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ATOMIK ABSORPSIYON SPEKTROFOTOMETRISI ILE
KANDA KURSUN MIKTARI! TAYINI

ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRIC
DETERMINATION OF LEAD IN BLOOD

Omer ERSOY*

SUMMARY

In this study a method is described which was developed for
quantitative determination of lead in whole blood. This method is
consisted of extraction with dithizon and quantitative determination
of lead by flame atomic absorption specirophotometry (FAAS). After
precipitating the biood proteins with a solution of trichloroacetic acid,
lead was extracted with dithizon. The lead-dithizonate complex was
dissociated with diluted hydrochloric acid and lead was determined
by means of FAAS. This method could be used to determine the
blood lead levels of either non—exposed or profossionally lead expo-
sed people.

OZET

Bu calismada kanda kursun miktari tayini icin geligtirilen yoén-
temde ditizon ile ekstraksiyon, kursunun alevli atomik absorpsiyon
spektrofotometrisi ile miktar tayiniyle kombine edilmistir. Kanin pro-
teinleri triklorasetik asid ile g¢éktirildikten sonra kursun sulu ¢6-
zeltiden ditizon yardimiyla ekstre edilmistir. Kursun ditizonat komp-
leksi seyreltik hidroklorik asid etkisiyle bozularak kursun alevii ato-
mik absorpsiyon spekirofotometrisi ile tayin edilmistir. Bu ybntem
gerek normal bireylerin, gerekse meslekleri dolayisiyla kursuna ma-

ruz kalmis kimselerin kan kursunu seviyelerinin dlciimesinde kul-
lanilabilecektir.
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GiRiS

Gerek filizlerinin ¢ikarilmasi, 6giitiilmesi ve metalin elde edil-
mesi, gerekse bircok sanayi kolunda kullanimi esnasinda mesleki
zehirlenmelere sebep olan kursun, bu isletmelerden ve daha onem-
iisi motor benzinine katilmas: scnucunda eksoz gazlari ile havaya
atilmas: nedeniyle de genis capta cevre kirlenmesine yol acmakta-
dir. Olusan parcaciklar atmosfer olaylar: ile cevreye dagilmakta,
solunmakta ve yiyecek olarak kullanilan bitkilerj ylizeysel olarak
kirietmektedir.

Normal bireyler arasinda cogunlukla onemsiz oimakla birlikte
ozellikle endiistride, kursuna maruz kalma teknik veya diger se-
bepler dolayisi ile degigkenlikler gosterdiginden ve kontrol altina
aiimmas: gilic oldugundan, maruz kalan bireylerin durumlarumin
glvenilir yontemler ile kontrolleri son derece gereklidir.

Etkileri gz oniinde tutularak, kursuna maruz kalmanin sap-
tanmasinda yararlanilan kistaslar sOylece siralanabilir:

1) Kandakursun miktar tayini,

2) Idrarda kursun miktari tayini,

3) Idrarda ¢-aminolevulinik asid (ALA) miktar: tayini,

4) Idrarda koproporfirin-III (KP-III) miktar: tayini,

5) Eritrositlerde protoporfirin-IX (PP-IX) miktar tayini,

6) Eritrositierin ALA-dehidrataz (ALA-D) aktivitesinin tayini.

Bu kistaslar arasinda kanda kursun miktar tayininin en iyi
ve en guvenilir oldugu hususunda genellikie birlesilmektedir (1-5).

Kanda kursun miktar: tayini icin spektrografi (6,7), pola-
rografi (8,9), halka firin teknigi (10) ve atomik fluoresans spek-
troskopisi (11) yontemleri de kullanmilmis olup, spektrofotometri
(12-15) ile alevlj (16-32) ve alevsiz (33-40) atomik absorpsiyon
spektrofotometrisi (AAS) en cok basvurulan yontemlerdir.

Kursun miktar: tayininde ditizon’un (1, 5-difeniltiyokarbazon)
Ozel bir yeri vardir. Bu madde yardimiyla spektrofotometrik tayin
cesitli gekillerde yapilabilmektedir (12). Bu calismada kanda kur-
sun miktar: tayini icin onerilen yontemde kursunun ditizon yar-



OMER ERSOY 27

dimayla ekstraksiyonu alevli diizenekte atomik absorpsiyon spektro-
fotometresinde miktar tayini ile kombine edilmisgtir,

MATERYEL VE YONTEM

Rullamilan ¢ozeltiler:

Triklorasetik asidin sudaki % 5'lik (a/h) cozeltisi (TKA ¢oz.),
sodyum sitratin sudaki % 25'lik (a/h} cozeltisi (sodyum sitrat
¢Gz.), ditizonun karbontetrakloriirdeki 70 0.02’lik  (a/h) c¢dzeltis
(ditizon ¢6z.) ve 0.5 N hidrokiorik asid cOzeltisi (05 N
HCl). Rursun stok cozeltizi 1.598 g kursun nitratin 1000 ml
% Vlik nitrik asid (h/h, sulu) icinde coziilmesiyle hazirlanmigtir.
Diistik konsantrasyondaki cozeltiler ise stok cozeltiden seyreltme
ile, taze hazirlanmis ve uzun siire saklanmam:stir. Kullanilan kim-
vasal maddeler E. Merck firmasinn {iriinleridir.

Kan materyeli olarak taze sigiv kam kullanimistir, Katim
deneylerinde kursunun eritrositlere baglanmasini, dolaymsiyla ger-
¢ek duruma benzemesini, sagiamak igin izotonik kursun standard
cozeltileri hazirlanarak katimiar bu cozeltiden yapimis ve 6rnek-
ler 37°C’de bir saat inklibasyona tabi tutulmuglardir (41). Anti-
koaguian olarak sodyum sitrat (4-5 mg/ml kan) kullaniimagtir.

Aletler

Atomik absorpsiyon spektrofotometresi {AAS): Perkin-Elmer,
Model 370 A, alev dizenegi, «Intensitron» kursun oyuk katod
lambasi ve déteryum arkl «Background Correction» ile donatilmis.
Oyuk katod lamba akim siddeti 10 mA, kullanilap gmin dalga-
boyu 283.3 nm, «Slit» 0.7 nm, sinyal TC 2, calisma sekli ABS.
Gazlar: Asetilen, Habag ist. Tiupten ki1 0.56 kg/cm2?, aletin
akishizi Glcerinde 32, hava, kompresérden (Gast, Michigan-A.B.D.)
cikist 2.8-5.2 kg/em?, aletin akighizi olcerinde 55, Santrifuj aleti:
Janetzki T 32 C, kapali rotor, 4X100 ml baghkl,

Yontem
8) Kan &rneklerinin analize hazidanmas

Kapag siki kapanabilen polietilen kaplarda 5-10 ml kan or-
negi tizerine 20 ml TKA ¢0z. ilave edilip kap icindekiler arada
bir dairese] hareketlerle kanstinlarak 2 saat bekletilir, Santrifiije
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edildikten sonra (santrifiij islemleri 4.000 devirde 5 dakika olarak
yapimistir) sivi kisim ayri bir kaba alinarak cokeltiyve 10 ml daha
TKA ¢oz. ilave edilip 3 dak. giddetle calkalanir. Santrifiije edilerek
sivi kisim bir evvelki ile birlestirilir. Bu cozeltiye 2 ml sodyum
sitrat coz. katildiktan sonra cozeltinin pH’si konsantre amonyak
ile 9.3%¢ getirilir. Cozelti 100 mllik bir ayirma hunisine aktarilir.
Ortama 5 ml etil alkol katihr. Kursunun esktraksiyonu ic¢in 25 ml
ditizon céz. esit olmayan iki porsiyon halinde kullanilir. Ayirma
hunisindeki cozelti once bilylk porsiyon (15-20 ml) ditizon coz.
ile 2 dak. calkalanir ve fazlarin ayriimasmdan sonra organik faz
bir polietilen kaba alimir. Bu kere sulu kisim geri kalan ditizon
céz. ile 2 dak. calkalanir, Organik faz bir onceki ile birlestirilir.
Sulu kismin biitiiniiyle uzaklagtiriimasi icin polietilen kapta santri-
fiije edilir ve organik faz sulu ¢ozeltiden leurtariir. Organik fazin
paslangic hacminin (25 ml) 9/10'u (22.5 ml) 50 ml’lik bir ayirma
hunisinde, bekienen kursun konsantrasyonuné gore 2.0 veya 3.0
ml 0.5 N HC1 ile 1 dak. calkalanir. Seyreltik asidli faz kigtik bir
cam tiibe alinarak AAS’de oleme bu cbzelti ile yapilir.

b) Atomik zbsorpsiyon spekirciotometresinde dlgmeler

AAS de elde edilen degerler ile 0.05-20.00 pg Pb/ml alaninda
absorbans-konsantrasyon iliskisinin dogrusal oldugu bulunmustur
(r = 0.99978). Tayin sinir1 da AAS de bilinen sekilde (42) saptan-
mustir (6.07 pg Pb/ml).

Her bir grup analizde reaktiflerin analizde kullanilan miktar-
lariyla kor defer saptanmis ve bu deger orneklerinkinden ¢ika-
rilarak gercek absorbans degerleri elde edilmistir. Olemelerde so-
nucun hesaplanmasinda 1 pg Pb/mi’lik standard cozelti ile elde
edilen absorbans degerinden yararlanilmis ve bu islem icin su
formiil kulianilmigtir:

E, XV, x100x25

- = ,gPb/100mikan
E, XV, XV,

E, = Ornegin gercek absorbansi

VvV, = Ekstraksiyonda kullamiian 0.5 N HCI1 miktart (ml)

E, = 1 ng Pb/mllik standard kursun cozeltisinin absorbansi
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V, = Analizde kullanilan kan ornegi miktar: (ml)
V, = 25 mi ditizon ¢6z. nin geri ekstraksiyon icin ahnan mik-
tar: {ml)

DENEYSEL BOLOM

Yontemin geri kazanma orani ve tekrar edilebilirligi, 10 ml
distile suya cesitii miktarda kursun katihip incelenmistir. Sonuclar
Tablo I’de verilmektedir, Bu adimda uygun sonuclar alindiktan

TABLO 1

Kursunun sulu cézeltiden geri kazamlma oram

Katilan Analiz Ortalama

Std. % Degisme Geri kazanma
kursun (ug) sSayisi sonug¢ sapma katsayist oram (%)
5 2.03 F0.11 5.4 102
5 3.97 F0.11 2.8 99
5 7.98 +0.22 2.8 100
12 5 11.58 +0.37 3.2 97

sonra kendisi de 10 ml'de 3.7 ng Ph icermekte olan s1@ir kani mater-
yeli ile katim ve geri kazanma deneyleri yapiumistir. Bu amagla
10’ar ml kan o&rneklerine izotonik olarak hazirlanmis standard
kursun cozeltisi ile 1, 4, 8, 12, 16 ug kursun katilarak, bu drnekler
37°C’de 1 saat inkiibasyona tabi tutulduktan sonre analiz edilmis-
lerdir. Elde edilen sonuclar Tablo 2'de verilmektedir,

TABLO 2

Sigie kam ile yapilan katim deneylerinde kursunun geri kazanilma oram

Katilan Total Ortalama -
kursun kursun sonug % Geri
Analiz (ug/10 ml)  miktan (ug/10 ml) Std. % Degisme kazanma
sayisi kan {ug) kan sapma katsayis: orani
15 — 3.70 +0.18 4.9
10 1 4.70 4.68 +0.21 4.5 100
5 4 7.70 7.48 F0.17 2.3 97
5 8 11.70 11.93 ¥0.24 2.0 102
5 12 15.70 14.54 +0.26 ‘1.8 93
5 16 19.70 18.60 +0.34 1.8 94
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Elde edilen sonuciarin karsilagtirilabilmesi i¢in, kanda kursun
miktar1 tayini icin ¢ok kullanilan HESSEL’In yontemi (18) ile
calisiimistir. Bu yontemin uygulanmasinda 40 pg Pb/100 ml kan
drnekleri icin (n = 9) 43.0 F 1.8 (% 108 geri kazanma), 80 pg
Pb/100 ml kan ornekleri icin (n = 8) 782 F 3.1 (% 98 geri
“kazanma) pg Pb/100 ml kan sonuclar: ahnmigtir. Onerilen yon-
temde elde edilen sonuclarin bu sonuclarla uygunluk icinde bu-
lundugu gorilmektedir.

SONUC VE TARTISMA

Kanda kursun miktar: tayininde hangi yontemin uygulana.
cagr degil uygulayacak personelin daha Onem tagidigt bilinir.
Personelin gerekli bilgi ve deneyim ile donatiimasinin onemi ya-
ninda, personeiden dogacak hatalar da, daha az sayida ve mik-
tarda reaktif katilmasina gerek duyulan ve daha az sayida me-
kanik ve kimyasal islemleri iceren yontemlerin secimi ile azal-
tilabilir.

Bu calismada kanda kursun miktar: tayini icin Onerilen yon-
temde, bu alanda sik sik bagvurulan ditizon ile ekstraksiyonun kur-
sun icin spesifik olmama dezavantaji, bu ekstraksiyonu kurgunun
spesifik olan atomik absorpsiyon spektrofotometresinde miktar
tayini ile kombine ederek ortadan kaldinlmigtir. Kanin protein-
lerinin triklorasetik asidle c¢oktlriillip, kursunun amonyum piro-
lidinditiyokarbamat /metilizobutilketon ile ekstre edilmesi ve kur-
sunun bu organik c¢oziclideki cozeltisinin alevlii AAS de miktar
tayini icin kullanilmasi daha once uygulanmisti (23-25). Baz aras-
tirieilar dogrudan dogruya triklorasetik asidli ¢dzeltiyi kursun mik.-
tar1 tayini icin kullandilar (16, 17). K. Schmidt (43) ise kursu-
nun bu ¢dzeltiden ekstraksiyonunu ditizon yardimiyla yapmayi de-
nemis, fakat caligmalarini yayinlamamigtir. Bu calismada gerekli
bazi degisikliklerle bu yontem gelistirilmistir. Bagta temel AAS
aletine geneilikle pahali olan diger bir diizenek ilavesine gerek
olmayisi, diger taraftan kullanilan reaktiflerin kolayca temin
edilebilir olmasi, kullaniian organik ¢oziiciniin metilizobutilketon
kullanmilan yontemlerde oldugu gibi sarfedilmeyip geri kazanilmasi
da bu arada goézdnlne alinan hususlar olmustur. Ancak karbon-
tetrakloriiniin yliksek olan zehirliligi ¢alisma esnasinda unutul-
mamall ve havalandirilmas: iyi clan yerlere calisilarak bu konuya
dikkat edilmelidir.
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Yontemin glvenilirligini kontro] etmek amaciyla sulu ¢ozel-
tide ve kanda katma ve geri kazanma deneyleri yapilmis ve so-
nuglar bu alanda ¢ok kullanilan bir bagka AAS.yonteminde elde
edilenler ile uygunluk gostermistir. Sulu cozeltide geri kazanma
oranlart 20-120 xg Pb/100 ml icin 1% 97-102 iken, kanda yapran
katim deneylerinde ise 10-160 ng Pb/100 m! kan icin (% 93-102 ara-
sinda degismektedir. % degisme katsayist 1.8-4.9 olan bu yontem
gerek normal bireylerin (<40 ug Pb/100 ml kan), gerekse cesitli
nedenlerle kursuna maruz kalmis kimselerin (> 40 xg Pb/100 ml
kan) kan kursunu seviyelerinin sleiilmesinde kullanilabilecektir.
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