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Serum Aluminyum Tayininde Standart Eğri Grafiği ve 

Standart Ekleme Yöntemlerinin Kullanımı 

Melahat Dirican·, A5uman. H~ ~üler·· 

ÖZEL Bu çalı~ada; serumda aluminyum (Al) tay.ini- için standart eğri grafiği (StEG) ve standart ekleme (StE, 
ekstrapofasyon) yöntemleri atomik absorpsiyon·spektrofotometre cihazmda çaltştlarak, incelendi. Ayrica Al ölçiimii 
yaptlacafi, serum/ara 3 değişik teknikle ön haztr/tk uygu{andt. Bunlar; serwmm direkt kullammt, nıatriks değiştirici 

(MD) il.e: dilue edilmesi ve protein presipitasyonu (PP) teknikler~ydi. Bunlar da yöntemler içinde birbirleriyle 
llıyasl'andi: 

StEG' yVntemiyle direkt serum (n=20) ve PP yapilarak kullandan serumlarda (n=20) ortalama Al düzeyi (X±SS) 
strastyla 103.4 ±22.3 ve 39.0±8.-1 p.g/L olarak bulundu. St E yönteminin ku/lamldtğt MD 'Ii serımı (n=20) ve direkt 
serum (n=20)1u tekniklerde ise bu değer 35.9±9.7 ve 68.8± 16.7 idif. StBG ve StE yöntemleriyle-direkt kullanılan 
serumlarda deney-içi % CV değerleri strastyla 27. 1 ve 20.3 olarak'.bulundu. Biı·değer St E yöntemiyle MD:'fi. teknikte 
8. 3, StEG yönteminin kullamldtğt PP tekniğinde 6.3 olara/risapttındi; MD 'li (St E-. yöntemi) ve PP'teknik/erinin·(StEG 
yöntemi)% "recovery" değerleri strasıyla normal serum havuzunda 86J7 ve.IO.!f; yiik:se~serumıhavuzunda· ise 94.3 ve 
101.7 idi. StEG 'nin ku/lamldığt PP tekniğiyle daha · ix i:% "reoo~e;ry." ve-% <YV dk.ğet.lerinin· e/de edildiği ve 
kullanmı-mm daha güvenilir olduğu sonucuna van/dt. 

Anahtar Kelimeler .Aiuminyum .atomik absorpsiyon spektrofotometri. 

Determination of Seılüm Aluminyum Level With "Standard Addition" and "Standard Curve" Methods 

SUMMARY .In this study. standard addition (StA) and s1andard curve (St C) methods are investigated and com pa red 
with each other for the determination of serum Al /eve/s. Measurements are _ nıade in an atomic absorption 
spectrophotometer after applying the same sera two different preanalytical preparations as ·well as us ing the serum 
directly. These three preanalytica/techniques {direct, matrix modijier (MM) and protein precipitation (PP)] are 
compared with each other, alsa. 

The mean Alleve/s were measıtred as (X±SD) 103.4±22.3 and 39.0±8.4 p.g/ L with the techniques of direct serum 
(n=20) and PP (n=20) in StC method, respectively. ln the method ofStA by the techniques of MM and direct serum, 
the /eve/s were f ound lo be as 35. 9±9.7 rand 68.8± 16.7 p.g/L, respectively. Within-day CV % results were 27. 1 and 
20.3 for the direct serum technique in StC and StA methods, respectively. On the other hand, these results were 8.3 
f or MM technique in StA, and 6.3 f or PP technique in StC. Recovery (%) results weref ound to tbe in normal serımı 

pool as 86.7 and 104 while in high serum pool as 94.3 and 101.7 respective/yf or the MM (StA method) and PP (StC 
method) techniques. Finally, il is concluded that, the use of PP technique in StC method might be more reliable 
because of the beller recovery and CV % results obtained by that way. 

Key Words .Aiuminium .atomic absorption spectrophotometry. 

Aluminyumun (Al) biyokimyası ve toksikolojisi son 
y ıllarda dikkatleri çekmeye başlamış ve birçok 
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araştırıcı tarafından yayg ı n şekilde incelenmeye 
başlanmıştır. Bunun nedeni, Al'un diyaliz ense
falopatisi, osteomalazi ve Alzheimer hastalığı gibi 
hastalıklarda etyolojik bir faktör olduğunun 
düşünülmesidir1 . Biyolojik sıvılarda Al ölçümü, bu 
eser elementin sağlıkta ve hastalık durumlarında 
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etkilerini anlamak bakımından önemlidi~. Al ölçümü 
amacıyla en sık kullanılan yöntem grafit tüplü 
atomik absorpsiyon spektrofotometri (GTMS) yön
temidi~. GTMS yöntemi kolay uygulanabilen, du
yarlı ve güvenilir bir yöntemdir. Bununla birlikte bu 
yöntemle serumda Al tayininde çeşitli güçlüklerle 
karşılaşılır. Bunlardan biri serumun deneye hazır
lanmasıdır. Serumda direkt olarak ölçüm yap ı la

bildiği gibi, çeşili ön işlemler uygulandıktan sonra 
da ölçüm yapılabilir. Bir diğer önemli nokta ise 
ölçüm sonuçlarının değerlendirilmesinde standart 
eğri grafiği (StEG) ya da standart ekleme (StE) 
yöntemlerinin kullanılmasıdır145. Bu çalışmada 
serum örnekleri değişik şekillerde deneye hazırlandı 
ve bu serumlarda Al ölçümü için standart eğri 

grafiği ve standart ekleme yöntemlerinin kullanımı 
incelendi. 

Gereç ve Yöntem 

Ci haz: 

Su çcıiışm~da H 1550 tip grafit tüplü MS cihazı 
(Rank Hilger, Westwood Margate, Kent CT 9 4 JL, 
Ingiltere) kullanıldı. 

Standartlar ve Ayıraçlar: 

Standartlar: "Titrisol" Al standart çözeltisi (Merck, 
prod. No: 9967, Almanya) kullanıld ı. Titrisol 'ün 
tamamı deiyonize suyla 1 litreye tamamlanarak 1 
mg/ml konsantrasyonda Al ana stok çözeltisi hazır
landı. Daha sonra deiyonize suyla (Direkt serum 
StEG yönteminde) veya 15.6 mM nitrik asitle (PP 
yönteminde) uygun şekilde suland ırarak 20, 40, 80, 
125 ve 250 pg/L'Iik Al standart çalışma çözeltileri 
hazırlandı. 

Matriks değ i ştirici (MD): Litrede 2.41 g Mg 
(N03}ı.6HP (Riedel de Haen-AG, Hannover-AI
manya, prod. no 3127 (819538) ve 2 ml Triton X-
100 (BDH Chemical Ltd, prod. no 10168, Ingiltere) 
içeren çözelti MD olarak kullanıldı. 

Temizlik: 

Kullanılan tüm cam malzeme ve polistiren tüpler 2 
moi/L nitrik asitte (BDH Chemical Ltd, prod. no 
10168, Ingiltere) en az 12 saat bekletildi. Daha 
sonrade-iyonize suyla iki kez y ı kandı. Takiben oda 
ısısında ya da 3rc de etüvde kurutuldu. 

Örneklerin Hazırlanması: 

Kan örnekleri 20 sağlıklı erişkinden elde edildi. 
Vacutainer tüpleri (Lot no. 6430-6 P005, Becton
Dickinson, Fransa) ne alınan örnekler pıhtı laştıktan 
sonra 1500-2000 devir/dk hızda ve 1 O dk santrüfüj 
edilerek serumları ayrıldı. 

a) PP tekn iğine göre serumların hazı rlanması: 1 ml 
serum "Röhren" marka polistiren tüpe kanarak 
varteks (Heidolp-Aimanya) ile karı ştın lı rken 

üzerine 50 pl nitrik asit (1 5,78 M) eklendi ve 1 dk 
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daha vortekslendi. Daha sonra 5 dk süreyle 70°C 
de su banyosunda bekletilen örnek tekrar 1 O sn 
daha vortekslendi. Takiben 10 dk 1000-1500 
devir/dk hızda santrüfüj edilerek süpernatanları 

ayrıld ı. Süpernatan alınarak burada Al tayini 
yapıldı4 

b) MD tekniğ ine göre serumların hazırlanmas ı : Se
rum örnekleri 1:1 oranında MD olarak kullan ı lan 

çözeltiyle karıştı rı ldı. 

Serumların hazırlanma iş lemleri deneyden hemen 
önce yapıldı. Böylece dışardan Al bulaşma riski 
önlenmeye çalışıldı. 

Kontrol Serum Örnekleri: 

1) Normal serum havuzu: Sağlıklı 20 erişkinden 
elde edilen serumlar karıştırılarak hazırland ı. 

2) Yüksek kontrol serum havuzu: Diyaliz tedavisi 
gören 40 hastanın serumları ka rı ştırı larak hazı r

landı. 

Serumlar 20 adet nitrik asitle temiz lemiş olan 
polistiren tüplere bölünerek deney yapı lana kadar 
-20°C'de saklandı. 

Yöntem: 

MS cihazı şu şekilde çalışmaya hazı r land ı : Dalga 
boyu: 308.5 nm slit açıklığı : 110 p m, Al katod 
lambası akım gücü: 6 mA, soğutma suyu akış ı : 2 
Lldk, integrasyon süresi: 10 sn, Argon gazı akım ı: 

7 Lldk. Güç kaynağ ı programı: Kurutma 35 sn 
135°C, küllendirme 40 sn 1400°C bekleme 5 sn, 
atamizasyon 5 sn 2800°C şeklinde ayarlandı. 
Numune hacmi 1 O p l idi. 

PP tekniğiyle serum Al tayininde StEG yöntemi 
kullan ıld ı. Bu teknikle hazı rlanan serumların 
süpernatanları ndan 1 O p l alı narak grafit tü pe verildi 
ve absorbansları ölçüldü. Bu iş lem 3 kez tekrar
lanarak ortalama absorbans değeri saptandı. 
Saptanan bu değer 15.6 mM nitrik asitle haz ı rlanan 
Al standartları kullanarak çizilen standart eğri 
grafiğ inden değerlend irildi (PP'Ii teknik StEG 
yöntemi). 

MD tekn iğinde ise St E yöntemi ku llan ıld ı. 1:1 MD ile 
dilüe edilen serumdan 1 O p l alına rak cihaza verildi 
ve absorbansı ölçüldü. Daha sonra dilüe olmuş 2 
ml serum üzerine 1 O mg/L konsantrasyonda hazı r
lanan Al standartından 5 p l eklendi ve yine absor
bansı ölçüldü. Bu ekleme iş lemi 2 kez daha yapı ld ı. 
Böylece Al konsantrasyonu 25, 50 ve 75 pg/L 
artı rı lmı ş oldu (Eklenen hacim mikta rı "recovery" 
sonuçlarını etki lemediğ inden gözard ı ed ilmişt ir). 
Ekleme yapmadan ölçülen absorbans değeri y ek
senine, konsantrasyonlar ise x eksenine yazı larak 
bunlara karşı lık okunan absorbans değerleri 
işaretlendi. Eğrinin x eksenini negatif bölgede 
kestiğ i nokta örnekteki Al miktarı olarak 
değerlend irildi (MD'Ii teknik StE yöntemi)46

. 
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Serum aluminyum tayininde 

Serumun doğrudan kullanıldığı durumda ise 2 
yöntemle (StEG ve StE) Al düzeyi ölçüldü. 
Bunlardan birincisinde serumdan 10 pl alınarak 

cihazda absorbansı okundu ve okunan sonuç 
deiyonize suda hazırlanan standartlarla çizilen 
standart eğri grafiğinden değerlendirildi (Direkt 
serum StEG yöntemi). Diğer yöntemde ise 2 ml 
serum üzerine MD'Ii teknik StE yönteminde 
anlatıldığı şekilde standart ekleme yapılarak Al 
düzeyleri ölçüldü (Direkt serum S tE" yöntemif 1. 

Bulgular 

20 serum örneğinde PP, MD'Ii teknik ve direkt 
serum kullanılarak StEG ve StE yöntemleriyle 
saptanan Al değerleri Tablo: l 'de verilmiştir. 

Tablo: 1- Kullanı lan çeşitli yöntemlerle saptanan 
ortalama alüminyum değerleri (j.!g/L) 

Örnek Aritmetik Standart Standart 
YÖNTEMLER Sayısı Ortalama Sapma Hata 

St. Eğri Grafiği 

PP Tekniği 20 39.0 8.4 1.9 
Direkt Serum 20 103.4 22.3 5.0 

Standart Ekleme 
MD Tekniği 20 35.9 9.7 2.2 
Direkt Serum 20 68.8 16.7 3.7 

Bu yöntemlerle saptanan ortalama Al değerleri 

birbirleriyle karşılaştırı ld ı. Sonuçta sadece PP ve 
MD'Ii tekniklerle elde edilen değerler aras ı nda 

istatistik açıdan fark bulunmadı (p > 0.05). Diğer 
tüm karşı laştı rma larda ara ları nda çok an lam l ı fark 
olduğu saptandı (p < 0.001 ). 

Al tayininde kullanılan yöntemlerin gün-içi isabet 
derecesini (with-in day precision) belirlemek 
amacıyla yapılan çalışmaların sonuçları Tablo: ll ve 
ll l'de görülmektedir. 

Tablo ll- Direkt serum StEG ve StE yöntemleriyle 
normal kontrol serum havuzunda saptanan 
gün-içi % CV değerleri 

örnek Aritmetik Standart 

YÖNTEMLER Sayıs ı Ortalama (pg/L) Sapma % cv 

StEG Yöntemı 10 101 .5 27.5 27.1 

StE Yöntemi 10 68.2 13.9 20.3 

Günler-arası isabet derecesinin saptanması 

amacıyla 1 O gün süreyle normal ve yüksek kontrol 
serum havuzları MD ve PP teknikleriyle çalışıldı 
(Tablo: IV). 

PP ve MD'Ii tekniklerle StEG ve StE yöntemlerinin 
doğruluk derecesinin saptanması amacıyla 
"recovery" çalışması yapıldı. Bu amaçla örneklere 
Al konsantrasyonu 1 O mg/L olan standarttan 5 pl 
eklenerek Al içerikleri 25 pg/L artı rıldı. Elde edilen 
değerler Tablo: V 'de görülmektedir. 
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Tablo: lll- MD' li Serum StE ve PP StEG 
yöntemleriyle normal ve yüksek kontrol 
serum havuzlarında saptanan gün-içi 
% CV değerleri 

Y Ö N T E M L E R 

PROTEiN PRESIPITASYONU MO'Ii SERUM StE 

n Normal Havuz Yüksek Havuz Nonnal Havuz Yüksek Havuz 

x· ı ss ı %cv X 1 SSj%CV X ı ss ı %CV X T ss ! %CV 

10 39 9 2.4 61 89.7 3.7 4.1 36 1 3.0 8.3 78.4 3.3 4.2 
10 40.2 2.7 66 911 2.5 27 
20 40.1 2.5 62 90 4 3.1 35 

• (pg/l.) 

Tablo: IV- StEG ve StE yöntemleriyle saptanan 
günler-arası % CV değerleri 

Y Ö N T E M L E R 
SERUM PP StEG Yöntemi MD'Ii SIE Yöntemi 
HAVUZU x. ss % CV x ss % CV 

NORMAL HAVUZ 44.5 3.6 8.1 41 .2 4.1 10.0 
(n=10) 

YÜKSEK HAVUZ 95.0 4.3 4.5 83.5 3.8 4.5 
(n=10) 

• (pg/L) 

Tablo: V- StEG ve StE yöntemleriyle normal ve 
yüksek kontrol serum havuzlarında elde 
edilen % "Recovery" değerleri 

E kle- StEG Yöntemi (PP Tekniği) StE Yöntemi (MD Tekniği) 
nen Al 

Ölç. Al (pg/L) Recovery (%) Ölç. Al (pg/L) 
Miktarı 

Recovery (%) 

(pg/L) NSH YSH NSH YSH NSH YSH NSH YSH 

- 40 91 - - 26 70 - -
25 62.5 117 96 101 41 91 81 96 
so 92 140 102 99 68 112 89 93 
75 127 174 111 105 91 137 90 94 

NSH = Normal Serum Havuzu YSH = Yüksek Serum Havuzu 

Ta rtışma 

Bu çalışmada serumlara 3 değ işik teknik uygula~ 
narak Al miktar belirtimi yapıldı. Serumlar doğrudan 
kullanıldı ya da protein presipitasyonu uygulanarak 
veya matriks değiştiriciyle su landırılarak deneye 
hazı rlandı. Al miktar belirtiminde standart eğri 

grafiği ve standart ekleme yöntemleri kullanıldı. 

Serumun direkt olarak hiçbir ön işlemsiz kulla
nılması kolaydır, az numune gerektirir ve bulaşma 
rıski azdır. Ancak numunenin grafit tüpte yanması 
sonucu artık birikimi (Memory effect) olayı risktir. 
Biriken bu artıklar bir sonraki deneyin doğruluğunu 
bozar. Grafit tüpte oluşan bu artı kların temizlenmesi 
pratik değildir, ayrıca etkin olarak da yapılamaz8 9. 

Çalışmamızda direkt serumun kullanıldığı yöntem
lerle elde edilen serum Al düzeyinin çeşitli · 
araştırmacıların aynı yöntemlerle saptadıkları 
değerlerden oldukça yüksek olduğu bu lundu67

·
10

. 
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Ayrıca isabet derecesinin her iki yönte~de __ (StE~ 
ve StE) arzu edilenin çok üstünde oldugu gozlendı 
(Tablo: ll) . 

p p tekn iğ i StEG yöntemiyle serumd~ _Al tayinin~e. 
serum proteinleri nitrik asit ve ıs ı ~tkısıyle ?e~a-~~~e 
edilir ve daha sonra santrifüj ed ı lerek çökturulur. 
Böylece, bunların neden olduğu matriks etkileri 
ortadan kaldı rı lır. PP tekn iğ iyle "background" 
düzeltimine gerek duyulmaz. Ayrıca bu tekniğin en 
büyük avantaj ı standart eğri grafiği yöntemiyle 
çalışmayı mümkün kılmasıdır4• 

PP'dan başka serum su land ı rı larak da deneye 
hazırlanabilir. Bunlardan biri serumun distile suyla 
sulandırılmasıd ı r11 . Bu iş lem, grafit tüpte artı k 
birikimini ve matriks etkilerini azaltır. Ancak bunun 
yanısıra sensitiviteyi de azaltmaktad ı r1 . Serumun 
dilüe edilmesi çeşit l i matriks değiştiricilerle de 
yapılabi l ir912 . Bu maddelerin ku llan ım amacı , ata
mizasyanun etkinliğ i ni artırmak ve artık birikimini ve 
dolayısıy la bellek etkisini azaltmakt ı r. Ancak matriks 
değ iştiricilerle serumun su landı rı larak çalı ş ı lması 

matriks etkilerini yok edemez4
. Bu nedenle StE 

yöntemiyle çalışmayı gerektirir. 

Çalışmamızda çeşitli yöntemlerle elde edilen Al 
değerleri birbirleriyle karş ı laştırıldığında MD'Ii 
yöntemle (StE) PP yapılan yöntem (StEG) arasında 
istatistiki yönden farklılık olmadığı saptand ı. StE 
yönteminin kullanıldığı MD'Ii teknikle % "recovery" 
değeri normal serum havuzunda ortalama 86.7, 
yüksek kontrol serum havuzunda ise ortalama 94.3 
olarak bulundu. PP tekniğinde ise bu değerler 
sırasıyla 104 ve 101 .7 idi. 

Gün-içi ve günler-arası isabet dereceleri bakı
mından da StEG (PP tekniği) yöntemiyle elde 
edilen değerlerin StE (MD'Ii teknik) yöntemine 
kıyasla daha iyi olduğu sonucuna varıldı (Tablo: lll 
ve IV). Numunenin Al içeriğ i arttı kça hem % "reco
very" hem de isabet derecesi artar. Çalışmamızda 
saptadığım ız değerler çeşitli kaynaklarla uygunluk 
göstermektedir13

.
14

"
15

. 

PP tekniğinde kullanılan nitrik asitli standart eğri 
grafiğ in in lineeritesi O'dan 125 pg/L ye kadardı. 
Günlük ufak değişimler nedeniyle standart eğri 
grafiği her gün çizildi. Lineerite konusunda bildirilen 
değerlerin bazıları bizim değerlerimizle uygunluk 
gösterirken2

.4·
16

, bazı araştırıcı lar 500 ve 1000 
pg/L'ye kadar standart eğrilerin in lineer olduğunu 
bild irmişlerdir12 · 1 7 . 

Çeşitli çalışmalarda normal sağlıklı erişkinlerde 
ortalama serum Al düzeyi 1.6 ile 55 pg/L olarak 
bildirilmiştif3· 1 0· 151 7 . PP ve MD'Ii yöntemde 
saptadığ ımız değerler (Sırasıyla 39 ve 35.9 pg/L) 
bazı araştırıcıların saptadıkları değerlere oldukça 
yakındı7·17 . Incelenen hemen tüm çalışmalarda 
çalışmamızdan farklı olarak pirolitik olarak 
kaplanm ış grafit tüp ve ısı yı stabilleştiren 
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platformların kullan ı ldığı görüldü. Bun ların kullanımı 
çeşitli avantajlar sağlar. Standart grafıt tüpler 
gözenekli olduğu ndan karbid oluşumuna meyillidir 
ve tüpün yüzeyi kullan ı ldıkça yapı sal değişikliğe 
uğrar. Sonuçta atomizasyonun etki nl iği bozulur. Bu 
sorun pirolitik grafıt tüplerle aş ı l ı r . Isı stabilize edici 
platformlar da atomizasyonun etkin olarak yapıl
masına yardımcıdı~· 11 ve deneyin isabet derece
sinin artım ına katkı sağ lar4 

Çalışmanın sonucunda; 

1- Serumda Al miktar belirtiminde serumun 
doğrudan ku lla nıld ı ğı StEG ve StE yöntemleriyle 
elde edilen sonuçları n isabet derecelerinin iyi 
olmadığı ve diğer ku lla nı lan yöntemlerle uy
gunluk göstermediği görüldü. 

2- StEG ile kullanı lan PP tekniğiyle saptanan orta
lama Al düzeyi ile StE yöntemiyle (MD'Ii teknik) 
elde edilen değerler aras ında istatistik olarak 
fark bulunmadı. Bunun sonucunda StEG yön
temi, StE yöntemine kıyasla daha kolay ve az 
zaman a l ıc ı ol mas ı nedeniyle tercih edilebi leceği 

düşü n üldü. 

3- Ayrıca, StEG (PP tekniği) yöntemi ile elde edilen 
gün-içi ve günler-aras ı % CV ve % "recovery" 
değerlerin in StE (MD'Ii teknik) yöntemiyle elde 
edilen değerlere kıyasla daha iyi olduğu görüldü. 
Böylece, StEG (PP tekniğ i) ile serumda Al tayi
ninin daha güvenilir ve daha doğru sonuç verdiğ i 
kan ı s ı na varıld ı. 
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