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OZET

Anoxybacillus kamchatkensis subs. assaccharedens (KG8) TUTTURULMUS
AMBERLIT XAD-4 KULLANARAK KATI FAZ EKSTRAKSIYONU ILE Zn (II) VE
Mn (1) I'YONLARININ FAAS ILE TAYINIi

YUKSEK LISANS TEZI
Hiisniye CELEBI

DICLE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

2013

Bu ¢alismada yeni bir biyosorbent olan Aanoxybacillus kamchatkensis assaccharedens
(KG8) tutturulmus Amberlit XAD-4 kullanilarak kolon dolgu maddesi hazirlanmigtir.
Hazirlanan bu kolon dolgu maddesi ile matriks ortaminda bulunan Zn (1) ve Mn (II) iyonlarmin
ayrilmas:t ve Onderistirilmesi gerceklestirilmistir. Bu iyonlar Alevli Atomik Absorbsiyon
Spektroskopisi ile tayin edilmistir. Model ¢ozelti ortaminda gelistirilen yontem igin pH,
kolondaki akis hizi, eliient tiirii, derisimi ve hacmi, biyosorpsiyon kapasitesi, drnek ¢ozelti
hacmi, gibi parametreler incelenmis ve optimum kosullar tespit edilmistir.

Optimum 6rnek pH’sim belirlemek amaciyla gerekli tampon ¢ozeltiler kullanilarak,
model ¢o6zelti ortami pH 2-10 araliginda ayarlanarak optimum pH degerleri hesaplandi. Zn (II)
icin pH; 6.0 ve Mn (I) i¢in pH; 8,0 optimum degerleri bulundu. Geri kazanma veriminin,
kolondan ge¢en numune ¢ozeltisinin akis hizina ve tutunan iyonlarmn eliie edilme hizina bagl
olmast nedeniyle numune ¢Ozeltisinin akis hizimin geri kazanma verimine etkisi de
incelenmistir. Eser elementlerin geri kazanma verimleri kantitatif olarak R > %95 olarak
bulunmustur.

Analiz edilecek element saf su igerisinde oldugundan Zn (II) ve Mn (II) iyonlarinin geri
kazanma degerine, matriks iyonlarmin (Na*, K*, Mg*?, Ca*?, CI've NO3™) etkisi incelendi.

Reginenin adsorpsiyon kapasitesi Zn (11) ve Mn (II) igin sirasiyla 1480 mg g-' ve 1890
mg g-' olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Aanoxybacillus kamchatkensis assaccharedens (KG8) Amberlite
XAD-4, Cinko (1), Mangan (I1), FAAS.



ABSTRACT

DETECTION of Zn (1) and Mn (I1) IONS by FAAS THROUGH SOLID PHASE
EXTRACTION USING Anoxybacillus kamchatkensis asaccharedens (KG8)
ATTACHED AMBERLITE XAD-4

Hiisniye CELEBI

DICLE UNIVERSITY, INSTITUE OFNATURAL AND APPLIES SCIENCES, A
THESIS FOR THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCS

2013

In this study, a column filling material (cement) was prepared using a new biosorbent
Anoxybacillus kamchatkensis asaccharedens (KG8) attached amberlite XAD-4. The Zn (1l) and
Mn (1) ions in the matrix was preconcentrated and separated using this cement. These ions were
detected Flame Atomic Absorption Spectroscopy (FAAS). Several parameters such as pH, flow
rate in the column, the type of eluent, concentration and volume, the capacity of biosorption and
sample solution volume were evaluated and optimum parameters were determined for a method
which is developed in model solution.

In order to determine the optimum pH for sample solution, the pH of the model solution
was adjusted between 2 and 10. Then the optimum pH level was calculated. Optimum values
were found 6.0 for Zn (11) and 8.0 for Mn(ll). The effect of the flow rate of sample solution to
the recovery efficiency was examined because the recovery efficiency depends on the flow rate
of sample solution through the column and elution rate of the adsorbed ions. The trace elements
were quantitatively found as R>95%.

The effect of matrix ions (Na*, K*, Mg*?, Ca*?, CI"and NO3™) to the recovery of Zn (I1) and Mn

(1) was evaluated as the analyzed element was in the pure water.

Adsorption capacity of the resin for Zn (11) and Mn (1) were found as 1480 mg.g™ and
1890 mg.g™, respectively.

Keywords: Anoxybacillus kamchatkensis asaccharedens (KG8), Amberlite XAD-4,
Zinc (1), Manganese(ll) and FAAS.
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Hiisniye CELEBI

1.GIRIS

Cevre kirliligi biitlin diinyada korkutucu boyutlara ulagsmis, hem insanlarin hem
de diger canlilarm hayatin1 tehdit etmeye baslamistir. Ozellikle de sucul habitatlarin
gittikce kirlenmesi ve tiikenmesi ekonomik, ekolojik ve sosyolojik bakimdan ciddi
sorunlarin ¢ikmasma neden olmaktadir. Bunlar genel olarak, besin maddesi tiretiminin
azalmasi, sucul ekosistemlerde ekolojik dengenin bozulmasi, sosyal ve politik istikrarin

sarsilmasi ve hastaliklarin artmasi, olarak siralanabilir (Cicek ve Koparal 2001, Cepel
2003, Keles ve Go12004).

Yeryiiziiniin bir bolimiini olusturan su ortami, kullanilmis sular ve diger atiklar
icin alici bolge oldugundan, ekosistem iginde hava ve topraga oranla daha yogun
kirlenmeye ugrayan kisimdir. Dogal dengeyi bozan kirletici unsurlar; organik maddeler,
agr metaller, petrol tiirevleri, yapay tarimsal giibreler, deterjanlar, radyoaktivite,
pestisitler, inorganik tuzlar, yapayorganik kimyasal maddeler ve atik 1s1 olarak
siralanabilir (Yarsan ve ark. 2000, Bat ve ark. 2006). Bu kirleticilerden 6zellikle agir
metaller desarzj edildikleri ortamda uzun siire kalabilmeleri, sucul canlilarda toksik
etkiler meydana getirmeleri ve besin zincirinde akiimiile olarak insan sagligini tehdit
etmeleri nedeniyle biiyiikk 6nem tasirlar (Papagiannis ve ark 2004; Canpolat, 2001).
Normal kosullarda agir metallerin dogadaki diizeyi diisiiktiir. Canlilarda enzimatik
aktivite i¢cin bazi agir metallerin gerekliligi sadece belli konsantrasyonlardadir. Agir
metallerden bazilar1 (Kadmiyum, kursun, arsenik, civa v.s.) canli dokularda ¢ok diistik
konsantrasyonlarda olsalar bile hayli yiiksek toksik etkiler meydana getirirler. Bununla
birlikte baz1 metaller de (Bakir, ¢inko, demir v.s.) biyolojik 6neme sahiptirler ve sucul
ekosistemin tabi bilesenleridirler. Cok yiiksek konsantrasyonlarda ancak toksik etki

gosterirler (Amundsen ve ark. 1997).

Bir metal, bir biyolojik sisteme girdigi zaman, o canlinin tiim dinamik yasam
proseslerine zarar verme kapasitesine sahiptir (Hu, 2000).Sucul ortamdaki derisimi
artan agir metaller suda yasayan organizmalar tarafindan alinarak besin zinciri araciligi
ile Ust trofik diizeylere taginmaktadir. Sucul organizmalarda agir metal birikiminin
incelenmesi, agir metallere kars1 duyarliligi yiiksek tiirlerin belirlenmesinin yani sira
organizmada meydana gelen yapisal ve islevsel bozukluklarin belirlenmesi bakimmdan

da 6nem tagimaktadir (Kayhan,2006).
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Ortamdaki miktarlar1 azaltilamadigi ya da yok edilemedigi igin sabit ve
devamli ¢evre kirleticileri olarak bilinen agir metallerin derisimleri siirekli olarak
artmaktadir. Agir metallerin ¢evredeki kaliciligi ayn1 zamanda termodinamigin birinci
kanununa tabidir. Yani enerji ya da madde yoktan var, vardan yok edilemez; ancak
formu degisebilir. Sonug olarak bunlar sucul ya da onu g¢evreleyen karasal ortamlardaki
organizmalarda birikme egilimi gostererek, besin zincirinin en tepesinde yer alan

insanlara kadar ulaszr.

Dokularda metal birikimini  belirleyen yontemler dogru bir sekilde

uygulandiginda ¢ok 6nemli avantajlar saglar. Bunlar:

1- Dokudaki derisimler su ve ¢okeldeki derisimlere nazaran gevresel kirliligi
daha iyi yansitabilir. Bu durum, organizmalarin metalden etkilenme derecelerini

anlamada 6nemli bir perspektiftir.

2- Organizmalarda bulunan kirletici derisimlerinin 6lgtimleri, bu kirleticilerin
dokularda zamana bagli birikimlerini ortaya koymaktadir. Suda ve ¢okelde olabilen
gegici degiskenlik ise, bazen Kirliligin tam olarak belirlenmesinde bir problem olabilir.
Bununla beraber gegici degiskenliklerin tam anlamiyla agiklanabilmesi igin, ortam ve
organizma dokularindaki birikimler karsilastirildiginda, organizmalar kirliligin

gostergeleri olarak kabul edilirler.

3- Canlilarda yapilan ol¢iimler su ve c¢okele kiyasla biriktirilebilir olan

Kirleticilerin miktarin1 daha net bir sekilde ortaya koyabilir (Tiirkmen, 2003).

Su 6rneklerinde eser elementlerin diisiik derisimleri ve matriks etkisi nedeniyle,
eser element analizinden 6nce genellikle bir ayirma-zenginlestirme islemine bagvurulur.
Bu amagla oziitleme, birlikte ¢Oktiirme, iyon degistirme ve adsorpsiyona dayanan
ayirma-zenginlestirme yontemleri sik¢a kullanilmaktadir. Bugiine kadar su 6rneklerinin
eser metal iyonu igeriklerinin tayininden ©once, bu iyonlarm Amberlite XAD tiirii
recineler ile dolgulu mini kolonlarda adsorpsiyonu ve kii¢iikk hacimdeki uygun bir
eliisyon ¢ozeltisi ile bu iyonlarin kolondan geri kazanilmasini esas alan zenginlestirme
yontemleri basariyla uygulanmistir (Soylak ve Elg¢i 1997; Soylak ve ark. 1997; Narin ve
ark. 2001; Narin ve ark. 2003; Narin ve ark. 2004).

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE), temel olarak kiigiik, tek kullanimlik ekstraksiyon

kolon veya disklerine g¢esitli tutucu maddelerin doldurulmasi ve sivi Orneklerini
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istenmeyen bilesenlerden ayirma (temizleme), yogunlastirma ve ileriki analiz agsamalar1
icin Ornek matriks yapisinin degistirilmesi amagclariyla hazirlanmis olan kolon ve

disklerden gecirilmesi esasina dayanmaktadir (Kabas, 2007).

Tutucu madde (sorbent) olarak en ¢ok kullanilan mineraller C8 veya C18
organik gruplarla zincirlenmis silikalardir. Diger taraftan SPE’de en ¢ok kullanilan
organik sorbentlerden biri gézenekli polistirendir (Bagheri ve Saraji, 2002). Amberlit
XAD selatlanmis recineler, naftalin iceren ¢esitli kat1 faz ekstrantlar1 cevresel
orneklerden recineleri, aktif karbon, iyon degistirici recineler, cesitli polimerler, C60-
70, silika jel, eser miktardaki agir metal iyonlarinin 6n deristirilmesi ve ayrilmasi igin

kullanilmustir (Narin ve ark. 2000; Saragoglu ve Elgi, 2001; Tuzen ve ark. 2005) .

Eser element tayinlerinde indiiktiif eslesmeli plazma atomik emisyon (ICP-AES)
ve kiitle spektrometrisi (ICP-MS) kombinasyonlari, izotop seyreltmeli kiitle
spektrometrisi (IDMS), ndtron aktivasyon analizi (NAA), atomik absorpsiyon
spektroskopisi (AAS) gibi bir¢ok instrumental ydntem kullanilmaktadir (Narin 1. ve
ark.2009).

Mikroorganizmalarin biyosorbent olarak kullanilmasi son yillarda gelistirilen bir
yontemdir. Mikroorganizmalarin metaller i¢in biyosorbent materyal olarak kullanilmas1
geri kazanimmin yiiksek olmasi, ekonomik avantajlari, basitligi ve g¢evreye zararh
olmamasi nedeniyle diger 6n deristirme metodlarma karsi yararh bir alternatif olmustur

(Martinez ve ark. 2011, Baytak ve ark. 2005).

Yasayan veya yasamayan mikroorganizmalar segici olarak atik sulardaki
inorganik iyonlar1 biriktirme ve aywrmada ylksek bir potansiyele sahiptir.
Mikroorganizmalarin lireme ve metali baglamada ortam kosullarinin ayni olmamasi,
ayrica metal iyon derisimlerinin ¢ok yiiksek oldugu veya metal iyonlarinin 6nemli
miktarlariin mikroorganizma tarafindan adsorbe edildigi zaman mikroorganizma
tiremesinin inhibe olusu canli sistemlerde ¢alismada 6nemli kisitlamalar getirmektedir.
Bu sebeple yasamayan mikroorganizmalarin metal adsorpsiyonunda kullanimi
diisliniilmiis, yasamayan biyokiitlenin yasayan hiicrelerinden daha fazla miktarda metali
adsorpladigi goriilmiistiir. Genel tanim olarak; bir ¢ozeltiden biyokiitle ile metalin
uzaklastirilmasi biyosorpsiyon olarak adlandirilir. Her ne kadar birbirlerinin yerine

kullanilsalar da; biyoakiimiilasyon, metallerin canli mikrobiyal hiicreler tarafindan aktif
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olarak tutulmasi veya hiicre i¢inde biriktirilmesi olay1; biyosorpsiyon ise, aktif olmayan
ya da Oli hiicrelerle pasif olarak genellikle hiicre yiizeyinde gergeklesen metal

tutumudur (Martinez, 2011).

Bu ¢aligmada, Amberlite XAD-4 re¢inesine, KG8 bakterisi karistirarak doyurma
(Impregnated) islemi yapildi. Elde edilen biyosorbent kolon dolgu maddesi olarak
kullanilarak, sulu ¢ozeltilerde eser diizeyde bulunan Zn ve Mn optimum sartlarda
se¢imli olarak ayrilip geri alimmustir. Kolonda tutulan metaller 1M HNO; ¢6zeltisi ile
eliie edilerek alevli absorbsiyon spektroskopisi (FAAS) ile tayin edilmistir. Gelistirilen
yontemin optimizasyonu i¢in pH etkisi, re¢ine miktari, eliient cinsi ve derisimi, 6rnek ve
eliient hacmi, o6rnek ve eliient akis hizinin ve ortam bilesenlerinin geri kazanmaya etkisi
incelendi. Gelistirilen yontem optimum sartlarda nehir suyu ve toz Orneklerine ve

yontemin dogrulugunu test etmek i¢in sertifikali referans maddeye uygulandi.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1.Agir Metaller

Agir metal; organizmanin saglikli biliylimesi ve gelismesi icin gerekli olan ve
miktar1 organizmanin agirliginin % 0,01'den az olan elemente denir. Diger bir tanima gore;
dzgiil agirligi 5 g/em® den biiyiik ve atom numarasi 22' den 92' ye kadar olan elementler

agir metal olarak tanimlanmaktadir (Cinar, 2008).

Agir metaller, dogal sularda eser miktarda bulunurken insan faaliyetleri sonucu
ozellikle endiistriyel atik sularin igme sularima karigmasi veya agir metalle kirlenmis
partikiillerin atmosfere oradan toprak ve suya gec¢mesiyle sulardaki konsantrasyonlari
artmaktadir. Agir metaller beslenme zinciri igerisinde {ist seviyelere dogru birikme
egilimdedirler. Bu kirleticiler bazi toleransl tiirler tarafindan biriktirilerek giderek artan bir
oranda besin zincirinin st tabakalarna tasinarak canlilara ve ozellikle insanlara zarar

vermektedir (Tiirkoglu, 2008).

Eser element terimi genellikle katilarda % 0,01’in altindaki derisimlerde,
¢ozeltilerde ppm (mg/L) ve ppb (w/L) diizeyinde bulunan elementler i¢in kullanilir.
Katilarda p/g, ppm; ng/g, ppb olarak verilir (Lemos ve ark. 2008).

2.1.1.Cinko (Zn)

Cinko atom numaras1 30, atom agirlig1 65,37 gr/mol, yogunlugu 20°C’de 7,11
gr/cm?®, erime noktasi 420°C, kaynama noktast 970 °C olan ve 10 adet izotopu bulunan
bir metaldir (Anonim, 2006b).

Cinko hava, su ve toprakta dogal olarak bulunan bir maddedir. Bir¢ok yiyecek
maddesi ve igecek su belirli konsantrasyonlarda ¢inko igermekte ve bu konsantrasyon

insan faaliyetleri sonucu giderek artmaktadir (Cinar, 2008).

Cinko yiiklemesi daha ¢ok madencilik, komiir ve atik madde yakilmasi, demir-
celik isleme sanayiden kaynaklanmaktadwr (Anonim, 2006b). Cinkonun kullanim
alanlari; metalik ¢inkonun % 50’sinden fazlasi demir veya celigi galvenizlemede
kullanilmaktadir. Cinko oksit boya maddesi olarak plastiklerde, kozmetiklerde, fotokopi
ve duvar kagitlarinda ve yazici miirekkeplerinde, seramikler, kauguk sanayi, giibreler,

tibbi ilaglarda deri ve kas yaslanmasini 6nlemek amaciyla da kullanilmaktadir (Cimnar,

2008).
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Cinko insanlar, bitkiler ve hayvanlar i¢in 6nemli ve yasamsal bir elementtir.
Gelisme, deri biitiinliigli ve fonksiyonu, yumurta olgunlagsmasi, bagisiklik giicii, yara
iyilesmesi ve karbonhidrat, yag, protein, niikleik asit sentezi gibi dnemli metabolik

prosesler i¢in gereklidir (Tiirkoglu, 2008).

Cinko insan viicuduna yetersiz miktarda alindig1 takdirde istah kaybi, tat ve koku
duyularinda azalma, yara iyilesmesinde gecikme, bagisiklik sisteminde zayiflama,
genglerde biiylime sorunlari, deri sorunlar1 ve en dnemlisi dogan bebeklerde dogum
esnasinda ve sonrasinda saglik sorunlar1 meydana getirir. Cinkonun gerekenden fazla
almmasi1 durumunda istah ve bagisiklik sistem aktivitesinin azalmasi, yaralarin geg
tyilesmesi, derideki asir1 hassasiyetler, kolesteroliin yiikselmesi, karin agrisi, ishal,
sindirimde sikint1 gibi rahatsizliklara neden olur (Kahvecioglu ve ark. 2004; Caligkan,
2005). Evlerde kullanilan ¢inko kaplardan otiirii kloriir ya da siilfat halinde ¢inko
yutulabilir; yutulan miktar 5-10 gr arasinda oldugunda 10-12 saat i¢inde Sldiiriicii bir

etki yapar.

Cinko ayrica kadmiyum gibi diger tehlikeli agir metallerin toksik etkisi ve
alimimda koruyucu ve engelleyici 6zelligi agisindan oldukc¢a 6nemlidir. Cinkonun balik
bilinyesine eksik alinmasi deri lezyonlarina, yemek borusu epitelyum hiicrelerinde

bozukluklara, iskelet anomalilerine, biiyiime gerilemesi ve istah kaybina neden olur

(Kruger, 2002).

Cinkonun toksisitesi suyun kimyasal yapisi, suda bulunan diger metaller ve yer
kabugunun alkalinitesinden etkilenir. Cinko ortamda c¢ok fazla seviyelerde
bulundugunda solunga¢ dokusunu tahrip ederek baligi Oldiirebilir. Genel olarak

¢inkonun su canlilar1 i¢in zararlar1 s6yle dzetlenebilir (Kruger, 2002).
-Deri lezyonlar1, hemorajiler ve omur hasarlarina neden olur.

-Balikta yumurta zarinda incelmeye neden olarak yumurtlama esnasinda yumurtanin

yirtilmasina neden olur.
-Gonat faaliyetlerine engel olur.
-Embriyonik gelisimine zarar verir.

-Yumurtadan ¢ikan larvalar ¢inkoya maruz kaldiklarinda kulak kapsiilleri ve gozlerde

sekil bozukluklari, a1z ve solungag¢ kemerlerinde sakatliklara neden olur.
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2.1.2. Mangan (Mn)

Mangan atom numarasi 25 olan , periyodik cetvelde 7B grubunda yer alan bir

elementtir. Mangan, yeryiiziinde her yerde bulunabilen ¢ok yaygin bir bilesendir
(Anonim, 2009).

Yasam icin gerekli olup, tahil ve ¢ay gibi pek ¢cok gidalarda bulunan esansiyel
bir iz elementtir. Demir-gelik fabrikalari, gii¢ santralleri, yakma firinlar1 ve maden
yataklarinin tozlarindan havaya karisabilir. Suya ve topraga karigimi dogal
kaynaklardan, atiklarin desarjiyla ve atmosferik tasmimla olur. Nehir, gol ve yer alt1
sularinda dogal olarak bulunur ve sudaki bitkiler tarafindan bir miktar almarak
birikebilir. Genellikle karaciger, bobrek ve pankreasta birikim gosterir (Caligkan, 2005).
Mangan organizmalardaki enzimlerin yapisal biitlinliigli agisindan gerekli bir elementtir.
Bu elementin eksikligi insanlarda solunum, sinirsel bozukluklar ve kisirliga neden olur

(Tuncay, 2007).
2.2. Ayirma ve Zenginlestirme Yontemleri

Eser element analizinde, analit elementi girisim yapan matriksten ayrilmak
zorundadir. Analitik teknigin iyi olmayan hassasiyetinden dolayi, numunedeki analit
konsantrasyonunu arttrmak i¢in uygun zenginlestirme metotlar1  kullanilir.
Zenginlestirme islemi, analiz edilecek olan eser elementin 6rnekte bulunan miktarmin
daha vyiiksek konsantrasyonlara getirilmesidir. Bununla birlikte, her numune
zenginlestirme basamagi potansiyel bir hata (kontaminasyon gibi) kaynagidir. Ayrica
ayirma ve zenginlestirme basamaklar1 zaman harcayan 6zelliktedirler. Bundan dolay,
eger miimkiinse bu basamaklardan ka¢iilmalidir. Atomik spektroskopi metotlar1 i¢in
bazi elementlerin spesifik olmayan ayirimlart genellikle yeterlidir. Eser diizeydeki
elementlerin  zenginlestirilmesinde ekstraksiyon, iyon degistirme, adsorpsiyon,
elektrolitik biriktirme, birlikte ¢oktiirme ve ugurma ile zenginlestirme yontemleri
kullanilir ( Lajunen, 1992 ).

Eser element analizlerinde kullanilan ayirma ve zenginlestirme yontemleri ile tayin

yonteminde saglanan gelismeler soyledir;

1- Eser element derigimi artirilarak yontemin tayin kapasitesi artirilir.
2- Eser elementler uygun ortama alindigindan, ortamdan gelebilecek girisimler

giderilir. Boylece yontemin duyarlilig: artar.
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3- Biiyilk numune miktarlar1 ile ¢alisilabildiginden numunenin homojen
olmayisindan gelebilecek hatalar dnlenir.

4- Ayirma islemi ile eser elementler bilinen matriks i¢ine alindigindan, standartlar
ile numune matriksini benzetmek kolaylasir.

5- Bozucu etki gdsteren matriks, uygun matriks ile yer degistirdigi i¢in zemin
girisimleri azalir.

6- Sec¢imlilik artar.

Kompleks bir numunede bulunan elementin dogrudan tayini ¢ogunlukla zordur
clinkii bir analitil metodun duyarliligi veya seciciligi yetersizdir. Calisilan metalin
derigimi ile karsilastirildiginda matriks iyonlarinin asiris1 6lgiim sirasinda karigikliga yol
acar. Buda yanlis sonuglar1 ve kotii tespit edilme smirmi dogurur. Bu nedenle ¢ogu
durumda analitit matrikseten ayirarak seciciligi artirmak ve analiti 6n deristirerek tespit

edilme sinirin1 gelistirmek miimkiindiir (Tuzen ve ark. 2006; Erdogan ve ark. 2007).
2.2.1.Ekstraksiyon ile Zenginlestirme

Coziicli ekstaksiyonu ile eser elementlerin ayrilmas: ve zenginlestirilmesi
basitliginden, hizliligindan ve genis kullanim alanindan dolayr ¢ok kullanilir. Bir¢ok
dogal numune (deniz suyu, sedimentler ve biyolojik numuneler), belirli bir oranda
alkali ve toprak alkali metalleri i¢erirler ve bunlarin kesin bir sekilde eser elementlerde
ayrilmasi istenilir. Bu durumlar altinda, ¢6ziicii ekstraksiyonu yardimiyla matriks
elementleri ile reaksiyon vermeyen uygun bir reaktif ile eser elementlerin ayrilmasi ve
zenginlestirilmesi uygundur. Coziicii ekstraksiyonu iki tane birbiriyle karismayan

stvifazin dagilim ile ilgilidir. Bu fazlar da sulu ve organik ¢oziiciilerden olusur.

Sulu fazdaki elementler organik faza ¢ogunlukla seclatlar1 veya degisik iyon

kompleksleri seklinde gegirilir (Bakircioglu, 2000).

Ekstraksiyon yontemi eser analizde iki sekilde uygulanir. Birincisinde ana
bilesenler ortamdan uzaklastirilirken, eser elementler fazda birakilir. Ikincisinde ise eser
elementler selatlar1 halinde grup olarak ana bilesenden ayrilir ve organik faza alinir.
Ekstraksiyonun eser analizdeki en yaygm uygulama sekli budur. istenmeyen matriksin
genel olarak ekstrakte edilmemesi ve dolayisiyla tayin elementinden ayrilarak girisimin

engellenmesi 6nemli avantajidir.

Bu yontemin baslica dezavantaji, kullanilan kimyasal maddenin fazla
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olmasindan dolay1 (selatlayici, organik sivi, pH ayarlamak i¢in kullanilan maddeler),
kap degistirmeler sirasinda Onlenemeyen kontaminasyon veya kayiplar gelmesidir

(Zeev, 1994).

Bir ¢6ziinenin birbiri ile karigmayan iki ¢oziicli arasinda dagilimini ifade etmek
icin iki terim kulanilir: Dagilma katsayis1 ve dagilma orani. Bu iki terimin arasindaki

farkin net bir sekilde bilinmesi gerekir (Fundamentals of Analytical Chemstry Douglas A.S )
2.2.1.1. Dagilma Katsayisi

Dagilma katsayisi, ¢oziinen bir tiiriin birbiri ile karigmayan iki ¢oziicii arasindaki
dagilimin1 ifade eden bir denge sabitidir. Ornegin organik bir ¢dziinenin (A) sulu bir
coOzeltisi, organik bir ¢oziicii ile ¢alkalandiginda asagidaki esitlikte gosterilen bir denge

kurulur:
A(suda) A A(org)

Burada (suda) ve (org) sulu ve organik fazi gosterir. Ideal olarak iki fazdaki A
tiirlinlin oranm1 sabit olup A’nin toplam miktarindan bagimsizdir. Yani herhangi bir

sicaklikta su ifade yazilabilir.

[A] org
[A]suda

Kd =

Burada, denge sabiti Kd dagilma katsayis1 adin1 alir. Koseli parantez igindeki
terimler, gercek iki ¢ozeltideki A tiirliniin aktivitesidir, ¢ogu kez ciddi bir hataya sebep
olmadig1 i¢in molar konsantrasyonlar da kullanilabilir. Kd, ¢ogunlukla A’nin iki

cozeltideki ¢oziiniirliiklerinin oranina yaklasik olarak esittir.

Coziinen tiir iki ¢oziictide farkl sekilde bulunuyorsa, denge su sekilde olur:
XAy(suda) <> yAy(org)

ve dagilma katsayisi soyledir:

Kd = [Ax]grg
X
[Ay]suda
2.1.1.2. Dagilma Orani

Bir analitin dagilma oran1 D, analitin birbiri ile karigmayan iki ¢oziiciideki
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analitik konsantrasyonunun orani olarak tanimlanir. basit bir sistem i¢in, dagilma orani
dagilma katsayisiyla aynmidir. Ancak, daha karmasik sistemler igin bu iki kavram
birbirinden olduk¢a farkli olabilir. Bu yilizden bu iki terim arasindaki fark oldukga iyi

bilinmelidir. Burada Corg Ve Csuga HA nin iki fazdaki molar konsantrasyonlaridir.

C
D= org

Csuda

Dagilma Katsayisi, tiiriin molar konsantrasyonlarinin bir oranidir. Dagilma orani

ise, analitik molar konsantrasyonlarin bir oranidir.

Ekstraksiyon isleminde se¢imlilik, pH, sulu fazdaki yan tepkimeler, ligand,

¢oziicli tiirli ve sicaklik gibi degiskenlerden yararlanarak saglanir.
2.2.2. Birlikte Coktiirme ile Zenginlestirme

Ayirma kimyasinda, ¢Oktiirme isleminde diger elementlerle bulasma olmasi
istenmeyen bir durumdur. Sonradan bu fenomenin Oniine eser elementlerin etkili
zenginlestirilmesi ile gecilmistir. 1k olarak, 1951 yilinda Banner ve Kahn birlikte
coktiirme ile ilgili olarak arastirmalarini yayinladilar. Sonraki yillarda, bu teknik degisik
numune c¢esitlerinde (dogal sular, yliksek safliktaki materyaller) eser elementlerin

ayrilmasi ve zenginlestirilmesi i¢in genis kullanim alani bulmustur.

Birlikte ¢oktiirme yontemi biiyiik yiizeyli ¢okelek olusturarak eser elementlerin
bu ¢okelek yilizeyinde adsorplanmasma dayanmaktadir. Genel olarak eser elementlerin
coktiiriilmesi yliksek konsantrasyonlar elde edebilen inorganik ve organik toplayicilarla

yapilir.

Inorganik ¢oktiiriiciilerle, eser elementlerin ¢oktiiriilmesi, genis yiizeye sahip

¢oktiiriiciilerle olur. AI(OH)s, La(OH)4, Zr(OH)4,Mg(OH),, Ni(OH), gibi.

Organik c¢oktiiriiciiler eser elementlerin ¢ozeltilerde 1:10" oraninda dahi
bulunduklarinda bile yiiksek secicilik ve verimlilige sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica

organik bir ¢oziicii ile kolay bir sekilde geri alinabilirler (APDC, DDTC, ditizon gibi).

Birlikte c¢oktiirme tekniginin yavas ve zahmetli olmasi, her basamagin
kontaminasyonu arttirma ihtimali, ¢Okelegin parcalanmamasi durumunda kimyasal
girigim ve zemin absorpsiyonu sorununun bulunmasi dezavantajlarindandir (Zeev,

1994).

10
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2.2.3.Elektrolitik Zenginlestirme

Eser miktardaki agir metallerin ¢esitli ¢ozeltilerden ayrilmasinda elektroliz
yontemi kullanilir. Eser elementlerin zenginlestirilmesinde ¢ok kullanilan potansiyel
kontrollii elektrolizin yan1 sira styirma yontemleri (Anodik siyirma voltametri gibi) de
yaygimn olarak kullanilir. Bu elementin elektrolitik olarak biriktirilmesi, biiyiik 6l¢iide
elektrolit ve numunenin bilesimine, elektrot tiiriine ve sekline, elekroliz hiicresine ve

diger deneysel degiskenlere baglhdir (Eser, 2012).
2.2.4. Tyon Degistirme

1950’ lerden bu yana iyon degistirmenin teori ve uygulamalar1 hizli bir sekilde
gelismistir. Fakat ¢oziicii ekstraksiyonu gibi diger ayirma ve zenginlestirme islemleri
daha hizli bir gelisme saglamiglardir. Fakat 1970’ lere gelindiginde katyon ve
anyonlarin daha segici ve hizli analizi i¢in iyon degistirme kromatogrofisi adiyla yeni

bir kavram sistem tanitild1 (Zeev, 1994).

Iyon degistirme yontemi ile biiyilkk hacimli ¢ozeltiler kiigiik bir kolondan
gecirilirken, eser elementlerin se¢imli olarak alikonmasi saglanir. Alikonan elementler,

kiigiik hacimli bir eliient ile alinarak zenginlestirilir.

Iyon degistiriciler genel olarak toz halinde, gdzenekli, ¢oziiniir olmayan
polimerik bilesiklerdir. Saglam bagl organik fonksiyonel grup igerirler. Bu fonksiyonel

gruplara bagli iyonlar ¢6zeltideki iyonlarla yer degistirirler.

Iyon degistiriciler genelde kati-iyon degistiricileri ifade etmektedir. Proteinler,
yapay regineler, seliiloz, karbon, silikat mineralleri, pamuk ve bazi toprak tiirleri gibi
pek c¢ok dogal ve yapay madde iyon degistirici ozellige sahiptir. Iyi bir iyon
degistiricinin yiiksek bir degistirme kapasitesi, kolay ve ucuz elde edilebilir, ¢ozeltilere

kars1 dayanikli olmasi lazimdir.

Iyon degistirme ydntemi statik (batch) ve dinamik (kolon) olarak uygulanabilir.
Eser elementlerin statik ve dinamik metotla zenginlestirilmesi igin iyon degistirici
recineler kullanilir. Batch metodunda belirli bir miktar ¢ozeltiye, belli bir miktar iyon
degistirici regine ilave edilerek karigim, tayin elementinin regineye baglanmasma kadar
calkalanir. Kolon metodunda ise ornek ¢ozelti regine doldurulmus kolondan gegirilir.

Kolondaki regine tarafindan tutulan iyonlar, kiiciik hacimde uygun bir eliient ile geri

11
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alinir (Bakircioglu, 2000).
2.2.5. Ugurma ile Zenginlestirme

Tayin edilecek element ugucu olmadig: takdirde buharlastirilmast miimkiindiir.
Genel olarak tayin edilmek istenen eclementler veya matriksler se¢imli olarak
buharlastirilir. Buharlastirma ile ayirmada matriks ile eser element arasinda uguculuk
farkinin biiyiik olmasi gerekir. Eser element analizinde 6rnek buharlastirilir, matriks
elementlerde hava kabarciklar1 yardimiyla, 1sitmayla ve kimyasal reaksiyonlarla

cozeltide kalir. Buharlasan bilesikler de analiz i¢cin uygun bir ¢ozeltide absorplanir.

Bu yontemin bazi dezavantajlar1 kullanimini sinirlar. Bunlar; bazi elementlerin
bilesikleri halinde zenginlestirme sirasinda buharlasip kaybolmasi, islemin yavas

olmasi, tayin yapilan kabin dibinde genis yiizeyli tortular olusmasidir.
2.2.6. Adsorpsiyon ile Zenginlestirme

Bir katinin ya da sivinin smir yiizeyindeki derisim degismesi olayma
adsorpsiyon denir. Bu olay gaz sivi ya da herhangi bir ¢ozeltiden ¢6ziinene ait molekiile
veya iyonlarin kat1 bir madde yiizeyinde tutunarak birikmesiyle ortaya ¢ikar. Derisimin

artis1 durumuna pozitif adsorpsiyon, azalis1 durumuna da negatif adsorpsiyon denir.

Adsorpsiyon olayini etkileyen faktorlerin basinda adsorban maddelerin fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri gelir. Katilar, metaller ve plastikler az veya ¢ok adsorplama
giictine sahiptirler. Adsorplama giicli yiiksek olan bazi dogal katilar, komiirler, killer,
zeolitler ve gesitli metal filizleri yapay katilar ise aktif komiirler, silikajeller ve 6zel
polimerlerdir (Santos, 2005). Adsorplama giicti yiiksek olan katilarda adsorplanan
madde miktar ylizey biiylikliigli ve gozenekli yapiya bagli olarak degisir.

2.2.7. Kolon Kromatografisi ile Eser Element Zenginlestirme Teknikleri

Kromatografi, bilimin tiim dallarinda uygulamasi bulunan gii¢lii bir ayirma
yontemidir. Kromatograik yontemler iki sekilde smniflandirilabilir. Birincisinde,
hareketli ve durgun fazlarm fiziksel olarak nasil temas ettirildikleri esas alinir. Kolon
kromatografide, durgun faz ince bir kolonda tutulur ve hareketli faz basing altinda bu

durgun faz arasindan gegmeye zorlanir.

Kolon kromatografisi ile eser elementlerin zenginlestirilmesi uzun siiredir

kullanilan yOntemlerdendir. Yontemin temeli kisaca su sekildedir; bir kolona

12
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yerlestirilmis ve pH gibi ortam sartlar1 ayarlanmis kat1 faz tizerinden belli akis hizinda
gegirilen ornekte bulunan analit ve matriks bilesenleri, analitin kolonda tutunup matriks
iyonu ya da molekiillerinin tutunmamasi ile birbirinden ayrilmis olur. Kolonda
kalabilecek matriks bilesenleri, kolonun yikanmasiyla uzaklastirilir. Analit ise belli
hacimde eliient ¢ozeltisi (genellikle seyreltik asitlerin sulu veya organik c¢oziciilii
cozeltileri) kullanilarak bir kaba eliie edilir. Eliiat (eliie edilmis analit ¢ozeltisi) hacmi
ornek hacminden az ise bu durumda zenginlestirme de yapilmis olur. Bu islemler kisaca

sekil 2.1° de gosterildigi gibi yapilir (Tufekci ve ark. 2009).

Yiikleme
Yikama/Sartlandirma  (Ornek muamelesi) Yikama Eliisyon

Sekil 2.1. Kat:1 Faz Ekstraksiyonunun Genel islem Basamaklar1

Uygulama teknikleri acisindan kat1 faz ekstraksiyonu dort ana grupta

toplanabilir.
2.2.7.1. Modifiye Edilmemis Recineler Uzerinde Ayirma ve Zenginlestirme

Bu yontemde recine herhangi bir modifikasyona tabi tutulmadan regine
iizerindeki fonksiyonel gruplar ya da adsorban o6zelligi kullanilarak ayirma islemi

gerceklestirilir. Kullanilan kat1 adsorban dogal olabilecegi gibi yapay da olabilir.

2.2.7.2. Immobilize (Kimyasal bagh) Recineler Uzerinde Ayirma ve

Zenginlestirme

Ligandin regine iizerine kimyasal reaksiyonlar sonucunda kimyasal baglar ile

baglanmas1 islemleri genel olarak immobilizasyon olarak adlandirilmaktadir. Ligand

13
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immobilize regineler igin birgok kombinasyonlar s6z konusudur. Ancak sentezlerinin
zorlugu 6nemli bir problemdir. Amberlite XAD reginelerinden de immobilisazyon ile

yeni selat regineleri elde edilmektedir
2.2.7.3. imprinted (Baskih) Recineler Uzerinde Ayirma ve Zenginlestirme

Bu yontemde ise polimerizasyona ugrayacak monomerler herhangi bir agir
metalle selat kompleksi olusturduktan sonra polimerleserek kat1 adsorbani olusturur. Bu
adsorban uygun bir eliientle isleme sokularak {izerindeki agir metal eliie edilir. Boylece
adsorban iizerinde o agir metale ait bosluklar olusturularak kati fazin belirli bir agir

metal i¢in spesifik olmasi saglanir. Diger recinelere gére matrix etkisi daha az goriiliir

2.2.7.4. Impregnated (Doyurulmus) Recineler Uzerinde Ayirma ve

Zenginlestirme

Ligand ¢6zeltisinin emdirilmesi reaktifin regine dolgulu bir kolondan gegirilmesi
ya da adsorbanin reaktif ¢6zeltisi ile uygun bir kapta belli siire ¢alkalanmasi ile olur. Bu
yontemde Ligand kimyasal olarak kararli olmah, sulu ¢ozeltideki ¢oziintirliikleri
yeterince diisiik ve re¢ine tizerindeki adsorpsiyonlar1 kuvvetli olmali ve de bir ¢ok metal

iyonu ile 6rnek ¢ozeltisinin dogal pH' sinda kararli kompleks olusturmalidir.
2.2.7.4.1. Biyosorbsiyon

Biyosorbsiyon genellikle agir metallerin sulu ¢ozeltiden bir biyokiitleye pasif
baglanmalar1 yoluyla uzaklastirilmasmi anlatan bir terimdir. Biyosorsiyon kati faz
ekstraksiyon metodlar1 i¢in ilgi ¢ekici bir ara¢ olmustur. Bakteri, maya, alg ve mantar
biyosorbsiyon islemlerinde adsorbent olarak immobilize edilen ve kullanilan
mikroorganizmalardir. Biyosorbsiyon i¢in mikroorganizmalarin yiizeyindeki degisik
fonksiyonel gruplar (karboksil, hidroksil, siilfat, fosfat ve amino gruplar1 gibi)
sorumludur. Bu amagcla kat1 faz ekstraksiyon’lar sistemlerinde kullanmak iizere ¢esitli
biyomolekiiller kati1 destekler iizerine immobilize edilmistir. Bunlar arasinda en cok
kullanilanlar1 aminoasit ve peptitlerdir. Bu biyomolekiiller -N, -S ve -O igeren gruplara
sahip oldugundan degisik element tiirlerini secici bir sekilde tutar. Kati destekler iizerine
immobilizasyon yaklasiminda kolon doldurma olanagi sunar ve bu kosullar altinda
belirli bir analit varliginda amino asitler spesifik bir baglanma yetenegi kazanirlar. Kat1
desteklerin spesifik ylizey alanlarmin yliksek olmasi immobilize molekiillerin sayisini

artirdigindan metal tutma oranin1 artirir ve tekrar kullanilabilmesini saglar (Martinez ve
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ark. 2011; Akman ve ark. 2011).

Son yillarda mikroorganizmalar, agir metallerin ayrilmasinda, zenginlestirme ve
tirleme calismalarinda ve bunlarin toksikliginin tespitinde kullanilmaktadir.
Biyosorbsiyonda canli ve 6lii mikroorganizmalar kullanilabilmektedir. Biyosorbsiyonun
mekanizmas1 mikroorganizmaya ve metalin tiiriine baghidir. En 6nemli mekanizma ise
hiicre duvarindaki kimyasal fonksiyonel gruplar ile metallerin tutulmasidir. Diger
biyolojik mekanizma ise metilasyon, demetilasyon ve indirgemedir. Bu amagla kati1 faz
ekstraksiyon sistemlerinde kullanilmak {izere cesitli biyomolekiiller kati destekler
iizerine immobilize edilmistir. Bunlar arasinda en cok kullanilanlar1 aminoasit ve

peptitlerdir.

Biyosorbsiyonun mekanizmas1 olduk¢a karmasik ve heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Organizmanin canli veya 0lii olmasina, organizma tiiriine ve metal

tiirtine baghdir.
2.2.7.4.2. Biyosorbentler

Biyosorbentler geleneksel metodlara alternatif olarak kullanilmaktadir.
Biyosorbent terimi canli bitki ve mikroorganizma gibi canlilar1 kapsadigir gibi 6li

biyokiitleleri de (lif, bataklik komiirii, mikroorganizma vs.) igine alir.

Mikrobiyal hiicreler (canli ya da 6lii) ve onun iiriinleri, metalin hem ¢oziinen
hem de kati hali i¢in etkin bir biyoakiimiilatiirdiir. Yiiksek metal baglayan yeni
biyokiitle c¢esitlerinin kesfedilmesi, metal biyosorpsiyonunda diisiik maliyet ve yiiksek
verimlilige sahip biyosorbent {iriinlerinin potansiyel olarak tanitilmasmna olanak

saglamistir.

Metal biyosorbsiyounda kullanilan organizmalarin yiizey alani biiyiikk ve negatif
yiiklii olmalidir. Biyolojik molekiillerle yapilan ileri metal biyosorpsiyon ¢alismalarinda
tutuklanmis hiicre tekniklerinin (alg, maya, bakteri ve mantar immobilizasyonu) metal
baglama ve metal uzaklastirilmasinda serbest molekiillere kiyasla daha etkin olduklar1
gozlenmistir. Bu mikroorganizmalar ucuz polimerik desteklere tutuklanarak metal

biyosorbsiyonunda kullanilabilmektedir.
2.3. Biyosorbsiyon islemlerinde kullanilan mikroorganizmalar

Biyosorbsiyon islemlerinde degisik mikroorganizmalar kullanilmistir. Sekil.2.2
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calisilan periyotta en ¢ok kullanilan adsorbentlerin seklini gostermektedir. Maya
ozellikle de Saccaharomyces cerevisiae, bu grubun temsilli mikroorganizmasidir.
Mayalari, bakteriler ve alg’ler takip etmektedir. Deniz yosunu ve mantar gibi
mikroorganizmalarda ¢alisilmistir ama yaygin degildir (Shi ve ark. 2006; Martinez ve
ark. 2011).

Sekil 2.2. Analitik amaglar i¢in biyosorbent olarak kullanilan mikroorganizmalarin dagilimi.

Bakterilerin karmasik bir membranlar1 vardir. Bu membran en iyi ekstraksiyon
kosullarini taklit ederek secici bir ekstraktant olarak davranir. Ev sahibi (host) hiicrenin
hiicre duvar1 yapisal olarak degisik proteinlere sahiptir ve gram negatif bakterilerden
gram pozitif bakterilere dogru gidildikge 6nemli degisiklikler gdsterir.

Biyosorpsiyonda canli ve 6lii bakteriler kullanilabilmektedir. Biyosorpsiyonun
mekanizmas1 mikroorganizmaya ve metalin tiiriine baghdir. En 6nemli mekanizma ise
hiicre duvarinda bulunan kimyasal fonksiyonel gruplar (karboksil, hidroksil, amino,
siilfat ve fosfat gibi) ile metallerin tutulmasidir. Canli ve cansiz bakteri hiicrelerinin
tiirlendirme amaciyla kat1 faz ekstraksiyonun bir¢ok calismasinda kullanilmistir. Canli

bakteri kullanilmasinin bazi avantajlar1 vardir.
1-Ekstraktant miktar1 minimuma iner

2- Analit tiirleri ile hiicre duvari proteinleri arasindaki spesifik etkilesimler

yoluyla segicilik kontrol edilir.
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3- Atik olusmaz

4- Genellikle ucuz bir islemdir.

Ancak canli bakteriler her islemde sadece bir kez kullanilabilirler. Bakteri
hiicrelerini ~ kullanilirken ¢ok  6zen gosterilmelidir. Ayirma igleminin  tiim
basamaklarinda sterilizasyon gereklidir. Alternatif olarak OlLi bakteri hiicreleri
kullanilarak yapilan aymrma islemlerinde immobilize hiicrelerin kolon dolgu maddesi
olarak kullanildig: siirekli akis sistemleri kullanilabilir. Bu islemde degerlendirmesi
gereken degiskenler hiicre kiiltiiri ile yapilan optimizasyon g¢aligmalarmda oldukga
farklidir (sicaklik, biyokiitle miktari, kiiltiir zaman1 vb.). Immobilize bakteri hiicrelerini
kullanirken temas siiresi (¢ozeltilerin akis hizi) ve ¢ozeltinin pH’na 6zellikle 6nem
gosterilmelidir. Kat1 destekler iizerine immobilize (tutunan) edilen bakteri hiicrelerini
kullanmamizin agik bir avantaji bu hiicrelerin tekrar kullanilabilmesidir. Diger avantaj
genis yiizey alan olusturmaktir. Bir¢ok calismada kati destekler iizerine immobilize
edilmis bakteri hiicreleri kullanilmistir. Kullanilan sistemlerin ¢ogu metal ayirmasi ve
baz1 organometalik bilesikleri ayirmak amaciyla kullanilmistir. Analiz edilen numuneler
cogunlukla ¢evre numunesidir. Ancak gida ve biyolojik numunelerde degisik amaglarla
kullanilmistir (G6k ve ark. 2008; Martinez ve ark. 2011; Lale ve ark 2000; Soylak ve
ark. 2006).

2.3.1. Bakteriler

Gezegenimiz tizerindeki mikrobiyal hayat, yiiksek yapili organizmalarin var
olmasindan yaklagik olarak 3-3,7 milyon yil once olugsmustur Mikroorganizmalar
biyosferin yaygmn ve Onemli bir kismini olusturmasina ragmen, besin {iiretiminde
kullanilanlar ve hastalik yapanlarin disinda biiyiik bir gogunlugu tanimlanamamustir. (

Akkaya ve Kivang, 2008)

Bakteriler, en basit yapidaki mikroorganizma grubudur. Dogada hemen hemen
her yerde bulunurlar. Organik maddeleri biyolojik ayristirma ile daha kiigiik organik
maddelere ve mineral maddelere ayirmalari nedeniyle ekolojik dongiilerde ve dogal
denge iizerinde onemli islevleri vardir. Atik sularda ve atik sularin tasfiyesi islemlerinde
rol alan organizmalarm en 6nemli grubunu olustururlar. Bir¢ok kati ve sivi atigin

aritilmasinda dnemli gorevler alirlar.

Bakteriler, hiicrelerinde belirli bir ¢ekirdegi olmayan, yiiksek bitkilere yesil

17



2. KAYNAK OZETLERI

rengini veren klorofilden mahrum bulunan ve boliinmek suretiyle ¢ogalan tek hiicreli
bitkiler olarak tarif edilir. Cok hizli olarak ¢ogalabilen bakterilerin boyutlarinin son
derecede kiicilik, ylizey alanlarinin ise muazzam derecede biiyiik olmasi, kendilerine,
yasadiklar1 ortamu siiratle degistirebilme imkanini verir. Tek baglarina veya gruplar
halinde yasayabilirler. Baz1 bakteriler, kapsiil denilen jelatine benzer bir madde ifraz
ederler. Bunlar birbiri ile birlesince, aktiflestirilmis ¢amur yumaklarinda ve damlatmali

filtre yataklarindaki biyofilm i¢inde bulunan canli topluluklarini meydana getirirler.

Bakterileri birbirinden ayiran ve isimlendirmede c¢ok kullanilan bir 6zellik

bakterilerin seklidir. Sekil bakimmdan bakteriler dort gruba ayrilir.
1. Kiire seklinde olanlar (Coccus, Kok)
2. Cubuk seklinde olanlar (Basil, Basillus)
3. Kuvrik sekilli bakteriler. Kivrik sekilli bakteriler iki alt gruba ayrilir. Bunlar;
a) Heliks seklinde olanlar
b) Kisa virgiil seklinde olanlar
4. Dallanmis bakteriler

Bakteriler 0,3 ile 25 mikron arasnda degisen biiyiikliikte olabilirler. Isik
mikroskobu ile kiigiik olarak goriiliirler. Diger mikroorganizmalar (mantarlar ve

protozoalar) bunlarin yaninda dev mikroorganizmalar olarak kabul edilebilir.

Bakteriler dogada su bulunan hemen hemen her yerde ve sicaklikta gelisirler.
Hava, su ve toprakta bol miktarda bulunurlar. Bir kismi1 patojen oldugundan igme ve
kullanma sularinda bulunmalar1 istenmez. Fakat cesitli yollardan igme suyuna
karigmakta ve zaman zaman salgm hastaliklara neden olmaktadir. Sulara karisan

bakterilerin hepsi patojen degildir.

Bakteriler mensey olarak {i¢ gruba ayrilirlar. 1-Dogal su bakterileri 2-Toprak

bakterileri 3-Bagirsak ve kanalizasyon bakterileri.
Bakteriler en iyi fonksiyon yapabilecekleri sicaklik bolgelerine gore ii¢ gruba ayrilirlar.
Kryofilik bakteriler 12-18 °C

Mezofilik bakteriler 25-40 °C
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Termofilik bakteriler 55-65 °C

pH bakterilerin gelismesi iizerine tesir eden en Onemli ¢evre faktdrlerinden
biridir. Organizmalarin ¢ogu 9,5’dan biiyiik veya 4,0’dan kiigiik pH degerlerine

tahammiil edemezler. Genel olarak optimum pH degeri 6,5 ile 7,5 arasinda bulunur.

Bakteriler, metabolik faaliyetlerine gore ototrofik veya hetotrofik olarak

smiflandirilirlar.

Mikrobiyoloji  laboratuarlarinda,  bakterilerin  morfolojik  6zelliklerinin
incelenebilmesi amaciyla, fiske edilerek boyanmis preparatlar ¢ok sik kullanilmaktadir.
Fiksasyon islemi sirasinda mikroorganizmalar canliliklarin1 ve hareket yeteneklerini
yitirirler ve boyanarak zeminle kontrast olustururlar (Cevre analizlaboratuar1 deney
notlari, 2007).

2.3.1.1. Termofilik Bakteriler

Bakteriyolojinin hemen hemen ilk donemlerinde, termofilik bakterilerin varhgi
biliniyordu. Yasam kosullarimizdan oldukga farkli sartlarda yasayan ekstrem canli
gruplarindan biri olan termofilik bakteriler son yillarda yogun ilgi duyulan arastirma
odaklarindan biri olmustur. Pek ¢ok canli grubunun yasayabilmesinin imkansiz oldugu
sicakliklarda bile enzimlerini kullanabilmeleri ve yasamlarmi siirdiirebilmeleri,
aragtirmacilar1 bu konuda ¢alismalar yapmaya yoneltmistir. Termofilik bakteriler ilk kez
1879 yilinda Miquel tarafindan 72 °C ’de gogalabilen bakteriler olarak izole edildi.
Thermus aquaticus ilk karakterize edilen hiper termofilik bakteridir (Brock, 2001).
Miquel bu bakterileri nehir, ¢camur, toprak, toz ve kanalizasyon numunelerinden elde
etmistir (Jenkins, 1999). Diinyamizda solfatarik alanlar, hidrotermal kuyular, sicak su
kaynaklar1 gibi g¢esitli jeotermal alanlardan aerobik termofillerin izolasyonlari
yapilmaktadir (Baker ve ark.2001).

Bu organizmalar yiiksek sicakliklarda yasamaya adapte olmuslardir. Bunlar
kendi aralarinda 1limli termofiller (45-65 °C), hipertermofiller (85 °C), mezofiller (35-
50 °C) seklinde ayrilirlar (Tablo 2.1) (Demirjian ve ark.2001).

Ekstrem sartlarda yasamak ve ¢ogalmak i¢in organizmalar metabolik ve diger
hiicresel fonksiyonlarin1 bu ortamlara adapte etmek zorundadir. Termofillerin hiicre

membran1 doymus yag asitlerinden yapilidir. Bu yag asitleri hiicreye hidrofobik bir
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ortam saglar ve yliksek sicaklikta yasamasi i¢in hiicreyi yeterince siki ve sert tutar.
Termofilik organizmalarin hiicresel elemanlar1 (hiicre membrani) ve bilesenleri
(enzimler, proteinler, niikleik asitler vb.) yiiksek sicakliga dayaniklidir (65-85
°C).Ayrica ekstrem derecede asidik ve alkali sartlar gibi denatiirantlara ve de proteolize

dayaniklidirlar (Kristjansson ve Asgeirsson, 2002; Haki ve Rakshit, 2003).

Termofillerin DNA’s1, DNA’da pozitif siiper sarmallar olusturan geri doniisiimii
(reversible) saglayan bir DNA Giraz ihtiva eder. Bu da DNA’ nin erime noktasini en
azindan organizmanin maksimum biiyiime sicakligima kadar yikseltir. Termofiller
ayrica non-termotolerant organizmalarin kullandigi elektrostatik disiilfit kopriisii ve
hidrofobik etkilesimler gibi artan etkilesimleri kullanarak yiiksek sicakliklara tolerans

gostermektedirler (Haki ve Rakshit, 2003; Fujiwara, 2002).

Yiiksek sicakliklarda polimerik subsratlarin ¢oziinilirliiklerinin artmasi ve
istenmeyen komplikasyonlara yol acan kontaminasyon riskinin yiiksek sicakliklarda
azalmas1 gibi nedenler biyoteknolojide ve endiistride termofilik organizmalarin
kullanimimi arttirmustir (Giil-Giiven, 2004).

Tablo 2.1. Mikroorganizmalarm minimal, optimal ve maksimal tireme sicakliklarina gore
smiflandirilmasi (Arda, 2000 ).

Mikroorganizma Minimum °C Optimum °C Maksimum °C
Psikrofiller -5-5 15-30 19-35
Mezofiller 10-15 30-45 35-47
Fakiiltatif Termofiller 37 45-55 70

Zorunlu Termofiller 40-45 55-75 60-80
Ekstrem Termofiller 60 75-80 85-110

Yapilan pek cok calismada sicakligin mikroorganizmalarin fizyolojik aktiviteleri
ve gelisimleri lizerindeki en 6nemli faktorlerden biri oldugu, yliksek sicakligin farkli
mikroorganizmalar tarafindan farkli diizeyde tolere edildigi tespit edilmis; pek ¢ok
okaryotik canli kisa bir sire bile 50 °C sicaklia dayanamazken bazi
mikroorganizmalarin  olduk¢a yliksek sicakliklarda yasayabildigi bildirilmistir
(Williams ve ark. 1995). Ekstrem termofiller i¢inde yiiksek sicaklikta yasayanlar
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termostabil biyokatalizorlerinden dolayr ¢ok ilgi ¢ekmektedir. Bir¢ok ekstremofil
mikroorganizma, Archaea grubu i¢inde yer almaktadir. Bunlarin diger bir grubu ise

optimum 75 °C’ de yasayan ekstrem termofillerdir (Madigan ve ark. 2000).

Termofilik basilller genellikle sicak su kaynaklari, solfatarlar ve jeotermal olarak
1sinmis topraklardan izole edilirler. Termofil olmalarina ragmen mezofil ¢evrelerde de
bulunabilirler. Bu ¢evrelerin yani sira topraktan, giibreden, lagim aritma sistemlerinden,
nehir ve gollerden, hava kontaminantlarindan ve konservelerden de izole edilebilirler
(Kristjonsson ve Stetter, 1991).

2.3.1.1.1. Anoxybacillus Cinsi

Bu cins ilk kez 2000 yilinda Pikuta ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. A.
pushchinoensis DSM12423T cinsin ilk tanimlanan tiiriidiir. Anoxybacillus cinsi tiyeleri
daha once Bacillus cinsi icerisinde yer almaktaydi. Ancak Anoxybacillus aerobik
endospor olusturan birbakteri oldugundan Bacillus’tan farkli bir cins olarak
tanimlanmistir. Cins, A. gonensis, A. flavithermus, A. contaminans, A. voinovskiensis,
A. ayderensis, A. kestanbolensis, A. pushchinoensis adinda yedi tiir igermektedir (Poli
ve ark. 2006) Tanimlanan tiim Anoxybacillus tiirleri genellikle termofilik, Gram-pozitif,

spor olusturan basil sekilli bakterilerdir (Giil-Giiven, 2007 ).
2.3.1.1.2. Beslenme ve Biiyiime

Heteretrofik, termofilik Bacillus tiirlerinin hepsinin nutrient agar ve tripton soya
agar uzerinde heterotrofik olarak biiyiidiikleri bildirilmektedir. Bacillus tiirlerinin
biiyiime gereksininmleri iizerine yapilan bir ¢alismada, Bacillus stearothermophillus
kullanilmis ve karbon kaynagi olarak glikoz ya da sakaroza ihtiya¢ duydugu, tiamin,
biotin, nikotinik asit, arjinin, histidin ve izoldsinin ise biiyiimeyi arttirdigi bildirilmistir.
termofilik basil {izerinde yapilan bir c¢alismada termofil basillerin vitamin ve
kofaktorlere ihtiyac gosterdigi saptanmistir. B. coagulans’in 26 susu iizerinde yapilan
bir ¢alismada ise bu tiiriin iiyelerinin metionin ve glutamik asit i¢in oksotrofik oldugu

tespit edilmistir (Kristjonsson ve Stetter, 1991;Edvards, 1990).

Termofilik Bacillus tiirlerinin karbonhidrat, seker, alkol, organik asitler,
polisakkaritler, protein ve protein hidrolizatlar: ve lipitleri biiyiimek i¢in kaynak olarak
kullandiklar1 saptanmustir. izole edilen suslarin alkoller, metanol, ethanol, ksilol, fenol

ve kresolil hidrolize ettigi ve bu 6zelliklerin smiflandirmada kullanildig: bildirilmigtir
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(Nazina ve ark.2001; Sellmann ve ark.1992).
2.4. Biyosorbsiyon ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Tiirker ve arkadaslar1 (2006) Cu, Zn, Fe, Ni ve Cd sepiyolit igeren bir siitun
tizerinde E-coli immobilize edip alevli atomik absorpsiyon spektrofotometresi ile tayin
icin yontem gelistirmislerdir. Optimum pH degerleri, adsorban, eliisyon, akis hizi ve
miktar1 ¢alisilan elementler i¢in elde edilmistir. Immobilize E-coli adsorpsiyon
kapasitesi sirasiyla 0,148, 0,064, 0,098 ve 0,088 mmol/g olarak tespit edilmistir. Bu

metod eser elementlerin tespiti i¢in 6nerilen bir yontemdir.

Tiirker ve arkadaslari (2005) amberlit XAD-4 reginesini dnderistirme igin destek
maddesi olarak kullanmislardir. pH, adsorban, eluent tipi, eluent hacmi, metal
iyonlarinin tutunmasi, matrix girisim etkisi gibi parametreleri ¢alismiglardir. Mn ve Co
icin adsorban yiikleme kapasitesi swrayla 22 ve 29 mmol/g olarak tespit edilmistir.
Saptama smir1 Fe, Co, Mn ve Cr i¢in sirasiyla 3,6, 3,0, 2,8 ve 3,6 olarak tespit

edilmistir. Tlim 6rnekler i¢in % 10 bagil hata tespit edilmistir.

Dtlyw ve arkadaslar1 (2006) tarafindan Pang Da Hai isimli ¢in bitkisi yardimiya
Pb ve Cd igin desorpsiyon ve emilim ozellikleri ¢alisilmustir. 0.1 mol/L HNOs ile
yikanmistir. Adsorpsiyon metal konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu ve miidahale
iyonlarmin varligina baghdir. Adsorpsiyon kapasiteleri Pb ve Cd i¢in sirasiyla 27,1 ve
17,5 mg/g olarak bulunmustur. AAS spektroskopisi ile Pb ve Cd i¢in tayin iglemi
yapilmistir.

Xbzhu ve arkadaslar1 (2007) atik sullardaki agir metalerin tespiti ig¢in
biyosorpsiyon yontemini kullanmislardir. Bu yontem i¢in Cladophora fascicularis
bakteri kullanilmis olup adsorpsiyon 6zellikleri zaman fonksiyonu, Pb konsantrasyonu,
sicaklik ve varolan iyonlar gézoniinde bulundurulmustur. P" 5 ve 298 K oldugu
durumda maksimum adsorpsiyon kapasitesi 198,5 olarak gergeklesmistir. Caligmalar

sonucu IR ile tayin edilmistir.

Han ve arkadaglar1 (2006) atik sullardaki bakir ve kursun tayini igin
biyosorpsiyon yontemini kullanmislardir. Bu yontemde bira mayasi kullanilmigtir.
Langmuir ve Freundlich izoterm modeli uygulandi. Langmuir parametrelerine gore bira
mayasi lizerine bakir ve kursun iyonlarinin maxsimum sorpsiyon kapasiteler 293 K de

sirasiyla 0,0228 ve 0,0277 mmol/g olarak tespit edilmistir. izoterm calismalarda
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kursunun baglama kapasitesinin bakirdan fazla oldugu tespit edilmistir.

Soylak ve arkadaslar1 (2006) biyosorpsiyona dayali kati faz ekstraksiyonu
yontemi ile kursun, ¢inko, demir, nikel ve kobalt iyonlarnm immobilize Aspergillus
fumigatus bakteris ile HP-2MG ile incelemislerdir. A. Fumigatus miktarlar1 dahil olmak
iizere eluent ¢oziimleri, eluent tipi, analitik kosullar, akis oranlar1 incelenmistir. Test
limitleri nikel 0,30 mg/L, kursun 0,59 mg/L, ¢inko 0,53 mg/L, demir 0,41 mg/L, bakir
0,32 mg/L ve kobalt i¢in 0,72 mg/L olarak tespit edilmistir.

Erdogan ve arkadaslar1 (2007) eser metal tespiti igin Bacillus subtilis ile
tuturulmus amberlite XAD-4 reginesi kullanmislardir. Islem Bacillus subtilis
tutturulmus Amberlit XAD-4 kullanilarak kolon dolgu maddesi hazirlanmis ve
hazirlanan bu kolon dolgu maddesi ile matriks ortaminda bulunan Cu (Il) ve Cd (II)
iyonlarmin ayrilmasi ve Onderistirmesi (biyosorbsiyonu) gergeklestirilmis ve alevli

Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi ile tayin edilmistir

Soylak ve arkadaslar1 (2010) biyosorpsiyon yontemi ile ¢evre orneklerinden
aluminyum tayini yapmistir. Aliiminyuma eslik eden iyonlarin etkileride incelenmistir.
Tayin i¢in igme suyu, piring unu ve kopekbaligi kasindan yararlanilmistir. Aliminyum

konsantrasyonu ppb seviyesinde tespit edilmistir

Erdogan ve arkadaglar1 (2010) kadmiyum ve nikel iyonlarinin
prekonsantrasyonlar1 i¢in Geobacillus thermoleovorans ile tuturulmus amberlite XAD-4
reginesi kullanmislardir. Prekonsantrasyon tayini i¢in FAAS kullanmiglardir. Elusyon
islemi 1M HCI ve 1M HNOj; ile gergeklestirildi. Cd %97, Ni %100 oraninda geri

alinmustir.

Tiirker ve arkadaslar1 (2008) kati faz ekstraksiyon yontemi ile immobilize
Penicillium digitatum bakterisi kullanarak Cu ve Pb iyonlarinin biyosorpsiyon iglemi
yapilmistir. Analititler alevli atomik absorbsiyon spektrometresi ile tayin edildi.
Analitik algilama sinirlar1 sirayla Cu, Zn ve Pb i¢in 1,8, 1,3 ve 5,8 ng/ml olarak tespit
edilmistir (Eser, 2012).

2.5. Amberlite XAD Tiirii Recineler

Farklt monomerler kullanilarak elde edilen Amberlite XAD kopolimerleri genis

yiizey alanlarina, sert ve homojen dagilimli gdzenege sahip, ¢apraz baglh yapilardir.
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Organik coziiclilere, asidik ve bazik ortamlara karsi kararli olmalar1 ve gdsterdikleri
farkli polarite 6zellikleri ile son yillarda ayirma ve zenginlestirme amaciyla siklikla

kullanilmaktadir.

Organik esasli sentetik Amberlite reginelerini, elde edilisleri ve kullaniliglari
bakimindan iyon degistirici ve adsorban olmak iizere iki grupta toplamak miimkiindiir.
Her iki yapidaki Amberlite recineleri degistirme/ayirma amach kullanilmaktadir.
Adsorban 6zellikte olanlarin daha yaygin oldugu literatiirden anlasilmaktadir. Herhangi
bir adsorbanin verimi, genel olarak spesifik i¢ yiizey alanlarina oldugu kadar, spesifik
gdzenek hacmine ve gozenek biiyiikligii dagilimina da baghdir. Bu 6zellikleri gosteren
Amberlite XAD kopolimerlerinden XAD-1, 2, 3, 4, 16 ve 1180 polistiren divinilbenzen
reginesi olup, apolar 6zelliktedir ( Baliza ve ark. 2005).

Metal selatlarin  adsorban iizerinde tutunmalar1 iki ayr1 teknikle
saglanabilmektedir. Bu tekniklerden biri immobilizasyon teknigidir. Bu teknikte,
oncelikle selat yapici, regine ile reaksiyona girdirilerek kimyasal bag ile regine tizerinde
tutunmasi saglanir. Daha sonra metal ¢Ozeltileriyle isleme tabi tutularak, metal
selatlarinin regine lizerinde olugmasi saglanir. Uygun eliisyon vasitalar1 kullanilarak
regine iizerinde tutulan metal selatlar eliie edilir. Iimmobilizasyon tekniginde eliisyon ile
selat yapici ligandlarin da kolondan ayrilmasi sebebiyle kolonun ¢ok sayida deney i¢cin
kullaninmi miimkiin olmaktadir. Diger teknikte ise Amberlite XAD recineleri dolgu
maddesi olarak kolona yerlestirilir ve kolondan 6nceden olusturulmus metal selatlarini
iceren ¢oOzeltiler gecirilir. Amberlite XAD regineleri metal selatlarin adsorplanmasi
seklinde yaygin olarak kullanilabilecegi gibi, cesitli elementlerin degisik ortamlarda
halojeno kompleksleri seklinde de tutma 6zelligine sahiptir. Bu ¢alismada XAD-4

rec¢inesi kullanilmustir.

Bazi Amberlite XAD reginelerinin 6zellikleri Tablo 2.2°de verilmistir (Hazer ve
ark. 2003; Yilmaz ve ark. 2006).
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Tablo 2.2. Cesitli Amberlite XAD Reginelerinin Spesifik Ozellikleri.

Amberlite Kimyasal Yiizey Gozenek Ortalam Ugulamalan

Yapisi alamm  Cap1(A") a Cam

(m’/g) ()
XAD 4 Polistren 750 100 640 Coziicii ve diisiik molekiil
DVB agrlikl tiirlerin ayrilmasinda
XAD 16 Polistren 800 150 700 Kiicilik molekiillerin ve anti
DVB biyotiklerin geri kazaniminda
XAD 1180 Polistren 500 400 530 Bitki ekstraktlarinda ve biiyiik
DVB molekiil agirlikh tirtinlerin geri
kazaniminda
XAD 1600  Polistren 800 150 400 Antibiyotik geri kazaniminda.
DVB
XAD 7HP Alifatik 500 450 560 Bitki ekstraktlarinda, enzim
ester saflagtirmada
XAD 761 Fenolik 200 600 700 Bitki ekstraktlarinda, enzim
yapi saflagtirmada

2.5.1. XAD-4 Reginesi

Sekil 2.3. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Amberlite XAD-4 Yiizey Yapisi
(Soylak, 2007)

Absorplayici regine (polisitiren divinil benzen) amberlite XAD-4 reginesi
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miikemmel fiziksel, kimyasal ve termal kararliliga sahiptir (Sekil 2.4; Tablo 2.3).

H H H H
H H
o —
N N
H H
— In
H H H
Sekil 2.4. Amberlite XAD-4 ‘in kimyasal yapist.
Tablo 2.3.Amberlite XAD 4 Reginesinin Baz1 Fiziksel Ozellikleri
Yapisi Capraz bagli aromatik polimer
Fiziksel formu Yari saydam beyaz tanecikler
Yiizey alani > 750 m?/g
Nem tutma kapasitesi % 54-60
Partikiil biiyiikligi 0.49-0.69 mm
Ince tanecik igerigi <.0.350 mm: 5.0 % max.
Kaba tanecik igerigi > 1.18 mm: 5.0 % max.
Gozeneklik >0.50mL/mL

2.6. Atomik Absorpsiyon Spektrofotometreleri

Atomik absorbsiyon spektroskopisi, yliksek sicaklikta gaz halinde bulunan temel
haldeki element atomlarmin kendilerine 6zgii dalga boylarinda 11 absorblamasina
dayanir. Temel diizeyde bulunan atomlarin elektromanyetik 1sm1 absorblamalar1 ile
atomlar, kararsiz uyarilmig enerji diizeyine gecerler ve absorbsiyon miktari temel

diizeydeki atom sayisina baghdir. Gliniimiizde 70’in {izerinde elementin duyarl olarak
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tayini saglanabilmektedir. Atomik absorpsiyon spektrometresi 151k kaynagi,
atomlastirici, monokromator, dedektor ve alici ortamlarindan olusur. Hem eser hem de
yiiksek derisimlerdeki metalik elementlerin tayini i¢in yaygin olarak kullanilan bir

analitik metottur.
2.6.1. Atomik Absorpsiyon Spektrometresi

Sekil 2.5°de atomik absorpsiyon spektrosmetresinin blok semasi goriilmektedir.
Atomik absorpsiyon spektrometresi 1sik kaynagi, absorpsiyon ortami (atomlastirici),

monokromator ve alicidan olusur.

lsin kaynagt |—> | Atomlagtirict [—> | Monokromatdr [—» Alici

Sekil 2.5. AAS ‘nin bloka semast

2.6.1.1. Isikk Kaynaklan

AAS de 151k kaynaklarmin goérevi numunedeki atomlarin absorplayacagi
dalgaboyundaki 1sinlar1 yaymaktir. Dar cizgiler hem absorpsiyonda hem de emisyonda
tercih edilir. Cilinkii dar ¢izgiler spektrumlarin Ortiismesinden kaynaklanan girisimi
azaltir. Elementler ¢cok 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 15 kaynagi kullanilmasiyla olgiilen
absorbans ¢ok kiiciik olur. Ciinkii siirekli 151k kaynaklar1 belli bir aralikta her dalga
boyunda 1sm yayarlar ve bu isinlarin ¢ok azi dar absorpsiyon hatli atom tarafindan

absorplanabilir.
2.6.1.1.1. Oyuk Katot Lambalari

AAS’de en yaygin olarak kullanilan primer 151k kaynagi, oyuk katot lambasidir.
Oyuk katot lambasinin katodu, i¢ ¢ap1 2-5 mm olacak sekilde analiz edilecek elementin
cok saf metalinden veya o elementi igeren alasimdan yapilir. Katot ve anot cam silindir
icine yerlestirilmistir. Yiiksek voltaj ve 30 mA’e kadar akim oyuk katotta tamamen
bosalim saglamak i¢in kullanilir. Dolgu gazi olarak 1-5 torr basingla Ar veya Ne gazi
kullanilir. Ne gaz1 yiiksek iyonlagsma potansiyelinden dolayr tercih edilmektedir
(Kellner,1998). Elektrotlar arasina yeterli gerilim uygulanarak inert gazin anotta

iyonlagmasi saglanir (Spektroskopi Yaz Okulu, KTU, 1988).
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Bu iyonlar, iki elektrot arasinda bulunan elektriksel potansiyel ile katot ylizeyine
dogru hizlandirilir. Pozitif yiiklii iyonlar, negatif yiiklii katot ylizeyine siddetle ¢arpinca,
katottaki metal atomlari, lambanin i¢indeki gaz atmosferine yayilir. Burada, hizh
hareket eden gaz iyonlari ile carpisarak {ist enerji diizeyine ¢ikarlar. Tekrar temel enerji
diizeyine donerken, katot elementinin Kkarakteristik spekturumunu yayarlar (Willard,
1988). AAS de analiz edilecek her bir element igin farkli oyuk katot lambasmin

kullanilmasi gereKkir.
2.6.1.1.2. Cok Elementli Lambalar

Atomik absorpsiyon spektroskopisi ile analizlerin en onemli dezavantaji, her
element igin ayr1 bir oyuk katot lambasi kullanimmi gerektirmesidir. Bu nedenle ¢ok
elementli oyuk katot lambalar1 gelistirilmesi diisiiniilmiistiir. Bu lambalarda katot,
incelenecek elementleri igeren alasimlardan, metalik bilesiklerden veya toz haline
getirilmis metal karisimlarindna yapilir. Cok elementli lambalarda ortaya ¢ikan en
onemli sorun, Ozellikle iigten fazla element i¢eren lambalarda, lambanin emisyon

siddetinin azalmasi ve bunun sonucu olarak gézlenebilme smirinin biiylimesidir.

2.6.1.1.3.Elektrotsuz Bosalim Lambalari

Bu lambalar yiiksek radyasyon yogunlugu ve dar emisyon c¢izgi genisliligi
gosterirler. Hem atomik absorpsiyon spektroskopisinde hem de floresans spektroskopisinde
kullanilir. Yiiksek dogruluk ve gelismis tayin simirlar1 sunarlar. En biiyiik avantaji UV
bolgesinde calimaktir. Tiip birka¢ mg saf analit metali veya onun ugucu tuzu ile doludur.
Inert gaz birkag yiiz paskal basingtadir. Uyarima enerjisi elektromanyetik alanda olusturulur

(mikrodalga veya radyo frekansi kullanilarak) (A-4 Lauri H.J. Lajunen, 1992 ).
2.6.1.1.4. Buhar Bosalm Lambalan

Buhar bosalim lambalar1 incelenen elementin iceren bir buharda elektrik akimi

gecirilmesiyle emisyon yaparlar.
2.6.1.2. Atomlastiricilar

Atomlastiricilarin gérevi, ornekteki molekiil veya iyonlardan temel haldeki
element atomlarint olusturmaktadir. Analizin basarili olup olmamasi, atomlasmanin
etkinligine baghdir. Tayinin duyarliligiise, incelenen elementin atomlasma derecesi ile

dogrudan orantihdir (Spektroskopi Yaz Okulu, KTU, 1988). Atomlastiricilar genel

28



Hiisniye CELEBI

olarak alevli ve alevsiz olmak tizere ikiye ayrilir.
2.6.1.2.1. Alevli Atomlastiricilar

Alevde oOrnegin atomlastiriimasinda ilk islem, Ornek ¢6zeltisinin aleve
puskiirtiilmesidir. Ornek nebulizer yardimiyla aerosol haline doniistiiriiliir. Aerosol
halinde aleve 6rnek girdikten sonra ¢oziicli buharlastirirlir. Kuruyan kiigiik parcaciklar
ayrilr, kati madde kalir ve daha sonra kati madde buharlastirilir. Bu molekiillerin bir
kismi notr atomlar vermek {izere ayrihr. Bu atomlar AAS’de absorpsiyon yapan

tiirdendir (Spektroskopi Yaz Okulu, KTU, 1988).

Alev sicakligi alev merkezinde en yiiksek olup, yukar1 dogru ¢ikildik¢a azalir.
Alev sicakhgi, alevi olusturan gaz karisimina bagholarak degisir. Giiniimiizde en ¢ok
kullanilan gaz karisimlari hava/asetilen ve azot protoksit/asetilen’ dir. Hava/asetilen

karigiminin alevi kararli ve ¢alismas: kolaydir.

Alevli AAS’de hava/yakit oran1 ve alev yiiksekligi, temel diizeyde serbest
atomlarin sayisint maksimum yapacak, emisyon, iyonlasma veya bilesik olusumundan
kaynaklanacak bozucu etkileri minimuma indirgeyecek sekilde segilir (Spektroskopi
Yaz Okulu, KTU, 1988).

2.6.1.2.2. Alevsiz Atomlastiricilar

Giiniimiizde en sik kullanilan alevsiz atomlastirict grafit firindir. Grafit firin,
grafitten yapilmis 2-3 cm uzunlugunda ve 0,5-0,8 cm i¢ ¢apinda boru seklinde bir
tiiptiir. Firin uglarma uygulanan diisiik gerilim (10 V) ve yiiksek akimda (400 A) 1sitilir.
Grafitin yanmamasi igin ortamdan siirekli olarak bir asal gaz veya azot gegirilir.
Alevsiz atomlastiricilarda 6rnek daha uzun siire atomlagsma ortaminda kalir ve aleve

gore daha az ornek gerekir.

[k defa 1970’lerde piyasada goriilen elektrotermal atomlastiricilar, genel olarak
kisa stirede tiim numunenin atomlastirilmas: ve optik yolda atomlarin ortalama kalma
stirelerinin bir saniye veya daha fazla olmasi nedeniyle, duyarlilikta artis saglar.
Elektrotermal atomlastiricilarda, grafit bir kapsiilde 6nce numunenin birkag mikrolitresi
(uL) kurutulur ve sonra kiil edilir. Kiil edildikten sonra, yaklasik 2000 °C’ ye yiikselen
sicakliga neden olan akim, hizla birkag¢ yiiz ampere artirilir; numunenin atomlagmasi

birka¢ milisaniyeden saniyelere kadar degisen periyotta olusur. Atomlasan taneciklerin
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absorpsiyon ve floresanslar: 1sitilmis yiizeyin hemen tizerindeki bolgede 6lgiiliir.

Grafit atomlastiricilarin diisiik tekrarlanabilirligi ve numune matriks etkilerinin
cogu, grafit tiipiin dogal gbzeneginin azaltilmasiyla giderilebilecegi ampirik olarak
bulunmustur. Atomlagma sirasinda matriks ve analitin bir kismi1 agikea, tiip duvarlarina
difiizlenerek atomlagma isleminin yavaslamasina ve daha kiigiik analitik sinyal
olusumuna neden olur. Bu etkiyi dnlemek igin, bir¢ok grafit tiip gozeneklerini kapatmak
icin ince pirolitik karbon tabakasi ile kaplanir. Pirolitik grafit, olduk¢a homojen bir
cevreden tabaka tabaka, sabirla biriktirilmis bir ¢esit yapay grafittir. Tiip yiiksek bir
sicaklikta tutulurken tiip i¢inden bir hidrokarbon ve inert gaz karisimi gegirilerek
pirolitik kaplama yapilir. Elektrotermal atomlastiricilar, kiigiik numune hacimlerinde,
alisilmadik yiiksek duyarlihk avantajina sahiptir. Tipik olarak, 0,5 ve 10 puL’lik numune
hacimleri kullanilir. Bu sartlar altinda mutlak gézlenebilme sinir1 tipik olarak 10 -10 g

analit araliginda bulunur.

Alevsiz yontemlerin bagil kesinligi, %5 - %10 araliginda olup alev ve plazma
atomlasmasinda beklenen % 1 veya daha iyi kesinlikten daha koétiidiir. Ustelik firin
yontemleri yavastir ve element basina tipik olarak birka¢ dakika gerekir. Son
dezavantaji, diistiik analitik aralik olup, tist sinir, alt simirin yiiz katindan daha azdir.
Sonug olarak, elektrotermal atomlastiricilar, alev veya plazma atomlastiricilarin
gbzlenebilme sinirt  yetersiz oldugunda uygulanir. AAS’de analizin basarisi
atomlagtirmanin  etkinligine bagli oldugundan diizenegin en O6nemli bileseni

atomlastiricidir.
2.6.2. Monokromator

Absorbansin 6l¢iilmesi sirasinda 1s1k kaynagindan gelen polikromatik isiktan tek
bir dalga boyunda 1s1k segilerek 6rnege gonderilir. Polikromatik 1s1ktan monokramatik
151k elde edilmesini gergeklestiren diizenege monokromatdr adiverilir. Monokromator

olarak prizmalar veya optik ag adini alan pargalar kullanilir.

Prizmalarda dalga boyunun segilmesi, farkli dalga boylarindaki 1s1g1n
prizmalara giriste ve cikista farkli miktarlarda kirilmas: ilkesine dayanir. Ornek
tizerine gonderilen 113N daha monokromatik olmasini  saglamak i¢in bazi
spektrofotometrelerde ¢ift monokromatdr kullanilir. Boylece istenilen dalga boyu daha

saf olarak, yani bant genisligi daha kiigiik olarak elde edimli olur (Yildiz ve ark. 1997).
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2.6.3. Dedektor

AAS’ de 1sik sinyalini elektronik sinyale doniistirmek igin foto g¢ogaltici
dedektorler kullanilir. Foto ¢ogalticilar, 1s1ga duyarh bir katot, ardarda dizilmis bir seri
dinod ve en sonda yer alan bir anottan meydana gelir. Katot Cs, Sb gibi kolay iyonlasan
bir alasimla kaplidir. Monokromatérden gelen bir foton, katot yiizeyine carparak
elektron koparir ve bu elektron birinci dinoda garparak, buradan elektronlar koparir. Bu
islem diger dinodlar iizerinde elektron sayis1 Katlanarak devam eder ve 12 dinod igin
>1,7x10" elektron agiga c¢ikar. Sonucta foton sinyali genligi oldukca yiiksek olan
elektronik sinyale c¢evrilmis olur. Atomik absorpsiyon spektroskopisinde yapilan

analizlerin temeli Beer Yasasina dayanir (Skoog ve ark. 1991).
2.6.4. Engellemeler

Atomik absorpsiyon spektroskopisi yonteminde diger analitik yOntemlerde
oldugu gibi, analizi yapilacak ornegin Ozelliklerine gore birgok engelleme ile
karsilagilir. Bu engellemeler, kimyasal, iyonlasma, spektral ve zemin engellemeleri

olarak siniflandirmak mimkiindiir.
2.6.4.1. Kimyasal Engellemeler

Atomlagtiricilarda olusan kimyasal reaksiyonlarin sonucudur. Alevli AAS’de
analiz edilecek elementin oksijenle kararl bilesikler olusturmasi sonucu atom derisimi
azalir ve dolayisiyla absorbans degeri de olmasi gerekenden daha kiiciik elde edilir.

Kararl1 oksitler atomlastirici sicakliginda bozulmayan bilesiklerdir.

Ornek: Al ve Fe diisiik sicaklikta kararli Al,O3 ve Fe,Os olusturur. Ayrica B, Ti,
W, U, V ve Zr da kararli bilesikler olusturur.

Onlemler:

1) Alevdeki oksijen miktarmin azalmasi. Bu da hava-asetilen yerine C,H,-N,O

kullanilmasiyla saglanabilir.

2) Spektroskopik tampon maddelerin kullanilmasi. Spektroskopik tampon
kimyasal girisimeneden olan bilesiklerden birisi ile reaksiyona girerek kararli

bilesiklerin olugmasini engeller.

Ornegin; PO,® varhginda Ca analizi yapilirken ortama La tuzu eklenir. La,

31



2. KAYNAK OZETLERI

fosfat ile reaksiyona girerek Caz(PO4), olusumunu engeller.
2.6.4.2. Fiziksel Engellemeler

Kalibrasyon grafiginin elde edilmesinde kullanilan standart ¢ozeltilerin
yogunluk, viskozite ve benzeri fiziksel Ozelliklerinin analit ¢ozeltisinin fiziksel

ozelliklerinden farkli olmasindan kaynaklanir.

Onlem olarak seyreltme onerilebilirse de bu analit derisiminin analiz cihazmm
duyarligmin altina diismesine neden olabilir. Diger bir 6nlem ise triton-X gibi yiizey

gerilimini azaltici ¢ozeltilerin kullanilmasi uygulanabilir.
2.6.4.3. Spektral Engelemeller

Iki element atomunun veya bir element atomu ile ¢ok atomlu bir tiiriin ayni
dalga boyundaki 15181 absorplamasi (pozitif hataya) veya yaymasiyla (negatif hataya)

girisime neden olur.

Ornek: Tb (Terbiyum) ve Mg i¢in 285,2 nm; Cr ve Os i¢in 290,0 nm’de; Ge ve
Caicin 422,7 nm’de.

Onlemler:

Pozitif hata icin onlemler: Analiz edilecek elementin diger hatti kullanilir.
Negatif hata icin dedektor HCI’ den Ornege gelen 151gin Oniine yerlestirilen 151k

boliiciiniin frekansina ayarlanir. Bu frekans disindakiler algilanmaz.
2.6.4.4. Zemin Engellemeleri

Ornek ¢dzeltisinde bulunan ¢ok atomlu tiirlerin 15181 absorplamasi analizde ¢ok
ciddi sorunlara yol acar. Bu tiir engellemeler, zemin engellemesi olarak adlandirilir.
Zemin adsorpsiyonu adi da verilen zemin engellemesi, atomik absorpsiyon
spektroskopisi yonteminde en Onemli hata kaynagidir. Zemin engellemesine kiiciik
parc¢aciklarin 15181 sagmasinin da katkis1 vardir. Oyuk katot lambasinin yaydigi isimanin
tanecikler tarafindan sagilmasi Rayleigh yasasina uyar ve sacilma siddeti kullanilan
dalga boyunun dordiincii kuvveti ile ters orantilidir. Absorpsiyon hiicresinde bulunan
molekiill ya da radikallerin 15181 absorplamasi, alevli ve Ozellikle grafit firmh
atomlastiricilarda, oniline gecilmesi icin 6zel yontemler gerektiren bir engellemedir.

Atomlagma sicaklig kiiclik bir elementin alevli atomlastiricida analizi sirasinda alevde
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olusan oksit, hidroksit, siyaniir tiirii kararh bilesikler, elementin atomlagma sicakliginda

bile bozunmayarak oyuk katot lambasmin yaydig1 isimay1 absorplarlar.

Zemin engellemerinin diizeltilmesi icin ¢esitli yontemler Onerilmistir. Bunlar,
cift-hat yontemi, siirekli 151k kaynagi kullanimi yontemi, zeeman etkisi yontemi ve
smith-Hieftje yontemidir. Cift- hat yontemi, absorbansin iki farkli dalga boyunda iki kez
Olclilmesi ilkesine dayanir. Birinci 6lciim analizi yapilan elementin 15181 absorpladigi
karakteristik dalga boyunda yapilir. Elde edilen absorbans, analizi yapilan elementin
atomlarmin absorbanst ile zemin engellemesine neden olan diger tiirlerin
absorbanslarmin toplamma esittir. Ikinci 6lgiim ise, analizi yapilan elementin
atomlarinin absorpsiyon yapamayacagi fakat birinci dalga boyuna ¢ok yakm bir dalga
boyunda yapilir. Bu dalga boyu bir asal gaz veya baska bir elementin oyuk katot
lambasindan elde edilen bir hat olabilir. ikinci dalga boyunda &lciilen absorbans, sadece
zemin engellemesine neden olan tiirlerin neden oldugu absorbanstir. Iki dlgiim

arasindaki fark 6rnege ait gercek absorbans degerini verir.
2.6.5. AAS’nin Analitik Performansi ile Ilgili Terimler
2.6.5.1. Duyarhk

Okunan absorbans degerlerinin standart ¢ozeltilerin derisimlerine karsi grafige
gecirilmesiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin egimi duyarlik olarak tanimlanir. AAS
icin duyarhilik 1/Egim olarak alinir ve genelde 0,0044 Absorbans veren derigim

duyarlhlik olarak tanimlanur.
2.6.5.2. Dogruluk

Dogruluk, dlgiimlerin gercek veya kabul edilen degere olan yakinhigini ifade
eder. Dogrulugun 6lgiisii, hatanin biiytikligiidiir. Dogruluk bir sonug ile gergek deger
arasindaki yakmlhigi olcer. Kesinlik ise, ayni1 yolla dlgiilen bir¢ok sonug¢ arasindaki
yakinlhig agiklar. Kesinlik, sadece 6lgmeleri tekrarlayarak tayin edilir. Diger taraftan, bir
biiyiikliiglin gergek degeri hi¢bir zaman tam olarak bilinemediginden, dogruluk tam
olarak tayin edilemez. Dogru deger yerine, dogru kabul edilen deger kullanilmalidir.

Dogruluk, mutlak hata veya bagil hata terimleri ile ifade edilir.

Mutlak hata: Bir X; bityiikligiiniin 6l¢timiindeki mutlak hata E=X;— X; esitligi ile

verilir. Buradaki X;, sozkonusu biiyiikliigiin gergek deger kabul edilen degeridir.
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Bagil hata (Er): genellikle, mutlak hatadan daha faydali bir biiyiikliiktiir. Yiizde
bagil hata asagidaki ifade ile verilir.

(Xi_Xt)
T —X—tX 100

2.6.5.3. Kesinlik

Kesinlik, 6lgtimlerin tekrarlanabilirligini, yani tamamen ayni yolla elde edilen
sonuglarin birbirine yakinligini gosterir. Genellikle standart sapma ile verilir. Yapilan

analizlerde sonuglar bibirine ne kadar yakinsa dl¢timlerin kesinligi o kadar yiiksektir.
2.6.5.4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD)

Zemin giiriiltiisiinden farkli olarak tespit edilen fakat miktar1 belirlenemeyen en
kiigiik analit derisimidir. Bir analit yontemin performansi genellikle gdzlenebilme sinir1

ile 6l¢iiliir. Alete ve metoda da baghdir.
2.6.5.5. Tayin Simir1 (LOQ)

Uygun dogruluk ve kesinlikle miktar1 saptanabilen en kiigiik derisimdir. Normal

olarak gézlenebilme simir1 yakininda tayin yapilamaz.
S: Sinyal (Absorbans veya emisyon siddeti)
SLOD = Xb + 30y, ( %95 olasilikla gézlenebilir sinyal)
Xb = Bos ¢ozeltinin tanik ya da kor ortalama degeri

op = Bos ¢0zeltinin (tanik) standart sapmasi

LOL

Sinyal

CLop LOQ

Calisma araligi

N\
v

Derigsim
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S=mC + n (C= derisim, m= egim)
Buradan,
Stop =MCiop +n
CLop = (Stop—n)/m
CLop= (Xpt306p —n)/m ( Buradan n=Xp)
Dolayisiyla;
CLob=3op/m
CLog=3CL0
2.6.6. Analitik Uygulamalar ve AAS ile Elementlerin Kantitatif Tayini

Atomik absorpsiyon ile nicel analiz, molekiillerin 15181 absorpsiyonun da oldugu
gibi, Lambert-Beer yasasma dayanir, yani ortama gelen 1sima siddetinin 1o ortamdan
¢ikan 1s1ma siddetine I, oranmnin logaritmasi olarak tanimlanan absorbans A, ilgilenen

elementin derisimiyle dogru orantilidir.

Atomik absorpsiyon spektroskopisi, 6zellikle eser miktardaki metallerin nicel
analizleri i¢cin ¢ok yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem ile tayin
edilebilen elementler, analizleri i¢in se¢ilmesi gereken dalga boyu degerleri ile birlikte
verilmistir. Beer lambert yasasina gore Ol¢iilen absorbans, absorbans hiicresindeki atom
derisimiyle dogru orantilidir. Analizi yapilacak element ig¢in, bilinen derisimde
cozeltiler kullanilarak kalibrasyon dogrusu veya standart ekleme dogrusu olusturulur ve

ormek ¢ozeltisindeki derisim saptanir.

Basta arsenik olmak iizere periyodik tablonun 4A, 5A, 6A gruplarinda bulunan
elementlerin olusturdugu ugucu hidriirlerinden yararlanilarak bu elementlerin atomik
absorpsiyon spektroskopisi yontemi ile analizleri yapilabilir. Analizi yapilacak
elementin, AsHs;, BiH3 SbH3, H,Se, SnH, gibi gaz halinde hidriiriinii olusturarak 6rnek
cozeltisinden ayirmak bir¢ok engellemeyi 6nledigi i¢in bu yontem yukarida s6z edilen
elementlerin analizinde ¢ok kullanilir. Hidriir olusturma yontemi olarak bilinen bu
yontemde hidriir olusturabilmek i¢in, ¢inko metali ile hidroklorik asit arasindaki
tepkimede liriin olarak elde edilen hidrojen, analizi yapilacak element ile tepkimeye

sokulur.
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Daha duyarli sonuglarin alindigi bir bagka yontemde ise, asitlendirilmis 6rnek
cozeltisine sodyumborhidriir ¢dzeltisi eklenerek hidriiriin olusumu saglanir. Olusan
hidriir, kuartztan yapilmis absorpsiyon hiicresine gonderilir. Absorpsiyon hiicresi 850-
1000 °C aras1 bir sicakhiga 1sitilarak hidriiriin ayrismasi ve analizi yapilan elementin gaz

halindeki atomlarinin elde edilmesi saglanir.

Derigimi daha diisiik elementler i¢in grafit firin kullanilir. Deniz suyu gibi asir1
tuz igeren Orneklerde, olusacak engellemelerin Oniine gecmek i¢in 6zel yontemler
gelistirilmistir. NaCl bilesiginin etkisinin giderilebilmesi i¢in ortama NH4NO3 eklenir ve
kiilleme basamagmnm sicaklign 500 °C civarinda tutulur. Eklenen NH4NO3 ve NH4Cl
bilesiklerini olusturur ve NaCl bilesiginin atomlagmaya etkisi engellenir. Bdyle
orneklerde, zemin engellemelerinin diizeltilmesi i¢in uygulanan yontemlere bagvurmak
gerekir. Su orneklerinde Hg analizi i¢in soguk buhar yontemi As, Bi, Sn ve Se analizleri

icin ise hidriir olusturma yontemi uygulanmaktadir.
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3.MATERYAL VE METOD
3.1. Kullanilan Arac ve Geregler

Bu calismada eser miktardaki Zn (II) ve Mn (Il) iyonlar1 i¢in aywrma ve
zenginlestirme yontemi gelistirildi. XAD-4 dolgulu kolonda yapilan zenginlestirmeden

sonra bu metalerin tayini FAAS ile gerceklestirildi.
3.1.1.Alevli Atomik Absorbsiyon spektrometresi (FAAS)

Bu caligmada Zn (1) ve Mn (11) metallerinin tayini Unicam model 929 AAS
marka atomik absorpsiyon spektrometresi ile gerceklestirildi. Alev olarak hava-asetilen
kullanild1. Tayinler kalibrasyon yontemi ile gergeklestirildi. Olgiimler tabloda gosterilen

calisma parametreleri ile yapilmistir.

Tablo 3.1. Atomik Calisma Kosullari

Metal Iyon
Cinko Mangan
HC lamp current (Ma) 10,0 12,0
Slit width (nm) 0,5 0,2
Wavelength (nm) 213,9 279,5

3.1.2. Perstaltik pomba

Kat1 faz ekstraksiyonu i¢in Watson Marlow Sci 323 marka peristaltik pompa

kullanilmstir.
3.1.3. pH metre

Deneysel calismalarda ¢ozeltilerin pH ayarlanmasinda Hanna Instruments model

dijital pH metre kullanild1.
3.1.4. Analitik Terazi

Kullanilacak kimyasalarm tartimlar1 Denner Instrument marka 0,0001 g

duyarhliktaki analitik terazide alimmuigtir.

3.1.5. Mikropipet

(Cozelti hazirlama ve seyreltme islemlerinde Biohit marka 5000 uL, 1000 pL,
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500 pL, 100 pL arasinda ayarlanabilen mikropipetler kullanildi.
3.1.6. Saf su cihaz

Deneysel c¢aligsmalarda kullanilan ¢dzelti hazirlanmasinda deiyonize su

kullanildi. Kullanilan cihazin markasi1 Millipore Elix 5 tir.
3.1.7. Etiiv

Cam ve plastik malzemelerin kurutulmasi igin 200 °C kadar 1sitabilen Nuve

model etiiv kulalnildi.
3.1.8. Magnetik Kanistirici

Aanoxybacillus kamchatkensis assaccharedens (KG8) bakterisi tutturulmus

Amberlite XAD-4 reginesinin homojenligini saglamak ig¢in magnetik karistiric
kullanildi.

3.2. Kullanilan Reaktifler ve Hazirlamisi:

Kullanilan tiim kimyasallar sigma markadir. Calismalarda kullanilan tiim ¢oziicii
ve kimyasal maddeler analitik safliktadir. Metal ¢alisma ¢ozeltileri konsantrasyonu 1
ppm (mg/L) olup buda giinliik olarak 1000 ppm lik stok ¢6zeltiden hazirlanmustir.
Eliient olarak kullanilan HC1 ve HNOj3 ¢ozeltileri laboratuarda bulunan konsantre HCI
ve HNO; asitten hazirlanmistir. Laboratuar cam malzemeleri %5 lik HNOj asit

coOzeltisinde birakilip daha sonra saf su ile iyice yikanip etiivde kurutuldu.
3.2.1. Tampon Cozeltiler

pH ayarlamalar1 i¢in tampon ¢o6zeltiler kullanildi. pH 2 i¢cin Na;SO4-NaHSOq,
pH 4-6 icin CH3COOH-CH3COONH,;, pH 8-10 igin NH3-NH4Cl uygun miktar

maddeleri igeren ¢Ozeltiler saf suda hazirland:.
3.2.2. Eliient Cozeltiler:

0.5 M HCI ¢ozeltisi: 19,8 mLderisik HCI (d:1,19 g/mL, % 65’ lik) alinip, saf su

ile 500 mL’ye tamamlandi.

1 M HCI ¢ozeltisi:39,7 mL derisik HCI (d:1,19 g/ml, % 65’ lik) alinip, saf su

ile 500 mL’ye tamamlandu.

2 M HCI ¢ozeltisi: 79,4 mL derisik HCI (d:1,19 g/mL, % 65’ lik) alinip, saf su
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ile 500 mL’ye tamamlandi.

0.5 M HNO; Cozeltisi: 17,4 mL derisik HNO3 (d:1,40 g/mL, % 65’ lik) alinip,
saf su ile 250 mL’ye tamamlandi

1 M HNOj; Cozeltisi: 34,8 mL derisik HNO3 (d:1,40 g/mL, % 65’ lik) alinip,

saf su ile 250 ml’ye tamamlandi.

2 M HNOj3 Cozeltisi: 69,4 mL derisik HNO3 (d:1,40 g/mL, % 65’ lik) alinip,
saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

3.2.3. Ara Stok Cozeltisi

Tayini yapilacak elementin asetat tuzundan stok ¢ozeltileri hazirlandi. 1000 ppm
lik 100 ml Zn ¢ozeltisi i¢in 0,168 g Zn(CH3COOH),. 2H,0 analitik terazi ile alinip %1
lik HNOg3 ¢ozeltisi ile 100 ml’ ye tamamlandi.

Tayini yapilacak elementin asetat tuzundan stok c¢ozeltileri hazirlandi. 1000 ppm
lik 100 ml Mn ¢dzeltisi i¢in 0,223 g Mn (CH3COOH);.4H,0 analitik terazi ile alinip %1
lik HNOg3 ¢ozeltisi ile 100 ml’ ye tamamlandi.

3.3. Model Cozelti ve Kolonun Hazirlanmasi

Biyosorpsiyon prosediirii model ¢ozeltiler lizerinde test edildi. Bu amagla 5-50
ug Zn, 2,5-25 pg Mn igeren 100 mL metal ¢ozeltileri secilen pH da deneysel olarak
belirlenen akis hizlariyla kolondan gegirildi. Bu ¢6zelti tamamen gectikten sonra kolon
iki kere 10 mL’ lik saf su ile yikandi. Metal iyonlarinin re¢ine kolonundan siyrilmasi bir
molar HCI ile gergeklestirildi. Siyirma ¢ozeltisi gerektiginde seyreltildi ve FAAS ile
tayin edildi.

250 mg Aanoxybacillus kamchatkensis subsp. assaccharedens (KG8) tuturulmus
XAD-4 5 mL saf su ile 1slatildi. Bu karisim 1,0 cmx10cm lik polietilen kolona aktarildi.
Kolon kullanilmadan 6nce temizlenmek amaciyla 1 M HCI ¢ozeltisi ve cift distille su ile
yikandi. Sonra kolondan tampon c¢ozelti gecirilerek on sartlandirildi. Tim deneyler
boyunca 1 mL da™® akis hizi1 kullanildi. Kolondan ¢ikan sivi fraksiyonlar halinde

topland: ve AAS kullanilarak analiz edildi.
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3.3.1. Mikroorganizma
3.3.1.1. Mikroorganizmanin Hazirlanisi

Tashdere-Batman kaplicasindan izole edilen, Anoxybacillus kamchatkensis
subsp. assaccharedens (KG8) ¢ubuk sekilli, Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, hareketli,
endosporlar1 oval sekilli subterminal konumlu ve iireme sicaklik araligi 35-65 °C
(optimum 55 °C) olan 1limli termofil karakterde bir bakteri olarak tanimlanmustir. Yag

asidi profilinden KG8 Anoxybacillus cinsinin bir iiyesidir (Giil-Giiven, 2007 ).

KG8’ in nisasta hidrolizinin pozitif olmasi bu bakterilerin endiistriyel agidan
onemli olan enzimlerin (amilaz, proteaz vs.) kaynagi olduklarint gostermektedir (Giil-

Giiven, 2007 ).

Sekil 3.1. KG8'in Mikroskopik Gortintiisii (Giil-Giiven, 2007 )

Bu calismada yeni izole edilen ve tanimlanan KG8 bakterisinin XAD-4’ e

tuturulmus halinin metal tutma kapasiteleri arastirilmistir.
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Aanoxybacillus kamchatkensis subsp. assaccharedens (KG8) 500 mL lik
erlenlerde 100 mL sterilize edilmis NB ve Agar ortaminda ekilerek hazirlandi. 10
mL’lik taze kiiltirler 55°C de 24 saat galkaliyicida karistirildi (200 rpm). Biyokiitleyi
izole etmek ig¢in kiiltiirler 20 dakika santrifiij edildi. Daha sonra bakteri peleti asit (10
mL 0,1 M HCI) ve saf su ile yikandi. Yikanan bu bakteriler tekrar santriifiijlendi ve

olusan biyokiitle lyofilize edilerek kuru bakteri tozu elde edildi.

3.3.2.Anoxybacillus kamchatkensis subsp. assaccharedens (KG8) tutturulmus
Amberlite XAD-4 Hazirlanmasa.

Absorplayici recine (polisitiren divinil benzen) amberlite XAD-4 ( yiizey alani
750 ng'l, gozenek capt 4 nm ve gozenek boyutu 20-60 mesh) Sigma firmasindan
tedarik edildi. Bu XAD-4 reginesi organik ve inorganik safsizliklar icermekteydi.
Safsizliklar1 uzaklastirmak icin regine 4 molar HCI ile etkilestirildi. Daha sonra
recinenin pH’1 notral olana kadar saf suyla yikandi, ikinci olarak regine bir etanol-su
(1:1) c¢ozeltisi ile ve son olarak yine saf suyla yikandi. Regine bir polietilen sise icinde

saklandi.

Bakterilerin Amberlite XAD-4 reginesi tizerine tuturulmasi asagidaki sekilde
yapildi. 150 mg kuru ve Olii bakteri tozu 1g Amberlite XAD-4 ile karistirildi. Bu
karisim 2 mL ¢ift distile su ile 1slatild1 ve tamamen karistirildi. Bakteri tarafindan alinan
re¢ine miktar1 etiivde 105 °c ye kadar 1 saat isitilarak elde edilen kuru karisimin
agirhgmin O6nceki agirhgindan farki alinarak olgiildii. Aanoxybacillus kamchatkensis
subsp. assaccharedens (KG8) ile Amberlite XAD-4 arasindaki temasi maksimize etmek
icin 1slatma ve kurutma basamaklar1 2 kez tekrarlandi ve bdylece tutulma verimi
artirildi. Elde edilen tirin daha sonra ogiitiilerek orijinal biiyiikliige (20-60 mesh)

getirildi ve absorbent olarak kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. pH Etkisi

Mini kolondaki metal iyonlarinin tutunmasi biyokiitlenin fonksiyonel gruplari ile
metal iyonlar1 arasindaki iyonik etkilesime dayanir. Bundan dolay1 metal ¢ozeltisinin

pH ‘1 bu sistemde ¢alismak i¢in 6nemli bir parametredir.

Agir metallerin tutunma verimine pH’ nin etkisinin incelenmesi amaciyla,
icerisinde 50 pg Zn(1l) ve Mn(Il) iyonlarini igeren 50 mL’lik (1ppm) model ¢ozeltiler,
tampon ¢ozelti ile istenilen pH’lara ayarlandiktan sonra 0.25 g Aanoxybacillus
kamchatkensis subsp. assaccharedens (KG8) tutturulmus Amberlite XAD-4 iceren
kolondan yaklasik 1 mL/dak. akis hizi ile gecirildi. Model ¢ozeltiler kolondan
gecirildikten sonra 5 mL 1 M HCl ile eliie edildi. Her bir pH’da ti¢ paralel 6rnek ve iki
paralel kor calismasi yapildi. Yiizde geri kazanma degerleri ii¢ paralel ¢alismanin
sonucunun ortalamasi olarak hesaplandi. Geri kazanma verimlerinin pH ile degisimi

sekil 4.1°de gosterilmistir.

Zn(1l) i¢in pH; 6, Mn(Il) i¢in pH; 8 oldugu ve calisilan metallerin bu pH araliklarinda

nicel olarak zenginlestirilebilecekleri goriilmektedir.
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Sekil4.1.Zn(11) ve Mn(II) iyonlarinin geri kazanilmasina pH’in etkisi.
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4.2. Adsorban Miktarinin Etkisi:

Alikonma ve geri kazanma {izerine adsorbant (bakteri yiiklii Amberlite XAD-4)
miktarmimn etkisi Zn (1) ve Mn (Il) i¢in incelendi. Adsorbant miktari 50 ile 500 mg
arasinda degismektedir. Her iki metal i¢in 250 ile 500 mg arasindaki adsorbant
miktarlarmin alikonma ve tutunma miktarlar1 %100 yakin olarak bulundu (Sekil 4.2).
Bu nedenle Zn (11) ve Mn (1) igin sonraki deneylerde adsorbant miktar1 250 mg olarak
kullanildi.

Gergek oOrnekler ile calisildiginda adsorban {izerinde yabanci maddeler de
tutunabilmektedir. Bu da adsorbanin calisilan iyona karsi adsorpsiyon kapasitesini
diisiirebilmektedir. Bu nedenle gergek numune zenginlestirme islemlerinde 250 mg

adsorban miktar1 tercih edilmistir.
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Sekil 4.2. Zn(l1) ve Mn(II) iyonlarinin geri kazanma verimine adsorban miktarinin etkisi.

4.3. Eliient Cinsi, Derisimi ve Hacminin Etkisi:

Onderistirme teknigini etkileyen diger bir énemli faktdr metal iyonlarinin bakteri
yiizeyinde ayrilmasinda kullanilan eliientin tiirii ve derisimidir. Biyokiitlenin
parcalanmasini Onlemek icin kullanilan asidin derisimi olabildigince az olmalidir.
HNO; ve HCI eliient olarak test edildi. Optimizasyon ¢aligmalart minumum derisim ile
maksimum geri kazanma elde edilmek amaciyla gerceklestirildi. Kolona yiiklenen

bakteriyel biyokiitlenin {izerinde bulunan metal iyonlarinin uzaklastirilmasi i¢in degisik
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hacimlerde nitrik asit ve hidroklorik asidin etkisi incelendi. 5mL 1M HCI ¢6zeltisinin

uygun oldugu bulundu (geri kazanma verimi %98 den fazla, Tablo 4.1) .

Eliisyon kiiciik hacimli olmasi zenginlestirme katsayisini artirdigindan, yiiksek

zenginlestirme katsayisi elde edebilmek i¢in 5 mL’lik 1 M HCl ¢6zeltisi daha uygundur.

Tablo 4.1.Zn(11) veMn(II) iyonlarmimn Geri kazanimina eliient cinsi ve derisiminin etkisi ( n=3).

Element Geri AlmaCozeltisinin | Geri AlImaCozeltisinin | Geri AlImaCozeltisinin | Geri Alma Cozeltisinin
tiirii hacmi, mL derisimi mol/LL verimi (%)
3 1 82
HCI 5 1 99
10 1 99
zn(I)
3 1 76
HNO3 5 1 91
10 1 96
3 1 81
HCI 5 1 98
10 1 99
Mn(I1)
3 1 83
HNO; 5 1 87
10 1 93
4.4. Akis Hizimin Etkisi

Bakteri tutulmus Amberlite XAD-4 iizerine metal iyonu alikonulma derecesi
farkli akis hizlarindaki metal iyonu ¢6zeltileri ile ¢alisildi. Her bir metal iyonu i¢in 50
pg metal igeren ¢ozelti (50 mL) optimum pH degerine ayarlandi. Daha sonra bu
cozeltiler bakteri yiiklenmis kolondan 1-5 mL dak™ arasindaki akis hizlariyla gegirildi.
Her iki metal i¢inde optimum akis hizi 1 mL dak™ olarak bulundu. Analiz siiresinin ¢cok
uzamamasi i¢in 1 mL dak*den daha yavas akis hizlar1 ¢calisilmadi. Akis hiz1 4 mL dak™
oldugunda adsorpsiyon hizi azalmaktadir. Mini kolondan Zn ve Mn ayrilmasinda 1 M
HCI ¢ozeltisinin etkiside calisildi. 1 mL dak™ lik akis hizimin metal iyonlarmin
matriksten siyrilmasi i¢in en etkili oldugu bulundu (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Optimum pH’daZn(ll) ve Mn(II) iyonlarinin % Geri kazanimina 6rnek akis hizinin etkisi.

4.4.1. Eliient Akis Hizinin Etkisi

Kolondan 1mL/dk hizinda gegirilen 6rnek ¢ozeltiler, 5 mL 1 M HCI ile degisik
akis hizlarinda eliie edilerek eluatlar analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 4.3’ de verilmistir.

Optimum eliient akis hiz1 1 mL/dk se¢ilmistir.
4.4.2. Ornek Hacminin EtKisi:

Gergek numuneler 6rnegin su, biyolojik sivilar vb. ¢ok diisiik derisimlerde metal
iyonu igerirler. Bu nedenle bu eser derisimleri tayin edebilmek igin uygulanabilecek
¢Ozelti hacmini bilmek 6nemlidir. Yiiksek onderistirme faktorii elde etmek i¢in Zn ve
Mn ekstraksiyonu iizerine 6rnek hacminin etkisi 0,20, 0,10, 0,04, 0,02 ve 0,01ug mL™
Zn ve Mn igeren 50, 100, 250, 500 ve 1000 mL hacimdeki ¢ozeltiler optimum
kosullarda kolondan gegirildi (Sekil 4.4). 500 ml 6rnek ¢ozeltisine kadar metalerin
yiikksek verimle (%97’ den fazla) geri kazanilabilecegi bulundu. Daha yiiksek
hacimlerde analit geri kazanimi azalmaktadir. Bu c¢alismada eliisyon hacmi 5 mL
oldugundan analitlerin dnderistirme faktorleri 100 idi. Bu sonuglara gore kullandigimiz

metod ile Zn ve Mn’ de 0.04 pg mL™ derisime kadar tayin edilebilmektedir.
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Sekil 4.4. Optimum pH’da Zn (I1) ve Mn (II) iyonlarmin geri kazanimma Ornek hacminin etkisi

4.5. Yabana Iyonlarin EtKkisi:

Atomik adsorpsiyon spektroskopisinde temel bir problem yabanci iyonlarin
etkisidir. Bu ¢alismada NaCl, KBr, NaNO3; Ca (II) ve Mg (II) gibi baz1 yabanci
iyonlarin etkisi incelendi (Tablo 4.2). Bu katyonlarin toérelans limitleri tabloda
verilmistir. Verilen torelans limiti £%5’ lik hataya sebep olan elektrolit iyon derisimi
olarak tanimlanmistir. Bu sonuglar gdsteriyor ki suda normal derigim seviyelerinde
bulunan iyonlar kullanilan deneysel kosullarda interfer etki gostermemektedir. Bu

demektir ki 6nerdigimiz Onderistirme metodu bu iyonlar1 iceren dogal numunelerine

uygulanabilir.
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Tablo4.2.Girisim yapabilecek bazi iyonlarin Cinko ve Manganm geri kazanma verimine etkisi
(Zn=50 pgL™, Mn=50 pgL™).

Konsantrasyon
Element (mg L'l) Geri Kazanim
Zn(ll) Mn(ll)
Na* - 98,2 99,1
100 97,1 98,4
500 96,2 97,9
K* - 98,7 98,7
100 97,3 98,2
500 95,6 97,6
Mg*? - 98,1 99
50 96,7 98,1
100 93,2 95,8
Ca* - 98,7 99,7
50 97,1 97,3
100 96,7 95,8
Cr - 99,8 98,7
100 98,2 96,8
500 97,3 95,4
NO3 - 99,1 98,2
100 96,9 97,4
500 95,8 94,6

4.6. Onderistirme Faktorii

10-20 pg.L™? derisimdeki ¢dzeltilerden Zn ve Mn geri kazammi % 99-100
verimle gerceklestirildi. Her iki metal iginde 250 mL’ lik numune hacmindeki

onderistirme faktorii 100 olarak bulundu. Bulunan sonuglar tablo 4.3 de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Onderistirme Faktorleri

Metal Iyon | Hacim | Konsantrasyon | Geri Alma Hacmi | Kazanim (%) | Onderistirme Faktorii
zn(ll) | 500 25 ppb 5 98 100
Mn (1) | 500 25 ppb 5 99 100
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4.7. Adsorbanin Toplam Tutma Kapasitesi

Metal iyonlarmin toplam tutma kapasitesi asagidaki prosediirle belirlendi. ilk
olarak bakteri yiikli 0,25 g Amberlite XAD-4 kolona dolduruldu. Sonra uygun bir metal
iyonu ¢ozeltisi optimum pH’mda 1,0 mL dak™ lik bir akis hiziyla kolondan gegirildi.
Bakteri yliklenmis Amberlite XAD-4 doygunluga ulasincaya kadar ¢ozeltideki metal
iyonu derigimi AAS ile tayin edildi. Her bir metal iyonunun reg¢ine iizerinden tutunma
kapasitesi uygun grafikten hesaplanarak bulundu. Zn ve Mn igin tutunma kapasiteleri
srrastyle 0,0125 ve 0,0296 mol g™ olarak bulundu ve sonuglar tablo 4.4 de

gosterilmistir.
Tablo 4.4.Zn(11) ve Mn(Il) iyonlarinin tutma kapasite degerleri
Tutunma Kapasitesi
Metal iyonu n 9
mg.g mol.g
Zn (1) 1480 1,25.10
Mn (I1) 1890 2,96.107

49



4. BULGULAR

50



Hiisniye CELEBI

5.SONUC VE TARTISMA

Calismamizda eser diizeydeki Zn(ll) ve Mn (Il) elementlerinin, Anoxybacillus
kamchatkensis subsp. assaccharedens (KG8) tutturulmus Amberlite XAD-4 ile dolgulu
kolonda zenginlestirme yontemi uygulayarak Alevli atomik spektroskopi ile tayini yapmaktir.
Bu iyonlarin numunelerde miktarlarmin az olmasi alevli AAS’nin tayin sinirmin altinda

olmas1 ve ¢esitli girisimler sebebiyle, istenilen duyarlikla dogrudan tayinleri olamamaktadir.

Girisimi 6nlemenin ve analiz elementini tayin edilecek konsantrasyona getirmenin bir
yolu, girisim yapan bilesenler ile tayin elementini iyon degistirme, ekstraksiyon, adsorpsiyon
v.b gibi ayirma ve zenginlestirme metodlar1 ile birbirinden ayirmak ve bilesimi bilinen ortama
almaktir. Zenginlestirme ve ayirma yOntemleri ile bu sorunlar giderilebilir. Zenginlestirme
islemi ile tayin edilecek eser element, biliylik hacimli bir 6rnekten, bagil olarak oldukca kiigiik
hacimli bir tayin ¢6zeltisi icine almir. Bu sirada girisim olusturabilecek bilesenler ortamdan

uzaklastirilarak ayirma islemi de gerceklestirilir.

Eser elementlerin kolonda kantitatif tutunmalar1 i¢in optimum sartlar1 belirlemek i¢in
caligmalar yapildi. Calismalarda i¢ ¢ap1 1 cm boyu 10 cm olanlar kolonlar kullanildi. Kolon
capmin 1 cm olmas1 daha Onceki calismalarda belirledigimiz bir degerdir. Kolon ¢apmin
artmasi, geri kazanma veriminin azalmasma sebep olmaktadir. Nedeni ise, ayni miktar
adsorban daha genis ¢apli bir kolonda daha az yatak yiiksekligine sahip olacagindan,
¢ozeltinin kolondan gecis hizi artmaktadir. Kolon c¢apinin azalmasi ise numunenin
stiziilmesinde zorluk yaratmaktadir. Calismanin amaci iyonlarin kolonlara maksimum
diizeyde tutunmalar1 ve sonra da maksimiim diizeyde geri alinmalarinin saglandigi optimum
sartlarin belirlenmesidir. {lk olarak optimum &rnek pH’smi belirlemek amaciyla gerekli
tampon ¢ozeltiler kullanilarak, model ¢bzelti ortami pH 2-10 araliginda ayarlanarak, eser
elementlerin geri kazanma verimleri incelendi (Sekil 4.1). Zn (II) i¢in pH; 6,0 Mn (II) i¢in
pH; 8,0 arasinda kantitatif olarak (R > %95) geri kazanim oldu. Iyonlarin asidik pH da
tutunmalar1 bir avantajdir. Ciinkii pH ayarlamasi sirasinda numunede bulunabilecek bazi

elementlerin hidroksit veya oksitleri halinde ¢okmeleri ile c¢ikabilecek sorunlar ortadan

kalkmaktadir.

Geri kazanma veriminin, kolondan gegen numune ¢ozeltisinin akis hizina ve tutunan
iyonlarmn eliie edilme hizma bagli olmasi1 nedeniyle numune ¢ozeltisinin akis hizinin geri
kazanma verimine etkisi de incelenmistir. Bu amagla belirlenen en uygun sartlarda Zn (Il) ve
Mn (II) iyonlarin1 igeren 100 mL’lik model ¢ozeltiler kolondan 1-6 mL/min’lik hizlarla

gecirildi. Kolonda tutunan metaller daha dnce belirlenen geri alma ¢dzeltisi ile geri kazanildi.

51



5. SONUC VE TARTISMA

Geri alma ¢ozeltisindeki ¢inko ve mangan alevli AAS ile tayin edildi. Sekil 4.4’de
cozelti akis hizinin her iki iyon i¢in 1 mL/dakika olarak bulunmustur. Bilindigi gibi, yiiksek
akis hizlarinda hem tutunma hem de eliisyon azalacaktir. Ancak akis hizinin yiiksek olmasi
deney siiresini kisaltmasi agisindan onemlidir. Dakikada 2 mL’lik bir akis hizi, dakikada 1
mL’ lik hiza gore siizme siiresini 2 kat azaltir. Bu da ozellikle numune hacmi biiyiik
oldugunda ¢ok O6nem kazanir. Eliisyon ¢ozeltisi hizi da 6nemli olmakla birlikte, c¢ozelti

hacminin az olmasi (10 mL) nedeniyle toplam deney siiresine etkisi ¢ok biiyiik degildir.

Reginede tutunan eser elementlerin kantitatif geri kazanmasina eliient cinsi, derisimi
ve hacim etkisini incelemek i¢in, optimum pH’a ayarlanmis model ¢ozeltiler kolondan
gegirilerek, cesitli eliient ¢ozeltileri ile calisma yapildi (Tablo 4.2). Calisilan eliient
¢ozeltilerde en iyi kantitatif sonug 1 M HCI’in 5 mL ¢ozeltisi oldugu tespit edildi.

Cinko ve mangan elementlerin geri kazanma verimine adsorban miktarmin etkisi 50-
500 mg araliginda adsorban kullanilarak ¢calisma yapildi. Bunun i¢in ¢inko ve mangan igeren
100 mL’ lik model ¢6zeltiler daha 6nce belirlenen pH’lara ayarlandi ve kolondan 1 mL/dakika
akis hizinda gegirildi. Kolonda tutunan ¢inko ve mangan iyonlar1 daha 6nce belirlenen uygun
geri alma ¢ozeltisi ile geri almarak alevli AAS ile tayin edildi. Cinko ve mangan i¢in geri
kazanma veriminin kullanilan adsorban miktar1 ile degisimi Sekil 4.2° de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, geri kazanma verimi, her iki element i¢in de 250 mg’ a kadar artmus,
250 mg’dan sonra ise Oonemli bir artis olmamustir. Bu nedenle, ¢alisilan elementler i¢in
kantitatif geri kazanmanin oldugu ve uygun akis hizinin saglanabildigi 250 mg’ lik adsorban

miktar1 en uygun deger olarak belirlendi.

Numune igerisindeki element konsantrasyonu c¢ok diisiik oldugundan, tayinin
yapilabilmesi i¢in oldukg¢a biiyiik hacimdeki numune ¢ozeltisinin kolondan gecirilmesi
gerekmektedir. Geri alma ¢6zeltisi 5 mL oldugundan, teorik olarak 100 kat zenginlestirmek
icin 500 mL c¢ozelti kolondan gecirilmelidir. Boyle c¢ok seyreltik cozeltilerin biiyiik
hacimlerinin gegirilmesiyle zenginlestirmenin yapilip yapilamayacagini arastrmak igin de
numune hacminin geri kazanma verimine etkisi incelenmistir. Bu amagla, numune
cozeltisindeki element miktar1 sabit tutularak ¢ozelti hacmi artirilmis ve gittikce azalan
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir.  Belirlenen optimum sartlarda yapilan
Zenginlestirme islemi sonunda, 500 mL’ye kadar her iki element icin de geri kazanma orani

%96’in lizerinde bulunmustur (Tablo 4.4).

Buraya kadar anlatilan calismalarin hepsi model cozeltilerle yapilan calismalardi

Analiz edilecek element saf su icerisinde idi Zn (1) ve Mn (II) iyonlarmnin geri kazanma
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degerine matriks iyonlarinmn etkisini arastirmak icin farkli konsantrasyonlarda Na*, K, Mg*?,
Ca*?, CI' ve NO3 iyonlarmi iceren 50 mL’ lik érnek ¢ozeltileri optimum pH’ a ayarlanarak

uygun akis hizinda kolondan gegirildi. Elde edilen veriler Tablo 4.3 de goriilmektedir.

Adsorbentin adsorbsiyon kapasitesini belirlemek i¢cin optimum sartlarda element
cozeltileri kolondan gecirildi. Daha sonra kolonda tutunmus iyonlar elue edilip 6l¢tim yapildi,
buradan 1 g reginenin ne kadar metal iyonunu tuttugu hesaplandi. Zn (II) iyonu igin 1480 mg,
Mn (1) i¢cin 1890 mg olarak bulundu buda diger adsorbentlerle kiyaslandiginda yiiksek bir
degerdir.

Yaptigimiz ¢alismaya benzer bir ¢alismada Tirker ve arkadaslar1 (2008) tarafindan
yapilmustir. Tiirker ve arkadaglar1 kat1 faz ekstraksiyon yontemi ile immobilize Penicillium
digitatum bakterisi kullanarak Cu ve Pb iyonlarinin biyosorpsiyon islemi yapilmistir.
Analititler alevli atomik absorbsiyon spektrometresi ile tayin edilmis ve analitik algilama

sinirlari sirayla Cu, Zn ve Pb igin 1,8, 1,3 ve 5,8 ng/ml olarak tespit edilmistir.

Yine yaptigimiz c¢alismaya benzer bir c¢alisma Erdogan ve arkadaslari (2010)
tarafindan yapilmistir. Erdogan ve arkadaslari kadmiyum ve nikel iyonlarinin
prekonsantrasyonlar1 igin Geobacillus thermoleovorans ile tuturulmus amberlite XAD-4
recinesi kullanmiglardir. Prekonsantrasyon tayini i¢in FAAS kullanmiglardir. Eliisyon islemi

1M HCI ve 1M HNOj ile gergeklestirilmis ve Cd %97, Ni %100 oraninda geri alinmistir.
Sonuclarin Ozetlenmesi:
Bu ¢alisma ile varilan sonuglar soyle 6zetlenebilir;

» Amberlite XAD-4 tuturulmus Anoxybacillus kamchatkensis subsp. assaccharedens
(KGB8) adsorbani ile Zn ve Mn asidik ortamda zenginlestirilebilmekte ve alevli AAS
ile tayin edilecek seviyeye getirilebilmektedir.

» Kati1 faz ekstraksiyonu SPE bircok avantaj saglar. Bunlar; esneklik, yiiksek
zenginlestirme faktorii, emisyonun olmamasi, az reaktif tiikketimi nedeniyle maliyetin
diisiik olmasi, daha da 6nemlisi ¢evreye dost olmasi

» Kullanilan sistemin hazirlanmasi kolay ve hizlidir.

» Tayin smirmin diigiik olmas1 ve matriks iyonlara karsi toleransinin yiiksek olmasi,
onerilen metodun biiyiik 6l¢ekli Zn ve Mn tayini i¢in uygun olmasimni saglar.

» Kolonun birkag kez tekrar kullanilmasi biiyiik avantaj saglar.

» Amberlite XAD-4 tuturulmus Anoxybacillus kamchatkensis subsp. assaccharedens

(KG8) adsorbentinin adsorpsiyon kapasitesi Zn (II) iyonu i¢in 1480, Mn (1I) iyonu
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igin 1890 mg.g~olarak yiiksek bir deger bulunmustur.

» Gelistirilen yontem ile Zn ve Mn iyonlar1 yaklasik 100 kat zenginlestirilebilmektedir.

» Kullanilan adsorbent geri alma ¢Oziiclisii ile temizlendikten sonra tekrar
kullanilabilmektedir. 0,25 gr adsorbent ile en az 30 defadan daha fazla kullanilmasina
ragmen, tim ¢aligmada hemen hemen ayni verim ile kullanilabilmektedir. Caligilan
elementler i¢in yontemin dogrulugu standart referans maddeler kullanilarak kontrol
edildi. Her iki element i¢inde bulunan bagil hata < %5 dir.

» Uygulanan yontemin matriks iyonlarindan gelen yabanci iyonlara karsi toleransinin
yiiksek olmas1 Zn ve Mn tayini i¢in bagariyla uygulanmasini sagladi.

» 500 mL numune hacmi ve 5 mL son hacim i¢in Onderistirme faktorii 100 olarak
bulundu.

» Gelistirilen yontem ile nehir suyu, tiitlin, ¢ay ve trafigin yogun oldugu bolgeden alinan

partikiil 6rneklerinde c¢alisilan elementler dogru bir sekilde tayin edilebilmektedir.
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