
Özet

Bu araştırmada kan-serumu Cu ve Zn düzeylerinin belirlenmesi için kullanılan deiyonize distile su (A), triton X-
100 (%1) (B), Triklor asetik asit (%6) (C), hidroklorik asit (1 mol) (D), nitrik asit (1 mol) (E), sülfürik asit (1 mol) (G),
perklorik asit (1 mol) (H) ve asetik asitlerle (1 mol) (K) seyreltme veya çöktürme metotlarının karşılaştırılması
amaçlandı. Çalışma için ihtiyaç duyulan kanlar on iki adet sağlıklı koyundan alındı. Gruplara göre sonuçlar aşağıdaki
şekildeydi (sırasıyla Cu, Zn, µg/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, 69.40±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.

Sonuç olarak, Cu ve Zn için en düşük düzeyler K gurubunda gözlendi. En yüksek düzeyler Cu için E grubunda, Zn
için G grubundaydı. A gurubunun metodu araştırmalarda sıklıkla kullanılır. A grubu düzeyleri ile Cu için E grubu
düzeyleri, Zn için G grubu düzeyleri arasında istatistik olarak fark vardı (P<0.05).

AAnnaahhttaarr ssöözzccüükklleerr:: Kan, serum, Cu, Zn, numune hazırlama, seyreltme, çöktürme.

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, µg/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, 69.40±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). 

KKeeyywwoorrddss:: Blood, serum, Cu, Zn, sample preparation, dilution, sedimentation.
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GİRİŞ

Hayvansal organizmalar tüm vücut fonksiyonlarını
normal bir şekilde sürdürebilmek için ihtiyaç
duydukları besinleri dışarıdan almak zorundadırlar.
Minerallerde de birçok enzim ve hormonun oluşumu-
na katkıda bulunur, organ ve dokuların yapısına girer,
besinlerle birlikte dışarıdan alınmak zorundadır 1-8.

Bakır vücutta hücresel solunumda, kalp fonksiyon-
larında, doku pigmentasyonunda bağ dokunun
gelişiminde, merkezi sinir sisteminin fonksiyonlarında,
derinin keratinizasyonunda ve hemoglobin sentezin-
de görevler üstlenmektedir 1,2,4,6,9.  Çinko birçok
hormon ve enzimin yapısına girmekte veya oluşu-
munda görev almaktadır. Bu hormon ve enzimlere
insülin, GH, TSH, FSH, ACTH, löysin aminopeptidaz,
alkalen fosfataz, karbonik anhidraz, laktat dehidroje-
naz ve ribonükleaz örnek oluşturmaktadır 3,4,6,9,10. Yine
çinkonun sinir sistemi üzerinde nöyrofizyolojik
etkilere sahip olduğu ve noksanlığında beyinde
fonksiyonel bozuklukların geliştiği bildirilmektedir 11,12.

Vücuda giren iz elementler kan proteinlerine
bağlanarak vücuda dağılırlar 13. Kan serumundaki Cu
ve Zn düzeylerinin Atomik Absorbsiyon Spektrofoto-
metre ile ölçümünün yapılabilmesi için numunelerin
cihazın ölçümüne hazır hale getirilmesi gerekmekte-
dir. Bu amaçla ölçüm sıvısının vizkozitesi ve elementin
cihaz tarafından okunma sınırlarına getirilmesi önemli
kıstaslardır 14-16. Analizler sırasında serum protein-
lerinin interferensini önlemek için serum sulandırıl-
makta veya asitle işleme tabi tutulmaktadır 13.

Sulandırma oranları 1:1’den 1:20’ye kadar bildiril-
mektedir 9,13,17,18.  Yine sulandırma veya protein
çöktürme materyali olarak deiyonize su 9,16,18, triton X-
1001, triklor asetik asit (TCA) 10,13, hidroklorik asit 13,17,
nitrik asit 17,19,20, sülfirik asit 13, perklorik asit 17,20, glise-
rol, n-butanol, n-propanol 14 gibi farklı bileşiklerin
kullanıldığı bildirilmektedir.

Bu araştırmada Atomik Absorbsiyon Spektro-
fotometrede serum Cu ve Zn düzeylerinin tespitinde
ön hazırlık olarak sulandırma veya protein çöktürme
yöntemlerinden deiyonize distile su, triton X-100,
TCA, hidroklorik asit, nitrik asit, sülfirik asit, perklorik
asit, asetik asit kullanımlarının karşılaştırılması amaç-
lanmaktadır.

MATERYAL ve METOT
Hayvan materyali: Araştırmanın hayvan materyali-

ni Kafkas Üniversitesi Araştırma ve Uygulama Çiftli-
ğinde bulunan, klinik muayene sonucuna göre sağlıklı
oldukları tespit edilen, 2-4.5 yaşları arasındaki 12 dişi
koyun oluşturdu. 

Kan numunesinin toplanması: Kan numuneleri kli-
nik muayene sonuçlarını takiben gerekli tüm zapt-ı
rapt tedbirlerinden sonra Vena jugularisten alındı 21.
Kan, tek kullanımlık iğne ile vakumlu PTFE tüplere
alındı. Alınan kanlar yarım saat süresince oda ısısında
bırakılarak pıhtılaşması sağlandı. Pıhtılaşan kanlar
3500 devirde 15 dakika santrifüj edilerek serumları
ayrıldı. Ayrılan serumlar 1.5 ml’lik PTFE tüplere aktarı-
larak analizleri yapılıncaya kadar -20ºC’de muhafaza
edildi. 

Çalışma gruplandırmaları: Her bir sulandırma veya
protein çöktürme sıvısı için A, B, C, D, E, G, H, K
kodlarıyla 8 grup oluşturuldu. Her bir grupta kullanıla-
cak sıvıların içerikleri ve oranları aşağıdaki şekildeydi;
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
sülfürik asit, H: 1 mol perklorik asit, K: 1 mol Asetik
asit. Her grup için numuneler dörder kez hazırlandı.
Bunlardan ikisi Cu ve Zn analizleri için kullanılırken
ikisi ise geri kazanım (Recovery) çalışması için kullanıl-
dı. Bu amaçla 1:1 oranında 1 ppm’lik standart solüs-
yonu, serum-sulandırma sıvısı karışımına eklenerek çı-
kan sonuçlar Balk ve ark’ın belirttiği gibi hesaplandı 22.

Laboratuar analizleri: Kan serumlarından Cu ve Zn
analizleri, Thermo Elemental S4 model Atomik
Absorbsiyon Spektrofotometre (AAS) cihazı (Thermo
Electron Corporation, İngiltere) kullanılarak yapıldı.
Ölçümler için alev sistemi kullanıldı. Serum örnekleri-
ne 1:2 oranında sulandırma solüsyonları eklenerek
80oC de 15 dakika bekletildi. Bu şekilde eklenen
sıvıların serum proteinini daha kolay çöktürmesi sağ-
landı13. Isıtma işleminden sonra 10000 devir/dk’da 10
dakida süreyle santrifüj edilerek oluşan çökeltilerin
ayrışması sağlandı. Üstte kalan sıvı kısım tek kullanım-
lık başka bir PTFE tüpe aktarılarak 10000 devir/dk’da
10 dakika süreyle ikinci kez bir daha santrifüj edildi.
Üstteki sıvı kısım tek kullanımlık PTFE tüplere alınarak
ölçümleri için AAS cihazına okutturuldu. Sulandırma
oranları cihaza yüklendi. Böylelikle cihaz ölçüm
sonuçlarını doğrudan ppm (mg/lt) olarak verdi. Ölçüm
birimi, daha önce yapılmış başka araştırmalarla
karşılaştırmanın kolay olabilmesi için µg/dl’ye çevrildi.
Cihazın yaptığı ölçümlerin güvenilirliğini ortaya
koymak için her 12 numunenin ölçümünden sonra
cihaza yoğunluğu önceden belirlenen standart
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solüsyonları okutturuldu. Bu ölçümler sırasında cihaza
6 okuma yaptırıldı, alınan 6 absorbans verisinin orta-
lamaları bir kontrol verisi olarak kabul edildi. Bu şekil-
de her grup için alınan toplam 8 kontrol verisi ise var-
yasyon katsayısının (CV) hesaplanmasında kullanıldı 22.

İstatistik analizler: İstatistik analizler için SPSS for
Windows, Release 10.0.1, Standard version (SPSS
Inc.)23 software programı kullanıldı. Gruplar arası
farkın istatistik kontrolleri için One-Way ANOVA, grup
verilerinin birebir karşılaştırmaları için Duncan testi
kullanıldı.

BULGULAR

Cihazın çalışması sırasında yaptığı ölçümlerin
güvenilirliğini ortaya koymaya yönelik CV test so-
nuçları Cu: %5.41, Zn: %4.95 şeklinde tespit edildi.
Yine cihazın ve yapılan işlemlerin güvenilirliğini or-
taya koymaya yönelik, bir diğer yöntem olan geri
kazanım çalışması sonuçları ise Tablo 1 ve 2’de su-
nulmaktadır.

Isıtma işlemi sonrasında C, E, G ve H gruplarında
tam bir protein çöküşü gözlendi. Bu gruplardaki

Tablo 1. Cu için gruplara göre geri kazanım (Recovery) oranları (n = 12, µg/dl).
Table 1. Recovery proportion for Cu according to groups (n = 12, µg/dl).

Gruplar A B C D E G H K

Ölçülen 106.78 103.51 123.87 127.30 148.35 128.70 132.86 102.18

İlave edilen 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Beklenen 103.39 101.75 111.94 113.65 114.35 114.35 116.43 101.09

Geri kazanılan 101.64 102.48 112.16 117.02 118.29 118.29 113.36 100.17

Oran (%) 98.31 100.71 100.20 102.96 103.45 103.45 97.369 99.09

Tablo 2. Zn için gruplara göre geri kazanım (Recovery) oranları (n = 12, µg/dl).
Table 2. Recovery proportion for Zn according to groups (n = 12, µg/dl).

Gruplar A B C D E G H K

Tablo 3. Grupların İstatistik değerlendirmeleri ile birlikte serum Cu değerleri (n = 12).
Table 3. The values of  serum Cu according to groups with statistical evaluations(n = 12).

Gruplar
Ortalama

değer
Standart
sapma

Standart
hata

%95 Güven
aralığında alt

ortalama değer

%95 Güven
aralığında üst

ortalama değer

En düşük
düzey

En yüksek
düzey

A 106.78b 29.95 9.03 86.66 126.90 54.06 157.14

B 103.51b 30.94 9.33 82.72 124.90 51.66 148.14

C 123.87ab 35.34 10.66 100.13 147.61 51.66 184.50

D 127.30ab 33.85 10.21 104.56 150.04 74.13 184.86

E 148.35a 35.46 10.69 124.52 172.17 98.82 214.53

G 128.70ab 30.30 9.13 108.35 149.05 80.58 188.04

H 132.86ab 37.85 11.41 107.43 158.29 79.05 204.36

K 102.18b 28.15 8.49 83.27 121.09 53.28 153.42

Ölçülen 66.95 69.89 94.61 69.40 86.20 115.63 91.74 48.97

İlave edilen 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Beklenen 83.48 84.95 97.31 84.70 93.10 107.81 95.87 74.48

Geri kazanılan 84.13 84.06 95.47 85.05 92.11 106.98 93.48 76.28

Oran (%) 100.78 98.96 98.11 100.41 98.94 99.23 97.51 102.41

abc: aynı sütunda ortak harf bulundurmayan değerler arasındaki fark istatistik olarak anlamlıdır (P < 0.05).
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çökelti çok net bir şekilde oluşurken, üstte kalan sıvı
kısım tamamen berrak ve saydam görünüşteydi. D
grubuda homojen beyaz bulanık bir görüntü ortaya

çıkarken, iki defa santrifüj edilmesine rağmen belirgin
bir çökelti şekillenmedi. Üstte kalan sıvı kısmının hiç
berraklaşmadığı, bulanıklığını AAS’de okutulmaya
verirken bile muhafaza ettiği gözlendi. A ve B grupla-
rında önemli bir çökelti gözlenmemekle birlikte üstte
kalan sıvı kısım ise C, E, G ve H gruplarındaki kadar
olmasa bile berrak ve saydamdı. K grubundaki numu-
neler ise A ve B gruplarındaki numuneler gibi önemli
bir çökelti şekillenmedi, fakat bunların üstte kalan sıvı
kısımları A ve B gruplarına göre biraz daha bulanık gö-
rüntü verdi.

Cu’ın analiz sonuçlarına bakıldığında A, B ve K
gruplarının birbirine yakın değerler verdiği (minumum
P = 0.061) gözlendi. Sonuçlara göre E grubu verileri
ise en yüksek düzeydeydi.  A, B, K grupları ile E grubu
arasında istatistikî bir fark tespit edildi (P<0.05). C, D,
G ve H grupları kendi aralarında birbirine yakın değer-
lerdeydi. Bununla birlikte diğer gruplarla sayısal bir
farklılık olmasına rağmen, aralarında istatistikî bir fark
bulunamadı (P>0.05) (Tablo 3).

Zn analiz sonuçlarında hem sayısal hem de istatis-
tikî farklılıklar görüldü. K grubu A grubundan bile
(P<0.05) daha düşük sonuçlar verdi. A, B ve D grupları
birbirlerine yakın değerler verirken aralarında
istatistiki bir fark bulunamadı (P>0.05). C, E ve H
grupları kendi aralarında birbirine yakın sonuçlar ve-
rirken (minimum P= 0.224) A, B, D ve K gruplarından

yüksek (P<0.05), G grubundan düşük düzeylerdeydi
(P<0.05). G grubunda, çalışmadaki en yüksek sonuçlar
alındı (Tablo 4).

TARTIŞMA ve SONUÇ

Bakır ve çinkonun klinik önemlerinden dolayı,
bunların biyolojik materyal içerisindeki düzeylerinin
ortaya konulması önem arz etmektedir. Pratikte bu
mineraller için kan düzeylerinin belirlenmesinde,
numune hazırlama metodunun kolay olması nede-
niyle deiyonize suyla seyreltme metodu sıklıkla kulla-
nılmaktadır 9,16,18,19. Fakat vücuda alınan minerallerin
daha çok plazma proteinlerine bağlanarak ilgili yer-
lere ulaştırılması 13 plazma proteinlerinin ölçümü sıra-
sında interferenz oluşturma olasılığını akla getirmek-
tedir. Bu amaçla, özellikle kan numunelerinin (total
kan, serum, plazma) asitle muamele edilmesi
ortamdaki proteinlerin çökeltilerek olumsuz etkisini
ortadan kaldırmış olacaktır 10,13,17. 

Çalışmada elde edilen Cu değerleri gruplara göre
ortalama 102.18±8.49 µg/dl ile 148.35±10.69 µg/dl
arasında değişmektedir (Tablo 3). Bu değerler,
Altıntaş ve Fidancının 24 belirttiği 50-250 µg/dl aralı-
ğında bulunmasıyla birlikte bazı çalışma gruplarının
verileri arasında istatistiki önem tespit edilmiştir
(P<0.05). Gruplar arasındaki bu farklılığın sebebi
minerallerin kan proteine farklı düzeylerde bağlan-
malarından kaynaklanmış olabilir. Farklı kaynaklarda
ise koyun serum Cu değerleri 75.04±6.58-80.10±7.49
µg/dl 3,  126.74±18.92 µg/dl 4, 1.17±0.04 mg/lt 1,
54.50±4.60-114.20±7.10 µg/dl 25 şeklinde bildirilmek-
tedir.

Tablo 4. Grupların İstatistik değerlendirmeleri ile birlikte serum Zn değerleri (n = 12).
Table 4. The values of  serum Zn according to groups with statistical evaluations (n = 12).

Gruplar
Ortalama

değer
Standart
sapma

Standart
hata

%95 Güven
aralığında alt

ortalama değer

%95 Güven
aralığında üst

ortalama değer

En düşük
düzey

En yüksek
düzey

A 66.95C 15.05 4.35 57.39 76.51 45.81 101.70

B 69.89C 10.59 3.06 63.16 76.52 52.92 86.25

C 94.61B 19.66 5.68 82.12 107.10 61.29 127.80

D 69.40C 18.00 5.20 57.97 80.83 32.82 88.11

E 86.20B 14.53 4.20 76.97 95.44 54.15 105.96

G 115.63A 13.09 3.78 107.31 123.94 87.54 133.98

H 91.74B 15.37 4.44 81.97 101.51 56.64 108.24

K 48.97D 18.30 5.28 37.34 60.60 0.48 68.61

abc: aynı sütunda ortak harf bulundurmayan değerler arasındaki fark istatistik olarak anlamlıdır (P < 0.05).



Değer ve Dedenin 13 yaptıkları çalışmada serum Cu
değerleri HCl ile muamele edilen grupta 86.11±2.83
µg/dl, TCA ile muamele edilen grupta 43.13±1.56
µg/dl olarak bildirilmiştir. Bu çalışmada HCl ile sulan-
dırmada (D grubu) Cu 127.30±10.21 µg/dl, TCA ile
sulandırmada (C grubu) ise 123.87±10.66 µg/dl olarak
bulunmuştur. Sunulan bu çalışmada Cu analizi için iki
grup arasında istatistikî fark bulunmazken, Değer ve
Dedenin bulgularında farklığın yüksek düzeyde oldu-
ğu görünmektedir. Söz konusu bu farklık laboratuar
analizlerindeki metodolojik farklılıktan kaynaklanmış
olabilir.

Bu araştırmadaki Zn değerleri gruplara göre orta-
lama 48.97±5.28 µg/dl’den 115.63±3.78 µg/dl’ye
kadar değişmektedir (Tablo 4). Altıntaş ve Fidancı 24

koyun normal serum çinko değerini 80-120 µg/dl
olarak bildirmişlerdir. Çalışmamızda gruplar arasında
istatistikî farklılıklar gözlendi (P<0.05). Farklı çalışma-
larda koyunların serum Zn bulguları 0.302±0.129-
1.001±0.495 µg/ml 10, 38.72±5.36-40.56±5.61µg/dl 3,
113.14±15.22 µg/dl 4, 1.05±0.04 mg/lt 1, 7.14±1.80-
50.90±19.10 µg/dl 25 şeklinde bildirilmektedir.

Değer ve Dede’nin 13 çalışmalarında Zn için seru-
mun HCl ve TCA ile muamelelerinde sırası i le
45.47±1.43 µg/dl ve 36.04±5.10 µg/dl değerleri
bildirilmiştir. Sunulan bu çalışmada ise aynı sırayla
değerler 69.40±5.20 µg/dl (D grubu) ve 94.61±5.68
µg/dl (C grubu) olarak bulunmuştur. Her iki çalışmada
da gruplar arasında istatistik farklılık bildirilmesine
rağmen bu çalışmadaki bulgularda TCA grubu sonuç-
ları daha yüksekken diğer çalışmada HCl grubundaki
değerler daha yüksek bulunmuştur. Farklılık labora-
tuar metodolojisindeki farklılıktan kaynaklanmış ola-
bilir.

Sunulan bu araştırmada Zn için A, B ve D grupları
arasında istatistikî fark gözlenmedi. Bu durum Zn için
aynı A ve B gruplarında olduğu gibi bir protein çök-
türme olayının olmadığını ortaya koymaktadır. Mak-
roskopik olarak net bir şekilde proteinleri çökerek
ayrılan C, E, G ve H gruplarının değerleri, çökelti ver-
meyen A, B, D, K gruplarından istatistik olarak da
yüksek bulunmuştur. Proteinleri çöken C, E, G ve H
gruplarından, G grubu değerleri C, E ve H grubu
değerlerinden daha yüksek düzeyde bulunurken
(P<0.05), bu grupların Zn değerleri arasında istatistik
fark gözlenmemiştir (P>0.05). Çalışma D, E, G, H ve K
gruplarında kullanılan asitler 1 mol olarak hesaplan-
mıştır. G grubu hariç diğer gruplarda kullanılan asit-
lerin tesir değerlikleri birken D grubunda kullanılan

sülfürik asidin tesir değerliği ikidir. G grubu ile C, E ve
H grupları arasındaki fark bu tesir değerliği farklılığın-
dan kaynaklanmış olabilir (Tablo 4).

Çalışmada K grubunda da bir asit olan asetik asit
kullanılmış olmasına rağmen hem bir çökelti oluş-
mamış hem de bulunan değerler deiyonize distile su
kullanılan A grubuna göre hem sayısal hemde
istatistiki (P<0.05) olarak altında kalmıştır. Sonuçlara
göre Asetik asitin hem Cu hem de Zn analizleri için
serum proteinlerini çöktürme amaçlı kullanımına
uygun olmadığı gözlenmiştir (Tablo 4). 

Çalışma bulguları hem Cu hem de Zn analizleri için
serum numuneleri hazırlanırken nitrik asit, sülfirik
asit, TCA ve perklorik asitlerle yapılan asit muamele
daha yüksek sonuçlar verdiği, bununla birlikte ön
hazırlık aşamasında daha fazla zaman ve işçilik gerek-
tirdiği belirlenmiştir. Buna karşın deiyonize distile su
ile seyreltme yönteminin ise ön hazırlık aşamasının
daha kolay ve kısa sürdüğü görülmüştür. Yöntemin
kolaylığı açısından araştırmacılar sıklıkla deiyonize
distile su ile seyreltme yöntemini tercih etmekte-
dirler. Yapılacak olan çalışmalarda da bu yöntemin
kullanılması sonuçların karşılaştırılması yönünde ko-
laylık sağlayabilir. 

Sonuç olarak ilgili araştırmacılara, sonuçların daha
iyi elde edilmesi gerekiyor, zaman ve işçilik harca-
maları önemsizse Cu analizleri için nitrik asitle, Zn
analizleri için sülfürik asitle çöktürme yöntemleri öne-
rilebilir. Bunun yanı sıra zaman ve işçilikten tasarruf
edilmesi gerekiyor ve daha önceki yapılan çalış-
malarla kıyaslanması büyük önem arz ediyorsa deiyo-
nize distile su ile seyreltme yöntemi önerilebilir.
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