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OZET

Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi ile Sacta Eser Element Tayininde Farkh
Ornek Hazirlama Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Calismada, insan sacinda eser element tayini icin bazi coziiniirlestirme
yontemleri karsilastirlldi. Bu amacla kuru kiil etme, diisiik sicaklikta asidik
ortamda yas yakma, mikrodalga yontemiyle c¢oziiniirlestirme ve bazik ortamda
tetrametilamonyum hidroksit ile yas yakma yontemleri kullanildi.

Bu c¢oziiniirlestirme yontemleriyle coziiniirlestirilen orneklerde cinko ve
kursun derisimleri oOlciildii. Yontemin dogrulugu CRM BCR-397 insan saci
standart referans maddesi ile kontrol edildi.

Cinko derisimlerinin oOlgiimii alevli atomik absorpsiyon spektroskopisi,
kursun derisimlerinin 6lciimii ise Zeeman etkili elektrotermal atomik absorpsiyon
spektroskopisi ile yapildi. Gercek sa¢ ornekleri icin, dort ¢oziiniirlestirme yontemi
arasinda fark olup olmadig1 varyans analizi yapilarak hesaplandi. Sonuclarin
istatistiksel degerlendirmesi, % 95 giiven araliginda dort yontem arasinda onemli
bir fark olmadigim gosterdi.

Sertifikali referans standart madde CRM BCR-397 insan sacinda yapilan
olciimlerde, olciilen degerin sertifika degerinden sapmasini gostermek icin yiizde
bagil hata hesaplandi. Tetrametilamonyum hidroksit ile yapilan ¢oziiniirlestirme
yontemi haric, bagil hata % 10’un altinda bulundu.

Anahtar kelimeler: Cinko, kursun, kuru kiil etme, yas yakma, mikrodalga,
TMAH, sac, ¢oziiniirlestirme
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ABSTRACT

Comparision of Sample Preparation Methods for Determination of Trace
Elements in Human Hair by Atomic Absorption Spectrometry

In this study, various digestion methods compared for determination of trace
elements in human hair. For this reason, digestion methods like dry ashing, acidic
wet ashing at low temperature, microwave digestion, and basic digestion in
tetramethylammonium hydroxide at low temperature were used.

Zinc and lead concentrations were determined in human hair samples
digested with these digestion methods. The accuracy of the methods were tested by
certificated reference standard material, CRM BCR-397 human hair.

Flame atomic absorption spectroscopy was used for determination of zinc
levels, and graphite furnace atomic absorption spectroscopy with Zeeman
background correction was used for determination of lead levels. For real hair
samples, analysis of variance test was used determination of difference between
four digestion methods. According to the statistical evaluation of the results, there
are no significantly difference between four digestion methods in 95 % confidence
interval.

Measurement of certificated reference standard material, CRM BCR-397
human hair, to show that deviation of certificated value percantage relative errors
calculated. Relative errors were less than 10 % except for tetramethylammonium
hydroxide digestion method.

Key Words: Zinc, lead, dry ashing, wet ashing, microwave, TMAH, human hair,
digestion.
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1. GIRIS

Normal bir insan viicudunu bes ana elementin ( karbon, hidrojen, oksijen, azot ve
fosfor) organik bilesikleri ile kalsiyum, sodyum, potasyum magnezyum, kiikiirt ve klor
gibi elementleri de iceren sert doku ve elektrolitler olusturur. Bu 11 element disinda
kalan elementlerin toplam1 70 kg bir insanda ancak 10 gram civarinda olup bu
elementler eser elementler olarak adlandirilir. Bu elementlerin  viicuttaki
konsantrasyonlar1 50 mg/kg’in altindadir (1). Insamin saghikli bir sekilde yasamim
stirdlirebilmesi icin yasamsal Oneme sahip bu elementleri almasi gerekir. Eser
elementler, organizmanin bir¢ok Onemli fonksiyonunda rol oynarlar. Enzimlerin,
hormonlarin ve vitaminlerin biyolojik fonksiyonlarinin diizenlenmesi, oksijen tasinmast,
sebest radikallerin elimine edilmesi, yap1 ve destek materyali olarak kullanilmalar1 bu
fonksiyonlara 6rnek verilebilir (2).

Son arastirmalar 11 element disinda kalan 40-50 kadar elementin de insan
viicudunda bulundugunu gostermistir ve bu elementlerden 20 kadarinin yasamsal 6nemi
anlasilmistir. Digerlerinin ise islevleri, viicuda giris sekilleri, yarar ve zararlar1 heniiz
tam anlasilmamakla beraber bazi elementlerin viicuda alerjik, toksik ve kanserojen etki
yaptiklari da kesin olarak bildirilmistir (3).

Genel olarak viicut icin yasamsal oneme sahip olan elementlerin bile fazlasi
viicuda zararli, toksik etki yaparken, yetersiz alinmalarinda eksikliklerinden
kaynaklanan bircok hastalik ve bozukluklar goriiliir (4) ve bu da viicut fizyolojisinde
ciddi problemlere neden olabilir (2,5). Bu nedenle insan viicudunda biyokimyasal
proseste 6nemli rol oynayan bu eser elementlerin viicuttaki miktarlart dnemlidir.

Giiniimiizde biyolojik ve klinik 6rneklerde eser element konsantrasyonlar ile
ilgili analitik ¢alismalar bu yiizden ¢ok 6nemli hale gelmistir (6). Meslek hastaliklari,
zehirlenmeler ve cevre kirliligine bagli olarak gelisen hastaliklarda eser element
analizleri kullanilarak ve analitik sonuglarla karakterize edilebilen saglik durumu ile
ilgili dogru bilgi edinilebilmesi ve tan1 konulabilmesi saglanir (2,7).

Insan viicudunda eser element seviyesinin olciilmesi ve bu 6lciimiin ne sekilde
yapilacagi 6nemli bir konudur. Canli organizmasinda bulunan bu elementlerin ¢cogunun

fonksiyonlar1 ve etkileri bilinmekle birlikte, dogru ve rutin caligmalara kolaylikla



uygulanabilecek analiz yontemlerinin gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalar {izerinde
durulmasi gereken konulardan biridir. Biyolojik orneklerdeki eser element analizleri
analitik kimyacilar icin bazi giicliikler icerir. Orneklerin organik madde iceriginin
yiiksek olmasi nedeni ile analizden 6nce bir parcalama ve kiil etme islemine gerek
duyulmasi  bunlardan ilkidir. Ikinci olarak ise organizmada c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda ve karmasik bir matriks icinde bulunduklan i¢in klinik 6rneklerde
eser element tayinlerinde, atomik absorpsiyonda karsilagilan pek cok fiziksel, kimyasal
ve spektral girisimler analizlerin gézlenebilme sinirlarini, duyarliligini, dogrulugunu ve
secimliliklerini etkilemesidir. Yani olgiilecek element konsantrasyonunun cok diisiik
olmasi, iyi organize edilmis, 6zel Ornek hazirlama yontemlerine ve duyarli analitik
yontem ve cihazlara duyulan ihtiyaci artirir. Bu nedenle klinik 6rneklerde eser element
tayinleri icin dogru yontemin se¢ilmesi ¢ok 6nemlidir.

Onemli olan bir diger konuda eser elementlerin nutrisyonel durumunun
belirlenmesinde anlamli doku ve sivilarin analiz metotlarinin gelistirilmesi geregidir.
Dogru bilgi verecek doku ve sivilarin secimi ¢ok onemlidir. Hemen tiim viicut sivilar
ve dokularinda eser elementlerin analizi yapilabilir. Ancak bunlarin hepsi viicut eser
element seviyesini aynm Ol¢iide dogru gosteremez ve aym Ol¢iide kolay analiz edilemez.
Bu nedenle oOl¢tim yapilacak parametrenin hem viicut seviyesi hakkinda iyi bilgi
vermesi ve hem de kolay elde edilebilir ve analiz edilebilir olmas1 gerekir.

Viicut eser element seviyesinin belirlenmesinde kullanilacak biyolojik materyal
seciminde literatiirde yer alan bircok secenek mevcuttur. Biyoindikator olarak
kullanilan bu materyallere drnek olarak kan, idrar, tirnak, dis, sa¢ ve diger viicut siv1 ve
dokulari verilebilir (8,9).

Bu materyaller arasinda sac,

1) Diger biyolojik materyallerin aksine aci1 vermeden ve kolay elde edilebilir
olmasi,

2) Zaman icerisinde bozunmaya ugramamasi ve tasinma depolanma gibi
stireclerde herhangi bir 6zel yonteme gerek duyulmamasi,

3) Kan ve idrar ile karsilastinldiginda sa¢in, ilgili elementi bir yerden bir yere
tasima veya viicuttan atilimim saglama gibi islevlerinin olmamasi nedeniyle daha

kararl1 6l¢iim yapilabilmesine olanak saglamasi,



4) Hiicre ici eser element birikimi hakkinda da bilgi vermesi ve viicuttaki eser
element seviyesi ve depolan ile ilgili daha uzun siireleri kapsayacak sonuglar elde
edilmesine olanak vermesi,

gibi iistiinliiklere sahip olmasi nedeni ile en avantajli olanidir (10). Kemik veya
organ biyopsileri hem ¢ok ac1 verici hem de zor ve pahalidir. Idrar sadece viicuttaki
atitlim1 gosterir. Eser element tayini icin en cok kullanilan materyal kan olmasina
ragmen bircok metalin konsantrasyonu kanin ne zaman alindigina baghdir. Kan
plazmasi ve serumun esas fonksiyonu transportasyondur. Plazma absorpsiyon
bolgesinden ulasacagi organa ilgili elementi tasir. Bu nedenle de plazma ve serum eser
element konsantrasyonlar1 degiskendir. Sac ise kan komponentlerinden farkli olarak,
eser element konsantrasyonu bakimindan plazma ve seruma gore daha az degiskendir.
Bu nedenle de viicut eser element depolarim1 gostermesi bakimindan daha dogru
sonugclar verir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak ¢alismada, viicut eser element seviyesi hakkinda en iyi
bilgi veren dokulardan biri oldugu bilinen sagta farkli numune hazirlama yontemleri
kullanarak Zn (¢inko) ve kolay buharlagabilen bir element olan Pb (kursun)’un atomik
absorpsiyon spektroskopisi ile tayinleri gerceklestirildi. Numune hazirlamada kullanilan
farkli ¢oziiniirlestirme yontemleri ile bulunan sonuclar karsilastirildi. Simdilerde cesitli
avantajlar sagladig1 gerekgesiyle giindemde olan tetrametilamonyum hidroksit (TMAH)
ile yapilan ¢oziiniirlestirmenin yaygin olarak kullanilan diger yontemlere alternatif olup
olamayacag arastirildi.

Yontemin dogrulugu sertifikali referans standart materyal CRM BCR-397 insan
sac1 (European Commission DG Joint Research Centre Institute for Reference Materials

and Measurements, IRMM) kullanilarak kontrol edildi.



2. GENEL BIiLGi

2.1. Sacin Yapisi ve Eser Element Analizlerinde Kullanimi

Bir sa¢ teli amorf protein hiicreleri icine yerlesmis binlerce heliks seklinde
polipeptit zincirlerinden olusan keratin olarak adlandirilan bir elyaf proteindir. Sag
polipeptitlerinin en biiyiik fraksiyonu S-S baglariyla paralel polipeptit zincirlerine
baglanan sisteindir (2-amino—3-merkaptopropiyonik asit). Eser elementler sacta
stilfidril, amino ve karboksilat gruplart iizerinden polipeptitlerle kompleks olusturarak
birikirler (11).

Daha oOnce de degindigimiz gibi sa¢ Orneginin cok kolay ve agrisiz elde
edilebilmesi, toplanan Orneklerin saklanmasi icin 6zel bir yontem gerektirmemesi,
viicuttaki eser element seviyesi ve depolar1 ile ilgili daha uzun siireleri kapsayacak
sonuclar elde edilmesi nedeniyle sacta eser element analizi, viicutta eser element
seviyesinin izlenmesinde en kesin ve kullanigli yontemdir. Bu durumu sa¢ analizlerinin
tarihgesine baktigimizda da gérmekteyiz.

Sacin viicudun i¢ durumu hakkinda bir indikator gérevinde oldugu uzun siiredir
bilinen bir gergektir. iki yiizyll 6nce sa¢ analizleri arsenik diizeyini 6lgmek igin
kullanilmistir. Modern teknolojilerin gelismesiyle beraber sagin yararli bir biyopsi
materyali olarak kabul edilmesi yaklasik elli y1l Oncesine dayanmaktadir. Bu tarihte
Flesch viicut deposu hakkinda bize bilgi veren sa¢ dokusunu ‘minor excretory organ’
olarak tanimlamustir (12).

Bunu izleyen yillar i¢inde gelisen ve ilerleyen laboratuar teknolojisi ve modern
analitik tekniklerin kullanilmasi ile sa¢ analizleri iizerinde daha yogun c¢alisilmaya
baslanmistir.

Modern analitik teknikler ve gelisen laboratuar teknolojisi sayesinde sa¢ analizleri
onemli klinik bilgilerin ortaya ¢ikmasinda rol oynamistir.

Global ¢evre izleme sistemlerinin (GEMS) 1975°te yaymlanan raporlarina gore,
insan sag¢1 viicutta eser element durumu hakkinda bilgi veren en yararli ve 6nemli
biyolojik materyaller arasindadir. Uluslararasi Atom Enerji Ajansi maruziyetlerin

belirlenmesinde sa¢ analizlerinin giivenilir bir gosterge oldugunu bildirmisledir.



Amerika cevresel koruma kurumu (US EPA) tarafindan yayinlanan 250 den fazla
arastirmada sacin yararli ve karakteristik bir doku oldugu vurgulanmustir. Ozellikle
bakir, selenyum gibi nutrientlerin yan1 sira toksik etkileri bilinen kursun, kadmiyum gibi
elementlerin diizeylerinin tayininde sa¢ ¢cok yaygin kullanilan bir biyolojik materyaldir-

biyopsi materyalidir (13-15).

2.2. Eser Elementlerin Onemi

Eser element analizleri ile ilgili yapilan calismalar 6zellikle son yillarda biiyiik
ivme kazanmistir. Bunun nedeni tip, kimya, biyoloji, ziraat, arkeoloji (16), ¢cevre bilimi
(17) ve hatta sanat tarihi ¢aligmalar1 gibi ¢ok farkli alanlarda uygulama alanina sahip
olmasidir. Viicut eser element seviyesinin belirlenmesi; bu elementlerin ¢esitli
fizyolojik proseslerde ihtiyag duyulmasma ragmen yiiksek konsantrasyondaki
miktarlarin bu prosesler iizerinde toksik etki yaratiyor olmasi (18) , cevre kirliligine
maruziyetin Ol¢iisiiniin belirlenmesinde kullaniyor olmasi (19) , viicudun nutrisiyonel
durumu hakkinda bilgi veriyor olmas1 (20) , baz1 hastaliklarin teshisinde ve tedavisinde
rol oynuyor olmasit ve meslek hastaliklar1 ile olan iliskisi bakimindan son derece
Onemlidir (21,22).

Yukaridda da bahsedildigi gibi eser element diizeylerinin belirlenmesi
organizmanin ¢evre Kirliligine ne olciide maruz kaldigimni tayin etmede kullanilan bir
aractir (17). Geligsen teknoloji, endiistriyellesme ve kentlesme sonucu artan cevre
kirliligine paralel olarak, cevreye bagli gelisen hastaliklarin miktarindaki artis son
derece endise vericidir. Saglig1 tehdit eden bu durum 6zellikle son yillarda kayda deger
bicimde artmistir (23).

Aguilera ve ark. (24) Ispanya’nin Ria of Huelva sehrinde yasayan insanlardan
alman idrar orneklerindeki arsenik diizeyini tayin etmislerdir. Endiistriyel faaliyetlerin
yogun oldugu dolayisiyla ¢evre kirliliginin 6nemli bir sorun oldugu bu sehirde yasayan
insanlarin idrar arsenik diizeyleri Ispanya‘nmin diger sehirlerinde yasayan insanlara
oranla 6nemli sekilde yiiksek bulunmustur.

Portekiz’de Asor adalarinda bulunan volkanlar yiiksek konsantrasyonda toksik

madde salinimi gergeklestirmektedir. André ve ark. (25) bu bolgede eser metallere



maruziyeti inceledigi calismada bolgede yasayan insanlarda alinan sa¢ Orneklerinde
kadmiyum, bakir, kursun, rubidyum ve selenyum Olciimleri yapilmistir. Selenyum
disindaki diger elementlerin konsantrasyonlarinin ¢ok yiiksek bulundugu bildirilmistir.

Meslek hastaliklan ve eser element iligkisi de son derece ilgi cekicidir. Yapilan
bir¢ok arastirma bu sonucu dogrulamaktadir.

Omegin Afridi ve ark. (21) yaptiklari ¢alisma ile, celik fabrikasinda calisan
iscilerin sa¢ orneklerinde kursun, kadmiyum ve nikel diizeyinin kontrol grubuna gore
anlamli oranda daha yiiksek ¢iktigini ortaya koymuslardir.

Seving¢ ve ark. (22) Sanhwurfa’da yaptiklari ¢alisma ile kursunla temasin yogun
oldugu is kollarinda ( oto tamir atdlyelerinde) ¢irak olarak calisan ¢cocuklarda kan ve sag
kursun diizeyleri ile kursunun hematolojik degerler iizerine etkileri ve kronik kursun
zehirlenmesi sorununun bu yoredeki durumunu aragtirmislardir. Calisma grubundaki
olgularin %90’1nda kontrol grubundaki olgularin ise %70’inde kan kursun diizeyleri 10
pg/dl’ nin iizerinde bulundugu bildirilmistir.

Biyomedikal calismalarda farkli eser element diizeylerinin c¢esitli patolojik
durumlarin teshisinde yaygin olarak kullanildigi goriilmektedir. Ayrica yapilan bircok
arastirma eser elementlerin hastaliklarla olan yakin iliskisini giin 1s181na ¢ikarmistir. Bu
konu ile ilgili literatiirde yer alan ¢ok sayida calisma s6z konusudur.

Tiirkiye’de yapilan bir calisma ile Yenigun ve ark. (26) Down sendromlu
cocuklarin ¢inko diizeyini aragtirmislardir. Bu amagla Down sendromlu c¢ocuklardan
alman sa¢ Orneklerinde ¢inko 6¢liimii yapilmis ve Down sendromlu cocuklarin sag
cinko diizeyinin kontrol grubuna gore onemli dlciide diisiik oldugu bulunmusgtur.

Pakistan’da yasayan erkek akciger kanseri hastalarin tam kan ve sac¢ 6rneklerinde
kadmiyum ol¢timii yapilmistir. Yapilan Slgiimler kanserli hasta grubunun sa¢ ve tam
kan orneklerindeki kadmiyum diizeyinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu
gostermistir (27).

Kazi ve ark. (28) yiiksek tansiyonlu hastalarin sa¢ Orneklerinde yaptiklari
analizlerde kadmiyum, kursun ve cinko diizeyleri Ol¢iilmiis ve kontrol grubuyla
karsilastirilmistir. Yiiksek tansiyonlu hastalarin sa¢ ¢inko diizeyi kontrol grubuna oranla

anlamli oranda diisiik bulunmustur.



Cin’de 2004 yilinda yapilan uluslar arasi eser element sempozyumundaki sonuglar
degerlendirilerek yayinlanan bildiriye gore, diinya iizerinde 3.7 milyar insanda demir
eksikligi goriilmektedir. Yaslar1 O ile 5 arasinda degisen ¢ocuklarin yiizde otuz besi
cinko ya da demir eksikligi problemi yasamaktadirlar. Buna ek olarak 250 milyon
insanda A vitamini, 260 milyon insanda da iyot ya da selenyum eksikligi oldugu
bilinmektedir. Insanlardaki mikronutrientlerin eksikligi baslica diyetle alinan
miktarlarin eksikligi ve biyoyaralammmina bagli oldugu bilinmektedir. Yiyeceklerde
bulunan diisiik konsantrasyondaki mikronutrientlerin asil kaynaginmin topraktaki
mikronutrient yetersizligi oldugu bildirilmistir. Ote yandan cok genis alanlar; pestisit
kullanimi, maden artiklari, maden arama ¢alismalari, suni giibreleme, ara¢ egsozlarinin
salinimi1 nedeniyle eser metallerle kontamine olmaktadir. Bircok eser metal hiicreler i¢in
esansiyel olmasina karsilik bunlarin yiiksek konsantrasyonda alindiklarinda toksik etki
yaratacag dile getirilmistir. Metallerin orijini ne olursa olsun topraktaki eser metal
diizeyinin yiiksek olmasi toprak kalitesinin diismesine ve iiriin kalitesinin azalmasina
neden olmaktadir. Sonug olarak bu etki insanlar, hayvanlar ve ekosistem sagligini tehdit
eder bir duruma gelmektedir. Uzun vadede problem daha da biiyiiyerek besin zinciri
yolu ile insana kadar uzanmaktadir. Viicutta biriken metaller DNA hasarina ve
kanserojen etkilere sebep olmaktadir. Ozetlemek gerekirse, eser element eksikligi veya
fazlaligi tarim alanlarimi etkilemekte dolayisi ile besin zincirinin dogal dongiistinii ve
dengesini bozmaktadir. Bu durumun hem insan sagligini, hem de ekolojik sistemi tehdit
etmesi arastirmacilarin bu konu iizerinde daha fazla yogunlasmalarina neden olmaktadir
(29).

Bu yiizdendir ki insandaki metal konsantrasyonun izlenmesi ve saglik iizerindeki
etkilerinin belirlenmesinin 6nemi, Florence 1990; Oluwole ve ark. 1994; Ather and
Vohora 1995; Satake ve ark. 1997; Nath 2000 gibi cok sayida arastirmaci tarafindan
dile getirilmektedir (29).



2.3. Biyolojik Eser Elementler

Canlilarda hiicrenin proliferasyon, replikasyon ve farklilagsmasi i¢in aminoasitler,
glikoz, yag asitleri ve vitaminler yaninda minerallere de gereksinim vardir.

Bazi inorganik maddeler, 6rnegin demir (Fe), cinko (Zn), bakir (Cu), selenyum
(Se), molibden (Mo), mangan (Mn), krom (Cr), kobalt (Co) ve iyot (I) esansiyeldir ve
saglikli yasam icin her giin belli bir miktar alinmalar1 gerekmektedir. Bu elementler
‘Biyolojik eser element’ olarak adlandirilirlar (30).

Esansiyel elementler organizmanin normal fizyolojik fonksiyonlarini yerine
getirebilmesi icin gereklidirler. Esansiyel elementler olmadan organizma yasam
dongiisiinii tamamlayamaz ya da normal gelisimini gerceklestiremez (4). Esansiyel
elementler metalloenzimlerin yapisinda kilit rol oynarlar. Ayrica oksijen tasinmast,
hormonal aktivitelerin diizenlenmesi, serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi gibi
bir¢cok énemli biyolojik fonksiyonun yerine getirilmesinde yine bu elementler karsimiza
cikmaktadir (2,31).

Bu elementlerin major ve eser seklinde siniflandirilmasi viicut sivilarinda ve
dokulardaki miktarlarina gore yapilmaktadir.

Major (Makro) elementler; Doku ve viicut sivilarinda derisimleri g/L, g/kg
seviyesinde olan elementler major elementler olarak tanimlanir.

Eser ve ultraeser (Mindr, Mikro) elementler ise; Doku ve viicut sivilarinda
derigimleri mg/L, mg/kg ve pg/L, ng/kg seviyesinde olan elementlerdir.

Esansiyel major elementler: Sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir,
fosfor, kiikiirt, klor ve silisyum bu gruba 6rnek olarak verilebilir.

Esansiyel eser elementler: Vanadyum, krom, mangan, kobalt, molibden, cinko,
bakir, nikel, selenyum, flor ve iyot bu sinifin iiyeleri arasindadir.

Esansiyel olmayan toksik elementler: Kursun, kadmiyum, aliiminyum, berilyum,
arsenik, civa ve talyum olarak siralanabilir.

Tedavi amach kullanilan elementler: Lityum platin ve altin gibi elementlerin bazi
bilesik ve kompleksleri tedavi amach kullanilir (32).

Biyolojik eser elementlerin periyodik tabloda gosterilisi Sekil 2.1 ‘deki gibidir.



S d p
Li | Be
Al
V | Cr | Mn Co|Ni|Cu| Zn As | Se
Mo Cd
Pt | Au | Hg | TI | Pb

Esansiyel Major Elementler

Sekil 2.1. NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) gore biyolojik eser

elementlerin periyodik cetveldeki sematik gosterimi (32).




2.4. Organizmada Metal Birikimi

Metalleri diger toksik maddelerden ayiran en Onemli oOzellikleri, insanlar
tarafindan ne olusturulabilir nede yok edilebilir olmalaridir. Periyodik tablodaki 105
elementin yaklasik 80’ini metaller olusturur. Daha 6ncede deginildigi gibi bir¢ok metal,
insan ve hayvanlar icin esansiyeldir. Esansiyel olanlar, eksikliklerinde oldugu gibi fazla
miktarlarda alindiklarinda da viicut homeostazini bozarak toksik etki olusturabilirler.

Bugiin “endiistriyel metaller” olarak nitelendirilen yaklasik 50 metal ve alagimi
tipta ve veteriner hekimlikte ilac, pestisit (fungusit, insektisit, herbisit, rodendisit) gibi
amagclarla kullanilmaktadir. Bugiin 30 civarinda metalin insanlarda toksik etki
olusturdugu bilinmektedir.

Insan viicudu igin esansiyel olan ve olmayan metaller basta besinler olmak iizere
diger baz1 yollarla (su, hava gibi) metabolizmaya alinmaktadir. Bazilar ise (aliminyum,
kursun ve kadmiyum gibi) yas ile birikerek viicuttaki konsantrasyonlar artmaktadir.

Metaller, insanlar tarafindan veya antrapojenik (cevre degiskenleri) olarak hava,
su, toprak ve besinlere cevresel tasinim sonucu besinler ve i¢me sular ile organizmaya
girebilmektedirler. Bunlar besinlerin normal bileseni olabildikleri gibi kirlilik olarak da
bulunabilirler. Ayrica hava, su ve toprak, dogal kaynaklar ve teknolojik nedenlerle
metallerle  kirlenebilmektedir  (33). Cevre  kirlenmesi  sonucu  metaller
biyoakkiimiilasyonla besin zincirine gecebilir ve bu yolla metabolizmaya alinabilir.
Dogal kaynaklar veya teknoloji nedeniyle metaller ile kirlenen toprakta yetisen
bitkilerde metal birikimi olabilir. Ote yandan fosil kaynakli kati ve sivi yakitlarin
icerdigi pek cok metal (arsenik, kursun, kadmiyum, selenyum, vanadyum gibi) yakin
cevremizdeki havay1 kirleterek soludugumuz hava yolu ile metabolizmaya alinabilir.
Giinliik hayatta kullandigimiz metalden yapilmis veya metal bilesikleri igeren besin
kaplarindan metaller besinlere gecebilir. Endiistride metallerin islenmesi ve teknoloji
sirasinda dogrudan maruz kalma ile pek ¢ok mesleksel zehirlenme olabilmektedir.

Ayrica tedavi amagh olarak kullamilan altin, lityum, platin, bizmut gibi bazi
elementlerin bilesik ve kompleksleri bu elementlerin metabolizmaya alinma yollarindan
biridir. Benzer sekilde tam1 amacgh olarak goriintiilleme teknolojisinde kullanilan
mangan, gadolinyum gibi baz1 elementler ve kompleksleride metabolizmaya bu yolla

aliabilmektedirler (34).
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Kullanim1 son yillarda carpici sekilde artan bitkisel ilag ve diyet destek
giriinlerinin kalite kontoliiniin yeterli ve saglikli bir sekilde yapilamiyor olmasi bu
giriinlerin  hazirlanmas1 esnasinda bir¢cok toksik ve agir metalin viicudumuzda
birikmesine neden olmaktadir. Buda kontrolsiiz ve bilingsizce alinan bu iiriinlerin ciddi
bir halk sagligi problemi haline donmesine neden olmaktadir Gijsbert ve ark. (35)
yaptiklar ¢alisma hormon iceren bazi bitkisel ila¢ ve diyet destek iiriinlerdeki arsenik

ve kursun diizeylerinin saglig1 tehdit eden diizeyde oldugunu ortaya koymustur.

2.5. Eser Elementlerin ve Eser Elementlerle Ilgili Analiz Metotlarinin

Tarihsel Gelisimi

Canli organizmasinda eser elementlerin 6nemi ile ilgili bilgiler cok eskilere
dayanmaz. Bunun nedeni de bu elementlerin insan doku ve viicut sivilarinda ¢ok diisiik
olan konsantrasyonlarini 6l¢ebilecek analitik yontemlerin heniiz gelismemis olmasidir.
1947-1956 yillar1 arasinda analitik kimyada ©Onemli atitlimlar olmus ve klasik
yontemlerden aletli analiz yontemlerine gec¢ilmistir. 1947°de ilk ticari MS, 1952’de ilk
ticari GC, 1955°de ilk ticari FAAS, 1953°de ilk ticari NMR yapilmistir (Skoog ve ark.).
Analitik kimyada klasik analiz yontemlerinden aletli analiz yontemlerine gecisle birlikte
analizlerde seg¢icilik artmis, gozlenebilme smirlar diismiis ve canli organizmasinda o
giine kadar tayin edilemeyen elementlerin tayini gerceklesmistir. Ornegin insan
viicudunda cinkonun varh@ ilk olarak 1939 yilinda anlagilmistir. Ote yandan insan
dokularinda ¢ok az miktarlarda bulunan selenyum ve kobaltin varligi bu gelismelerden
sonra tespit edilmis ve bu elementlerin viicuttaki fonksiyonlar1 iizerine c¢alismalar
yapilmistir. Selenyumun hemoglobini oksidatif hasardan koruyan bir enzim olan
glutation peroksidazin, kobaltin vitamin Bj;’nin yapisinda bulundugu, ¢inkonun cok
sayida enzimin kofaktorii olarak rol oynadigimin anlasilmast ve bu elementlerin
eksikliginde pek ¢ok fonksiyon bozuklugunun ortaya ciktigi gdzlenmistir.

Bu olumlu gelismeler olmadan once eser elementlerle ilgili pek cok konu giin
1s18ma cikmayr beklemekteydi. Ornegin; ortacagin iinlii hekimi Paracelsus civa(ll)
bilesiklerini cilt hastaliklarinda (sedef, ciizzam gibi) ila¢ olarak kullanmistir. 1926 yilina

kadar civanin toksik etkileri anlasilmamis, bu tarihte Alfred Stock adinda bir kimyaci
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bor bilesikleri iizerine sentezler yaparken kendi viicudunda ortaya c¢ikan anormallikleri
fark ederek civanin tehlikelerine dikkat ¢ekmistir. Ancak o yillarda aletli analiz
yontemleri heniiz gelismemis oldugundan insan viicudunda biriken civay1
saptayabilecek bir yontem heniiz yoktu ve bu nedenle yaklasik on yil bu konu ile kimse
ilgilenmemistir. 1935 yilinda Japonya’da Minamato koyunda bir civa tesisi yaninda
bulunan bir balik¢1 kdyiinde 50’den fazla insanin kisa araliklarla 6lmesi, sakat dogumlar
ve ¢ok sayida diisiik olay1r dikkatleri bu yoreye ¢evirmis ve bu hastalia Minamato
Sendromu ad1 verilmistir (36). Ancak s6z konusu hastaligin kaynaginin civa oldugunun
kesinlesmesi 1952 yilinda gerceklesmistir. O zamana kadar insan viicudunda 30-35 mg
civanin bu sonuglara yol agabilecegini kimse diisiinememisti. Analitik kimya, tip ve
cevre bilimcilerin katkilariyla civa giinimiizde tehlikeli ve atiklar1 kontrol altinda
tutulmasi gereken elementler sinifina girmistir.

Yine carpici bir 6rnek olarak aliiminyum ile Alzheimer Hastaligi arasindaki iliski
verilebilir. 1920°1i yillarda 6zellikle Japon arastirmacilar aliiminyumu yiizyilin metali
olarak tamimlamislar ve kapi, pencere aksamlari, mutfak esyalar1 o yillardan baglayarak
aliminyumdan imal edilmistir. Metalin islenme kolaylig1 ve ucuzlugundan dolay1
ticlincii diinya iilkelerinde bu durum halen devam etmektedir. Ancak 1960’11 yillardan
sonra aletli analiz yontemlerinin gelismesi ile aliminyumun Alzheimer Hastaligi’na yol
actig1 kesin bulgularla saptanmis ve aliiminyum esya iiretimi kisitlanmis, hatta bazi
alanlarda tamamen yasaklanmistir. Bu giin bircok ila¢c ve serumda aliiminyum
miktarinin 10 ppb’den daha yiiksek olmamasi zorunlulugu getirilmistir.

Bunlarin disinda bir bagka 6rnek de topraktaki azot bakterileri tarafindan iiretilen
bir enzim olan molibden nitrogenaz ve bu enzimi aktive eden Mo (III) iyonudur.
Enzimin aktivasyonu i¢in gereken molibden miktar1 o kadar azdir ki, toprakta
bulunabilen 8—10 ppb molibden tuzlar1 bunun i¢in yeterlidir. Baz1 topraklarda molibden
eksikligi nedeniyle dogal azot dongiisii icindeki azotun topraga fiksasyonu
gerceklesemez. Molibdenin bitkilerin biiyiimesindeki roliiniin anlagilmasindan sonra
Mo(IIl) tuzlan giibreleme yontemlerinde kullanilmaya baslanmstir.

Yukarida sozii edilen elementlerin tayin edilebilmesi ic¢in gelismis analitik
yontemlere ihtiyag oldugu aciktir. Eser elementlerin canlilardaki denge
konsantrasyonlart analitik yontemlerin gelismesi ile yeni yeni saptanabilmektedir.

Giintimiizde gerek analitik kimya, gerek tip, cevre ve gida alanindaki bilim adamlar
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eser elementlerin canli organizmasi iizerindeki olumlu ve olumsuz etkilerini
bilmektedir. Bu da son 20 yilda eser elementlerle ilgili bir¢ok siireli yayinlar ortaya
cikmasini ve “Biyoinorganik Kimya” adi verilen yeni bir bilim dalimin dogmasini

saglamistir.

13



2.6. Calismada incelenen Eser Elementler
2.6.1. Cinko

2.6.1.1. Kimyasal ve Biyokimyasal Fonksiyonlari

Cinko 1746 yilinda Andreas Marggraf tarafindan bulunmus, atom numarasi 30,
atomik yi1gimi 65.39 akb, erime noktasi 419.58 °C (692.73 °K) kaynama noktas1 907.0
°C (1180.15 °K), proton ve elektron sayis1 30, ntron sayist 35, yogunlugu 7.133 g/cm3
olan gecis elementleri simifinda yer alan, hekzagonal kristal yapisina sahip olan ve
hayati Onem tasiyan elementlerden biridir.

Biyolojik eser elementler i¢inde olaganiistii 6zelliklere sahip olan ¢inko tiim
hiicrelerin biiyime ve replikasyonu igin gerekli bir esansiyel elementtir (37). Dogal
olarak cok onemli proteinlerin yapisina girer, enzimlerin aktif bolgelerinde goérev alir
veya molekiiler interaksiyonarda intraseliiler proteinler icin yapisal bir destek vazifesi
goriir. Biyolojik membranlarin ve iyon kanallarinin stabilitesini ve integretisini saglar,
steroid hormanlarin reseptorlerinin fonksiyon ve yapisinda, enzimlerin katalitik
bolgelerinde anahtar rolii oynar. Ayn1 zamanda intraseliiler bir diizenleyici olan ¢inko

sebest radikallerle savasta ve bagisiklik sisteminde onemli roller iistlenmektedir (38).

Cinko iki degerlikli bir katyondur ve d kabugu 10 d elektronlar1 ile tam
doldurulmustur. Bu elektron konfigiirasyonu ¢inkoya dort onemli 6zellik kazandirir
(39).

e Birincisi d kabugu elektronlarla tamamen dolu oldugu i¢in herhangi bir
geometride kararlilik saglayacak bir liganta gerek kalmamaktadir. Boylece ¢inko
esnek bir metal olarak proteine baglandigi zaman onun c¢esitli geometrik
sekillerine kolayca uyum saglayabilir.

e lkincisi, ¢inko atomu smirda asit (HSAB theory) oldugu igin, baz1 ligantlarla
kuvvetli etkilesime girer. Bunlar arasinda; sisteinin kiikiirdii, histidinin azotu,
glutamidin oksijeni, aspartat ve su sayilabilir.

e Cinkonun ii¢iincii 6zelligi ise redoks aktif olmayisidir.

¢ Dordiincii olarak ise ¢inko kinetik acidan goreceli olarak kararsizdir ve hizli bir

sekilde ligant degistirmeleri meydana gelir.
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Cinko sahip oldugu bu 6zellikleri sayesinde biyolojik agidan niikleik asit veya
diger gen regiilator proteinlerinde yapisal element gibi rol oynar. Redoks aktivitesinin
olmayist nedeni ile baglandigi proteini dayanikli hale getirir. Redoks aktif metaller ise,
ornegin bakir ve demir RNA ve DNA ‘ya kilitlenir; radikal reaksiyonlar1 baglatir ve bu
reaksiyonlar niikleik asidin hasara ugramasina neden olur.

Cinko metabolik olaylarda, protein, karbonhidrat, enerji, niikleik asit, lipid ve
Hem sentezinde, gen ekspresyonu, doku sentezi, hiicresel sinyal ileti mekanizmasi ve
embriyogenesisde onemli roller tistlenmistir (40).

Daha oOnce de deginildigi iizere bu biiylik gorevleri yiiklenen ¢inko diger
elementlerden farkli olarak ve onu tek (essiz=unique) yapan 6zelliklere sahiptir. Cinko
tek oksidasyon basamaginda, iki degerlikli bir katyondur. Bu ozelligi sayesinde Zn
redoks aktivite gostermez yani ne yiikseltgenmis ne de indirgenmis formu fizyolojik
sartlarda mevcuttur.

Bu ozelligi sayesinde kararliligi temin eder, hidroliz ve transferaz séz konusu
olmaz. Cinko ¢ok iyi bir elektron alicisidir, boylece amino ve karboksil gruplar ile
baglanir ve hidroliz olmaz.

Cinko kiikiirt ve azot atomlar1 ile karal1 kompleksler yaparak, protein, steroid ve
niikleik asit konformasyonunu biyolojik olarak kararh halde tutar.

Cinko elementi enzimlerin ¢ogunda, sinyal transdiksiyonu yolunda, presekretuar
polimerlerde, gen transkripsiyon sisteminde 6nemli gorevler iistlenirler (30).

Cinko iceren bazi enzimlerin ad1 ve fonksiyonlar1 Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.1. Cinko Iceren Bazi Metalloenzimler ve Fonksiyonlar (41)

METALLOENZIMIN ADI FONKSIYONU

Karbonik Anhidraz CO; ve HCO3 metabolizmasi

Timidin Kinaz Niikleik asit ve protein sentezi

DNA Polimeraz Niikleik asit ve protein sentezi

RNA Polimeraz Niikleik asit ve protein sentezi

Delta Amino Levunilikasit Dehidrataz Porfirin sentezi

Glutamat Dehidrogenaz Amino asit deaminasyonu ve iire siklusu
Ornitin Transkarbomoilaz Amino asit deaminasyonu ve iire siklusu
Gliseraldehit-3-fosfat Dehidrogenaz Glikoz ve glukoneogenez

Laktat Dehidrogenaz Glikoliz

Alkol ve Retinol Dehidrogenaz Alkol-retinaldehit doniisiimii
Karboksipeptidaz Protein sindirimi, folat absorbsiyonu
Aminopeptidaz Protein sindirimi, folat absorbsiyonu
Superoksit Dismutaz Superoksitlerin O, ve H,O,’e doniisiimii
Alkalen Fosfataz Intestinal faktor

RNA Sentezinde Cinkonun Rolii

RNA polimeraz, ¢inko varliginda RNA i¢indeki dort riboniikleosid toplulugunu
kataliz eder. E Coli’nin RNA polimeraz i¢inde bulunan cinko iyonuna RNA sentezinde
baslatma zinciri ve spesifik promotor taninmasinda bir anahtar rolii oynar. Cinko
eksikligi hiicrenin total RNA igerigini degistirmez fakat mRNA sentezinin
kompozisyonunu degistirir. Cinkosu eksik sistemde, proteinler, ¢inkosu yeterli

sistemlere gore ya daha az miktarda bulunur ya da hi¢ bulunmaz (30).

16




DNA Sentezinde Cinkonun Rolii

Timidinden deoksitimidin monofosfat ( DNA prekiirsorii) sentezinde gorev alan
timidin kinaz enzim aktivitesi i¢in ¢inkoya gereksinim vardir. Cinko eksikliginde bu

basamaktaki aksaklik konjenital malformasyonlara neden olmaktadir.

Zinc Finger Protein

Cinko baglayan proteinlerin varlig1 uzun zamandan beri bilinmektedir. Cok sayida
enzimin de cinkoyu bagladigi yine arastirmacilar tarafindan gosterilmistir. Yapilan
arastirmalar son yillarda ¢inko metabolizmasinda sorumlu oldugu diisiiniilen bazi insan
genlerinin varligimi ortaya koymustur. Bu genler metallotiyoneinler, ZNT4 (SLC30A4),
ZIP gen ailesi ve Zinc finger proteindir. Zinc finger protein, protein transkripsiyonunda
gorevli olan TF-IIIA (transkripsiyon faktor IIIA)’da ¢inkonun yerlestigi bolgedir. DNA
cift heliksinin biiylik yarigina yerlesir ve DNA bazlarn ile temasa geger. Niikleik asitler
ve diger gen regiilator proteinlerde yapisal olarak gorev alir. Transisyon metalleri ile
gen regiilasyonu arasinda koprii gorevi yapar. Niikleik asit polimeraz ve siiperoksit
dismutazin yapisinda yer alir. DNA baglanma boélgesine baglanarak gen regiilasyonunda
gorev alan spesifik gen transkripsiyonunu artirir (30, 42). Zinc finger proteinin yapisi

Sekil 2.2 de gosterildigi gibidir.

T
(<) three zinc fingers of Zif 268

Sekil 2.2. Zinc finger proteinin yapisi
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2. 6. 1. 2. Cinkonun Besinlerde Dagihmi, Biyoyararhlig ve Giinliik Thtiya¢

Besinlerde ¢inko konsantrasyonu ¢ok genis sinirlar icinde dagilmistir. Cinko
icerigi bakimindan zengin sayilan besin gruplan arasinda 6zellikle deniz iiriinleri, et ve
et iiriinleri sayilabilir. Ote yandan tahil iiriinlerinin ve taze sebzelerin ¢inko igerigi de
yadsinamayacak kadar fazladir.

Tavsiye edilen, giivenli ve yeterli alim giinde 10-15 mg arasinda degismektedir.

Cinkonun biyoyararligimi belirlemede diyet 6nemli bir rol oynar. Fitatlar ¢inko ile
coziinmeyen kompleks olusturur ve biyoyararliligl azaltirlar (43). Ortamda Fe ve Cu
bulunmas1 ¢inko absorpsiyonunu azaltir. Hayvansal proteinlerin ise c¢inkonun
biyoyararligini arttirdig1 bilinmektedir.

Bitkisel besinlerde ve hububatta, 6rnegin mercimek, misir ve bugdayda yiiksek
konsantrasyonda bulunan fosfat bilesikleri ve fitatlar c¢inkoyu baglayarak c¢inko
emilimini olumsuz yonde etkiler. Inositol ve hegzafosfat da fosfat gruplar1 katyonlarla
(¢inko gibi), coziilmez, dayanikli kompleksler yaparlar ve gastrointestinal traktusda
yiiksek diizeyde fitaz aktivite olmadig1 i¢in fitata baglanan mineraller fecesle disariya
atilirlar.

Fosforun %70-%80’i fitin asidi (fitat) formunda bulunur. Tohumda fosfor miktari
arttik¢a genel olarak fitin asidi de artar. Fitin asidi ¢inko ile birlesir. Fitin asidin ¢inkoya
oran1 25-30 lizerine ¢ikarsa o iiriiniin besin degeri diiser. Orta Anadolu’da yetistirilen
bugdaylarin fitik asid/¢cinko oram1 120’nin {izerindedir. Bu tahillardaki cinkonun
biyolojik yararliligt ¢cok diisiiktiir. Bu durumun diizeltilmesi i¢in Zn’li giibrelerle
giibrelemek ve dayanikli genotiplerin islah edilmesi onerilmektedir.

Gergekte topraklar cinko yoOniinden fakir olmayip, bitkilerin yiizlerce yillik
gereksinimlerini karsilayacak kadar zengindir. Buradaki sorun, topragin sahip oldugu

birtakim fiziksel ve kimyasal dzelliklerinden dolay1 bitki kdklerince alinamayisidir.
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2. 6. 1. 3. Cinko Eksikligi

Hayvanlarda c¢inko eksikligi 1934 yilinda farelerde gosterilmis biyolojik
fonksiyonu ise 1940 yilinda karbonik anhidrazin katalitik aktivitesi i¢in cinkoya
gereksinim oldugunun saptanmasi ile ortaya ¢ikarilmistir.

Insanda diyete bagh c¢inko eksikligi ise, ilk defa 1963 yilinda Dr. Prasad
tarafindan bildirilmistir.

Iran’da, 1958 yilinda Dr. Halsted tarafindan izlenen, 21 yasinda olmasina karsin
10 yasinda gibi goriinen bir cocukta Dr. Prasad gelisme geriligi, hepatosplenomegali,
toprak yeme, demir eksikligi, mental letarji gibi, bazi1 klinik bulgulardan ¢inko
eksikliginin sorumlu olabilecegini diisiinmiistii.

Bir siire sonra Dr. Prasad Misir’da 1963 yilinda benzer bulgular1 tasiyan
cocuklarda ilk defa kanda ¢inko ol¢iimleri yaparak bu elementin kanda eksik oldugunu
gostermigtir. O tarihten sonra, toprak yiyen c¢ocuklarda tamimlanan bu klinik tablo,
arastirmacinin adi ile ‘Prasad Sendromu’ olarak literatiire ge¢cmistir.

Oysa toprak yiyen cocuklarda, anemi, gelisme geriligi, dalak, karaciger
biiyiikliigiiniin meydana geldigi daha 1942—-1943 yillarinda bir Tiirk hekimi olan Dr. M.
Memduh Tayang tarafindan gozlenmis ve Tiirk Tip Dergisinde yayinlanmisti. Daha
sonraki yillarda basta Tiirkiye olmak iizere diinyanin bir¢ok iilkesinde, toprak yemeye
bagh sendromu tasiyan olgular bildirilmistir (30).

Nutrisiyonel ¢inko eksikligi diinyanin her yerinde goriilebilir. Misir ve Iran’dan
sonra Tiirkiye, Portekiz, Yugoslavya gibi gelismekte olan iilkelerin ¢ogunda yapilan
yaymlar Ozellikle marjinal ¢inko eksikliginin risk grubunu olusturan, okul Oncesi
cocuklar, hamileler ve yashlarda yaygin oldugunu gostermistir.

Bu tip hafif cinko eksikligi, klinik olarak belirgin bir semptom vermediginden
tanis1 giictiir. Yapilan calismalar gostermistir ki yetersiz c¢inko alimi insanda ve
hayvanda fizik, mental ve ayrica iireme sistemlerinde bozukluklara neden olmaktadir.

Giiniimiizde ¢inko eksikliginde, biiyiime-gelisme geriligi, hipogonadizm,
hepatosplenomegali, parakeratoz, alopesi, yara iyilesmesinde gecikme, konjenital
anomaliler, intrauterin biiyiime geriligi, enfeksiyonlara duyarlilikta artma, bozulmusg
norofizyolojik performans ve koku-tat duyusu bozuklugu gibi klinik bulgularin ortaya

ciktigr bilinmektedir.

19



Cinkonun insan saghigindaki roliiniin 1963 yilinda belirlenmesinden sonra 1974
tarihinde Amerika Ulusal Akademisi Gida ve Beslenme Konseyi tarafindan ¢inkonun

insanlar icin esansiyel oldugu kabul edilmistir.

2. 6. 1. 4. Cinkonun Toksik Etkisi

Endiistride galvanizasyon, cam, vernik, boya, kagit ve koruyucu materyal
yapiminda yaygin olarak kullanilan ¢inko tedavide cilt antiseptigi, astrenjan ve fungisid
olarak da kullanilmaktadir. Ayrica cinko oksit, ¢inko peroksit ve ¢inko permanganat’in
lokal uygulamaya elverisli soliisyon ve pomatlarindan da yararlanilir.

Cinko bilesikleriyle agiz yolundan zehirlenmelere sik rastlanilmaz. Daha cok
endiistride ¢inko oksit buharlarinin solunmasiyla, baglangicta Oksiiriik, ates, bulanti,
kolinerjik tipte etkiler ve genel bir bitkinlik tablosuyla karakterize belirtiler goze carpar.
Birkag¢ saat sonra asir terleme meydana gelir ve temperatiir normale diiser. Hipertermi
reaksiyonu, solunan ¢inko partikiillerinin, pirojen yabanci protein reaksiyonundan ve
/veya kan proteinlerini degistirmesinden ileri gelmektedir.

Ayrica ¢inko siilfat toz ve buharlariyla da akut zehirlenmelere rastlanir.
Cocuklarda ve bazen yetigkinlerde sindirim ve solunum yolu iritasyonlari, ates, dispne,

bronkospazm, pnémoni ve kollaps gibi belirtilere neden olabilirler (44).
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2. 6. 2. Kursun

2. 6. 2. 1. Kimyasal ve Biyokimyasal Fonksiyonlar:

Kursun, mavimsi gri renkte, atom numarasi 82, atom y1gim (kiitlesi) 207,2, erime
noktas1 327.46 °C (600.61 ’K), kaynama noktasi 1749 °C (2022 ’K), proton ve elektron
say1s1 82, ndtron sayist 125, yogunlugu 11.340 g/mL olan agir bir metaldir.

Asetat, nitrat tuzlar1 suda ¢oziindiigii halde, kursun siilfat hemen hemen suda
coziinmez. Organik kursun bilesiklerinden alkil kursun bilesikleri lipofil 6zellikte olup
toksikolojik acidan énemlidir.

Kursun, dogada yaygin olarak bulunan, endiistrilesen toplumlarda kentlesme ve
sanayilesmenin artmasi, bunun yan sira gerekli Onlemlerin ayni1 hizda alinmamasi
sonucu, halk sagligini tehdit eden esansiyel olmayan toksik bir elementtir.

Kursunun en 6nemli biyokimyasal etkisi, hem sentezini bozmasidir. Bu da
hematolojik problemlere yol acar. Agir metal iyonlar1 (Pb**, Hg**, Cd**) ¢ok etkili
enzim inhibitorleridir. Metiyonin ve sistein gibi amino asitlerde -SCH3; ve -SH

gruplarina baglanarak tersinmez reaksiyonlar sonucu kompleksler olustururlar:

S

Enzimf: + M2t — = Enzini

. +
M + 2H
SH ~g”

Pb>* iyonu, asetil kolinesteraz, alkalen fosfataz, adenozin trifosfataz, karbonik
anhidraz ve sitokrom oksidaz enzimlerini inhibe eder. Hem sentezine etkisi anahtar rolii
oynayan enzimleri inhibe etmesinden kaynaklamr. Hem sentezinin ana basamagi 6-
aminolevulinik asidin porfobilinojene doniisme basamagidir.

Kursunun ALA-dehidrataz enzimini inhibe etmesi ile porfobilinojene
doniisemeyen &-amino levulinik asit birikir ve idrarla atilmi artar. Kursun hem
sentezini diger basamaklarinda da bastanbasa inhibe eder. Bunun sonucunda
hemoglobin sentezi ve hemin gereksinimi olan sitokromlar gibi diger solunum
pigmentlerinin sentezi bozulur. Ayni zamanda yasam igin enerji iireten oksijen ve

glukozun kullanimini da engeller.
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Manahan (1984)’a gore kursunun beyin ve sinir hiicreleri iizerine biyokimyasal
etkisinin nasil oldugu c¢ok iyi bilinmemekte ve halen arastirilmaktadir. Ancak kursun
zehirlenmesinde ortaya cikan belirtiler yorgunluk, konvulziyona (¢irpinma, sara nobeti)
baglh bas agrisi, crebral palsy (beyin felci), korliik ve zekada gerilik seklinde kendini
gostermektedir. Bobreklere etkisi ise, idrarla atilimdan ©Once bobrekler tarafindan
absorplanan glukoz, fosfataz ve amino asitlerin metabolik prosesini inhibe etmek
seklindedir. Kursunun merkezi sinir sistemi {izerine etkisi yasa ve kursunla
zehirlenmenin sekline baglidir. Inorganik kursuna kronik ve subkronik maruz kalma
sonucu “kursun ensefalopatisi” goriiliir. Kursun ensefalopatisisinin baslica belirtileri
karamsarlik, sinirlilik, huzursuzluk, bas agrilar, kas titremesi, adalelerde koordinasyon
bozuklugu ve hafiza kaybidir. Bu belirtiler konviilziyonlara, komaya ve oliime kadar
gidebilir. Kursunun kan beyin engelini gecerek, kalsiyumla yarismali olarak beyne
yerlestigi gosterilmistir. Burada kursunun beynin enerji metabolizmasi, biiyiime ve
gelisme hizi ile ilgili enzimleri inhibe ederek etkisini gosterdigi ileri siiriilmektedir.

Cocuklar ve zenci 1tk kursun ensefalopatisisine daha duyarlidirlar.

2. 6. 2. 2. Kursun Kaynaklar

Giiniimiizde, kursun ve bilesikleri basglica boya, akiimiilator, seramik, porselen,
vulkanize kaucuk, metal alasimlari (matbaa dizgisi, lehim, bronz gibi), kursun boru
yapiminda, vuruntuyu Onlemek i¢in benzin katki maddesi olarak (alkil kursun
bilesikleri), plastifiyan, c¢ocuk oyuncaklar1 elektronik iletkenler, lastik, lehim,
kablolarin oOrtiilmesinde, ¢ati yapiminda, yiyecek muhafazalarinda, bocek oldiiriicii
ilaglarin yapiminda, pillerde ve mermi c¢ekirdekleri yapiminda kullanilmaktadir .

Yakin cevrede en onemli kursun kaynagi benzine katilan tetraetil kursun veya
tetrametil kursundur. Benzine katilan kursun miktar1 130 mg/L (ABD) ile 400 mg/L
(Isvigre) arasinda degismektedir. Tiirkiye’de siiper benzine 400 mg/L, normal benzine
ise 150 mg/L kursun katilmaktadir. Benzine katilan bu bilesikler, yanma sonucu eksoz
gazlartyla havaya kursun halojeniirler, kursun oksit, kursun oksi karbonat seklinde

yayilirlar. Trafigin yogun oldugu sehir havasinda kursun miktar1 1-10 ug/m3 ve hatta
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daha yiiksek konsantrasyonda olabilir. Kat1 ve sivi yakitlar da cinsine bagli olarak,

havaya kursun verebilir. Ancak bu egzos gazlarinin yaninda ikinci derecede kalir.

2. 6. 2. 3. Kursunun Toksik Etkisi

Kursun ve tuzlariyla akut zehirlenmeler sik goriilmez. Ancak kronik kursun
zehirlenmeleri toksikolojisi dnemlidir. Sindirim yolundan organizmaya giren kursun
bilesiklerinin ¢cogu mide asidinin etkisiyle absorpsiyonu gii¢ bilesikler olusturdugundan
%5-10 oraninda emilirler ve bu yolla daha ¢ok kronik kursun zehirlenmeleri ve gastro-
enterit meydana gelir. Toz ve buhar seklindeki bilesiklerin solunmasiyla kolayca
absorbe olup kana gecebilir.

Dolasimda kursun biiyiik 6l¢iide kirmizi kan hiicrelerine (% 80-90) az bir kismi
da plazma proteinlerine baglanir. Organizmaya giren kursun karaciger, dalak, kemik
iligi, bobrekler, kas, santral sinir sistemi ve keratinize yapilar gibi cesitli organ ve
dokularda birikir. Daha sonra buralardan serbest hale gecen kursun kalsiyum bagimlh
olarak kemik dokusunda (kursun fosfat) birikir. Kronik zehirlenmelerde serum yaninda
karaciger ve bobrek gibi organlarda da analitik kursun saptanmasi yapilabilir. Serbest
kursunun viicuttan atilimi feces (digki) ve bobrekler yoluyla olur. Mesleki olarak
kursunla temas etmeyen kisilerin de kan ve idrarlarinda bir miktar kursun bulunur. Bu,
besin ya da agiz yoluyla alinan kursunla, yakit olarak kursunlu benzin kullanan tagit
araclarinin eksozlarindan c¢ikan kursunun solunum yoluyla viicuda alinmasi ile olur.
Ayrica eksoz gazlarindan ortama yayilan kursun, topraga gecerek su ve yiyeceklerdeki
kursun miktarin1 arttirir. Bitkisel kaynakli besinlerde yetistigi topraga bagli olarak
kursun miktart 0-2.5 mg/kg, balik ve deniz iiriinlerinde 0.2-2.5 mg/kg, et ve yumurtada
0-3.7 mg/kg kadar kursun bulunur. Endiistride havada kursun icin esik limit deger 0.2
mg/m3 ; normal hava kirliligi standard1 ise 5 ug/m3 ‘tiir. Besinlerde en fazla 7 mg/m3 ,
sitruz meyveleri igin ise en ¢cok 1 ppm’e miisaade edilmektedir. igme sulari standardina
gore Tiirkiye’de en fazla 0.05 ppm, Su Uriinleri Tiiziigii'ne gore akarsularda en fazla
0.5 ppm olmalidir.

Suda ¢6ziinen inorganik kursun tuzlarinin akut oldiiriicti dozlar1 20 g, maksimum

limit deger ise, 10 g/70 kg insandir. Suda az ¢oziinenler (kursun karbonat gibi) i¢in
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oldiiriicii doz 30 g’dir. Giinde devamli 2 mg kursun emilimi haftalar sonra kronik
zehirlenmeye neden olabilir. Tetraetil ve tetrametil kursunun havadaki miisaade edilen
en yiiksek konsantrasyon degeri 0.075 ppm’dir.

Sindirim yolundan organizmaya giren kursun bilesiklerinin ¢ogu mide asidinin
etkisiyle absorbsiyonu giic bilesikler olusturdugundan ve %5-10 oraninda
emildiklerinden bu yolla daha ¢ok kronik kursun zehirlenmeleri ve gastro-enterit
meydana gelir. Toz ve buhar seklindeki bilesiklerin solunmasiyla kolayca absorbe olup
kana gegebilir.

Kursun uzun siire organizmada kalabilen bir maddedir. Biyolojik yar1 dmrii 700-
800 giin kadardir.

Alkaliler, ozellikle kalsiyam tuzlar1 kursunun kemik dokusunda inert tersiyer
kursun seklinde depolanmasina neden olur. Organizmada kursunun koenzim-A
inhibisyonu sonucu glisinin globulin ile birlesmesini engelleyip hemoglobin sentezini

bozdugu bildirilmektedir (45).
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2.7. NUMUNE PARCALAMA YONTEMLERI
2.7. 1. inorganik Asitlerle Parcalama

Bu yontem aym zamanda yas kiil etme yontemi olarak da adlandirilabilir. Bunun
nedeni sivi reaktiflerin kullaniliyor olmasidir. Yas kiil etme yonteminde organik
numuneler HNO;3;, H,SO4, HCIO4 gibi asitlerle ayr1 olarak pargalanacagi gibi bu
asitlerin karisimi yiikseltgen reaktiflerle parcalanmasi da s6z konusudur. Bir isitict
yardimiyla numunenin asitteki siispansiyonu kati faz kayboluncaya kadar isitilir.

Parcalanma sicakligr asitin kaynama noktasidir (46).
2. 7. 1. 1. Hidroklorik Asit

Bu asitin yiiksek konsantrasyonlart organik maddelerin parcalanmasinda sinirlt
olarak uygulanabilmesine karsin inorganik maddeler i¢in ideal bir ¢oziiciidiir. Bu asit

ayn1 zamanda bazi iyonlar1 indirgemek i¢in de kullanilir.

2.7. 1. 2. Nitrik Asit

Nitrik asit ile parcalama organik numunelerin eser element igeriklerinin
tayininden 6nce yaygin olarak kullanilir. Bu asit ¢oziiniirlestirme islemi icin tek basina

kullanildig: gibi diger asitlerle karisim olusturarak da kullanilabilir.

2.17. 1. 3. Perklorik Asit

Cok etkin bir yiikseltgen maddedir. Derisik perklorik asitin sicak cozeltisinin
organik asitlerle veya kolay yiikseltgenen inorganik maddelerle temasi halinde patlayici

ozelligi olmasi nedeni ile 6zel yapim ceker ocakta hazirlanmalidir.

2.7. 1. 4. Siilfiirik Asit

Sicak  derisik  siilfiirik  asitte ¢ok  sayida madde  yiikseltgenerk
parcalanabilmektedir. Bunun nedeni siilfiirik asitin sahip oldugu yiiksek kaynama

noktasidir.
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2. 7. 1. 5. Hidroflorik Asit

Hidroflorik asit silikat bilesiklerinin parcalanmasinda ¢ok kullanishh olmasina
ragmen parcalanma sonrasinda ortamda kalan fazla hidroflorik asitin uzaklastirilmasi
uzun zaman alan ve oldukca zahmetli olan bir istir. Ortamda kalan asir1 hidroflorik asit
H,SO4 ve HCIOy ile ugurulur. Ayrica hidroflorik asit toksik 6zellikte oldugu icin bu

islemler ceker ocakta yapilmalidir.

2. 7. 1. 6. Yiikseltgen Karisimlar

Numune c¢ozme islemlerini daha hizli hale getirebilmek icin bazi asitlerin
karigimlart hazirlanabilir veya kuvvetli aside yiikseltgen maddeler ilave edilebilir.
Ormnegin cok iyi bir ¢oziicii olan kral suyu 3 hacim hidroklorik asit ile 1 hacim nitrik
asitin karistirilmasi ile elde edilir. Brom veya hidrojen peroksidin asitlere eklenmesi de
organik maddelerin yiikseltgenmesini hizlandirarak coziicii etkiyi arttirir. Bu sekilde
hazirlanacak cozeltilerin bir baska yarart da tek basinayken patlama tehlikesi olan

asitlerin bu 6zelliginin azaltilabilmesidir.

2.7.2. Yakma Yontemleri

2.7. 2. 1. Kuru Kiil Etme

Organik maddelerin parcalanmasi isleminde kullanilan en basit ve yaygin olarak
kullanilan yontemdir. Tayin edilecek elementi iceren numune bir kapsiil ya da kroze
icine konularak kiil firminda yakilir. Yapida bulunan biitiin karbonlu maddeler karbon
dioksite yiikseltgeninceye kadar 1sitma islemi siirdiiriiliir.

Bu yontem basit olmasina ragmen ¢ok hassas degildir. Ugucu olmayan bilesikler
kati1 halde kalir ve hesaplamalarda hatalara neden olur. Bunun yaninda ugucu bilesik
olugmasi durumunda da sorunlar ¢ikabilir. Bu da analizi yapilacak elementinde diger

ucucu bilesenlerle beraber buharlagsma tehlikesidir.
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2.7. 2. 2. Sizdirmaz Bir Kap Icerisinde Oksijenle Yakma

Kuru kiil etme metodu gibi basit bir yontemdir bunun yaninda bu yontemle daha
iyi sonuclar elde edilebilmektedir. Bu yontemde numune sizdirmaz bir kapta oksijen ile
yakilir. Reaksiyon kabi acilmadan Once yanma reaksiyonu sonucunda ortaya cikan
diriinlerin uygun bir ¢oziicii icinde absorplanmasi saglanir. Son olarak bu maddeler
uygun yontemler kullanilarak analiz edilir. Bu yontem kolay uygulanabiliyor olmasi

nedeniyle tercih edien bir yontemdir.

2.7. 2. 3. Yakma Tiipii Yontemi

Organik bircok maddenin analizi genellikle oksijenle yakmak suretiyle
gerceklestirilir. Yalniz boyle bir islemde en 6nemli sorun ugucu bilesiklerin kantitatif
analizinin zor olmasidir. Numunedeki bilesenlerin ugucu hale gelerek kaybolmasini
onlemek amaciyla ugucu bilesenleri tutabilen aletler tiretilmistir. Yaygin olarak cam
veya kuvars yakma tiipii 1sitma amagh olarak kullanilir. Gegirilen gaz karbon, oksijen,
hidrojen, kiikiirt ve halojenlerle yiikseltgen olarak etkir. Saglanan gaz akimiyla ugucu
bilesenler cihazin 6l¢me ile ilgili kismina gelir. Boylelikle ugucu bilesenlerin miktar

tespit edilir. Bu aletlerin kullanim1 kolay ve analiz siiresi olduk¢a kisadir.

2. 7. 3. Eritis ile Parcalama

Eritis hazirlamak suretiyle bir¢ok inorganik maddenin par¢alanmas1 miimkiindiir.
Bazi mineral alagimlari, silikatlar ve birka¢ demir alasimi sivi reaktiflerden yavas
etkilendigi icin bu maddeleri ¢6zebilmek icin eritis maddelerine ihtiya¢ vardir. Eritis
maddesi bir alkali metal tuzu ile karistirilir. Sonra bu karisim suda ¢oziiliir. Ornegin
CaCO; ve NH4Cl karnisimi isitildiginda, CaO ve CaCl, olusur; bunlar silikatlar
parcalayabilirler. Yiiksek sicaklikta hazirlandiklarindan ve konsantrasyonlari biiyiik

oldugundan dolay eritisler bircok maddeyi parcalama 6zelligine sahiptir.

Eritis kullanimi1 genelde bir yas ¢6zme isleminden sonra olur. Yani oncellikle
numune bir sivi reaktifle muamele edilerek numunenin ¢6ziilmesi saglanir. Sonra
coziinmeden kalan kalint1 siiziilerek ayrilir. Nihayetinde bu kati ile bir eritis maddesi
muamele edilir. Karisim sogutulduktan sonra eriyik ¢oziiliir ve numunenin esas

cozeltisiyle birlestirilir.
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2. 7. 3. 1. Eritis Cesitleri

Eritis maddesi olarak genellikle alkali metal bilesikleri kullanilir. Eritisler; asidik,
bazik ve yiikseltgen eritisler seklinde ayrilabilirler. Asidik maddeler etki eden bazik
eritisler karbonatlar, boratlar, hidroksitler ve peroksitlerdir. Borik oksit, asit floriirler ve
pirosiilfatlar ise asidik eritislerdir. Yiikseltgen 6zellikte bir eritis olarak ise sodyum
peroksit ya da az miktarda alkali nitrat ve kloratlar1 Na,COs ile karistirllmasiyla olusan

karisim kullanilabilmektedir.

2. 7. 4. Mikrodalga ile Parcalama

Hem organik hem de inorganik maddelerin pargalanabildigi bir yontem olan
mikrodalga ile par¢alama diger yontemlere kiyasla daha yeni bir yontemdir. Bu
parcalama islemi hem agik hem de kapali kapta yapilabilmektedir. Ancak yiiksek basing

ve sicaklik elde edilebilmesi bakimindan kapali kaplar daha ¢ok tercih edilmektedir.

Kapali kaplarin yiiksek basing ve sicaklik saglamasi disindaki bir diger avantaji da
buharlagsma kayiplarinin 6niine gegilebilmesidir. Burada az miktarda kullanilan reaktif
parcalama isi i¢in yeterli olmaktadir. Boylece reaktiften gelen kirlenmelerinde Oniine
gecilebilmektedir. Ayrica boyle bir analiz kolaylikla otomatik hale getirilerek zamandan

tasarruf edilebilmektedir.

Mikrodalga ile par¢alama metodu son derece hizli yapilabilen bir yontemdir.
Diger yontemler saatler siiren bir parcalama islemi bu yontemle cok kisa siirede
gerceklestirilebilmektedir. Bu iistiinliigii saglayan, enerjinin ¢6zelti molekiillerine diger
yontemlerden farkli olan bir mekanizma iizerinden aktarilmasidir. Bu da mikrodalga
kap hi¢ 1sitilmadan enerji aktarimi yapilabilitken digerlerinde bir 1s1 iletiminin

saglanmasi icin beklenmesi zorunlulugundan olur.
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2. 7. 5. Bazik Ortamda TMAH (tetrametilamonyumhidroksit) ile Parcalama

Tetrametilamonyumbhidroksit (TMAH) c¢oziiniirlestirme isleminde de kullanilan
tictinciil amin kuvvetli bir bazdir.

Biyolojik materyallerden ornek hazirlama da materyali ¢cozmek icin alternatif bir
yaklagim olarak kuvvetli bir baz olan TMAH’nin genelde sudaki ¢ozeltisi kullanilir.
Son zamanlarda TMAH doku ¢oziiciisii (tissue solubilizer) olarak adlandirilmaktadir.
Atomik absorpsiyon spektrofotometrisi ile yapilan major, minor ya da inorganik eser
elementlerin analizinde ¢6ziicii olarak kullanilmaktadir.

Analitik yontemlerde 6rnek hazirlama basamagi son derece dnemli ve kritik bir
slirectir. Son zamanlarda ortaya konan biiyiik gelismeler olmasina ragmen daha hassas
analitik 6l¢timler i¢in ¢calismalar hala devam etmektedir.

Kimyasal formiilii (CH3)sNOH seklinde olan tetra metil amonyum hidroksit
kuvvetli bir bazdir (pH 13.4— 14.7). Ticari olarak 25% m/v suda, 25% m/v metanolde,
ya da 10% m/v suda formlarina ulagsmak mimkiindiir. Tetra metil amonyum hidroksit
¢ozeltilerinin farkli formlarina Carlo Erba (Italya), Fluka (isvigre), Merck (Almanya),
Riedel-de-Haén (Almanya), Sigma- Aldrich (ABD) ve Tama Chemicals (Japonya) gibi
bir¢ok sirket tarafindan satisa sunulmaktadir (47).

Calismamizda kullandigimiz TMAH, 1973’li yillarda hayvan dokularinin
cOziiniirlestirilmesinde kullanilmistir. Murthy ve arkadaslari farelerin karaciger, bobrek
ve sa¢ gibi dokulariin homojenize edilmesi icin TMAH’yi kullanmiglardir.

Aymn1 yillarda Julshamn ve Andersen yaptiklar1 calismada kas dokusunda Al, Cd,
Cu, ve Mn tayini icin TMAH nin toluendeki ¢ozeltisini kullanmislardir.

Aragtiricilarin  vardigi  ortak nokta; TMAH ile c¢oziiniirlestirmenin, kuvvetli
asitlerin kullanildig1 geleneksel yontemlerle kiyasla ozellikle kiiciik biyolojik
materyallerle ¢alisildiginda ¢ok daha uygun bir yontem oldugudur.

Reaktif oda sicakliginda kararli, renksiz ve genelde sulu ¢ozeltisi halinde bulunur.
Tetrametil amonyum hidrosit reaktifinin toksisitesi hakkinda ¢ok genis bilgi
olmamasina ragmen korozif etkisi bilinmektedir. Ayrica géz ve deri yaniklarina neden
olabilecegi bildirilmistir. Ayrica bu reaktif solundugunda veya yutuldugunda oliimciil
sonuglara neden olmaktadir (48).

TMAH ile coziiniirlestirme iglemlerinde yiiksek sicaklik veya basinca gerek

duyulmamasi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir.
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2. 8. Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi ve Kuramsal Temelleri

2. 8. 1. Tarihce

Modern spektroskopinin temelleri Newton’un 1666 yilinda bir cam prizmadan
gecirdigi glines 1s18min, renklere ayrilmasimi gozlemesi ile atilmistir. Atomik
absorpsiyon kavramu ise ilk defa 1802 yilinda Wollaston tarafindan Newton’un yaptigi
deneyleri tekrarlayarak giines spektrumunun bazi siyah hatlarim gozlemesi ile ortaya
cikmustir.

Daha sonra, optik malzeme ve astronomideki gelismelerin yardimi ile 1814
yilinda Joseph Frauenhofer en basit spektroskobu olusturmustur. Bdylece giines
spektrumunda kendi ad1 ile anilan pek ¢ok hatt1 gozlemleyebilmistir.

Kirchhoff ve Bunsen, alkali ve toprak alkali metallerin spektrumlar iizerinde
yaptiklar1 sistematik c¢aligmalar sonucu, absorpsiyon olayinin prensiplerini ortaya
koymugslardir. Alev ortaminda sodyum tuzlarindan yayilan tipik sar1 1smin, giines
spektrumundaki siyah D cizgisi ile ayn1 oldugunu ispatlamislardir ( 49)

Kirchhoff, emisyon ve absorpsiyon arasindaki iligkiyi incelemis ve “herhangi bir
madde hangi dalga boyunda isinlar yayarsa, ayn1 dalga boyundaki isinlar1 absorplar”
seklinde ifade edilen ve kendi adiyla bilinen kurali ortaya koymustur. 1900 yilinda
Planck, atomlarin belirli miktarlarda enerji absorplayarak veya yayarak sadece belirli
dalga boylarinda absorpsiyon veya emisyon yaptiklarini kanitlamis ve bununla kuantum
yasasinin esasini ortaya koymustur.

Kirchhoff’un calismalarindan sonra atomik absorpsiyondan yararlanilarak bazi
calismalar yapilmasina ragmen yontemin tam anlamiyla uygulanmasi ancak 1955
yilinda olmustur.

Bu konuda yiiriittiikkleri ¢aligmalarla Walsh, Alkemade ve Milatz 1955 yilinda
atomik absorpsiyon spektroskopisinin temel bir analitik yontem oldugunu yayinlarinda
gostermislerdir.

Bu caligmalarda tayin edilecek elementin bir ¢ozeltisi aleve piiskiirtiilmiis ve aym
elementin spektrumunu yayan bir 151k kaynagi kullanilarak baslangictaki 151k siddeti ile

absorbe edilemeyen 1sik siddetleri arasindaki oran Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar
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standart cozeltilerin sonuglar1 ile karsilagtinlip bilinmeyen derisim bu yolla
hesaplanmistir (49).

[lk ticari AAS cihazi, 1960 yilinda piyasaya sunulmus ve giiniimiize kadar bircok
modeli gelistirilmistir. Alevli atomik absorpsiyon spektrometrelerinin tayin sinirlarinin
eser elementlerin tayini icin yeterli olmamasi ve alevli atomlastiricilarin bazi
yetersizliklerinin olmasi iizerine L’vov ve Massmann’in ¢aligmalari neticesi grafit firinl
atomlastiricilar, Holak tarafindan da hidriir olusturmali atomlastiricilar gelistirilmistir.

Glintimiizde kullanilan cihazlarin c¢ogunda alevli, grafit firinli ve hidriir
olusturmali atomlastiricilar birlikte bulunmakta ve analiz edilecek 6rnegin 6zelliklerine

ve analiz elementinin derisimine bagl olarak atomlastirici se¢ilmektedir.

2. 8. 2. Temel Kurallar

Atomik absorpsiyon spektroskopisi, gaz fazindaki serbest atomlarin iizerlerine
diisen 1sinlar1 absorplamasi esasina dayanir. E, temel enerji seviyesindeki bir atom, hv
enerjili bir foton absorplarsa, E; uyarilmig enerji seviyesine geger. Bu olaya atomun
uyarilmasi denir (50).

Kuantum teorisine gore hv enerjili bir 1s1nin atom tarafindan absorplanmasi
sonucu atomun temel enerji seviyesindeki elektronlar1 daha yiiksek hale gecerek
uyarilir. Elektronik seviyeler arasindaki enerji farki veya gecis enerjisi Planck esitligiyle
verilir.

Ei-Eo=hv=h ¢
A
Burada;

h: Planck sabiti, 6,626.10 >*J s

c: Isik hiz1, 3,00.10° m/s
v: Absorplanan 1s1n frekansi, s b
A : Absorplanan 1ginin dalga boyu, m dir.

Buna gore bir atomun absorpsiyon yapmasi i¢in, temel ve uyarilmis seviyeler

arasindaki enerji farkina denk enerjiye sahip bir 151n ile karsilagmasi gerekir.
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2.8.2.1 Beer Yasasi

Molekiiler veya atomik absorbsiyon, belirli bir ‘I birim 1sin yoluna sahip, 1sin
gecirgenligi olan bir ortamda, ‘c’ konsantrasyonda bulunan analit (molekiiler veya
atomik) taneciklerinin 151n kaynagindan gelen i1simin bir kismimi tutmasidir. Analit

konsantrasyonu ile 1s1n siddetindeki azalma Sekil 2.3’ de gosterildigi gibidir.

_—
—— .- £, & £y
T, .

L

___-.—*"‘
)

Sekil 2.3. Analit konsantrasyonu ile 151n siddetindeki azalma
Beer yasasinin matematiksel gosterimi: A = - Log T =Log (Ip/I) =€1c
seklindedir.

A: Absorbans

T: Gegirgenlik

Io: Baslangic 151n siddeti
I: Son 1s1n siddeti

€: Molar absorptivite

I: Isik yolu

c¢: Konsantrasyon

Absorbans, 1smin gectigi tabakanin kalinligima ve absorplayan maddenin
derisimine baghdir. Absorptivite katsayisi ise dalga boyuna ve absoplayan maddenin

cinsine bagli bir sabittir.
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Atomik absorbsiyon spektrometrisi, elementlerin kantitatif tayininde siklikla
tercih edilen bir yontemdir. Bu yontemde, elementleri ol¢iilebilir hale getirebilmek igin
1s1 enerjisi kullanilir. Is1 enerjisi yardimiyla numune igerisindeki analit atomlarina
ayrigir. Genel olarak alev ve elektrotermal atomlastirma teknikleri kullanilir. Bunlara ek

olarak hidriir atomlastirma teknigi de bazi1 elementler i¢in tercih edilen bir yontemdir.

2.8.3. Atomik Absorpsiyon Spektrometreleri

Atomik absorpsiyon spektrometrelerinde, atomlastirilan tayin elementi iizerine
onun absorplayacagi 15in gonderilerek, atomlastiriciya gelen ve gecen 15in siddetlerinin
oran1 Ol¢iiliir. Bu islemler icin kullanilan biitiin atomik absorpsiyon spektrometreleri
temelde ayn1 bilesenlere sahiptir. Atomik absorpsiyonun 6l¢iilmesinde kullanilan
spektrometreler, esas olarak;

e Atomlar tarafindan absorplanacak 1sinlar yayan 1s1n kaynagi,

¢ Deney numunesinden serbest atomlarin olugsmasini saglayan atomlastirici,

e Dalga boyu secicisi (monokromator),

® Isin sinyallerini algilayan ve elektrik akimina doniistiiren elektronik devreler
(dedektorler),

e Bilgisayar vb. yardimci donanimdan meydana gelir.

Atomik absorpsiyon spektroskopisinin yukaridaki bilesenlerden olusan semas1 asagidaki
gibidir:

Isin Kaynagi \:>| Atomlastirici ||:>| Monokromator \:>| Dedektor H Kavydedici
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Sekil 2.4. Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrofotometrisi

2.8.4 Isin Kaynaklari

AAS de 1s1n kaynaklarinin gérevi numunedeki atomlarin absorplayacagi
dalgaboyundaki 1sinlar1 yaymaktir. Dar ¢izgiler hem absorpsiyonda hem de emisyonda
tercih edilir. Ciinkii dar cizgiler spektrumlarin Ortiismesinden kaynaklanan girisimi
azaltir. Elementler ¢ok dar dalga boyu araliginda (~0,002 nm) absorpsiyon yaparlar. Bu
nedenle absorpsiyon hattindan daha dar emisyon hatt1 veren bir kaynak kullanilmalidir.
Hidrojen ve tungsten lambasi gibi siirekli 1s1n kaynagi kullanilmasiyla oOlciilen
absorbans ¢ok kiiciik olur. Ciinkii siirekli 1g1k kaynaklar1 belli bir aralikta her dalga

boyunda 151n yayarlar. Ve bu 1sinlarin ¢ok azi dar absorpsiyon hatli atom tarafindan

absorplanabilir (51).
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2.8.4.1 Oyuk Katot Lambalar:

Atomik absorpsiyon Olclimleri icin en yaygin kaynak oyuk katot lambalaridir. Bu
tip lambalar 1-5 torr basingta argon veya neon ile doldurulmus bir cam tiip i¢inde, bir
taraf1 kapali silindirik bir katot ve bir tungsten anottan ibarettir.

Elektrotlar arasina, 300 V civarinda gerilim ve 5-15 mA arasinda akim

uygulandiginda ortamda asal gazlara ait iyonlar olusur.

Ar +e _, Ar'+2e

Ar" iyonlar gerilim altinda hizlanarak katoda carpar ve katot metalinden serbest
gaz atomlarimi olustururlar. Boylece, lamba i¢inde bir atomik bulut olusur. Atomik
buluttaki metal atomlarinin bir kismi, iyon ve elektronlarla carpisarak uyarilirlar.

M Arg.e, Mg

Uyarilmig atomlar temel seviyeye donerlerken karakteristik (rezonans) 1sinlarini
yayarlar. Katottan ayrilan metal atomlan tekrar katot yiizeyine veya cam yilizeyine

donerler. Sekil 2.5 oyuk katot lambasinin sematik gosterimidir.

M*@) — M) + hv

/ Oyuk Katot

==

Kuvars veya Pyrex
Inert gaz(Ne veya Ar) pencere

Koruyucu cam

Sekil 2.5. Oyuk katot lambas1
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2.8.4.2 Elektrotsuz Bosalim Lambalari

Elektrotsuz bosalim lambalari, ilgilenilen metalin kiigiik bir miktarin1 ve birkag
torr basincta Ar gibi inert bir gazi iceren kapali kuvars veya cam tiipten meydana
gelmigtir. Tiip yiiksek frekans altinda yerlestirilir. Alan etkisiyle asal gazda bosalim
saglanir. Bosalimla olusan elektronlar element atomlariyla c¢arpisarak uyarma
gerceklesir. Bu tiir lambalarin emisyon siddetlerinin yiiksek ve Doppler genislemesinin
kiigciik olmasi, ayrica, kararli bosalim vermesi ve vakum UV bolgede kullanilabilmesi

gibi baz iistiinliikleri vardir (51).

RF coil (4 tums, the
eI ner earhed

{bulb comains element or salt
of element of interest in Ar at wveny
lerow pressure)

Earthed brass tube

Sekil 2.6. Elektrotsuz bosalim lambast

2.8.5 Atomlastiricilar

Absorpsiyon hiicresi olarak da adlandirilan atomlagtiricinin gorevi, Ornekteki
iyonlardan ve molekiillerden analit elementinin temel haldeki atom buharini
olusturmaktir. Bu amagcla alev atomlastirma, elektrotermal atomlagtirma veya hidriir

olusturmali (c1va icin soguk buhar sistemi) yontemler kullanilir (52).

2.8.5.1 Alev Atomlastirma

Bir alev atomlastiricida, atomlagmanin olustugu alev i¢ine numune ¢ozeltisi yanict
gaz ile karisan yiikseltgen gaz akisiyla tasinir ve piiskiirtiiliir. Ik olarak ¢oziicii
buharlasir ve cok ince dagilmis bir molekiiler aerosol olusur. Sonra bu molekiillerin
cogunun ayrismasi sonucu atomik gaz olusur. Bu sekilde olusan atomlar karakteristik

dalga boylarindaki 15181 absorblayabilirler.
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2.8.5.2 Elektrotermal Atomlastiricilar

Elektrotermal atomlastiricilarda grafit tiip i¢ yiizeyinde veya grafit platform
yiizeyinde, elektriksel olarak isitilmak suretiyle, numunenin 10 — 20 pL’ si Once
kurutulur ve sonra kiil edilir. Kiilleme asamasindan sonra yaklagik 2000 — 3000 °C’ ye
yiikselen sicaklik ile numune atomlarma ayrisir. Elektrotermal atomlastiricilar, kisa
siirede tiim numunenin atomlastirilmas1 ve optik yolda atomlarin ortalama kalma

siirelerinin bir saniye veya daha fazla olmasi sebebiyle hassasiyette artig saglar.

It Gaz Dis Gaz Dis Gazl¢ Gaz (apraz Isitinah
Alasi Al Alist Alkas Grafit Tap
Pencere :

| Isik Demeti

I Yy E Dogrusal Issttnah
Ins Gaz i Ins Gaz Grafit Tip
Alas Alasi

Sekil 2.9. Elektrotermal atomlasirici ve grafit tiiplin yapisi
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2.8.5.3 Soguk Buhar Yontemi

Civa oda sicakliginda bile buharlasabilen tek metaldir. Ciinkii civa, diisiik
sicakliklarda yeterli buhar basincina sahip olan tek metalik elementtir. Bu yiizden
atomlagmasi i¢in atomlastiriciya digaridan 1s1 enerjisi verilmesi gerekmez. Bu nedenle
ozellikle civa analizi i¢in soguk buhar yontemi olarak bilinen bir atomlastirma yontemi
gelistirilmistir. Civa analizi yapilacak c¢ozeltiye Sn*? eklenerek metalik hale indirgenir.

Civa gaz akimiyla absorpsiyon hiicresine gonderilir.
2.8.5.4 Hidriir Teknigi

Hidriir olusum teknigi As, Sb, Sn, Se, Bi ve Pb gibi element c¢ozeltilerine asidik
ortamda NaBH, ilavesiyle ucucu hidriirlerine doniistiiriiliir ve olusan hidriirler bu
sekilde atomlastiriciya gonderilir. Bu islem, bu elementler i¢in gézlenebilme sinirin1 10
veya 100 kat azalur. Bu elementlerin oldukca toksik olmalari sebebiyle diisiik

derigimlerinin tayininde hidriir atomlastiricilar kullanilir.

3BH, +3H" + 4H3As0; = 3H;3BOs+ 4AsH;T+3 H,0O

r _- Numomne
Vall o s
Fon, i ;’ Enartz 'T" Tiip
e ey, e
. e s 4
Peristaltils < é’? Jlf"? ﬁ}j,{:?"' g
Pompa \ J '“—n_l'”ﬂ. iy
s I e v WY
1;{ { 0 P \.Q'Iﬁ’:‘l b Gaz-Sm
',1.;;.1"‘:_ o {_;" ":{?:H__"“'ﬁ__‘_h ‘:,-*;-'n"} R Avar
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{-_11 e e _— L i . e ?____'_:\-i.."-“{_ b }"ll T .
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P

Sekil 2.10. Hidriir atomlasirict i¢in kullanilan akisenjeksiyon sistemi
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2.8.6 Monokromator

Isin kaynaklarindan tek dalga boylu isinlar gelmesine ragmen, atomlastirici
ortaminda birden fazla dalga boyunda isinlar meydana gelmektedir. Bu nedenle
atomlagtiricidan sonra tayin elementi hattinin diger hatlardan ayrilmasi1 gerekmektedir.
Bu amacla AAS cihazlarinda monokromatdr adi verilen ve prizma veya optik ag iceren

diizenekler kullanilmaktadir.

Atomik absorpsiyon spektrometrelerinde spektral hatlarin ayrilmasi sadece
monokromatore bagli olmayip 1sin kaynaginin emisyon hatti genisligine (yaklasik 0,002
nm) ve tayin elementinin rezonans absorpsiyon hatt1 genisligine (yaklasik 0,005 nm)
baghdir. Yapilan arastirmalardan spektrumu en karmasik elementler i¢in bile, 0,2 nm
ayiriciliga sahip monokromatorlerin atomik absorpsiyon spektroskopisi icin yeterli

oldugu goriilmiistiir.

2.8.7 Al ve Kaydediciler

Atomik absorpsiyon spektrometrelerinde 151k sinyalini elektrik sinyaline cevirmek
i¢in fotogogalticilar kullanilir. Fotogogaltict tiipler, 1518a duyarli bir katot (fotokatot),
olugan gerilimi artiran emisyon katotlar1 (dinotlar) ve anottan ibaret bir vakum
fotoselidir. Monokromatorden gelen bir foton fotokatot yiizeyine carparak bir elektron
koparir ve bu elektron uygulanan gerilim farki ile birinci dinota dogru ¢ekilir ve dinot
iizerine gerilimle orantili kinetik enerji ile carpar. Bu dinotdan ¢ok sayida ikincil
elektron firlar. Bu ikincil elektronlar hizlandirilarak ikinci dinoda carparlar ve ¢ok fazla
sayida elektron firlatirlar. Bu islem devam ederken sonugta ¢ok sayida elektron anoda
ulasir ve devreden okunabilecek seviyede akim gecer. Devreden gecen akim, dedektore

diisen 151k siddeti ile orantilidir.

Yazici veya bilgisayarlar ile dedektorlerden alinan sinyal, tayin elementinin

absorbansi, derisim vb. seklinde okunur.
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2.8.8 Atomik Absorpsiyonda Karsilasilan Girisimler

Atomik absorbsiyon spektrometrisinde iki tip girisimle karsilagilir. Girisim yapan
tiirlerin absorbsiyon veya emisyon ¢izgileri, analitin esas ¢izgisiyle ortiistiigiinde veya
monokromatoriin ayiramayacagl kadar ona yakin oldugu zaman spektral girisim ortaya
cikar. Kimyasal girisimler, analitin absorbsiyon karakteristigini degistiren ve atomlagma

sirasinda olugan cesitli kimyasal islemlerden ileri gelir (53).

2.8.8.1 Spektral Girisimler

Oyuk katot kaynaklarinin emisyon ¢izgilerinin ¢ok dar olmasit nedeniyle,
cizgilerin oOrtiismesinden ileri gelen girisim az goriiliir. Spektral girisimler, ayni
zamanda 1sinlarin sacilmasina sebep olan kati tanecikli iirinlerden veya genis bant
absorbsiyonu olusturan yanma iiriinlerinden de ileri gelebilir. Her ikiside gelen 1sin
giiclinii zayiflatir ve pozitif analitik hataya yol agar. Bu {iriinlerin kaynagi yalnizca
yanici1 ve Yyikseltgen karisimi oldugunda diizeltmeler bir tamik c¢ozelti aleve
puskiirtiilerek absorbans 6l¢iimiiniin yapilmasiyla saglanabilir.

Sacilmadan ileri gelen girisimler, numunenin organik tiirler icerdigi veya
numuneyi ¢dzmede organik coziiciiler kullanildiginda da bir problem olabilir. Alev
atomlastiricida, matriks iiriinlerinin girisimleriyle genis ol¢iide karsilasilmaz ve ¢ogu
zaman yanicl/yiikseltgen orami gibi analitik degiskenlerin ayarlanmasiyla Onlenebilir.
Matriks girisim problemi elektrotermal atomlastiricilarda daha Onemlidir. Fakat
platform teknolojisindeki gelismeler, yiiksek kaliteli grafit materyaller, hizl1 fotometrik

Ol¢ciim ve zeeman tipi zemin diizeltme ile bu tip girisimler en aza indirilmistir.

40



2.8.8.2 Kimyasal Girisimler

Kimyasal girisimler, spektral girisimlerden daha yaygindir. Kimyasal girisim
etkileri cogunlukla uygun ¢alisma kosullar se¢cimiyle minimuma indirilebilir.

Kimyasal girisimler, analitin absorpsiyon karakteristiklerini degistiren ve
atomlagtirma sirasinda olusan cesitli kimyasal islemlerden meydana gelir. Bu kimyasal

islemler, az ucucu bilesiklerin olusumu, ayrisma ve iyonlagsma dengeleridir.

2.8.9 Zemin Diizeltme Yontemleri

2.8.9.1 Cift-Cizgi Diizeltme Yontemi

Cift-cizgi diizeltme yonteminde referans olarak, kaynaktan gelen bir cizgi
kullanilir. Bu ¢izgi, analit ¢izgisine miimkiin oldugu kadar yakin olmali, fakat analit
tarafindan absorplanmamalidir. Bu kosul saglanirsa, kalibrasyon siiresince gozlenen
referans cizgisinin giiciindeki herhangi bir azalmanin, numune matriks iriinleri

tarafindan sagilma veya absorpsiyonundan ileri geldigi diisiiniiliir.

2.8.9.2 Siirekli Isin Kaynagi ile Diizeltme Yontemi Teknigi

Bu yontemde doteryum lamba, ultraviyole bolgesindeki siirekli 151n kaynagini
olsturur. Siirekli 1511 kaynagi ve oyuk katot lambadan gelen 1sinlar yol iizerindeki
kesicinin yardimiyla atomlastiricidan sirast ile gecerler. Doteryum lambanin 1sininin
absorbansi, analitin 1sininin absorbansindan ¢ikarilir. Boylece, atomlagsmis numune
icinden gecisi sirasinda, siirekli 1s1min giiciindeki azalma, yalnizca numune matriks
bilesenleri tarafindan sacilma veya genis bant absorpsiyonunu yansitir. Bu sekilde bir
zemin diizeltme yapilir. Fakat 350 nm’ den daha biiyiik dalga boylarinda déteryum

lambanin zemin diizeltmesi yetersiz kalmaktadir
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2.8.9.3 Zeeman EtKisi ile Zemin Diizeltme

Bir atomik buhar, kuvvetli magnetik alana (= 10 kG) tutuldugu zaman, atomlarin
elektronik enerji seviyelerinde her bir elektronik geciste bircok absorbsiyon cizgisinin
olusumuna yol agan, bir yarilma gozlenir. Olusan yeni cizgilerin absorbanslar1 toplamt,
onlarin olustugu orijinal ¢izginin absorbansina tam olarak esittir. Bu olay genel olarak
biitiin atomik spektrumlarada Zeeman etkisi olarak tanimlanir. Absorpsiyona yol acan
elektronik gecisin tiirline bagl olarak bircok farkli yarilma tipi olusur. Atomik
absorpsiyon cihazlarinda Zeeman etkisi uygulamalari, bu iki tip absorpsiyon pikinin
polarize 1sinlara karsi farkli davraniglarini esas alir.

Zeeman etkili cihazlar, zemin i¢in daha once belirtilen yontemlerden daha dogru
diizeltme olusturur. Bu cihazlar 6zellikle elektrotermal atomlastiricilar icin yararli olup,

idrar ve kan gibi numunelerdeki elementlerin dogrudan tayinlerine izin verir.

2.8.9.4 Kaynak Self-Ters Cevirmeye Dayanan Zemin Diizeltme

Bu yontem, oyuk katot lambasinin yiikksek akimlarda calistinldigi zaman
lambadan yayilan 1s1in self-absorpsiyona veya self-ters ¢evirmesine dayanir.

Diizeltilmis absorbans elde etmek iizere lamba degisimli olara diisiik ve yiiksek
akimlarda calistirmak {izere programlanir. Toplam absorbans diigilk akim calismasi
boyunca elde edilir ve zemin absorbansi, absorpsiyon pikindeki 1simin minimumda
oldugu zamanki ikinci devre boyunca Olgiilerek olusturulur. Veri algilama sistemi,
diizeltilmis deger vermek iizere toplamdan, zemin absorbasini ¢ikarir. Olgiim islemi

yeterli sinyal / giiriiltii oran1 verinciye kadar tekrarlanir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada rasgele secilmis farkli yas ve cinsiyet gruplarna ait goniillii
insanlardan alman toplam 20 sa¢ Ornegi kullamildi. Her bir 6rnek dort ayn
cOziiniirlestirme yontemiyle hazirlandi. Coziiniirlestirme yontemleri olarak cok sikca
kullanilan kuru kiil etme (54), asidik ortamda yas yakma (55,56) ve mikrodalga ile
cOziiniirlestirmenin (55) yanminda bu yOntemlere altenatif olabilecegi diisiiniilen
tetrametilamonyumbhidroksit (TMAH) (23,57) secildi.

Her yontem igin ¢inko ve kursun derisimleri 6l¢iildii. Sonuglarin dogrulugu
sertifikali standart referans materyal CRM BCR-397 insan sa¢1 (European Commission
DG Joint Research Centre Institute for Reference Materials and Measurements, IRMM)

ile kontrol edildi.

3.1. Sa¢ Orneklerinin Toplanmas:

Sac¢ ornekleri paslanmaz celik bir makas ile oksipital boélgeden (basin enseye
yakin arka kismindan) kesilerek alindi. Analiz icin sacin koke yakin 1-2 cm’lik kismi
kullanildi. Calismada yas ortalamasi 27 olan 10 kadin ve 10 erkek, toplam 20

goniilliiniin sa¢ 6rnegi kullanildi.

3.2. Kullamlan Cihazlar
e Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi
Cinko olciimleri GBC Avanta PM alevli atomik absorpsiyon spektrofotometresi
ile yapildi. Kursun 6l¢iimleri i¢in Perkin Elmer A Analyst 600 Zeeman zemin diizeltmeli

elektrotermal atomik absorpsiyon spektrofotometresi ve AS800 oto Ornekleyici

kullanildi. Atomik absorpsiyon calisma kosullar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Atomik Absorpsiyon ¢alisma kosullart

Element Cinko Kursun

Cahsilan dalga 213.9 283,3

boyu (nm)

Lamba Oyuk katot lamba | Oyuk katot lamba

Yarik genisligi 0.5 0,7

(nm)

Atomlastirici Alev Elektrotermal
(Hava/Asetilen)

e Mikrodalga Ornek Céziicii: CEM MARS 5 mikro dalga numune hazirlama
sistemi kullanildi.

e Su Saflastirma Sistemi: Millipore Syenthesis A 10 Milli-Q marka su
saflagtirma sistemi kullanildi.

e Analitik Terazi: Ohaus E 12140 marka analitik terazi kullanild.

e Su Banyosu: Selecta P marka su banyosu kullanildu.

¢ Kiil firm: Carbolite marka kiil firim1 kullanildi.

¢ Etiiv: Selecta P marka etiiv kullanildi.

e Otomatik Pipet ve Pipet Uclari: Eppendorf marka 100- 1000 ul, 500-5000 pl

arasinda ayarlanabilir otomatik pipetler ve ayni marka pipet uclar1 kullanildi.

3.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

e Nitrik Asit: Fluka 84385 Nitrik asit> % 69 (select for trace analysis).
¢ Hidrojen Peroksit: Merck 1.08597 % 30.

¢ Tetrametilamonyum Hidroksit: Fluka 12107194 %25 sulu ¢ozelti.
e Kursun Standardi: Merck 1.19776.0500 UN3264 1000 mg / L.

¢ (Cinko Standardi: Merck 1.19806.0500 OC514341 1000 mg / L.
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3.4. Cam ve Plastik Malzemelerin Temizlenmesi

Deneylerde kullanilan tiim cam ve plastik malzemeler en az 48 saat % 10’luk
(v/v) nitrik asit c¢ozeltisi iginde bekletildikten sonra iic kez distile su ile yikanarak

durulandi ve ii¢ kez de deiyonize sudan gecirildikten sonra kurutularak kullanildi.

3.5. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Sertifikali standart referans madde (CRM BCR-397 insan sac1) analizden 6nce
onerildigi gibi 90 °C ‘ye programlanmig etiivde 16 saat boyunca inkiibe edildi. Daha
sonra 100 mg civarinda tartilarak asagidaki yontemlerle coziiniirlestirildi ve analize

hazirlandi.

Orijinal sa¢ 6rnekleri yaklasik olarak 100 mg civarinda tartilarak asagidaki

yontemlerle ¢oziiniirlestirildi ve analize hazirlandi.

3.5.1.Kuru Kiil Etme

Yikanan, kurutulan ve sabit tartima getirilen sa¢ 6rnekleri 400 °C’de yaklasik 16
saat boyunca kiil etme islemine tabi tutuldu. Beyaz kiil haline getirilen sa¢ ornekleri
tizerine 5 ml 1 M ‘lik nitrik asit ilave edilerek ¢oziinmeleri saglandi (54) ve analize

uygun hale getirildi.

3.5.2. Diisiik Sicaklikta Asidik Ortamda Yas Yakma

Yikanan, kurutulan ve sabit tartima getirilen sa¢ Orneklerinin iizerine 1ml
%69’1uk nitrik asit (trace select for trace analysis) ilave edildi. Ornekler bir gece oda
sicakliginda agz1 kapali halde bekletildi. Yirmi dort saat sonra 6rnekler su banyosunda
60 °C’de yaklagik 30 dakika kadar 1sit1ldi. Daha sonra 6rnekler iizerine damla damla 1
ml hidrojen peroksit eklendi ve drnekler donuk sar1 renk alincaya kadar 60 °C’deki su
banyosunda bekletildi (28,58). Coziinmeleri saglanan Ornekler analize uygun hale

getirildi.
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3.5.3. Diisiik Sicakhikta Bazik Ortamda Yas Yakma

Yikanan, kurutulan ve sabit tartima getirilen sa¢ Orneklerine 5 ml TMAH
(tetrametilamonyumhidroksit)’ in %25’lik sulu c¢ozeltisi eklendi (7). Yirmi dort saat

oda sicakliginda agz1 kapali olarak bekletilen drnekler analize uygun hale getirildi.

3.5.4. Mikrodalga ile Coziiniirlestirme

Yikanan, kurutulan ve sabit tartima getirilen sa¢ Orneklerine nitrik asit ve

hidrojen peroksit ilave edilerek (55) ¢oziilmeleri saglandi.

3.6. istatistik Yontemler

Dort farkli ¢oziiniirlestirme islemi uyulanan sa¢ 6rneklerindeki ¢inko ve kursun
derisimlerinin ortalamalar1 arasinda fark olup olmadig1 varyans analizi (ANOVA)

kullanilarak gerceklestirildi (59).
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4. BULGULAR

4.1. Cinko Derisimleri

Calismada kullanilan 20 sa¢ 6rnegine ait ¢inko derisimleri Cizelge 4.1°de, bunlara
ait dagilim grafigi ise Sekil 4.1 ’de verilmistir. Cizelge 4.2, 20 Ornege ait degerlerin
ortalamasini, Sekil 4.2 ise bu ortalamalar ait dagilim grafigini gostermektedir. Cizelge

4.3’de ise sertifikali standart maddeye ait sonuglar goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Dort farkli ¢oziiniirlestirme iglemi uygulanan sag¢ drneklerinin ¢inko derigimleri

% 95 Giiven Seviyesinde Xor + tsp/AN (ug/g) (N=3)

Birey Kuru Kiil Etme Yas Yakma Mikrodalga TMAH

1 176.63+1.74 151.70+0.16 184.67+1.43  127.00+3.96
2 291.27+3.97 220.33+0.56  299.57+3.61  240.87+0.78
3 188.57+0.53 163.20+0.31 190.27+£2.27  170.38+2.73
4 80.63+0.33 66.87+0.38 76.29+0.76 61.30+0.35
5 150.30+0.83 140.27+0.53 133.374£3.37  120.43+2.44
6 319.0243.72 335.68+0.85 272.43+9.88  245.18+3.83
7 146.10+1.55 165.53+0.22 155.07+£5.85  119.25+1.64
8 158.97+1.41 170.60+063 84.77£1.19 117.88+2.33
9 178.3£8.97 174.30+1.77 137.4+6.68 138.83+1.39
10 256.05+0.57 213.75+0.54 199.25+2.65  193.33+4.08
11 239.82+3.83 226.80+7.91 215.37+£0.65  203.95+7.13
12 112.83+0.33 99.00+1.18 121.33+6.13  120.20£1.07
13 338.43+0.09 296.6+0.07 312.95+£2.39  233.46+0.25
14 210.73£1.47 209.43+3.96  210.08+0.98  154.25+4.79
15 170.05+2.61 159.58+1.37 164.82+1.12  144.93+2.52
16 117.65+1.35 103.43+3.72 120.88+0.81 91.03+1.84
17 195.05+1.90 222.30+1.29 198.1+0.78 176.38+1.64
18 137,47+0.81 152.75+0.58 154.70+£1.08  103.80+2.61
19 331.35+1.72 349.00+0.87 339.38+0.99  292.18+2.24
20 198.10+1.77 214.93+7.18 197.85+2.21  186.19+5.39
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Sekil 4.1 Dort farkli ¢oziiniirlestirme islemi uygulanan sa¢ 6rneklerinde ¢inko derisimlerinin dagilim
grafigi

Cizelge 4.2. Dort farkli ¢oziiniirlestirme islemi uygulanan sag 6rneklerin ¢inko derigimleri

ortalamasi
% 95 Giiven Seviyesinde X+ tsp/VN (ng/g) (N=20)
Kuru Kiil Etme YasYakma Mikrodalga TMAH
199.87+5.58 191.80+6.00 188.43+6.15 162.04+6.48
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Sekil 4.2 Dort farkli ¢oztiniirlestirme islemi uygulanan sa¢ drneklerinde ¢inko derigimlerinin
ortalamalariin dagilim grafigi

Cizelge 4.3. Dort farkli ¢oziiniirlestirme islemi uygulanan standart referans maddede bulunan ¢inko
derisimleri

Bulunan Deger Sertifikal1 Deger | % Hata
Kuru Kiil Etme *203.63+1.81 199 2.33
Yas Yakma *196.23+4.06 199 1.39
Mikrodalga *197.13+2.59 199 0.94
TMAH *167.33+5.25 199 15.9

* % 95 Giiven Seviyesinde X+ tsy/VN (ng/g) (N=3)

4.1.1. Gruplarm Cinko Ortalamalar1 Arasindaki Farkin Onemi

Kullanilan dort farkli ¢oziiniirlestirme yontemi i¢in bulunan ¢inko derisimlerinin
ortalamalan arasinda anlamli bir fark olup olmadigini1 belirlemek icin varyans analizi
(ANOVA) yapildi. Istatistik hesaplamalar sonucunda hesaplanan F degeri (0.41), % 95
gliven seviyesindeki F kritik degerinden (2.60) kii¢iik bulundu. Fyesaplanan< Firitik 0ldugu

icin ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 sonucuna varildi.
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4. 2. Kursun Derisimleri

Calismada kullamilan 20 sa¢ Ornegine ait kursun derisimleri Cizelge 4.4’de
bunlara ait dagilim grafigi ise Sekil 4.3 ’de verilmistir. Cizelge 4.5, 20 6rnege ait
degerlerin ortalamasini, Sekil 4.4 ise bu ortalamalar ait dagilim grafigini
gostermektedir. Cizelge 4.6’da ise sertifikali standart maddeye ait sonuglar

goriilmektedir.

Cizelge 4.4 Dort farkli ¢coziiniirlestirme islemi uygulanan sag¢ drneklerinin kursun derisimleri

% 95 Giiven Seviyesinde Xor + tsp/NN (ug/g) (N=3)

Birey  Kuru Kiil Etme Yas Yakma Mikrodalga TMAH

1 0.32+0.01 0.75+0.01 0.97+0.01 0.30£0.07
2 1.48+0.06 0.95+0.01 1.1340.01 0.68+0.02
3 2.00£0.01 1.58+0.04 1.33+0.01 1.33+£0.02
4 0.98+0.04 1.79+0.01 1.66+0.02 0.72+0.03
5 0.86+0.05 0.83+0.03 1.20+0.01 0.60+0.01
6 2.10+0.03 1.48+0.01 1.41+0.01 1.19+0.02
7 2.46+0.02 1.40+0.01 1.87+0.01 1.12+0.03
8 0.79+0.01 1.35+0.03 2.2240.01 1.28+0.01
9 1.06£0.02 0.66+0.01 1.01£0.02 0.60+0.01
10 0.58+0.03 1.91+0.01 1.65+0.01 0.92+0.16
11 0.78+0.07 0.64+0.03 1.28+0.01 0.77£0.02
12 1.78+0.01 1.18+0.01 0.95+0.01 1.01+0.01
13 0.70£0.04 0.78+0.01 1.03+0.01 0.68+0.01
14 0.60+0.02 0.41+0.02 0.85+0.01 0.52+0.01
15 0.98+0.02 0.75+0.01 0.99+0.02 0.70£0.01
16 1.93+0.02 2.58+0.02 1.98+0.02 2.78+0.01
17 0.57£0.07 0.73+0.04 1.11£0.01 0.65+0.03
18 0.80+0.02 1.42+0.03 0.95+0.01 0.84+0.01
19 0.71£0.02 0.39+0.03 1.1240.01 0.98+0.02
20 0.89+0.02 1.11+0.01 0.93+0.01 0.61+0.01
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Sekil 4.3 Dort farkli ¢oziiniirlestirme islemi uygulanan sa¢ o6rneklerinde kursun derisimlerinin dagilim

grafigi

Cizelge 4.5. Dort farkli ¢coziiniirlestirme iglemi uygulanan sag¢ drneklerin kursun derisimleri
ortalamasi

% 95 Giiven Seviyesinde X+ tsb/\/N (ng/g) (N=20)

Kuru Kiil Etme YasYakma Mikrodalga TMAH

1.12+0.07 1.14+0.04 1.28+0.02 0.91+0.08
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Sekil 4.4 Dort farkli ¢oziiniirlestirme islemi uygulanan sa¢ drneklerinde kursun derigimlerinin
ortalamalarinin dagilim grafigi

Cizelge 4.6. Dort farkli ¢oziiniirlestirme islemi uygulanan standart referans maddede bulunan kursun
derisimleri

Bulunan Deger Sertifikali Deger | % Hata
Kuru Kiil Etme *36.10£1.05 33 9.39
Yas Yakma *35.7240.46 33 8.24
Mikrodalga *31.9740.42 33 3.12
TMAH *27.50£0.14 33 16.7

*% 95 Giiven Seviyesinde X + tsb/\/N (ng/g) (N=3)

4.2.1. Gruplarmm Kursun Ortalamalar1 Arasindaki Farki Onemi

Kullanilan doért farkl ¢oziiniirlestirme yontemi icin bulunan kursun derisimlerinin
ortalamalan arasinda anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek icin varyans analizi
(ANOVA) yapildi. Istatistik hesaplamalar sonucunda hesaplanan F degeri (1.68), % 95
gliven seviyesindeki F kritik degerinden (2.60) kii¢iik bulundu. Fiesaplanan< Firitik 0ldugu

icin ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 sonucuna varildi.
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S. TARTISMA

Eser element analizlerinde ©rnek hazirlama, en kritik ve Onemli basamagi
olusturmaktadir. Biitiin analitik yontemler icin daha dogru sonuclarin elde edilebilmesi,
kullanilacak olan 6rnek hazirlama basamagma baghdir. Ozellikle biyolojik drneklerde
karmasik bir matriks i¢inde bulunmalar1 ve derisimlerinin dogrudan tayin edilebilecek
kadar biiyiikk olmamasi nedeniyle eser element analizinde O6rnek hazirlama siirecinde
meydana gelebilecek her tiirlii kayip ve/veya kontaminasyon sonuglarin dogrulugunu ve
kesinligini etkilemektedir.

Bu gercekten yola ¢ikarak bu calisma planlandi ve viicut eser element seviyesi
hakkinda en iyi bilgi veren dokulardan biri oldugu bilinen sagta ¢inko ve kursunun
atomik absorpsiyon spektroskopisi ile analizlerinde dort farkli ¢oziiniirlestirme yontemi
karsilagtirildi. Kuru kiil etme, yas yakma ve son on yilda iyice yayginlasan mikrodalga
ile coziiniirlestirme gibi geleneksel ¢oOziiniirlestirme yontemlerinin yaninda bu
yontemlere alternatif olabilecegi diisiiniilen kuvvetli alkali TMAH ile ¢oziiniirlestirme
yontemi kullanildi.

Eser element analizlerinde; kuru kiil etme, yas yakma ve mikrodalga ile
cOziiniirlestirme yaygin olarak kullamilmaktadir. Ayrica bazik ortamda parcalama,
oksijen ile yakma ve yakma tiipii metodu ile ilgili ¢calismalar literatiirde yer almaktadir.

Dinger ve Akar yapmis olduklari ¢calismada, sa¢ ¢inko ve magnezyum derisimini
belirliyebilmek icin kuru kiil etme yontemini kullanmislardir (54).

Pereira ve ark. (60) yaptiklar1 c¢alisma ile sacta agir metal birikimini
incelemislerdir. Ornek hazirlama yontemi olarak yas yakmayi tecih eden arastirmacilar
maruziyetin belirlenmesinde biyolojik materyal olarak sa¢1 kullanmislardir. Kadmiyum
arsenik gibi agir metal derisimlerinin referans degerlerle karsilastirildiginda daha
yiiksek diizeyde oldugunu gozlemlemislerdir.

Literatirde yer alan ve Tirkiye’de yapilan bir diger caligmada ise yiin
orneklerinde Co, Ni, Zn, Cu, Mn, Cd, Pb Cr, Fe, Na, K, Ca, Mg tayinleri FAAS ve ICP-
OES ile gerceklestirilmistir. Bu aragtirmada ayni1 zamanda 6rnek hazirlama yontemi
olarak secilen kuru kiil etme, yas yakma ve mikrodalga gibi ¢oziiniirlestirme yontemleri

birbiriyle kiyaslanmistir (61).
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Fernandes ve ark. (62) insan sacinda vanadyum tayini gerceklestirmislerdir.
HNO; ve 0.1%’lik (v/v) Triton X-100 kullanilarak bulamag haline getirilen 6rneklerin
Olctimleri ETAAS’de yapilmistir.

Mikrodalga ile ¢oziiniirlestirilen sa¢ orneklerinde ¢inko bakir gibi elementlerin
tayinini gerceklestiren

Kazi ve ark. (63) bu elementlerin kalp krizi geciren hastalarda ve kontrol
grubundaki dagilimini incelemeslerdir. Cinko yetersizliginin ve yiiksek bakir, demir
konsantrasyounun kalp hastaliklarinin gelismesinde rol oynadigini dile getirmislerdir.

Baska bir eser element calismasinda ise ICP-AES kullanilarak sagta Fe, Cu, Mn,
Cd, Ni, Pb, Co ve Zn 6l¢timleri yapilmistir. Yas yakma ile hazirlanan 6rneklerden elde
edilen sonuclar sertifikali referans standart maddelerle karsilastirilmistir (64).

Sag¢ bakir ¢inko ve demir derisiminin sigara kullanim1 ve diyetle ilgkisini aragtiran
Reimers ve ark. (65) coziniirlestirme islemi icin yas yakmayr kullandiklarini
bildirmislerdir.

Batista ve ark. (66) tirnak orneklerinde ICP-MS ve ETAAS ile Cd, Cu, Mn, Ni,
Pb ve Zn derisimlerini belirlemislerdir. ICP-MS ile yapilan 6l¢iimlerde tirnaklar TMAH
kullanilarak ¢oziiniirlestirilmistir. ETASS ile yapilan Octimlerde ise mikrodalgada
cOziiniirlestirme islemini kullanmislardir. Bulunan sonuglar bu iki yontem arasinda
istatistiksel anlamda fark olmadigim géstermektedir.

Ribeiro e ark. (67) kahvede Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Se, Sn ve Zn tayini
icin TMAH ile coziiniirlestirme yontemininin yaninda mikrodalga ve yas yakma
yontemini kullandiklarini bildirmislerdir. Mikrodalga ve yas yakma ile ¢oziiniirlestirilen
orneklerin eser element derisimleri TMAH ile ¢oziiniirlestirilen 6rneklerin eser element
derisimleri ile karsilastirildiginda; TMAH ile hazirlanan orneklerdeki eser element
derisimi, potasyum ve sodyum disindakilerin daha diisiik oldugunu géstermislerdir.

Martins ve ark. (68) sigir karaciger ve kas dokusunda Cd, Pb, Ni, Cr, Cu ve Ag
tayini i¢in, TMAH ile 6rnek hazirlama yontemini sectiklerini bildirmislerdir.

Kopek balig1 karaciger dokusunda civa tayini icin TMAH ile ¢oziiniirlestirmeyi
secen Vieria ve ark. (69) sertifakali referans standart maddelerle uyumlu sonuglar elde

ettiklerini bildirmislerdir.
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Literatirde yer alan bir diger arastirmada ise Silva(70) ve ark. TMAH’nin
mikrodalga ve yas yakma yontemlerine kiyasla ¢cok daha basit ve hizli bir yontem
oldugunu bildirmislerdir.

Literatirde yer alan bircok eski ve yeni Ornek hazirlama y&ntemleri
incelendiginde hepsinin yiiksek basing ve/veya yiiksek sicaklik gerektirdigini
gormekteyiz. Halbuki TMAH nin kullanildig1r 6rnek hazirlama yontemlerinde yiiksek
basing ve/veya sicaklifa gerek yoktur. Yiiksek sicakliga gereksinim duyulmamasi
ozellikle ugucu elementler s6z konusu oldugunda bu elementlerin ortamdan
uzaklagmalarini engelledigi icin TMAH’yi avantajli konuma getirmektedir.

Ayrica TMAH kullanilarak yapilan c¢alismalarda c¢oziiniirlestirme islemi
yapildiktan sonra analit konsantrasyonunda herhangi bir degisim olmadan uzun siire
saklanabildigi bildirilmektedir ki bu da o6zellikle bozulma riski tasiyan biyolojik
ornekler bakimindan son derece énemlidir (70).

TMAH’in yukarida bahsedilen oOzellikleri nedeniyle bu calisma planland1 ve
TMAH ile coziniirlestirme dahil dort ayrn coziiniirlestirme yontemiyle analize
hazirlanan insan saginda, organizma icin Onemi bolim 2.6.1°de ayrintili olarak
aciklanan ¢inko ile toksik ve kolay buharlagabilen bir element olan kursun ol¢iildii.
Cinko ve kursun derisimlerinin ortalamalar sirasiyla Cizelge 4.2 ve 4.5’de verildigi gibi
bulundu. Tiim c¢oziiniirlestirme yontemleri i¢in bulunan ortalama degerler varyans
analizi ile karsilastirildiginda her iki element icin de ortalamalar arasinda 6nemli fark
bulunmadi. Ancak sertifikali standart referans madde CRM BCR-397 insan saginda
yapilan 6l¢iimlerde referanstan degerden bagil sapma TMAH icin hem ¢inko ve hem de

kursun i¢cin % 10’dan biiyiik bulundu (Cizelge 4.3 ve 4.6).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligmada insan saginda ¢inko ve kursunun analizi i¢in kuru kiil etme, diisiik
sicaklikta yas yakma, mikrodalga ile ¢oziiniirlestirme ve TMAH ile ¢oziiniirlestirme
yontemleri karsilastirildi. Yotemin dogrulugu CRM BCR-397 insan sagi standart
referans maddesi ile kontrol edildi.

Kuru kiil etme, diisiik sicaklikta yas yakma, mikrodalga ile ¢oziiniirlestirme ve
TMAH ile coziiniirlestirme yontemleri icin gercek o©rneklerde cinko derisimleri
ortalamalar1 sirastyla N= 20 icin, % 95 Giiven Seviyesinde X + tsb/\/N olarak
199.87+5.58, 191.80+6.00, 188.43+6.15 ve 162.04+6.48 pg/g bulundu. Ortalamalar
arasindaki fark varyans analizi ile karsilastirildi ve istatistiksel olarak ©nemli
bulunmadi. Standart referans madde ile yapilan analizlerde ise bagil hata yine
yukaridaki sirayla % 2.33, % 1.39, %0.94 ve %15.9 bulundu.

Kuru kiil etme, diisiik sicaklikta yas yakma, mikrodalga ile ¢oziiniirlestirme ve
TMAH ile ¢oziiniirlestirme yontemleri igin gercek orneklerde kursun derisimleri
ortalamalan ise sirastyla N= 20 icin, % 95 Giiven Seviyesinde X + tsb/\/N olarak
1.124£0.07, 1.14£0.04, 1.284£0.02 ve 0.91£0.08 pg/g bulundu. Ortalamalar arasindaki
fark varyans analizi ile karsilastirild1 ve istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi. Standart
referans madde ile yapilan analizlerde ise bagil hata yine yukaridaki sirayla % 9.39, %
8.24, % 3.12 ve % 16.7 bulundu.

Elde edilen sonuglar incelendiginde her iki element i¢in de gercek Orneklerde
bulunan ortalamalar istatistik olarak farkli degildi. Ancak elde edilen rakamlara
bakildiginda TMAH ile elde edilen sonuglarin diger ii¢ yontemle elde edilenlerden
olduk¢a diisiik oldugu agikca goriilebilir. Standart referans madde ile elde edilen
sonuclar bu gozlemi destekler sekildedir ve her iki element i¢in de bagil hata TMAH
icin % 10’dan biiyiik bulunmustur. Yine bagil hatalar mikrodalga yontemi ile yapilan
Olctimlerin en tatminkar sonucu verdigini acik¢a gostermektedir.

Bu calismada elde edilen bulgular TMAH’in eser element analizlerinde
cOziiniirlestirme islemleri i¢in diger yontemlere herhangi bir tistiinliik saglamadigini
ortaya koymaktadir. Aksine diger yontemlerle bulunan sonuglarin tamamimin TMAH ile

elde edilenlere gore cok daha uyumlu oldugu soylenebilir. Ayrica TMAH’nin korozif
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etkisi, gbz ve deri yaniklarina neden olabilecegi ve solundugunda veya yutuldugunda
son derece zararli olabilecegi de gbz oniinde bulundurulmalidir.

Bu ¢alismanin sonuclarina dayanarak; insan saginda eser element analizleri i¢in
TMAH ile c¢oziiniirlestirmenin diger yontemlere yeterince iyi bir alternatif yontem

olmadig1 ve mikrodalga numune hazirlama sistemlerinin yerini korudugu soylenebilir.
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