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ÖZET 

Bu çalışmada, standart eğri grafiği (StEG) yöntemi ile alüminyum (Al) tayi
ninde kullanılacak senını örneklerinin hazırlanmasına ilişkin iki tekniğin kıyaslan
ması amaç/andı. Bunlar: a) Protein presipitasyonu (PP) ve b) Matriks değiştinci 
(MD )'/erin kııllanıldığı teknik/erdi. Tüm ölçümler grafit tiiplü atomik absorpsiyon 
spektrofotometri (AAS) cihazında gerçekleştirildi. 

PP senını matriks bileşenlerinden ileri gelen interferansı ön/ediği için "back
ground" düzeltinline gerek kalmadı. Oysa MD'de "background" düzeltimi gerekli idi. 
Sonuçta; "recovery" daha yüksek, deney içi % CV değerleri ve matriks interferansı 
daha az bulunduğıt için, PP'nun MD tekniğine göre daha duyarlı ve doğnı sonuçlar 
verdiği kanısına van/dı. 
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SUMMARY 

The Use of The "Protein Precipitation" and "Matrix Modifier" Tecbriques 
in Serum Aluminuro Determination 

We aimed to compare protein precipitation (PP) and the use of a matrix 
modifier (MM) teclınique in sernm aluminum (Al) detemıination, witlı the "stan
dard curve method". All the measurements were perfomıed on the atomic absorp
tion spectrophotometry (AAS) apparatus with graphite tube. 

PP appeared to eliminale interferences arising from the serum matrix and 
there was no need left for background co"ection white MM needed. In conclusion, 
because the recovery was higer, within-run precision va/ues and tlıe matrix iııteife· 
rences were found to be tower, PP was accepted to be the more sensitive and accu· 
rate teclınique than the MM, in serum Al detemıination. 

GiRIŞ 

Alüminyum (Al) yeryüzünde ençok bulunan metallerden üçüncüsüdür. 
İnsanlarda Al zehirlenınesi nadir olmakla birlikte böbrek yetmezliği son devre· 
sinde olan ve hemodializ uygulanan hastalarda hiperfosfatemi'yi önlemek ama· 
cıyla çok miktarda Al içeren ilaçlar kullanılmaktadır. Bunun sonucunda ise Al; 
beyin, kemiklerde ve karaciğerde birikerek, ensefalopati ( dializ demansı), vita· 
min D'ye dirençli osteomalazi ve mikrositik anemi gibi durumlara yol açabilir. 
Bu nedenlt:rden dolayı dializ yapılan hastalarda serum Al konsantrasyonunun 
kontrol altında tutulması önemlidir14 . Al tayininde genellikle AAS kullanılmak· 
tadır. StEG veya St ekleme (ekstrapolasyon) yöntemlerinden birisi ile gerçek· 
leştirilen Al ölçümlerinde doğru ve güvenilir bir sonuç elde etmek için bir çok 
noktaya dikkat edilmesi gerekir.İşte bunlardan birisi de ölçümü yapılacak örnek· 
!erin, deneye hazırlanmasıdır. Örnekte doğrudan ölçüm yapılabileceği gibi, analiz 
öncesi örneğe bir takım işlemler de uygulanabilir. Biz serum Al miktar belirti· 
minde en iyi5s~nucu alabilmek için, ölçüm öncesi örneklere uygulanan iki tekniği 
(PP ve MD) · bu çalışmamızda irdelemeye çalıştık. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Cihaz: Bütün ölçümler H 1550 tip grafit tüplü AAS cihazında (Rank Hil· 
ger, Westwood Margate, Kent CT 9 4JL-England) yapıldı. 

Kullamlan Malzeme: Kan örneklerinin alımında kırmızı kapaklı "vacutai· 
ner" tüpler (lot no. 6430-6 P005, Becton-Dickinson, B.P., No. 37-38241 Meylan 
Cedex-Fransa) kullanıldı. PP tekniği ile örneklerin hazırlanmasında, serumlar 
"Röhren" marka (100 x 15 mm No. 55-466, Sarsted-Almanya) polistiren tüplere 
aktarıldı. Diğer serum örneklerinin saklanmasında ve standartların hazırlanma· 
sında kullanılan polistiren tüplerin markası ise "Amersham International Limited 
No. 500, W. Sarsted-Almanya" idi. 
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Standartlar, kontrol ve serum örnekleri grafit tüpe 20 ıı.l'lik ayarlanabilir 
otomatik pipet (Gilson Code No. P 20 H 23600-Fransa) yardımıyla verildi. Her 
örnek için ayrı "disposable" plastik pipet uçları (Clinipette-Tips, Lahara Mann
heim GmbH für Labor-Technik) kullanıldı. 

Kimyasal Maddeler: 

1. Nitrik Asit: "BDH Chemical Ltd.-Prod. No. 10168-İngiltere", bütün ay
raçların ve standartların hazırlanmasında kullanıldı. HN03 % 69-70.5, d = 1.42 
g/cm3 ve Al içeriği % O.OOOOl'di. 

2. Mg(NOJ)z.6Hz0: Matriks değiştirİcİ olarak kullanılan bu madde "Rie
del-de Haen-AG, Hannover/Almanya" firmasının 3127 (819538) no'lu ürünü idi. 

3. Triton-X 100: "BDH Chemical Ltd.-Prod. 30632-İngiltere", matriks 
değiştirici olarak kullanıldı. 

Temizlik: Tüm cam malzeme 2 moVL nitrik asit'te yaklaşık ı2 saat bekle
tildikten sonra, iki kez de-iyonize suya 10 kez hatırılarak yıkandı. 37"C'a kadar 
ısıtılmış etüvde veya oda ısısında havada kurutuldu. Deneyierin tozsuz ortamda 
gerçekleştirilmesine dikkat edildi. 

Standartlar: 

"Titrisol", Al standart çözeltisi (Merck, Prod. No. 9967-Almanya)'nden 
hazırlandı. Bu çözeltinin Al içeriği: 1.000 g + 0.002 gl Al Ch suda) idi. Titrisol'ün 
hepsi distile suyla ıooo ml'e tamamlandı ( = Ana Stok Al çözeltisi). Böylece son 
Al konsantrasyonu ı mg/ml'de oldu. Ana Stok Al çözeltisinden önce 15.6 
mmoi/L (ı mi/L'de) nitrik asit'le sulandırılarak ıo mg/L'de "Ara Stok Al çözelti
si", bundan da gene aynı nitrik asitle sulandırılarak 20, 40, 80, ı25 ve 250 ıı.g/L'Iik 
"Al standart çalışma çözeltileri" hazırlandı. Bu standartlarla çizilen eğri, PP tek
niğinin uygulandığı yöntemde kullanıldı. 

• MD tekniğinin uygulandığı yöntemde ise iki değişik standart eğri çizildi. 
Bunlar: a) Sulu StEG: Yukarıda belirtilen konsantrasyonlarda ama suda hazırla
nan standart çalışma çözeltileri ile çizildi. b) MD'Ii StEG: ı ıng/ml'de Al içeren 
"Ana Stok Al çözeltisi", litrede 2.41 g Mg(NOJ)2.6Hz0 ve 2 ml Triton-X ıoo içe
ren MD ile sulandırılarak, 20, 40, 80, 125 ve 250 ıı.g/L'Iik standart Al çalışma çö

zeltileri hazırlandı. 

Örneklerin Hazırlanmasi: 

"Vacutainer" tüplere alınan kan örneklerine, oda ısısında pıhtılaştıktan 
sonra, ı500-2000 devir/dk hız ve 10 dk süreyle santrifüj uygulanarak, serumları 
ayrıldı. a) pp tekniği5·9·10: 1 ml serum "Rohren" tüpüne konduktan sonra, varteks 
(Heidolp-Aimanya)'le karıştınlırken 50 ıı-1 (15.78 moVL) nitrik asit eklendi ve ı 
dk daha vortekslendi. Sonra 5 dk süreyle 70°C'da bekletilen örnek, tekrar 10 sn 
daha vortekslenerek, 10 dk 1000-1500 devir/dk hızda santrifüj edildi. Süpernatan 
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alınarak bunda Al tayini yapıldı. b) MD tekniği5·6: MD olarak litrede 2.41 g 
Mg(N03)2.6HıO + 2 ml Triton-X 100 içeren çözelti hazırlandı. Bu çözelti 1:1 
oranında serumla karıştırıldıktan sonra örnek hazırlanmış oldu. Çalışılan serum 
örnekleri antiasit kullanmayan 20 sağlıklı erişkinden ve 40 tane de dializ hasta
sından elde edildi. AAS cihazına ölçüm için verilen örnek hacmi 10 ıJ idi. Tüm 
örnekler deneyin hemen öncesinde hazırtandılar. Böylece, Al bulaşma riski azal
tılmaya çalışıldı. 

Kontrol Serum Örnekleri: 

"Kontrol" olarak iki serum havuzu hazırlandı. 1) Normal havuz: Normal, 
sağlıklı 20 erişkinden elde edilen serumlar karıştırılarak bu birer ml'lik kısırnlara 
ayrıldı. Ağızları parafilm'le kapatıldı. Çalışıl~cağı güne kadar - 20°C'da, derin 
dondurucuda saklandı. 2) Yüksek kontrol serum havuzu ise, dializ gören 40 has
tadan elde edildi. Normal kontroller gibi saklandı. Her çalışmada deneyin güve
nilirliğini göstermek amacıyla bir yüksek, bir normal kontrol çalışılarak, değer
lendirildi. 

IŞLEM: 

Ölçüm öncesi AAS cihazı aşağıda belirtilen şekilde hazırlandı. Dalga 
boyu: 308.5 nm, "slit" açıklığı: 110 11-m, katot lambası akım hızı: 7 Udk, soğutma 
suyu akış hızı: 2 L/dk. Güç kaynağı programı ise; kurutma 35 sn-135°C, küllen
dirme: 40 sn-1400°C, bekleme: 5 sn, atomizasyon: 5 sn-2800°C, bekleme 30 sn. 

Örneklerin çalışılması: Hazırlanan standartlar, kontrol ve serum örnekle
rinden her seferinde 10 11-l grafıt tübe verildi. Her örnek üç kez çalışılarak, ab
sorbanslarının ortalaması alındı. Bu ortalama absorbans değerlerinin eşdeğer ol
dukları A~ konsantrasyonları StEG'nden belirlendi. MD tekniği ile saptanan so· 
nuçlar dilusyon faktörü 2 ile çarpılarak, düzeltim yapıldı. Yaklaşık her 7-8 öl

çümden sonra cihaz bir kez boş olarak çalıştırıklı. Böylece "memory effect" ön
lenmek istendi. 

Yöntem çalışmalara: Her serum örneği (n = 20) ve kontrol serumları iki 
değişik teknikle hazırlanarak çalışıldı. PP tekniği uygulananlarda absorbanslar 
"nitrik asit'li StEG'nden okundu. MD tekniği uygulanan yöntemde elde edilen 

absorbanslar ise iki değişik StEG'nden (sulu ve MD'li) okunarak belirlendi. Son
ra, elde edilen sonuçlar istatistiksel yöntemlerle kıyaslandılar. 

BULGULAR 

20 serum örneğinde, PP ve MD tekniği uygulandıktan sonra ölçülen Al or
talama değerleri Tablo l'de gösterilmiştir. 
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Tablo: ı - Aynı Serum Örneklerine PP ve MD Tekniai Uygulandıktan 

Sonra Elde Edilen Al Ortalama Deaerieri ve Birbirleriyle 
Kıyaslanmaları 

Yöntemler 

pp MD 
Serum Al n= 20 Sulu StEG MD'li StEG 
(~g!L) ~=20) ~=20) 

X± SS,SH X± SS,SH X± SS,SH p 
. 

p p " 

Degerieri 39+8.4,1.88 77.5 + 13.95,3.12 67.8 + 11.67,2.61 <0.001 <0.001 <0.05 

P: PP ile MD (sulu StEG'nden okunan sonuçlar) arasındaki farkın istatistiksel önemlilik derecesi 
P': PP ve MD (MD'Ii StEG'nden okunan sonuçlar) arasındaki farkın istatistiksel önemlilik derecesi 
P": MD teknigi ile çahşıldıgtnda, sulu ve MD"Ii StEG'Ierinden okunan degerierin ortalamalan ara
sındaki farkın istatistiksel önemlilik derecesi 

"Recovery" Çalışmaları: PP ve MD tekniği uygulandıktan sonra yapılan 
ölçüınierin doğruluk derecesini (accuracy) irdelemek amacıyla, normal ve yüksek 
Al konsantrasyonlu serum havuzlarında bir dizi "recovery" çalışması yapıldı. İki 
yöntemde de her seferinde örneğe Al içeriği 10 mg!L olan standart'tan 5 ~I 
eklendi. Böylece her eklemede Al içeriği 25 ~g!L artırılmış oldu (Tablo: II). 

Tablo: ll - PP ve MD Teknikleri ile Normal ve Yüksek Al Içerikli 

Eklenen Al 
(mg/L) 

25 
50 
75 

Serum Havuzlarında Elde Edilen "Aecovery" Deaerieri 

PPTEKNİGİ MDTEKNİGİ 
Normal serum 

havuzu 
Ö lçülen 
Al(~g/L) 

40 
63 
92 

127 

"Recoveıy" 

(%) 

96 
102 
111 

Yüksek serum Normal serum Yüksek serum 
havuzu havuzu havuzu 

Ölçülen "Recoveıy" Ölçülen "Recoveıy" Ölçülen "Recoveıy" 
Al(~g/L) (%) Al(J..Lg/L) (%) Al(~g/L) (%) 

91 26 70 

117 101 41 81 91 96 

147 99 68 89 112 93 

174 105 91 90 137 94 

lnterferans ve "Background" Etkileri: 

"Background" etkisini görmek için her iki yöntemde de, döteryum lambalı 
ve lambasız ölçümler yapıldı. PP tekniği uygulandığında, serumda ençok interfe
ransa yol açan proteinler ortamdan uzaklaştırdığı için, "background" düzettimine 
gerek olmadığı görüldü. MD'Ii yöntemde ise, döteryumla düzeltim, absorbans 
değerlerinde azalmaya yol açtı. Bu serumda bulunan maddelerin interferans yap
tığını gösteriyordu. Ama, döteryumlu çalışılınca, sistemin dengeye gelmesi için 
"slit" açıklığını çok miktarda genişletmek gerekiyordu. Bunun ise, ölçürnün güve-
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nilirliğini azalttığı düşünüldü. Sonuçta, "background" düzeltimi yapmadan PP 
teknikli yöntemle daha güenilir ölçüm yapıldığı kanısına varıldı. 

Tekrarlanabilirlik (isabet derecesi, "precision"): 

Deney içi tekrarlanabilirlik: Normal ve yüksek Al içerikli serum havuzla

rında PP tekniği ile aynı örnek bir günde 10 kez, gene aynı örnek bir günde 20 
kez çalıştırılarak, n = 10, 10 ve 20 için deney içi varyasyon katsayıları (% CV) 

belirlendi. Gene aynı örnek 10 gün süreyle, günde bir kez çalışılmak suretiyle, 
normal ve yüksek havuzlarda PP yöntemine ait "deneyler arası % CV değerleri 

saptandı (Tablo: III). MD'li yöntemde ise normal havuzda, n = 10 ve 20 için de
ney içi % CV değerleri belirlendi (Tablo: IV). 

Tablo: lll- PP'Ji Yöntemde Normal ve Yüksek Al Içerikli Havuzlarda 

Saptanan Deney Içi ve Deneyler Arası % CV DeOerleri 

Tekrarlanabilirlik 
Deney İçi Deneyler Arası 

Normal havuz Yüksek havuz Normal havuz Yüksek havuz 

n X ss 

10 39.9 2.42 
10 40.2 2.66 
20 40.1 2.48 

% CV X ss % CV x ss %CV X 

6.09 89.7 3.65 4.06 44.5 3.6 8.09 95 
6.62 91.1 2.47 2.71 
6.19 90.4 3.12 3.45 

Tablo: IV - MD'Ii Yöntemde Normal Havuzda 

Elde Edilen Deney Içi % CV Değerleri 

Deney İçi Tekrarlanabilirlik 
A A ' 

n X ss % CV X ss % CV 

10 83.7 16.75 20.01 72.9 14.23 19.52 
10 71.5 6.87 9.61 62.7 5.23 8.34 
20 77.5 13.95 18.0 67.8 11.67 17.2 

A: Sulu SEG'nden okunan degerierden elde edilen veriler 
A': MD'Ii SEG'nden elde edilen veriler 

SS %CV 

4.27 4.49 

Duyarlılık (sensitivite) 11
: PP' lu yöntemde n = 20 "duyarlılık sınırı" 

(LOD, limit of dctcction) 4 !J..g/L, "ölçüm sınırı" (LOQ, limit of quantitation) ise 

16 !J..g/L olarak bulundu. PP'lu yöntemde kullanılan nitrik asit'li standart eğri ve 
MD'li yöntemde kullanılan sulu ve MD'li standart eğri'lerin ortalama "eğim" 
değerleri ( = mA + !J..g/L), doğru denklemleri ve birbirleri ile korrelasyonları 
Tablo: V'dc belirtilmiştir. Standart eğrilerin eğimlerinde günlük ufak değişimler 
gözlendi. Yöntemin duyarlılığını gösteren bu değişimleri cihaza ilişkin örneğin; 
grafit tübün eskimesi, şehir elektrik voltajında ki değişimler gibi nedenlerle or
taya çıktığı düşünüldü. 
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Tablo: V - Standart EQri EQimleri ve Birbirleri ile Korrelasyonları 

Eğim (=mA-;- ı.ı.g/L) 

Eğrinin Cinsi n Ortalama ss SH y 

1. Nitrik asit'li 13 0.72 0.04 0.01 = 2.04 + 1.406X 
2. Sulu 7 0.68 0.04 0.02 = 2.47 + 1.291X 
3.MD'Ii 6 0.63 0.02 0.01 = 0.408 + 1.508X 

Kıyaslanan Eğriler y r 

1-2 51.123- 0.164X - 0.265 
1-3 49.876- 0.161X -0.235 
2-3 50.115 + 0.355X 0.318 

Dogruluk derecesi (Accuracy): 

Doğrusallık (lineerite): Nitrik asit'li, sulu ve MD'li olarak çizilen standart 

eğriler sırasıyla O'dan 125, 250 ve 125 ı.ı.g/L değerlerine kadar doğrusaldı. Stan
dart eğrilerin hergün aynı doğrusallıkta oldukları saptandı. 

TARTIŞMA 

Serum Al tayininde ölçüm yapılacak örneğin hazırlanması önemlidir. Bu 

araştırmada, serumda Al tayini ve seruma uygulanabilecek iki ön işlem incele
nip, kıyaslanınaya çalışılıruştır. Bunlar MD ve PP teknikleridir. Genel olarak her 

ikisinin de bazı iyi ve kötü yönleri vardır. Örneğin; seruma eklenen herhangi bir 

MD, atomizasyon esnasında, Al sinyallerinin gözükınesini hızlandırır, ama se

rumdan ile ri gelen matriks interferanslarını engellemez12. Bu nedenle "back

ground" düzeltimi gerekli olur veya "standart ekleme" ( ekstrapolasyon) yöntemi 

ile Al miktar belirtimi yapılması gerekir. Bu yöntemde örnek matriksi kendi 

standardı olarak bulunduğu için, matriks interferans sorunu ortadan kalkmakta

dır. Ama ekstrapolasyon "StEG yöntemi"ne kıyasla son derece zor ve uzun za
man alan bir yöntemdir. Gene MD'Ierin eklenmesi ile standart eğrilerin doğru
sallığında 200 ı.ı.g/L Al konsantrasyonlarına kadar bir artış olduğundan söz edil

mektedir13. Ama doğrusallığı artıran esas faktör, grafıt fırına eklenen "ısı stabilize 

edici bir platform" dur. Platform ve kimyasal MD'ler birlikte en iyi etkiyi göste
rirler ve doğrusallığı 600 ı.ı.g/L konsantrasyonuna kadar arttırırlar. Bizim cihazı

mızda böyle bir platform olmadığı için bu etkiden yararlanmak olası değildir. 

MD ile birlikte kullanılan Triton-X 100 maddesi ise grafit tüptekalıntı oluşumu

nu, dolayısıyla "memory effect"i azaltmaktadır14. 
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PP tekniğinde matriks interferansına yol açan, seruma ait diğer faktörler 
ortamdan uzaklaştırılmış olur. Matriks interferansının azalması sonucu, "back

ground" düzeltimine gerek kalmaz. Ölçüm esnasında, protein içeren örneğin yan
ması ve kömürleştirilmesi ile gra.fit tüptekalıntılar meydana gelir. PP ile protein
ler uzaklaştırılacağı için, oluşan kalıntı miktarı azalacaktır. Aynı sonuç, örneğin 
sulandırılması ile de elde edilir15·16. Buna bağlı olarak örneklerin tüpe verilme
sinden önce tüpü temizlerneye gerek kalmaz. Ayrıca örneğin kurutulması ve kö
mürleştirilmesi için gerekli zaman süresi kısalır. Bunlar sonuçta ölçüm zamanını 
kısaltan etkenlerdir. PP tekniğinin en büyük avantajların bir diğeri ise St ekleme
ye kıyasla çok daha basit bir yöntem olan "StEG" yönteminde kullanılabilmesi
dir5. PP tekniinin dezavantajları ise şöyle sıralanabil ir: Serumda Al dialize ol
mayan plazma bileşenlerine örneğin proteinlere bağlı bulunmaktadır. PP ile Al'
un bir kısmı da çökelebilir ve sonuçlar gerçektekinden daha düşük bulunabilir. 

Deneyiçi tekrarlanabilirlik değerleri, bir deneyin cihaza ve ölçüm esnasın
daki diğer etkeniere ilişkin stabilitesini gösteren faktördür. Bizim sonuçlarmuz 
PP tekniği kullanıldığında isabet derecesinin daha yüksek olduğunu göstermiştir. 
Bu ise bu teknikle ölçümün daha güvenilir olması demektir. Örnekte bulunan Al 
içeriğinin artması isabet derecesini arttırır. Kaynaklarda da normal veya düşük 
Al içerikli havuzlarda % CV değeri daha yüksek (yaklaşık % 10 civarında) bulu
nurken, yüksek havuzlarda deney içi isabet derecesinin arttığından (% 1-6 ara
sında) söz edilmektedir17.18. Bizim bulgularımız bu değerlere uyumludur. 

Standart eğrilerin eğiimi bir deneyin duyarlılığını, lineeritesi ise doğruluk 
derecesini (accuracy) gösterir. Çalışmamızda St eğrilerin eğimlerinde ufak gün
lük değişimler gözlenmesine karşın, örneklerle birlikte çalışılan normal ve yük
sek kontrol serum havuz değerleri, standartlarla paralel değişim gösterdiği için, 

her çalışmada yeni StEG çizildiği sürece, sonuçların doğru olduğu kabul edil
miştir. 

Çeşitli kaynaklarda normal sağlıklı erişkinlerde ortalama Al düzeyleri 6-
55 )J..g/L arasında belirtilmektedir6-8·19-21. Bu değerlerle, bizim PP tekniği ile sap

tadıklarırnız daha çok uyumludur. MD tekniği ile saptanan değerler oldukça yük
sek ve üre mik, dializ gören hastaların Al değerlerine yakındır. 

Sonuç olarak; PP tekniği MD'ye kıyasla daha fazla serum örneği gerektir
mesine karşın, matriks interferansını önleyen ve "background" düzettimine gerek 
bırakmayan "memory effect"in az olduğu bir yöntemdir. Buna bağlı olarak, grafit 
tüpün temizlenmesi pek fazla gerekmez. Bu nedenle de hem kısa sürede daha 
çok örnek çalışılabilir, hem de tüpün eskimesi, harcanan gaz ıniktarı daha az 

olacağından daha ekonomiktir. Kaynak verileri ile kıyaslandığında, PP tekniği ile 
saptanan ortalama serum Al değerleri daha uyumludur. pp tekniğinin en büyük 
avantajı ise StEG yöntemine uygun olmasıdır. Serum veya tam kan bir kez pro
teinsizleştirilince, Al'a ek olarak bu süzüntüde başka eser elementler de çalışıla-
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bilir. PP tekniği genellikle tüm biyolojik örneklerde eser metal ölçümünde uygu
lanabilecek bir tekniktir ve bunun uygulandığı yöntemler rutin laboratuarlarda 
kolayca standardlaştınlabilir. 
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