bu farkhligin sebebi
minerallerin kan proteine farkl diizeylerde baglan-
malarindan kaynaklanmis olabilir. Farkh kaynaklarda
ise koyun serum Cu degerleri 75.04+6.58-80.10+7.49
ng/dl 3, 126.74+18.92 pg/dl %, 1.17+0.04 mg/It %,
54.50+4.60-114.20+7.10 pg/dl # seklinde bildirilmek-
tedir.



Deger ve Dedenin & yaptiklari ¢alismada serum Cu
degerleri HCl ile muamele edilen grupta 86.11+2.83
ug/dl, TCA ile muamele edilen grupta 43.13+1.56
ug/dl olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada HCl ile sulan-
dirmada (D grubu) Cu 127.30+£10.21 pg/dl, TCA ile
sulandirmada (C grubu) ise 123.87+10.66 pg/dl olarak
bulunmustur. Sunulan bu ¢alismada Cu analizi igin iki
grup arasinda istatistiki fark bulunmazken, Deger ve
Dedenin bulgularinda farkhigin yiksek diizeyde oldu-
gu gorinmektedir. S6z konusu bu farklik laboratuar
analizlerindeki metodolojik farkliliktan kaynaklanmis
olabilir.

Bu arastirmadaki Zn degerleri gruplara gore orta-
lama 48.9745.28 pg/dl’den 115.63+3.78 pg/dl'ye
kadar degismektedir (Tablo 4). Altintas ve Fidanci #
koyun normal serum ¢inko degerini 80-120 pg/dl
olarak bildirmislerdir. Calismamizda gruplar arasinda
istatistiki farkhliklar gézlendi (P<0.05). Farkh ¢alisma-
larda koyunlarin serum Zn bulgulari 0.302+0.129-
1.001+0.495 pg/ml *°, 38.72+5.36-40.56+5.61ug/dl ?,
113.14415.22 pg/dl*, 1.05+0.04 mg/It *, 7.14+1.80-
50.90+19.10 pg/dl = seklinde bildirilmektedir.

Deger ve Dede’nin £ calismalarinda Zn igin seru-
mun HCl ve TCA ile muamelelerinde sirasi ile
45.47+1.43 pg/dl ve 36.04+5.10 pg/dl degerleri
bildirilmistir. Sunulan bu c¢alismada ise ayni sirayla
degerler 69.40+5.20 pg/dl (D grubu) ve 94.61+5.68
pg/dl (C grubu) olarak bulunmustur. Her iki calismada
da gruplar arasinda istatistik farkhlik bildirilmesine
ragmen bu calismadaki bulgularda TCA grubu sonug-
lari daha yliksekken diger calismada HCI grubundaki
degerler daha yuksek bulunmustur. Farkhlik labora-
tuar metodolojisindeki farkhliktan kaynaklanmis ola-
bilir.

Sunulan bu arastirmada Zn igin A, B ve D gruplari
arasinda istatistiki fark gézlenmedi. Bu durum Zn igin
ayni A ve B gruplarinda oldugu gibi bir protein ¢cok-
tirme olayinin olmadigini ortaya koymaktadir. Mak-
roskopik olarak net bir sekilde proteinleri ¢okerek
ayrilan C, E, G ve H gruplarinin degerleri, ¢okelti ver-
meyen A, B, D, K gruplarindan istatistik olarak da
yliksek bulunmustur. Proteinleri coken C, E, G ve H
gruplarindan, G grubu degerleri C, E ve H grubu
degerlerinden daha yiksek diizeyde bulunurken
(P<0.05), bu gruplarin Zn degerleri arasinda istatistik
fark gézlenmemistir (P>0.05). Calisma D, E, G, H ve K
gruplarinda kullanilan asitler 1 mol olarak hesaplan-
mistir. G grubu harig diger gruplarda kullanilan asit-
lerin tesir degerlikleri birken D grubunda kullanilan
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sulfurik asidin tesir degerligi ikidir. G grubu ile C, E ve
H gruplari arasindaki fark bu tesir degerligi farkhhgin-
dan kaynaklanmis olabilir (Tablo 4).

Calismada K grubunda da bir asit olan asetik asit
kullanilmis olmasina ragmen hem bir ¢okelti olus-
mamis hem de bulunan degerler deiyonize distile su
kullanilan A grubuna goére hem sayisal hemde
istatistiki (P<0.05) olarak altinda kalmistir. Sonuglara
gore Asetik asitin hem Cu hem de Zn analizleri igin
serum proteinlerini ¢oktlirme amacl kullanimina
uygun olmadigi gozlenmistir (Tablo 4).

Calisma bulgulari hem Cu hem de Zn analizleri igin
serum numuneleri hazirlanirken nitrik asit, sulfirik
asit, TCA ve perklorik asitlerle yapilan asit muamele
daha ylksek sonuglar verdigi, bununla birlikte 6n
hazirlik asamasinda daha fazla zaman ve iscilik gerek-
tirdigi belirlenmistir. Buna karsin deiyonize distile su
ile seyreltme yonteminin ise 6n hazirlik asamasinin
daha kolay ve kisa strdugi gortulmustir. Yontemin
kolayligi acisindan arastirmacilar siklikla deiyonize
distile su ile seyreltme yontemini tercih etmekte-
dirler. Yapilacak olan c¢alismalarda da bu yontemin
kullanilmasi sonuclarin karsilastiriimasi yoniinde ko-
laylik saglayabilir.

Sonug olarak ilgili arastirmacilara, sonuglarin daha
iyi elde edilmesi gerekiyor, zaman ve isgilik harca-
malari 6nemsizse Cu analizleri igin nitrik asitle, Zn
analizleri icin silfiirik asitle coktirme yontemleri 6ne-
rilebilir. Bunun yani sira zaman ve iscilikten tasarruf
edilmesi gerekiyor ve daha dnceki yapilan calis-
malarla kiyaslanmasi biiyik 6nem arz ediyorsa deiyo-
nize distile su ile seyreltme yontemi 6nerilebilir.
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