Yiziinct Yil Universitesi, Sagltk Bilimleri Dergisi, 6(1-2): 5-8, 2000

Saghik Bilimleri
Dergisi B
Yiiziincii Y1l Universitesi

Koyun kaninda iz element (Zn ve Cu) analizi icin kullanilan

bazi numune hazirlama metotlarimin karsilastirilmasi
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Ozet: Koyunlarin kan serumu ve plazmasinda Zn ve Cu konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanifan iki farkl
metodun karsilastirtldign bu ¢alismada materyal olarak, 15 adet saghkli koyundan aliman kan oOrneklerinden
yararlanildi. HC1 ile sulandirilarak yapilan metot A ve protein ¢oktiirme esasina dayanan metot B ye gére numuneler
hazirland:. 1z element analizleri atomik absorpsiyon spektrofotometresinde yapildi. Metot A ya gére hazirlanan serum
ve plazma drneklerinde Cu konsantrasyonlari bakimindan énemti bir farkin olmadig: gortldi. Ayni sekilde metot B®
de de serum ve plazma Cu konsantrasyonlarinin birbirinden istatistiksel olarak farkli olmadigi belirlendi. Ancak
metot A serum ve plazma bakir seviyelerinin metot B den nemli oranda yiiksek (p<0.05) oldugu saptandi.

Metot A ya gore hazirlanan plazma ve serum 6rnekleri arasinda Zn konsantrasyonlar: bakimindan istatistiksel
olarak (p<0.05) oraninda anlamli bir fark saptanirken, metot B deki serum Zn seviyeleri plazmaya gére nispeten
yiiksek bulunmasina ragmen, istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunamadi. Ancak metot A serum ve plazma ¢inko
diizeylerinin metot B den onemli oranda farkli (p<0.05) oldugu saptandi. Sonug olarak metot A ya gore hazirlanan
hem plazma, hem de serumda geri alma yiizdelerinin her iki iz element igin de daha yiiksek oldugu ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: iz element analizi, Numune hazirlama, Kan, Koyun.

Comparison of some sample preparation methods used for determination of trace
elements in sheep blood

Abstract: Atomic absorption spectrophotometer (AAS) is unique instrument for determination of trace elements in
different biological materials. There are so many procedure for this purpose. In this study,two different methods were
used for the determinationof plasma and serum Zn and Cu levels. Fifteen sheep were used as research material. Blood
samples were taken from V. Jugularis in to heparinized test glass tubes for plasma and serum samples preparation,
respectively. Two different samples preparation methods were used as named A and B. In method A, proteins were
diluted by HCl and, in method B, they were precipitated by TCA, later Zn and Cu levels were determinated by AAS.
It was concluded that there were no significant differences in methods A and B on the levels of plasma and serum.
But the levels of serum and plasma Cu was significantly high (p<0.03) in method A than method B.

The zinc content of plasma and serum of sheep were significantly different p<0.05 in method A. It was high of
serum Zn than plasma Zn levels in method B, but there was no significant difference between plasma and serum
levels. The Zn levels of serum and plasma in methods A was significantly higher than method B (p<0.05). As
conclusion, the levels and recovery of this elements was estimated higher in method A than method B.

KeyWords: Trace element analysis, Sample preparation, Blood, Sheep.

GIRIS cinsiyet, cevresel faktorler viicudun iz element

) seviyelerini etkiledikleri gibi (2-5),

1z elementler, besinler ve su ile disaridan alian, konsantrasyonlarinm saptanmasinda kullanilan
insan, hayvan ve bitkilerin saglikli biiyiime, gelisme ve teknikler de olduk¢a 6nemlidir. Kan serumu ve
canliliklarint devam ettirebilmeleri igin gerekli olan plazmasindaki iz  element konsantrasyonlarinin
anorganik maddelerdir. Viicuda giren iz elementler belirlenecegi numunelerin hazirlanmasinda; protein

cesitli kan proteinlerine baglanarak biitiin dokulara
dagilirlar (1). Organizmanin iz element profilini ortaya
koymak igin, tiim kan, kan serumu ve plazmasi basta
olmak izere biitiin doku ve organlar materyal olarak
kullaniimaktadirlar. Yas, hastalik, fizyolojik durumlar,

¢okturme (6), asit ile sulandirma (7), bidistile deiyonize
su ile sulandirma (8) gibi metotlar kullanilmaktadir.
Numunelerin  hazirlanmasini  takiben, iz element
tayinleri atomik absorpsiyon spektrofotometresinde
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(AAS)  vyapilmaktadir. Bu  metotlardan  baska,
numunelerin HCIO4;H2SO4;HNO3 (2:1:4) karisimiyla
yakilmasindan ~ sonra  bakir  konsantrasyonunun
spektrofotometrik olarak tayin edildigi bir teknik de
bildirilmistir (9).

AAS ile ¢inkonun da kandaki konsantrasyonlar
saptanmaktadir  (10). Cinko analizlerinde, serum
proteinlerinin  interferensini  6nlemek  igin  serum
sulandirilmakta (11), bir bagka ucuz ve kolay metotta
ise ornekler asit ile isleme tabi tutulmakta, bdylece bir
yandan 6l¢iim 0.02-2.0 ppm’ e kadar duyarl olurken,
diger taraftan geri alma yiizdesi 95-105 ‘e kadar
cikmaktadir (12). Farkli proteinlere bagh olan ¢inko
tayininde, numuneler ultrafiltrasyona tabi tutularak
tasiyici proteinlerden ayriymast saglamakta, daha sonra
AAS ile olgiim yapilmaktadir (13). Ayrica ¢inkonun
farkli yiikteki atomlarinin saptanmasi i¢in AAS yerine,
7n  tasiyict  proteinlerin - kolon  kromatografide
baglanmasi esasina dayanan metot kullanilmakta ve
insan serum proteinleri ¢oktiiriilerek konsantrasyonlari
belirlenmektedir (14).

Bu ¢alisma, iz element tayininde plazma ve serum
kullanmanin ve numune hazirlanmasinda kullanilan
protein ¢oktiirme ve HCI ile sulandirma yontemlerinin
birbirine bir avantajimin olup olmadigmn: arastirmak
amaciyla planlandu.

MATERYAL VE METOT

Calismada, aragtirma materyali olarak, Van
Belediye Mezbahasinda kesilmek tizere bulunan 15
adet koyunun V jugularisinden, antikoagulantl (lithium
heparin) ve cam serum tiiplerine ayr1 ayri, usuliine
uygun olarak ahman kan ormekleri  kullaruldi.
Numunelerin 3000 rpm de plazma ve serumlart ayrildi.
Boylece ayni hayvandan hem plazma hem de serum
ornekleri elde edilmis oldu. Orneklerde Cu ve Zn
analizlerine hazirlik amaciyla, iki farkhh metot
kullanildi:

Metot A.

Cu ve Zn analizleri i¢in serum ve plazma 0.1 N
HCl ile 1/20 oraninda sulandirild (7).

Metot B.

Cu ve Zn analizleri i¢in, serum ve plazma
ornekleri iizerine esit miktarda %15 TCA ilave edilir. 5
kat1 sulandirilincaya kadar distile su ile tamamlandi. 10
dakika bekletildikten sonra 5 dakika siireyle 3000 rpm
de santrfiijlendi. Ustte toplanan berrak sivida mineral
tayinleri gerceklestirildi (6).

Her bir koyun icin dort adet olmak {lizere
hazirlanan ©Orneklerde iz element konsantrasyonlari
UNICAM  marka AAS  (atomik  absorpsiyon
spektrofotometresi) cihazinda ¢ift okuma yapilarak

6

saptandi.  Aynt  numunelerin  Uzerlerine  belirli
konsantrasyondaki (1 ppm) standart soliisyonlardan
numune ile esit miktarda ilave edilerek geri alma
(recovery) numuneleri hazirlandi. Bunlarin tekrar AAS
de okunmast ile elde edilen sonuglar asagidaki formiile
gore degerlendirilerek numunelerin geri alma ylizdeleri
(recovery) hesaplandi (15).

a
x 100

b+c

a: geri alma numunesinde alinan degerlerin ortalamasi
b: cahsma sonucunda elde edilen degerlerin ortalamasi
¢: ¢alisma standartlarinin ortalamass

Sulandirma oranlari dikkate alinarak iz element
konsantrasyonlari hesaplandi. Caligma sonucunda her
bir iz element i¢in, iki metodun serum ve
plazmasindaki Cu ve Zn diizeylerine ait deZerler
istatistiksel olarak degerlendirildi (16).

BULGULAR

Calisma sonucunda elde edilen bulgular Tablo 1
ve 2 de Ozetlenmistir. Metot A ya gore hazirlanan
serum ve plazma Orneklerinde Cu konsantrasyonlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadif:
saptandi. Metot B ye gore hazirlanan plazma ve serum
orneklerindeki Cu  konsantrasyonlar1 arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). Metot A ya gore hazirlanan orneklerdeki Cu
konsantrasyonlarinin, metot B den anlamli &lgiide
yitksek oldugu belirlendi (p<0.05).

Metot A ya gore hazirlanan serum ve plazma
ornekleri arasinda Zn konsantrasyonlarl bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark varken (p<0.05),
metot B deki plazma ve serum Zn diizeyleri arasinda
onemli bir fark olmadigi gorildi. Metot A ve B
arasinda hem serum, hem de plazmadaki Zn diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak onemli fark (p<0.05)
oldugu saptandu.

Ayrica her iki element igin de geri alma
yiizdelerinin metot A ya gore hazirlanan numunelerde
daha yiiksek oldugu goraldii.

TARTISMA VE SONUC

Canli organizmanin iz element durumunu ortaya
koymak amaciyla en ¢ok kullanilan materyal kandir.
Kandaki iz element konsantrasyonlari tiir, yas v.s. basta
olmak iizere fizyolojik ve patolojik kosullardan
etkilenmekle birlikte, normal saglikli koyunlarin kan
plazmasindaki Cu konsantrasyonlari 46-137 pg/dl
olarak saptanmistir (1,17). Cesitli koyun irkiar
tizerinde ve farkli bolgelerde yapilan calismalarda
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serum bakir miktarlarmm 63-115 pg/dl  arasinda
degistigi bildirilmektedir (18, 19).
Koyunlarin kan serumunda ortalama ¢inko

konsantrasyonlart da ¢esitli fizyolojik donemlerden
etkilenmekle birlikte 60-80 pg/dl (20), plazmada ise
ortalama 30-110 pg/dl arasmda degismektedir (1, 11,
21).

Kan plazmast ve serumunda iz element
analizlerinin  yaptlmasinda  kullamlan  numune
hazirlama  tekniklerini  karsilagtirmak  amaciyla

planlanan bu ¢ahsmada, koyunlarin Zn.- ve Cu
diizeylerinin, yukaridaki literatiirlerde bildirilen sinirlar
arasinda oldugu bulunmustur.

Tablo1. Koyun kan serumu ve plazmasi bakir konsantrasyonlari (11g/100 ml) ve geri alma yiizdeleri.

NUMUNE HAZIRLAMA METOTLARI

METOT A METOT B
Plazma (x+Sx) Serum (xtSx) Plazma (x+Sx) Serum (x£Sx)
Calisma numunesi 87.67 +£4.20 86.11 +£2.83 52.78 +3.75 42,13+ 1.56
Geri alma numunesi 157.64 +7.44 141.44 £ 6.49 100. 84 +£3.28 105.18 £ 3.91
Geri alma % si %84 % 76 %66 %74
Numune sayist 15 15 15 15

Tablo 2. Koyun kan serumu ve plazmasi ¢inko konsantrasyonlari (ug/100 ml) ve geri alma yiizdeleri.

NUMUNE HAZIRLAMA METOTLARI

METOT A METOT B
Plazma (x£Sx) Serum (x+Sx) Plazma (x+Sx) Serum (xtSx)
Calisma numunesi 41.80 + 1.46 4547 +1.43 35.97 £ 3.55 36.04 £5.10
Geri alma numunesi 119.11 £6.23 122.19£7.91 103.34 +4.35 99.31 +6.76
Geri alma % si %82 % 84 %76 %73
Numune sayist 15 15 15 15

Sunulan ¢alismada, her iki numune hazirlama
metoduna gore hazirlanan plazma ve serum 6mekleri
arasinda Cu konsantrasyonlar1 arasinda énemli bir fark
olmadig1 saptandi. Memelilerin kan plazmasindaki Cu
konsantrasyonu eritrositte bulunandan daha yiiksektir.
Plazma bakirinin % 80 i seruloplazmin tarafindan
tasindig1 icin daha stabildir ve bu nedenle iz element
durumunu  ortaya ¢ikarmak i¢in daha iyi bir
indikatordiir (1, 19, 20). Geri alma yiizdesinin metot A
ya gore hazirlanan, proteinlerin mevcut oldugu plazma
omeklerinde en ytiksek bulunmasi bu goriisii dogrular
mahiyettedir. Bu durum, kanda bakir diizeylerinin
arastirlldigt  calismalarda s6z  konusu metotlarin
gitvenle kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak
metot A da bakir konsantrasyonlarmin ve geri alma
ylzdelerinin daha yiiksek bulunmasinin, metot B deki
bakiri taglyan proteinlerin coktiiriilmesinden
kaynaklandigi soylenebilir.

Metot A ya gore hazirlanan plazma 6rneklerindeki
Zn Kkonsantrasyonlart ile serum &rnekleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05) bulundu. Bu
sonug insan  serumundaki ¢inko  miktarlarinn,
plazmadakinden ortalama %16 daha yiiksek oldugu
bilgileri (1) ile uygunluk gostermektedir. Bununla
birlikte, metot B deki serum Zn seviyeleri

plazmadakine oranla yiiksek bulunmasina ragmen,
istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmadi. Metot A
ya gore hazirlanan  serum  orneklerindeki  Zn
konsantrasyonlarinin metot B ye gére hazirlanan serum
orneklerinden anlamli (p<0.05) sekilde yiiksek oldugu
tespit edildi. Kelson ve Schamberger (22), TCA ile
deproteinize edilerek Olctilen serum Zn
konsantrasyonlarinin, su ile sulandirildiktan sonra
olgitlen serum Zn dan daha yiiksck oldugunu, ama
serum  ve eritrositteki  ¢inkonun  ¢ofu  o2-
makroglobulin, metallothionin, karbonik anhidraz,
sliperosit dismutaz gibi proteinlere bagh oldugu i¢in
deproteinizasyondan sonra olciilirse, ¢inkonun bir
kismimin  geri  g¢ekilebilecegini  bildirmektedirler.
Nitekim bu ¢alismada da TCA ile proteinlerin
coktirilmesi esasina dayanan metot B deki Zn
konsantrasyonlarimin  0.01 N HCIl ile sulandirilan
orneklerden daha diigik bulunmasinin, soz konusu iz

elementlerin  yapisinda  bulundugu  proteinlerin
¢cokmesine baglt oldugu kanisina varildi.
Sonu¢ olarak kan bakir analizleri icin kan

plazmasi ve serumu arasinda onemli bir farkhlik
gozlenmezken, metot B ye gore hazirlanan
numunelerin bakir diizeylerinin metot A ya gore onemli
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olgiide diigik olmasimn, soz konusu metotta bakir
iceren proteinlerin  ¢oktirtilmesinden kaynaklandigi

soylenebilir.

Kan plazmasi Zn konsantrasyonlar

serumunkinden daha yitksek bulundu. Ayrica metot A
geri alma yilzdelerinin daha yiiksek bulunmasi, bu
metodun en azindan bu kosullar altinda daha elverisli
oldugunu distindiirmektedir.

. Jepsen
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