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OZET

Biyolojik Orneklerde Elektrotermal Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi ile Kursun

Tayininde Nitrik Asitin ve Baz1 Ortam Diizenleyicilerin Etkisinin incelenmesi

Bu calismada, elektrotermal atomik absorpsiyonla biyolojik 6rneklerde kursun
tayininde nitrik asit ve bazi ortam diizenleyicilerin etkileri incelendi. Farkh nitrik asit
derisimleri kullamlarak Pt + Pd, Pd + Mg(NO3), ve NH;H,PO4 + Mg(NO3),
ortamlarinda piroliz ve atomlasma sicakligi optimizasyon calismalar: yapildi. % 10 HNO;3
+ NH4H,PO4 + Mg(NOs3),; ortami en uygun ortam olarak belirlendi. Yontemin dogrulugu
CRM BCR-397 insan sac1, NIST 2976 midye dokusu ve HIGH EP-H-1 icme suyu standart
referans maddeleri ile kontrol edildi. Olciilen degerlerin sertifika degerlerinden sapmasim
gostermek icin bagil hata hesaplandi. Belirlenen ortamda ii¢ standart referans madde icin
de bagi hata % 10’un altinda bulundu.

Yontemin analitik performans: ile ilgili olarak belirlenen kosullarda kursunun
gozlenebilme (LOD) smir1 degeri % 98,3 giiven seviyesi icin 1.0 pg/L, tayin simir1 (LOQ)
3.0 pg/L, % 92,1 giiven seviyesi icin gozlenebilme simir1 0,67 pg/L, tayin simirida 2,01 pg/L
olarak hesaplandi.

Anahtar kelimeler: Kursun, nitrik asit, elektrotermal atomik absorpsiyon, ortam
diizenleyici, piroliz, atomlagsma.
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ABSTRACT

Investigation of Effect of Nitric Acid and Various Matrix Modifier on Determination of

Lead in Biological Materials by Electrothermal Atomic Absorption Spectroscopy

In this study, determination of lead in biological materials by electrothermal atomic
absorption spectroscopy was investigated. Pyrolysis and atomization temperatures were
optimized in Pt + Pd, Pd + Mg(NO3), ve NH4H,PO,4 + Mg(NO3), mixtures using various
nitric acid concentrations. % 10 HNO; + NH4H,PO4 + Mg(NO3), mixtures was designated
as the best conditions.The accuracy of the method was tested by certificated reference
standard materials, CRM BCR-397 humna hair, NIST 2976 mussel tissue ve HIGH EP-H-
1 drinking water. Relative errors were less than 10 % for all of the certificated reference
standard materials.

Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were calculated for
testing of analytical performance of the method. LODs were 1.0 and 0,67 pg/L. LOQs were
3,0 and 2,01 pg/L in 98,3 % and 92,1 confidence levels respectively.

Key Words : Lead, nitric acid, electrothermal atomic absorption spectroscopy, matrix
modifier, pyrolysis, atomization.
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1.GIRIS

Hizli kentlesme, gelisen teknoloji ile degisen cevre kosullar1 ve daha modern bir
yasam saglamak amaci ile siirdiiriilen calismalarin dogal sonucu olarak ortaya cikan
kimyasal cevre kirlenmelerinin neden oldugu saglik sorunlar1 ve ekonomik kayiplar,
giiniimiizde giderek artan bir sorun olarak énemini korumakta ve toplum sagligini tehdit
eden en 6nemli unsurlardan birini olusturmaktadir. S6z konusu kimyasal kirleticilerden biri
de en toksik elementlerden biri olan, cevrede ve canli organizmasinda birikebilmesi
nedeniyle birincil kirleticilerden sayilan kursundur (1,2 ).

Kursunla kontamine olmus yiyecekler, igme-kullanma sular1 ve atmosfer, alkol,
tiittin ve kursunla sirlanmig canak-¢comlekler ve mesleki kosullar nedeniyle insan da da
kolaylikla biriken kursunun, enzimatik aktivite azalmasina, bobrek fonksiyonlarinda ve
santral sinir sisteminde bozulmalara yol actig1 rapor edilmistir (3). Ayrica bu metal EPA
(The U.S. Environmental Protection Agency) tarafindan yapilan siniflandirmada olas1 B2
Grubu kanserojen maddeler arasinda yer alir (4).

Cevreyi ve insan sagligini tehdit eden boylesi bir zehirin biyolojik olarak izlenmesi
onemlidir. Dogal materyaller icinde c¢ok diisiik derisimlerde bulunan bu elementin
Olciilebilmesi i¢in giiniimiizde en ¢ok kullanilan yontem elektrotermal atomik absorpsiyon
spektroskopisidir (ETAAS) (4-10).

Elektrotermal atomlastiricilar, kiigciikk 6rnek hacimleri kullanilabilmesi (5-50 pl),
viskoz sivilarla da kolaylikla calisilabilir olmasi, sinyal/giiriiltii  (S/N) oranimi artirirak
daha iyi gozlenebilme siir1 degerlerine ulasilabilir olmasi (11) , atomik buharin kimyasal
ve 1s1sal cevresinin denetlenebilmesi ile atomlagma verimlerinin artmasi ve sinirh da
olsa kat1 orneklerin dogrudan analizi miimkiin olmas1 gibi 6zelliklerinden dolay1 tercih
edilmektedir

ETAAS, antimon, bizmut, kalay, indiyum ve kursun gibi ucucu elementleri
nanogram seviyesinde Olcebilecek duyarliga sahip, hizli ve rutin analize uygulanabilen
metodlardan birisidir. Tayin sinir1 Zeeman zemin diizeltmesi ile daha da diisiiriilebilir (12).

Ancak, ucucu elementler 300°C’un {izerinde buharlasmaya basladiklarindan

atomlagma sicakliklarinda kiitle kayiplan ve dolayisiyla analizlerde hatalar meydana gelir.



ETAAS ile ucucu elementleri iceren Orneklerde girisimleri azaltmak veya yok
etmek icin metodlar arastirilmig ve kimyasal ortam diizenleyicilerin standartlara ve
orneklere eklenerek kullanimi ortak yaklagim olmustur. Ucuculugun disinda, girisimleri
yok etmek veya azaltmak icin de kimyasal ortam diizenleyiciler kullanilir. Ortam
diizenlemenin amaci, tayin elementinin termal kararliligimi kil etme sicakligina kadar
artirarak ortamda girisim olusturan molekiillerin, radikallerin veya bilesenlerin
giderilmesini saglamak ve atomlagma basamaginda tayin elementinin kiitle kaybini
onlemektir (13,14). Genellikle ortam diizenleyiciler olarak inorganik tuzlar ve soy metaller
tercih edillmektedir Pd, Pt, Mg (NO3) », W, Ir, NH4H,PO,4, Triton X-100, Sc ve Ru
kullanilan ortam diizenleyicilere 6rneklerdir (12,15).

Nitrik asit ise, atomik absorpsiyon spektroskopisiyle yapilan hemen her ¢alismada
orneklerin ¢oziiniirlestirilmesi gerekliligi nedeniyle ortamda bulunabilen bir maddedir.
Ozellikle son yillarda mikrodalga ile c¢oziiniirlestirme islemleri cesitli iistiinliikleri
nedeniyle cok tercih edilmektedir. Bu islemlerde en cok tercih edilen asit de nitrik asittir
(16, 17). Ortamda bulunan nitrik asit miktar1 analiz 6rneginin miktar1 ve Olgiilecek
elementin derisimi ile dogrudan iligkilidir. Analiz 6rnegi veya ol¢iilecek element derigimi
kiigiikse ¢oOziiniirlestirilmis 6rnegi her zaman seyreltmek miimkiin olmayabilir ve ortamin
nitrik asit derisimi yiiksek olabilir. Bu da tayin elementi iizerinde olumlu veya olumsuz bir
etkiye neden olabilir. Bu nedenle ortamin nitrik asit derisiminin etkisinin incelenmesi
gerekir. Ancak coziiniirlestirme amaci ile kullanilan nitrik asit derisiminin etkisinin
incelendigi veya ortam diizenleyici olarak nitrik asitin kullamldig1 caligmalar literatiirde
yok denecek kadar azdir (18, 19).

Yukarida aciklanan bilgiler 1s18inda bu calisma planlandi ve caligmada biyolojik
orneklerde ETAAS ile kursun tayini i¢in farkli ortam diizenleyicilerin ve nitrik asitin etkisi
incelendi. Termal kararhiklarim arttirmak ve atomlagma sicakliginda kiitle kayiplarini
onlemek icin ortam diizenleyici olarak Pd + Mg(NOs),, NH4H,PO4 + Mg(NOs),, Pt + Pd
kullanildi. Bu ortam diizenleyicilerle nitrik asitin farkli derisimlerinde piroliz sicakligl ve
atomlagma sicakligi optimizasyon calismalar1 yapildi. Belirlenen en uygun kosullarda
CRM BCR-397 insan sag1, NIST 2976 midye dokusu ve HIGH EP-H-1 i¢gme suyu standart

referans maddelerinde kursun tayin edilerek metodun dogrulugu arastirildi.



2.GENEL BILGI

2.1. Kursunla ilgili Genel Bilgiler

2.1.1. Kursunun Genel Ozellikleri:

Dogada az miktarda ancak yaygin olarak bulunan kursun, yumusak, tava gelen,
sekil verilmeye miisait ve bulundugu yerden itilip ¢ikarilabilme ozellikleri nedeniyle
sanayide 150’den fazla is kolunda kullanilan bir agir metaldir (20). Mavimsi-gri renkte bir
metal olan kursunun atom agirligi 207,2 g/mol, erime noktast 327,46 °C ve buharlagsma
noktast 550 °C’dir. Kursun, nitrik asitte iyi ¢oziinen, fosforik asit, hidroklorik asit ve
siilfiirik asit ile c¢oziinemeyen tuzlar1 olusturan, klor ve hidroklorik aside dayamikli ve
elektrik iletkenligi diisitk olan, iki ve dort degerli bir metaldir. Antimon veya diger
metallerle alagimlan olusturularak sertlik degeri arttirilabilir (15, 21).

Kursun tarihin ¢ok eski devirlerinden beri bilinmekte ve kullamlmaktadir. M.O.
3000 yillarinda Stimerler ilk kursun heykelini yapmislardir. Daha sonralar1 kursun oksit ve
kursun siilfir makyaj malzemesi olarak kullanmislardir. Romalilar ise su dagittminda
kursun borular kullanmiglar, ayrica lezet vermesi igin sarabi kursun kaplarda
bekletmislerdir. Manahan (1984)’a gore 500 yildan fazla diinya tarihinde rol oynayan bu
biiyiik imparatorlugunun yoneticilerin ve aristokratlarinin davranis bozukluklar1 ve bazi
hastaliklarda kursun yemek ve sarap kaplarindan neden oldugu kronik kursun
zehirlenmesine baglanabilir (22).

Glintimiizde ise, kursun ve bilesikleri baslica endiistiiri imalathanelerde, boya,
akiimiilator, seramik, porselen, vulkanize kaucuk, metal alasimlari, kursun borularinda,
lastik, lehim, ¢at1 yapiminda, pillerde ve mermi ¢ekirdeklerin yapiminda kullanilmaktadir
2).

Inorganik ve organik bilesikleri ( alkil kursun) olan kursun, dogada en ¢ok kursun
siilfiir (PbS, galena filizi) halinde bulunur. Kursunun yiiksek sicakliklarda (600-800 °C)
tiitsii (flime) ad1 verilen buhar formu olusur. Sanayide yaygin olarak kullanilan inorganik
kursun bilesikleri arasinda kursun monoksit (PbO, litarj) kursun tetraoksit (Pb3;O4, kirmizi

kursun, siilyen), kursun karbonat (PbCOs, beyaz kursun, iistiibeg), kursun silikat (PbSiOs),



kursun siilfiir (PbS,galena filizi) (23,24), kursun arsenat (PbHAsO4) ve kursun kromat
(PbCrO4) sayilabilir. Organik kursun bilegiklerinden tetraetil kursun (Pb(C,Hs)s), ve

tetrametil kursun (Pb(CHj3)4) benzin igine oktan arttirici olarak katilmaktadir (20,13).

2.1.2 Kursunun Metabolizmasi ve Toksik Etkisi

Inorganik kursun bilesikleri solunum ve sindirim yoluyla, organik kursun bilesikleri
ise solunum, sindirim ve deri yoluyla viicuda alinir (25). Kursunun viicuda alinmasindaki
en onemli yol solunum sistemidir. Solunum yolu ile kursunun 10-50 pg emildigi
gosterilmistir (26). Solunum sistemi ylizeyinin ¢cok genis olmasi nedeniyle absorbsiyonun
fazla ve cabuk olmasi, ¢cok az miktarlarda dahi aliman kursunun neden oldugu akut
zehirlenmeleri aciklayabilir. Solunum ile viicuda alman kursun dioksit partikiillerinin
yaklagik %401 alveollerden absorbe olur. Atmosferdeki kursun konsantrasyonu, giinliik
solunan hava hacmi, kursunun kati veya buhar formda olmasi ve kursun iceren
partikiillerin capt ve dagilim hacmi absorbsiyonu etkileyen ©nemli faktorlerdendir.
Kursunla kontamine ellerin agiza gotiiriilmesi ile viicuda alinan kursunun yaklasik %8-
10’u ince barsaklardan emilir (3). Sik araliklarla yemek yeme kursun emilimini azaltan bir
faktordiir. Aclik halinde veya kalsiyum, demir, fosfor ve cinko yoniinden eksik beslenmede
kursunun barsaklardan emilimi artar (27). Organik kursun bilesiklerinin az miktarda da
olsa deri yolu ile dogrudan viicuda alinmasi s6z konusudur (14). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) i¢me sularinda kusunun en fazla 10 pg/L olmasi gerektigi belirtmistir (28).

Kan dolasimina gecen kursunun %90’dan fazlasi eritrositlerde yer alir. Kursun,
eritrositlerde hemoglobin ve hiicre zarinda yerlesir (3). Normal sartlar altinda kursun
miktar1 agisindan plazma ile eritrositler arasinda var olan denge, kan kursun diizeyinin 50
pg/dl’den daha yiiksek olmasi halinde plazma yoniinde bozulur. Plazmadaki kursun,
plazma proteinine bagl (kursun albuminat) ve serbest halde bulunur. Serbest haldeki
kursun, viicut kursun yiikiiniin metabolik aktivite merkezidir (14, 15). Viicuttaki kursunun
yaklagik % 92’si kemiklerde, % 8’i ise yumusak dokularda depolanir. Karaciger ve
bobrekler basta olmak iizere tiim yumusak dokularda da depolanabilir. Kursunun
yarilanma 6mrii yumusak dokularda 28-36 giin iken, kemiklerde 20 yildan daha fazladir
(3). Kemiklerde depolanmis olan kursunun tekrar dolagima ge¢mesi olayma kursun akist

adi verilir. Bu olayin, kursun zehirlenmesinde 6nemli bir rolii vardir (25).



Kursun albuminatin agiz boslugunda bulunan Hidrojen siilfiir (HS) ile reaksiyonu
sonucu zor ¢oziinen kursun siilfiir (PbS) olusur. Kursun siilfiiriin dis eti mukozasinda
birikmesiyle “Burton cizgisi” olarak bilinen, disleri yaka gibi saran gri-mor renginde ve
kalinligi 1 mm ile 1 cm arasinda degisen bir serit olusur. Bu serit, alt ¢cene kesici ve ciiriik
dislerde daha barizdir. Agi1z i¢i mukozalarinda goriilen kursun cokiintiilerine ise “Giibler
lekeleri” adi verilir. Burton ¢izgisi ve Giibler lekeleri nadir goriilmekle beraber kursun
zehirlenmesi i¢in tipik bir bulgudur (25).

Kursunun beyin ve sinir hiicreleri iizerine biyokimyasal etkisinin nasil oldugu ¢ok
iyl bilinmemekte ve halen arastirilmaktadir. Ancak kursun zehirlenmesinde ortaya c¢ikan
belirtiler yorgunluk, konvulziyona (¢arpint1 ve sara nobeti) bagli bas agirisi, beyin felci,
korliik ve zeka geriligi seklinde kendini gostermektedir. Bobreklerde etkisi ise; idrarla
atilimindan Once bobrekler tarafindan absorplanan glukoz, fosfataz ve amino asitlerin
metabolik prosesini inhibe etmek seklindedir. Kursunun merkezi sinir sistemi {izerine
etkisi yasa ve kursunla zehirlenmenin sekline baghdir. (22).

Kursun viicuttan biiyiik oranda bobreklerle, daha az oranda ise; feges, tiikriik, safra,
sa¢ ve tirnak ile atilir. Siit ve diger viicut sivilar1 ile de atilimin oldugu bildirilmektedir
(25,29).

Kursun abropsiyonu ve kursundan etkilenmenin tanisinda en iyi kriter kan kursun
tayinidir. Vucutta toplanan kursun birikimin yaklasik % 2’si kanda bulunur. Bunun % 90’1
eritrositlerde toplanmistir Centers for Disease Control (CDC) cocuklarin izlenmeleri
sonucunda toksik kan kursun diizeyi simirmm 1975'de 40 pg/dL'den, 30 pg/dL'ye, 1985'de
25 pg/dL'ye ve 1991'de 10 pg/dL'ye indirmistir (30, 31). Ancak bu diizeyinaltinda bile
olumsuz etkiler yapabilecegi unutulmamali o nedenle olanak oldugunca kan kursununu
Olclilemeyecek diizeyde, hatta sifira indirilmesine c¢alismalidir. Ciinkii Diinya Saglik

Orgiitii’ niin son yillarda 6nerdigi normal kan kursun diizeyi "0" dir (32, 33).



2.2. ATOMIK ABSORPSiYON SPEKTROSKOPISi (AAS)

2.2 .1. Tarihce

Modern spektroskopinin temeli Newton’un 1666 yilinda bir cam prizmadan
gecirdigi giines 15181min renklere ayrilmasini gézlemesi ile atilmistir. Atomik absorpsiyon
kavram ise ilk defa 1802 yilinda Wollaston tarafindan Newton’un yaptig1 deneyleri
tekrarlayarak giines spektrumunun bazi siyah hatlarin1 gozlemesi ile dogmustur. Daha
sonra, optik malzeme ve astronomideki gelismelerin yardimi ile 1814 yilinda Joseph
Frauenhofer en basit spektroskopu olusturarak, giines spektrumunda kendi adi ile anilan
pek cok hatt1 gozlemledi. Kirchhoff ve Bunsen, alkali ve toprak alkali metallerin
spektrumlar1 iizerinde yaptiklar1 sistematik c¢alismalar sonucu, absorpsiyon olayinin
prensiplerini ortaya koymuslardir. Alev ortaminda sodyum tuzlarindan yayilan tipik sar
1s1nin, gilines spektrumundaki siyah D ¢izgisi ile ayn1 oldugunu ispatlamiglardir (24).
Kirchhoff, emisyon ve absorpsiyon arasindaki iliskiyi incelemis ve “herhangi bir madde
hangi dalga boyunda 1sinlar yayarsa, aym1 dalga boyundaki isinlar1 absorplar” seklinde
ifade edilen ve kendi adiyla bilinen kurali ortaya koymustur. 1900 yilinda Planck,
atomlarin belirli miktarlarda enerji absorplayarak veya yayarak sadece belirli dalga
boylarinda absorpsiyon veya emisyon yaptiklarim1 kamitlamis ve bununla kuantum
yasasinin esasini ortaya koymustur. Kirchhoff’un calismalarindan sonra atomik
absorpsiyondan yararlanilarak bazi1 calismalar yapildiysa da, atomik absorpsiyon
spektrometresinin gercek anlamda kullanimi 1955 yilinda baglamistir. Walsh, Alkemade ve
Milatz, birbirinden bagimsiz olarak yiiriittiikkleri calismalar neticesinde 1955 yilinda
yaptiklar1 yayinlarda atomik absorpsiyon spektroskopisinin temel bir analitik yontem
oldugunu ortaya koymuslardir.

Bu calismalarda, tayin edilecek olan elementin bir ¢ozeltisi aleve piiskiirtiilmiis ve
ayn1 elementin spektrumunu yayan bir 151k kaynagi kullanilarak baslangigtaki 151k siddeti
ile absorbe edilmeyen 151k siddetleri arasindaki oran oOl¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar
standart cozeltilerin sonuglar1 ile karsilastirllmis ve elementin bilinmeyen derisimi

belirlenmistir.



[k ticari AAS cihazi, 1960 yilinda piyasaya ¢ikarilmis ve bugiine kadar degisik
markalarda pek cok modeli gelistirilmistir. Alevli atomik absorpsiyon spektrometrelerinin
tayin sinirlarinin eser elementlerin tayini i¢in yeterli olmamasi ve alevli atomlastiricilarin
baz1 yetersizliklerinin olmasi iizerine L’vov ve Massmann’in calismalari neticesi grafit
firinl1  atomlastiricilar, Holak tarafindan da hidriir olusturmali  atomlastiricilar
gelistirilmigstir. Giiniimiizde kullanilan cihazlarin ¢ogunda alevli, grafit firnli ve hidriir
olusturmali atomlastiricilar birlikte bulunmakta ve analiz edilecek ornegin 6zelliklerine ve

analiz elementinin derisimine bagl olarak atomlastirici se¢ilmektedir.

2.3. Atomik Spektral Hatlar

Atomdaki her elektronun konumuna, bir veya birden fazla spektroskopik enerji
seviyesi (terim sembolleri) karsilik gelir. Her bir atom veya iyonun spektrumu o maddeye
0zgll olup bir kism1 ¢ok az sayida hattan olusurken (Mg, Be, Ca, B gibi), bir kisim
elementlerin sepektrumlar1 binlerce (Fe, Zr gibi) ve hatta yiliz binlerce hattan (U gibi)
olusur. Temel ve bir iist uyarilmis enerji arasinda gegis ihtimali en biiyiik oldugundan bu
gecislere karsilik gelen spektral hatlar daha siddetlidir. Bunlar rezozans hatlar olarak
isimlendirilir.

Atomik absorpsiyon spektroskopisinde genellikle rezonans hatlarla calisir.
Rezonans hatlar, siddetlerinin biiyiik olmas1 ve diger hatlara gore spektral girisimlerden en
az etkilenmeleri nedeniyle tercih edilirler. Bir atom veya iyona ait spektral hatlar
monokromatik degildir ve tam anlamiyla ¢izgisel olmayip belirli bir hat genisligine
sahiptir. Atomik absorpsiyon hatlarmin genisligine etki eden faktorlerden en Onemlileri,

tabii genisleme, Doppler genislemesi ve basing genislemesidir (34,35).

2.3.1. Tabii Genisleme

Kuantum mekanigine gére bir atomun enerji seviyeleri belirli degerler olmayip AE;
ve AE, gibi sinirh enerji genisligine sahiptir. E; — E gecisine ait sonsuz derecede dar
(yani tek bir enerji degerinde) hat elde edilemez. Buna karsilik iki enerji teriminin

genigliginin (AE; ve AE,) toplam1 mertebesinde bir enerji dagilimi s6z konusudur.



Heisenberg’in belirsizlik kuralina gore E; ve E, seviyelerindeki belirsizliklere kars1
gelen AE; ve AE, degerleri, atomlar1 AE; ve AE, seviyelerindeki ortalama alikonma

siireleri olan ve AE; ve AE, ye

AE;.Ati=h 2n

AEy.Aty=h /2n

Esitliklerine gore baglanabilir. Enerji seviyelerindeki alikonma siirelerinin
belirsizlikleri ¢arpimi sabittir. E; ve E; enerji seviyeleri arsinda bir gegis i¢in s6z konusu
belirsizlik, tabii hat genisligidir ve AE; ve AE; nin toplamina esittir.

Buna gore

AE = (1/ Aty + 1/At)) h 2w

veya

Av=(1/ At; + 1/Atp) 1 2n

Seklinde verilebilir. Atomik absorpsiyonda alt enerji seviyesi genellikle temel

seviye olup kararlidir ve alikonma siiresi, At;, sonsuzdur. Bu durumda;

Av=(+1/At, ) 1 /2n

Olur. Bu esitlige gore E; — E, gecisi icin hesaplanan hat genisligi yaklasik 10° nm

civarindadir ve hat genislemesine neden olan bu faktorler yaninda ¢ok kiiciiktiir.



2.3.2. Doppler Genislemesi

Doppler genislemesi, gaz halindeki atomlarin serbest hareketlerinden dogar. Isik
kaynaginin bulundugu bir ortamda serbest atomlar kaynaga dogru hareket ediyorsa daha
kisa dalga boylu 15181, aksi yonde hareket ediyorlarsa daha uzun dalga boylu 15181
absorplarlar. Absorpsiyon ortaminda her yone hareket eden atom bulunacagindan ve
bunlaran hiz dagilhimi Maxwell egrisine uydugundan absorpsiyon hatlarinda simetrik bir
genisleme olur. Buna Doppler genislemesi denir ve atomik hat genislemesine etki eden en
onemli faktorlerden birisidir. Isik kaynagina gore hareketi olmayan atomlar Doppler
genislemesine neden olmazlar.

Sicakligin artmasiyla orantili olarak atomlar daha hizli hareket ederler ve
dolayistyla Doppler genislemesi de artar. Doppler genislemesi atom kiitlesine, sicakliga ve

calisan hattin dalga boyuna bagladir. Doppler yar1 genisligi;

Ahip= (2/¢).2RT/M)?
Esitligi verilir. Burada (2RT/M) atomlarin hizi, M atomik kiitle, ¢ 151k hizi, A da
absorpsiyon dalga boyudur.

2.3.3. Basin¢ Genislemesi (Lorentz genislemesi)

Absorpsiyon hatlarinin genislemesinin nedenlerinden birisi de 1s1m1 absorplayarak
uyarilan atomlarin ortamdaki yabanci gaz atomlar1 veya molekiilleriyle carpismasidir.
Atomlar bu carpisma sonucunda enerjilerini yitirir, uyarilmig halin omrii kisalir ve
absorpsiyon hatlarinin genislemesine neden olur. Basing genislemesi, absorpsiyon yapan
atomun Kkiitlesine, gaz ortaminin basincina yabanci gaz molekiillerini kiitlesine ve ortamin
sicakligina baghdir. Pratikte oyuk katot lambalarindaki basing genislemesi Onemsizdir

(36).

2.4. Atomik Absorpsiyon Sepektrofotometreleri
Atomik absorpsiyon sepektrofotometrelerinde atomlastirilan tayin elementi iizerine

onun absorplayacag 1sin gonderilerek, atomlastiriciya gelen ve gegen 151n siddetinin orani



Olciiliir. Bu islemler i¢in kullanilin biitiin atomik absorpsiyon spektrofotometreler temelde
ayn1 bilesenlere sahiptirler ve en 6nemli bilesenleri element atomlarinin absorplayacagi
15181 yayan 1s1k kaynagi, elementlerin notr atomlariin olusturdugu atomlastirici, tayin
elementine 6zgii rezonans hatt1 dalga boyunu digerlerinden ayirabiline monokromator ve

151k enerjisi sinyalini elektrik sinyaline doniistiiren 151k siddetinin Olciildiigii dedektorlerdir.

2.4.1. Absorbsiyonun Esaslar1

Kuantum mekanik kuramina gore hy enerjili bir foton atom tarafindan absorplanirsa
atomun temel seviyesindeki elektronlar uyarilir ve enerjisi daha biiyiik olan kararsiz
uyarilmis enerji seyisine gecerler. Elektronik seviyeler arasindaki enerji farki veya gecis

enerjisi Planck esitligi ile verilir.

Ei— E() =h v =h c/A

Burada E; ve Ej sirasiyla uyarilmis ve temel seviyelerin enerjisi, h Planck sabiti, ¢

151k hiz1 v ve A sirasiyla absorplanan 1s181n frekansi ve dalga boyudur.

AAS ile kantatitatif analiz, Lambert-Beer kanuna dayanir. Numune ortamina gelen
151k siddetinin I, ortamdan ¢ikan 1g1k siddetine, Iy, oraninin logaritmasi olarak tanimlanan
absorbans, A, 15181n gectigi tabakanin kalinligi ve absorplayan elementin derisimiyle

orantilidir. Kanunu bu giin kullanilan sekline gore;

A =log (Ip/1) =kbC

Burada k absorpsiyon katsayisidir ve dalga boyuna ve absorplayan elementin
cinsine baglidir. Derisim molarite olarak alindiginda molar absorpsiyon katsayis1 (€) adin1

alir. b 151810 gectigi tabakanin kalinligi, C ise 15181 absorplayan elementin derisimidir.

Absorpsiyon miktar1 belirli bir gecis icin temel enerji seviyesindeki atom sayisina

baghdir. Termal dengede bulunan bir sistemde uyarilmis enerji seviyesindeki atom
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sayisinin temel seviyedeki atom sayisina oram1 Maxwell Boltzmann kanununa gore

belirlenir (37).

Ni/ N0=gi/ geri/kT

Buradaki N ve Ny sirasiyla uyarilmis ve temel seviyedeki atom sayisi, g ve g
sirastyla uyarilmig ve temel seviyelerin istatistiksel agirliklart (g=2j+1), k Boltzmann
sabiti, T mutlak sicaklik, Ej ise, Eg = 0 varsayimina gore uyarilma enerjisidir. 3000 K’dan
diisiik sicakliklarda ve 500 nm den daha diisiik dalga boylarinda uyarilmis seviyedeki atom
sayisi, temel seviyedeki atom sayis1 yaninda ihmal edilebilir degerlerdedir. Bu nedenle

temel seviyedeki atom sayis1 ortamdaki toplam atom sayisina esit alinabilir (35).

2.4.2. Isitk Kaynaklari

2.4.2.1 Oyuk katot lambalari

Atomik absorpsiyon 6l¢melerinde en yaygin olarak kullanilan 1s1n kaynagi, cam tiip
icine yerlestirilmis bir tungsten anot ve silindirik bir katottan olusan oyuk Kkatot
lambalaridir (Sekil 2.1). Cam tiipiin i¢i 1-5 mm Hg basincinda argon veya neon gaziyla
doldurulmus, katot ise tayini yapilacak elementin metal veya alagimindan yapilmistir.
Elektrotlar arasina, 300 V civarinda gerilim ve 5-15mA arasinda akim uygulandiginda

ortamda asal gazlara ait iyonlar olusur.
Ar+e ——— Ar" + 2¢
Ar+ iyonlar gerilim altinda hizlanarak katoda carpar ve katot metalinden serbest gaz

atomlarim1 olustururlar. Boylece, lamba icinde bir atomik bulut olusur. Atomik buluttaki

metal atomlarinin bir kismi, iyon ve elektronlarla carpisarak uyarilirlar.

M (g) ———— M *(g)

11



Uyarilmis atomlar temel seviyeye donerlerken karakteristik (rezonans) 1sinlarini yayarlar.

Katottan ayrilan metal atomlan tekrar katot yiizeyine veya cam yiizeyine donerler.

M*(g) ———M(g) +hv

oyuk katod anot
\ \ # 3 torr Ne

- Sllisyum pencere

—

Sekil 2.1 Oyuk katot lambasinin sematik goriiniisii

Katodun silindirik ve oyuk seklinde olmasinin nedeni, uyarilmig diizeydeki atom
sayisini artirmak i¢in 1simanin yogun bir sekilde tiipiin belirli bir bolgesinde olmasi ve
aym zamanda atomik buluttaki metal atomlarinin tekrar katot yiizeyine toplanmasini
saglamaktir.

Oyuk katot lambasinin etkinligi geometrisine ve calistirlma sartlarina baglidir.
Yiiksek gerilim ve bunun sonucu yiiksek akimlar 1gin siddetinin artmasini saglar. Bu
tistiinlitk emisyon hatlarinin Doppler genislemesi ile sinirhdir. Yiiksek akimlar, atomik
buluttaki uyarilmis atomlarin sayisini artirir ancak Doppler genislemesi de artar. Bunun
sonucu olarak uyarilmamis atomlar, uyarilan atomlarin temel hale donerlerken verdikleri
1sinlar1 absorplarlar ki buna self absorpsiyon denir. Self absorpsiyondan dolay1 emisyon
hattinin merkezinde 151n siddetinde azalma olur. Diisiik akimda caligmakla self absorpsiyon
onlenebilir, fakat bu da lambanin kararliligim bozar. Akimin artirilmasi ise hem self

absorpsiyonu artirir hem de lambanin 6mriinii kisaltir.
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2.4.2.2. Elektrotsuz Bosalim Lambalar1

Elektrotsuz bosalim lambalari, diisiik basing altinda 1-2 mg analiz elementi ve inert
bir gaz (Ar) iceren kuvars veya cam tiipten meydana gelmistir. Tiip yiiksek frekans altinda
yerlestirilir. Alan etkisiyle asal gazda bosalim saglanir. Bosalimla olusan elektronlar
element atomlartyla carpisarak uyarma gergeklesir. Bu tiir lambalarin emisyon
siddetlerinin yiiksek ve Doppler genislemesinin kiiciik olmasi, ayrica, kararli bosalim

vermesi ve vakum UV bolgede kullanilabilmesi gibi baz tisttinliikleri vardir.

2.4.3. Atomlastiricilar

AAS’de analizin basarisi, tayin elementinin atomlagma verimine bagl oldugundan
en Onemli bilesen atomlagtiricidir. Atomlagtiricinin en 6nemli gorevi, Ornekteki tayin
elementini iyonlarindan ve/veya molekiillerinden termal yolla parcalayip temel diizeydeki
atomlarina indirgeyerek atom bulutu olusturmak ve OKL’dan gelen 15in yoluna
dagitmaktir. Bu sekilde olusturulan atom bulutu iizerine, 151k kaynagindan gelen tayin
elementinin uygun dalga boylu 1s1nm1 gonderilerek absorbans oOlgiiliir. Analizin basarili ve
basarisiz olmasi1 atomlagmanin etkinligine baghdir. Tayinin duyarliligi da analizi yapilan
elementin atomlagma derecesine dogrudan bagladir. Atomlastiricida serbest atomlarin
sayisi, Ornekdeki analiz elementi derisimine dogrudan baglhdir. Genel olarak AAS’de
kullanilan atomlastiricilar alevli ve alevsiz (elektotermal) atomlastiricilar olmak tizere iki

sinif altinda incelenir.

2.4.3.1. Alevli Atomlastiricilar

Ornegi atomlastirmak icin uygun alev basliklariyla gesitli yakici ve yanici gazlarin
yakilmasiyla elde edilen alevin kullanildigi atomlastiricilardir. Alevli atomlastiricilarda
ornek ¢ozeltisi aleve havali sislestirici yardimi ile piiskiirtiiliir. Cozelti aleve pliskiirtiildiigii
zaman ilk 6nce damlaciklar kuruyarak ¢oziicii buharlasir ve 6rnek kurur. Buharlasma hizi,
damlaciklarin biiyiikliigiine ve c¢oOziicii tiirtine baglhidir. Olusan kati tanecikler alev
sicakliginin etkisi ile degisiklige ugrar, organik maddeler ucar, inorganik maddeler

birbirleriyle veya alevdeki gazlar ile tepkimeye girebilirler.
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Ornek ¢ozeltisi alevli atomlastiriciya siirekli gonderilir ve her analiz icin 0,3- 1 mL
cozelti kullanilir. pg/mL seviyesinde analiz yapilir. Alevli atomlastiricida biiyiik miktarda
ornek c¢ozeltisi akisi vardir ve tam atomlagma olmamaktadir. Optik yolda element
atomlarin alikonma siiresi cok kisadir (yaklasik 10° saniye). Alevin kendisi 200 nm
civarinda absorpsiyon yaptigindan bu bolgede rezonans hattina sahip elementlerin alevli

atomlastiricilarla analizi zordur.

2.4.3.2. Alevsiz (Elektrotermal) Atomlastiricilar

Alevli atomlastiricilarin dezavantajlarin1 gidermek ng/mL mertebesinde tayinler
yapmak ve daha iyi gozlenebilme sinir1 saglamak icin gelistirilen yontemlerin en dnemlisi
elektrotermal atomlastiricilardir. Elektrotermal atomlastiricilardan en yaygin kullanilani
grafit firnlardir. Grafit firinlar numunenin verilecegi kiigiik bir deligin bulundugu 20-30
mm uzunlugunda ve 5-10 mm ¢apinda karbon veya grafitten yapilmis tiiplerdir. Bu tiipler
uclarindan uygulanan yiiksek elektrik akimi ile (birka¢ yiiz amper) ¢ok hizli isitilarak
ornekdeki tayin elementinin atomlagmasi saglanir.

AAS’de en c¢ok kullanilan elektrotermal atomlastiric tiirii Messmann tipi grafit
firindir (Sekil 2.2). Bu sistemde de firin icinden ve disindan siirekli inert gaz (azot veya
argon) gegirilerek oksijenin yakma etkisi engellenmistir. Tepkime vermemesi ve UV
1sinin1 absorplamamasi nedeniyle argon daha cok tercih edilir. Yiizey absorpsiyonunu
onlemek icgin grafit tiipler prolize bir tabakayla kaplanmig olabilirler. Grafit firin
atomlastirici teknigini ve kimyasal tepkimeye bagli atomlasma mekanizmasim gelistirmek

icin aragtirmalar yapildigi aciklanmistir (29).

KUARTZ
PENCERE

KUARTZ
PENCERE

GRAFIT FIRIN

Sekil 2.2 Messmann tipi grafit tiip
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Grafit finnlar, 1sitilmal i¢in ayr1 bir giic kaynag gerektirirler ve bu yiizden

pahalidirlar. Ancak baz istiinliikleri vardir.

1. Grafit firinlarda ¢ok az 6rnek hacimleri (5-50ul) yeterlidir ve piiskiirtiilmesi zor

olan viskositeleri yiiksek sivilar grafit firinla analiz edilebilir.

[\

. Ornek hacimleri ¢ok az olan rutin analizlere uygulanabilir.

W

. Grafit firin sistemi kapal1 olup atom buharlarinin OKL emisyon 15181 yolunda
kalma siireleri fazladir (35). Bu sebeple ng/mL mertebesinde elementler tayin
edilebilir.

. Grafit firinlarda atomik buharin kimyasal ve termal cevresi daha iyi kontrol

n

edilir

W

. Sinyal / giiriiltii oram yiiksek oldugundan gozlenebilme sinir1 daha diisiiktiir (36).

(@)

. Grafit firinlarda kat1 6rneklerin dogrudan analizleri yapilabilir, fakat

tekrarlanabilirlik iyi degildir.

-

. Iyi bir sicaklik programlamast ile grafit firnda bazen uzun ve yorucu kiiletme

islemlerinden kurtulmak miimkiin olabilir (38).

o0

. Isletme masraflar1 daha ucuzdur. Alevdeki alev gazlar tiiketimi ile

karsilastirildiginda daha az argon, grafit tiip ve elektrik tiikketimi vardir (38).

Nel

. Emniyetli isletme sartlar1 mevcuttur. Ciinkii patlayan alev gazlar yoktur ve daha
kiigiik numune hacimleri kullanildigindan daha az toksik dumanlar ¢ikar (38).
10. Otomatik 6rnek verme sistemi kullanilmasi ile siirekli ve kesintisiz analiz

yapilabilir (38).

Grafit firin atomlastiricilarda ¢ok sayida elementin (yaklagik 70) yiiksek
duyarlikla, dogrulukla, hizli ve basit olarak tayinin miimkiin olmasi, kolay
caligabilmesi, ETAAS yontemini jeolojik, biyolojik, ¢cevre ve benzeri drneklerde

ucucu eser elementlerin analizinde ideal hale getirmistir.
Bunlarin yani sira grafit firininin dezavantajlar1 da vardir (39). Bunlar;

1. Analiz siiresi uzundur. Tipik bir grafit firin 1sitma programu siiresi yaklasik 2

dakika siirerken alevde 15 saniyedir.
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2. Kesinlik zayiftir. Ozellikle elle numune verme durumunda tekrarlanabilirlik iyi
degildir.
3. Zemin absorpsiyonu yiiksek ve girisim daha c¢oktur. Kiil etme sirasinda tayin

elementi kayb1 olabilir.

2.4.4. Monokromatorler

Monokromator; tayin elementinin hattim diger dalga boylarindaki isinlardan
ayirmak iizere kullanilan prizma veya optik aglardir. Monokromatdrler genel olarak 1518in
girdigi bir yarik, toplayict mercek ve aynalar, dalga boylarina ayiran prizma ya da

sebekeler (optik ag), odaklayic1 mercek veya aynalar ve bir ¢ikis yarigia sahiptirler.

2.4.5. Alcilar (Dedektorler)

Atomik absorpsiyon spektrofotometrelerinde 151k sinyalini elektrik sinyaline
cevirmek icin fotogogaltic1 kullamilir. Fotogogaltici tiipler, 1s18a duyarli bir katot
(fotokatot), olusan gerilimi artiran bir ¢cok emisyon katotlarindan (dinotlar) ve anottan
ibaret bir vakum fotoseldir. Fotogcogalticilar, Cs-Sb veya Cs,0 dinotlardan olusur. Bir
katottan baslayarak dinotlarda ¢ogalan 151k enerjisi anotta elektrik sinyaline cevrilir. Bir

kaydedici yardimiyla sonug¢ abrorbans veya derisim olarak kaydedilir.

2.5. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisinde Girisimler

Alevli ve grafit firnli AAS yontemlerinde ve diger yontemlerde oldugu gibi analizi
yapilacak ornekler, standartlar ile karsilastirildiginda 6rnek ve standartlarin 6zelliklerine
gore atomlagma ortaminda farkli davranmalari sonucu girisimler ile karsilasilir. Girigimin
derecesi; girisimi olusturan bilesenin cesidine ve derisimine, analiz elementinin cesidine ve
derisimine, atomlastiriciya ve atomlasma metoduna baglidir. Ornek ortami bilesenlerine
baghh o6nemli girisimler (matriks girisimleri) kimyasal, fiziksel, iyonlagma, spektral ve

zemin girisimleri olarak siniflandirilabilir.
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2.5.1. Kimyasal Girisimler

Kimyasal girisimler, atomlagtiricinin yiizeyindeki kati fazda ve elementin
atomlagma esnasinda buhar fazinda absorbans degerini degistiren cesitli kimyasal
tepkimelerin olugmasi ile meydana gelir. Alevli atomlastiricilarda, tayin elementinin
oksijen ile tepkimeye girerek kararli oksit olusturmasi absorbans degerini gerekenden
kii¢iik olmasina neden olur.

Kimyasal girisimlerin iki nedeni vardir. Birincisi tayin elementinin molekiiler halde
buharlasmasi veya zor eriyen, zor buharlasan tuz olusumudur. Ikincisi ise olusan element
atomlarinin ortamindaki diger atomlarla ve radikallerle tepkimeye girerek absorpsiyon
ortaminda kolay buharlasan ucucu bilesik olugmasi sonucu ortamda uzun siire kalmamast
ve atomlasma veriminin diismesidir.

Elektrotermal atomlastiricilarda kimyasal girisimler baslica, ucucu bir bilesik
olusumu ve kararl bir bilesik olusumundan kaynaklanir.

Grafit firnin kiil etme basamaginda organik matriksi parcalayabilmek i¢in bazen
yiiksek sicakliklar kullanilabilir. Bu da analiz elementinin kaybina neden olur. Bu kayiplar
kil etme sicakligina uygulandiginda 6rnegin veya matriks elamanlan ve ¢oziiciileri nedeni
ile ucucu bir bilesik haline gelmesinden kaynaklanir.

Ucucu element olusumunu engellemek icin ¢oziicli olarak halojen asitleri yerine
oksitleyici asitler tercih edilir. Olusan asitler kiil etme basamaginda madde kaybina neden
olmayacag gibi atomlagma basamaginin baslarinda da kolayca pargalanabilirler. Kiil etme
basamagindaki kayiplar1 engellemek igin, 6rnegin daha zor atomlasan, daha kararli bir
bilesigi olusturarak ve matriks Ornek elementinden daha ucgucu bir hale getirilerek

giderilir.

2.5.2. Fiziksel Girisimler

Fiziksel girisimler, ornek ve standart ¢ozeltiler arasinda viskozite, yiizey gerilimi ve
yogunluk gibi fiziksel ©zelliklerin farkli olmasi nedeniyle ortaya cikar. Coziicii ve

cozeltilerin fiziksel Ozelliklerinin farkli olmasi alevde sislestirme islemini etkiler fiziksel

girisimler alevli sistemlerde piiskiirtme sirasinda, grafit firinda ise 6rnegin enjekte edilmesi
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sirasinda ortaya ¢ikar. Grafit firrnda 6rnek 5-50 pl arasinda enjekte edildiginden fiziksel
girisim az goriiliir.

Fiziksel girisimler, ornek ve standart c¢ozeltilerin fiziksel ozellikleri birbirine
benzetilerek azaltilabilir. Bu ya 6rnegin seyreltilmesiyle veya standard cozeltiyi de ayni
matriks de hazirlayarak saglanir ya da analiz elementi akstraksiyon, iyon degistirme,
¢cOktiirme gibi yontemlerle ayrilarak fiziksel Ozellikleri standartlarinkine benzeyen bir
ortama alinir ve tamamuyla fiziksel girisimlerden kurtarilir. Fiziksel girisimleri yok etmek

icin en onemli yontemlerden birisi de standart ekleme yontemidir.

2.5.3. iyonlagsma Girisimleri

Atomlastiricilarda elementler sicaklifa ve iyonlasma gerilimine bagli olarak
iyonlasabilirler. Iyonlasma sonucu temel seviyedeki atom sayisi azalacagindan tayin

elementinin sinyali beklenen degerden kiigiik cikar.

Iyonlagma girisimlerini yok etmek icin gelistirilen yontemlerden en uygunu

M— M +e

Seklinde gosterilebilen iyonlasma dengesini sola kaydirmak i¢in 6rnege ve standart
cozeltilere asirt miktarda daha kolay iyonlasan bir element eklenmesidir. Boylece meydana
gelen asirt miktardaki elektron, dengenin sola kaymasini saglar ve tayin elementinin

iyonlagsmas azalir.

2.5.4. Spektral Girisimler

Spektral girisim, tayin elementi hattinin diger elementlerin hatlar ile ¢akismasi
sonucu ortaya cikan bir girisimdir. AAS’de iki nedenden dolay1 spektral girigsim
goriilebilir. Birincisi ¢ok elementli oyuk katot lambalart kullanildiginda, uygun yarik
genigliginde calisilmazsa birden fazla elementin rezonans hattinin aymi anda aliciya
(dedektore) ulagmasindan kaynaklanir. Ikincisi ise tayin elementi absorpsiyon hattinin

ornekdeki girisim olusturan bilesenin veya baska bir elementin hatti ile ¢cakigsmasi sonucu
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olusur (35,36). Bu durumda beklenenden daha fazla absorbans okunur ve analizde pozitif
hatalara yol acar. Spektral girisimleri onlemek icin ya girisim yapan element ortamdan
uzaklastirilir ya da hassasiyetin azalmasina ragmen analiz elementinin bagka bir hatti

kullanilir.

2.5.5. Zemin Girisimi

Atomik absorpsiyon analizlerinde en Onemli hata kaynaklarindan birisi de
atomlagma hiicresinde tayin elementinin absorpsiyon hattinda, girisim olusturan
molekiillerin ve radikallerin absorpsiyon yapmasi ile OKL 1s1mnin atomlastiricidaki kiiciik
partikiiller tarafindan sac¢ilmasidir. Bu durum alevli ve grafit firinli atomlastiricilarda
Oniine gecilmesi icin ©Ozel yoOntemler gerektiren zemin girisimidir. Sonugta tayin
elementinin absorbans sinyali beklenenden daha biiyiik olup, yanlis sonuglara sebep olur.

Isik kaynagindan gelen 1sin, atomlasma ortaminda element atomlar1 ile birlikte
ayrismayan molekiiller ve radikaller tarafindan da absorplanabilir. Hatta bazen absorplayici
molekiiller, atomlardan daha fazla olabilir. Dolayisi ile absorbans etkileri daha biiyiik olur.

Alevli atomlastiricilarda, buharlagsma ve tam olmayan yanmadan dolay1r olusan
partikiillerin varliginda 11k sagilmasi ortaya ¢ikar. Bu daha ¢ok yiiksek tuz derigimlerinde
onemlidir. Isigin sacilmasi ile dedektdre ulasan daha az 151k absorpsiyonda artis gibi
goriliir.

Grafit firrnli atomlastirici da analiz elementi yaninda girisim olusturan
bilesiklerin molekiiler haldeki buharlari, radikalleri ile yiiksek yogunlukta duman
olusur. Bu molekiiller, radikaller veya duman OKL 1sinin absorplarlar, keserler
veya 151n sacilmasina sebep olarak absorbans degerlerinde degisiklere yol acarlar.
Grafit firn duvarindan kopan karbon pargaciklarinin 15181 sagmasi bu degisikleri
daha da artirir. Girisim olusturan bilesiklerin derigimi yiiksek oldugunda bu 6zellik
cok belirgin olarak ortaya cikar. Molekiillerin absorpsiyon dalga boylarn tayin
elementininki ile ¢akistigt zaman absorbans sinyali beklenen degerden daha biiyiik
olur. Bu 6zellik molekiiler absorbans olarak adlaniridir. Gergekte, 151k sacilmasi ve
molekiiler absorpsiyon biribirinden ayrilmaz, bilesik absorbans sinyali olusturur ve

3

bu asborbans, atomik absorpsiyon spektroskopisinde “zemin absorpsiyon” olarak

adlandirilir.
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Grafit firinli atomlastirma metodunda 1s1mn  sacilmast ve molekiiler
absorpsiyon, grafit firin 1sitma programinin kiilletme basamagi sicakligima cok
baghdir. Kiiletme sicakligl yiiksek degere ayarlandigi zaman, girisim olusturan
organik bilesikler buharlagarak ucar ve atomlagma basamaginda zemin absorpsiyonu
diiser. Analiz elementinin buharlasma sicakligi girisim olusturan maddeninkinden
cok farkli olmadigi zaman bu ¢esit girisim herhangi bir grafit firin 1s1tma programi
ile tamamen yok edilemez.

Omek cozeltisine siiblimlestirici madde eklenmesiyle tayin elementinin
kiilletme ve atomlasma sicakliklari diisiirebildigi gibi kararlastirict maddenin
eklenmesiyle tayin elementi termal olarak kararli oksidine eya inter metalik (alasim)
bilesigine donistiiriilerek kiiletme sicaklig artirilabilir.

Zemin girisimlerini diizeltmek icin gelistirilen yontemler; ¢ift hat yontemi,
stirekli kaynak kullanilmasi (Doteryum lambasi yontemi), Simith — Hiefje (1s1k
kaynaginda sehlf absorpsiyon) ve Zeeman etkisi (Zeeman hat yarilmasi)

yontemleridir.

2.6. Zemin Girisimleri Diizeltmek I¢cin Gelistirilen Yontemler

2.6.1. Cift Hat Yontemi

Bu yontem, absorbansin iki farkli dalga boyunda 6l¢iilmesi ilkesine dayanir.
Bunlardan birisi tayin elementinin absorpsiyon hatti, digeri de bu hatta ¢ok yakin bir
dalga boyudur. Birinci dl¢iim tayin elementinin absorbansi ile zemin absorbansinin
toplamini, ikinci 6l¢iim ise sadece zemin absorbansini verir. Bu degerler birbirinden
cikarildiginda sadece tayin elementin absorbansi elde edilir.

Cift hat yonteminde, molekiiler absorpsiyonun siirekli ve genis bir dalga
boyu araligina sahip oldugu diisiiniilerek zemin absorbansinin her iki dalga boyunda

da esit oldugu kabul edilir.
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2.6.2 Siirekli Kaynak Kullanmilmas: Yontemi

Bu yontemde cok dar bir hat genisliginde (yaklasik 0,002 nm) emisyon
yapan oyuk katot lambasi yaninda siirekli 1s1k kaynagi olarak daha genis aralikta
emisyon yapan doteryum lambasi kullanilir. Doteryum lambasinda uyarilmig
déteryum molekiillerini yaydigi 151k 190-400 nm araliginda olup, zemin diizeltmek
icin yeterli siddete sahiptir. Sisteme yerlestirilen ve donen bir 151k dilici vasitasiyla
bir oyuk katot lambasindan gelen 151k, bir doteryum lambasindan gelen 1s1k
atomlagma hiicresinden alternatif olarak gecer oyuk katot lambasindan gelen 1s1n
hem tayin elementi atomlari hem de zemin tarafindan absorplanir. Déteryum
lambasinin 1511 ise sadece zemin tarafindan absorplandigi kabul edilir. Ciinkii genis
dalga boyu araligina sahip doteryum lambasi 151gmin absopsiyonuna, atomlarin
etkisi ¢ok azdir ve ihmal edilebilir Olciilerdedir. Fakat dar bir aralikta atomik
absorpsiyona zemin absorpsiyonunun etkisi biiyliktiir. Monokromatdrden gecen her
iki 151n aym dedektore diiser ve daha sonra elektronik olarak diizeltilmis atomik
absorpsiyon sinyalleri elde edilir. Yani doteryum ile dlgiilen zemin absorpsiyonu,
oyuk katot lambasi ile Olciilen toplam absorpsiyondan c¢ikarilarak sadece tayin
elementinin absorbansi elde edilir ¢cok keskin piklere sahip zemin sinyalleri varken
atomik absorpsiyonun oldugu dalga boyunda bir molekiiler absorpsiyon yok ise
negatif sonuglar vermesi ve sadece UV bolgedeki hatlar i¢in diizeltme yapabilmesi
doteryum lambasi zemin diizeltme yontemini eksik yanlaridir. Ayrica déteryum
lambasindan ve oyuk katot lambasindan gelen 1sinlarin aym yolu izlemelerini

saglamak da zordur.

2.6.3. Smith —Hiefje Yontemi

Bu yontemde tek 1s1k kaynagi kullanilarak zemin absorpsiyonu olgiiliir
(36,38). Lamba alternatif olarak diisiik ve yiiksek akimlarda calistirilir. Diisiik
akimhi oyut katot lambasimin hattt dardir. Yiiksek akimda ise self absopsiyon
nedeniyle hat genisler ve hemen hemen ikiye yarilir. Boylece diisiik akimda toplam
absorbahans, yiiksek akim uygulandiginda da zemin absorbansi Olgiiliir. Aradaki

fark tayin elementinin absorbanisim verir.
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Bu yontemde gerekli elektronik degisimlerin  spektrofotometrelere
uygulanmas1 zordur ve yiiksek akim uygulanmasi nedeniyle lambanin Omriiniin

azalmasina neden olur.

2.6.4. Zeeman Yontemi

Bir atomik buhar kuvvetli manyetik alana tutuldugu zaman, atomlarin
elektronik enerji seviyelerinde her bir elektronik geciste bircok absorpsiyon
cizgisinin olusumuna yol acan bir yarilma gozlenir. Olusan yeni c¢izgilerin
absorbanslar1 toplami, onlarin olustugu orijinal ¢izginin absorbansina tam olarak esit
olmak iizere, bu ¢izgiler biri digerinden 0.01 mm’ye kadar ayrilir. Bu durum genel
olarak biitiin atomik spektrumlarda Zeeman etkisi olarak tanimlanir

1975’11 yillardan sonra Zeeman etkisinden yararlanmada gelisme olmus ve
ilk defa ticari aletlere uygulanmistir. Gliniimiizde ¢ogu ticari aletlerde bu sistemler
bulunmaktadir.Zeeman etkisinin ana ilkesi soyledir. Magnetik alan etkisine konulan
bir atomun kuantum hallerinde degisim olur ve spektral hatlar {ic veya daha fazla
hatta ayrilir. Bunlardan orta alan1 i bileseni, bunun iki yaninda simetrik o+ ve o-
bilesenleri olarak bilinir. Lamba ile atomlastirici arasina bir polarizor konur ve
belirli frekansta lambadan bir m bileseni (toplam absorbansimi dlger) ve birde o
bileseni (zemin absorbansim 6lcer) m ve ¢ bilesenleri ile Slgiilen absorbanslar farki
diizeltilmis atomik absorbansdir.

Zeeman etkili cihazlar, zemin i¢in daha Once belirtilen yontemlerden daha
dogru diizeltme olusturur. Bu cihazlar 6zellikle elektrotermal atomlastiricilar igin
yararlt olup, idrar ve kan numunelerindeki elementlerin dogrudan tayinlerine izin
Verir.

Zeeman zemin diizeltme yonteminin doteryum bosalim lambasi zemin
diizeltme yontemine iistiinliikleri sdyle siralanabilir. Polarize Zeeman yonteminde;

a- Rezonans absorpsiyon pikinin dalga boyunda zemin absorpsiyonu

dogru sekilde diizeltilir.

b- Doteryum bosalim lambasinin optik diizlemindeki her iki 151k

kaynagindan yayilan 151 yolunun ayarlanmasi gibi islemlere ihtiyag

duyulmaz.
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c-  AAS ile dlgiilen biitiin elementler i¢in zemin diizeltilmesi yapilabilir.

d- Diizeltme doteryum lambasi yontemi ile elde edilenden daha iyidir.

2.7. ETAAS ile Analizde Optimizasyonu Calismalari

2.7.1. Piroliz Basamaginin Optimizasyonu

Atomlagma basamaginda, tayin elementi yaninda diisiik kaynama noktasina
sahip organik veya inorganik bilesenlerin buharlagsmasi ile olusan girisimleri ve
zemin absorbansini azaltmak ve yok etmek i¢in 6rnek kiil edilir. ETAAS’da analizin
duyarliligr kiil etme sicakligina bagladir. Yiiksek piroliz sicakligi se¢ildigi zaman
atomlagma basamaginda girisimler ve zemin absorbansi diiser ve duyarlilik artabilir.
Ancak bu durumda tayin elementi de buharlasabilir ve atomlagma basamaginda
kiitle kaybi olur. Bu nedenle kiil etme basamaginin sicakligi dnemlidir.

Tayin elementinin piroliz sicaklifi, elementin kimyasal bilesimine ve
ortamdaki diger bilesenlere baglidir (40). Tayin elementinin kaynama sicakligi
girisim olusturan bilesenlerinkinden ¢ok farkli degilse, piroliz sicaklifinda tayin
elementini kaybetmeden girisim olusturan bilesenleri uzaklastirmak giictiir.
Ozellikle ortamdaki girisim olusturan ve zor buharlasan inorganik bilesenleri
uzaklastirmak zordur.

Bu durumda, tayin elementi kaybedilmeden girisim olusturan bilesenler
stiblimlestirilerek veya kiil etme sicakligi arttirilarak uzaklastirlabilir. Kiil etme
sicakliginin artirllabilmesi HNO;3;, H,O, vb. ilavesiyle tayin elementinin kararl
oksidi haline yiikseltgenmesiyle miimkiindiir. Ancak yiikseltgenin derisimi yiiksek
oldugu zaman duyarlilik diisebilir (40). Ayrica baz1 elementlerin oksitleri de ugucu
olabilir.

Kiil etme sicakliklarinda ugucu elementlerin kiitle kayiplarini énlemek i¢in
bu elementleri termal olarak kararli inter — metalik bilesiklerine doniistiiren ortam

diizenleyiciler kullanilir.
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- Yiiksek sicakliktaki piroliz basamaginda ugucu matriks bileseneri
uzaklastirilmasini kolaylagir.

- Girisim yapan tiirlerin hidrolizene termal olarak yardimci olur.

-Daha yiiksek sicakliklara kadar atomlagma geciktirirli ve daha
[zoterm sartlar saglanir.

-Tayin elementi ve zemin absorbsiyon sinyalleri daha iyi ayrilir.

-Atomlasma sicakligi ile piroliz sicaklig1 arasindaki fark azalir boylece

atomlagma daha iyiolur.

2.7.2. Atomlasma Basamagimin Optimizasyonu

Analitik dogruluk tayin elementinin atomlagsma sicakligina dogrudan
baglidir. Tayin elementinin tam atomlagsmasim saglamak ve hassasiyeti artirmak icin
atomlagma basamagi optimizasyonu gereklidir. Atomlagsma basamaginda genel
olarak sicaklik belirli bir siire sabit tutulur. Ancak zemin absorbansinin yiiksek
oldugu durumlarda asagidaki faktorlere bagli olarak sicakligin sabit hizla artirildig
sicaklik programinin kullanilmasi uygundur.

- Tayin elementi ile girisim olusturan bilesenin kaynama sicakliklar1 cok

farkli degilse,

- Girisim olusturan bilesenin kaynama sicacikligi tayin elementininkinden

yiiksek ise,

- Girisim olusturan bilegenin buharlastig1 sicaklikta tayin elementinin kiitle

kaybi oluyorsa.

- Her tayin elementinin optimum atomlasma sicakligi ve zaman

ayarlanmalidir.

- Yiiksek atomlagma sicakligi secildigi zaman tayin elementlerinin

atomlagmalar1 artar, atomik buharin grafit firinda tutunma siiresi azalir ve

kalibrasyon egrisinin lineerligi diiser (40).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Cihazlar
3.1.1 Elektrotermal Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi

Olgiimler Perkin Elmer AAnalyst 600 model Elektrotermal Zeeman etkili
atomik absorpsiyon spektrofotometresi (Sekil 3.1) ile yapildi. Orneklerin

atomlastiriciya enjeksiyonu i¢cin AS800 oto 6rnekleyici kullanildi.

Sekil 3.1 Perkin Elmer A Analyst 600 model Elektrotermal Zeeman etkili Atomik Absorpsiyon
Spektrofotometresi
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3.1.2 Su Saflastirma Sistemi

Deneylerde, 18,2 MQ/cm™ direncinde su tiretebilen, 0,22 pm’lik siizgeci
olan MILLIPORE Marka Milli-Q Plus-185 Model saf su cihazi kullanildi.

3.1.3 Mikrodalga Ornek Coziicii

CRM BCR-397 insan sa¢1 ve NIST 2976 midye dokusu standart referans
maddeleri CEM MARS 5 mikrodalga oOrnek c¢oziicii sistemi kullanilarak

cOziiniirlestirildi.

3.2.1 Kimyasal Maddeler

Pb Stok Cozeltisi : Merck (107362) 1000 mg/L’lik stok standart ¢cozeltisi.
HNO; : Fluka (84385) % 69 saflikta ( eser analiz i¢in uygun )
H,O0, : Merck (108597) % 30

Mg(NO3), stok cozeltisi: Merck (105813) maganezyum modifier c(Mg)=10.0+0,2
g/l Mg(NO3), 6H,O 17% HNOj; icinde)

NH H,PO; stok cozeltisi: Merck (101440) % 99,99

Pt stok cozeltisi : Merck (1.70219.0500) 1000 mg/1 H,PtCls platin 2 mol/l
HCl i¢inde
Pd stok cozeltisi : Merck (107289) paladyum modifier c(Pd)=10.0+0,2 g/1

(PA(NO3), 15% HNO; iginde)
3.2.2. Standart Referans Maddeler (SRM)

Insan Saci (CRM BCR-397 insan saci European Commission DG Joint
Research Centre Institute for Reference Materials and Measurements, IRMM):
Yaklasik 1,0 g insan sag1 SRM 6rnegi sertifikasinda belirtildigi sekilde, etiivde 90 °C
sabit sicaklikta 16 saat siire ile bekletildi ve sabit tartima getirilerek kurutuldu. Daha
sonra 0,20 g civarinda tartilan SRM 0Ornegi ¢6ziiniirlestirme islemi i¢in mikrodalga

ornek ¢oziiciiniin teflon kabina alinarak iizerine 4 ml HNO3 ve 1ml H,0, eklenerek

26



mikro dalga 6rnek ¢oziiciide ¢oniirlestirildi. Gerekli seyreltmeler yapilarak analize

hazirlandi.

Midye Dokusu NIST 2976 : 0,10 g civarinda tartilan SRM 06rnegi ¢oziiniirlestirme
islemi icin mikrodalga 6rnek ¢oziiciiniin teflon kabina alinarak iizerine 4ml HNOj; ve
Iml H,O, eklenerek c¢oziiniirlestirme islemi gerceklestirildi. Gerekli seyreltmeler

yapilarak analize hazirlandi

icme Suyu HIGH EP-H-1 (140-025-032) SCP SCIENCE: Herhangi bir islem

uygulanmadan gerekli seyreltmeler yapilarak analize hazirlandi.

3.2.3 Ortam Diizenleyicilerin Hazirlanmasi
5 pg Pd + 3 pg Mg(NOs), Ortam Diizenleyicinin Hazirlanmasi:

Boliim 3.2.1 de acgiklanan Pd stok cozeltisinden 1 mL ve Mg(NOs), stok
cozeltisinden 0.1 mL alinarak 18 MQ’lik deiyonize su ile 10mL’ye seyreltildi.

50 ng NH/H,PO, + 3 pg Mg(NO;), Ortam Diizenleyicinin Hazirlanmasa:

Boliim 3.2.1 de aciklanan stok ¢ozeltisinden 1 mL NH4H,PO4 ve 0.1 mL
Mg(NO3), alinarak 18 MQ’lik deiyonize su ile 10mL’ye seyreltildi.

10 pg Pt + 4 pg Pd Ortam Diizenleyicinin Hazirlanmasi

Bolim 3.2.1 de agiklanan Pd stok c¢ozeltisinden 0.8 mL ve Pt stok

cozeltisinden 0.33 mL alinarak 18 MQ’lik deiyonize su ile 10 mL ‘ye seyreltildi.

3.2.4.Kullamlan Cam ve Plastik Malzemelerin Temizlenmesi

Kirli cam ve plastik malzemelerin ayr1 ayr1 temizlenmesi amaciyla plastik
kiivetlere asit banyosu olarak kullanilmak iizere (14+4) (v/v)’lik HNO; cozeltisi
hazirlandi. Kirli malzemeler 6nce damitik su ile bolca ¢alkalanip, iki giin siiresince
asit banyosunda bekletildi. Asit banyosundan ¢ikarilan malzemeler saf su ile en az

bes kez calkalanarak kurumaya birakildi
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4. BULGULAR

Bu boliimde yapilan ¢calismalarin tamami Cizelge 4.1 ve 4.2’de verilen

kosullarda yapildi.

Cizelge 4.1 Atomik Absorbsiyon Calisma Kosullart

Dalga boyu 283.3 nm
Lamba akimi 20 mA
Yarik araligi 0.7 nm
Tasiyic1 Gaz Argon
Ornek hacmi 20 uL

Cizelge 4.2 Elektrotermal Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresinin Sicaklik Programi

HizlanmalBekleme
Zamani | Zamani
Basamak |Sicaklik (°C) (s) (s) Gaz akis1 (mL/ dak.)
Kurutma-1 110 1 30 250
Kurutma-2 130 15 30 250
Piroliz Degisken 10 20 250
Atomlagma Degisken 0 5 0
Temizleme 2450 1 3 250

4.1 Nitrik Asit Derisiminin Etkisi

Ortamda bulunan nitrik asit miktarinin etkisini incelemek iizere % 0, %1,
%2, %3, % 5, % 10, % 15, % 20 ve % 25 nitrik asit ortaminda, 600 °C piroliz ve
1600°C atomlasma sicakliginda 50 ng/mL kursunun absorbans degerleri 6l¢iildii.
En yiiksek absorbans degerinin %10’luk nitrik asit ortaminda elde edildigi
gozlemlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 50 ng/mL kursun iizerine nitrik asit derigiminin etkisi

4.2. Nitrik Asit Ortaminda Optimizasyon

4.2.1 Piroliz Sicakliginin Optimizasyonu

Atomlasma sicakligi 1600°C’de sabit, piroliz sicaklikligi degistirilerek
yapilan calismada Sekil 4.2°de goriilen grafik elde edildi. Ortamda nitrik asit disinda
baska bir ortam diizenleyici yoktu. Degisik nitrik asit derisimlerinde yapilan
Olctimler sonucunda % 10 nitrik asit ortaminda elde edilen absorbans degerlerinin
digerlerinden daha yiiksek oldugu agik¢a goriilmektedir. Ayrica 600°C’nin

tizerindeki sicakliklarda absorbansin diismesi ortamdaki kursunun buharlasarak

uzaklagmis oldugunu gosterir.
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Sekil 4.2 50 ng/mL kursunun farkli nitrik asit derisimlerinde 1600 °C atomlasma sicakliginda piroliz
sicakligt egrileri

4.2.2. Atomlasma Sicakhiginin Optimizasyonu

Calismanin bu boliimiinde piroliz sicakligi sabit tutularak atomlagma
sicakligr degistirildi ve atomlasma sicakligindaki degisim izlendi. Burada 4.2° de
elde edilen sonuglara dayanarak piroliz sicakligi 600 °C’de sabit tutuldu. Grafikten
de (Sekil 4.3) izlendigi gibi nitrik asit derigimi %10 oldugu durumda en yiiksek
absorbans elde edildi. Absorbans degerinin 2000 °C atomlasma sicakhigina kadar

hemen hemen sabit kaldig1 gézlemlendi.

1,4
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b ! —=— %1 Nitrik Asit
s 0,8 KA KA e e A
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s 02 * o000 Asit
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0 T T T T 1 ASIt
0 500 1000 1 5000 2000 2500
Sicaklik (°C)

Sekil 4. 3 50 ng/mL kursunun farkli nitrik asit derisimlerinde 600°C piroliz sicakliginda
atomlasma sicakligi egrileri
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4.3. Nitrik Asit ve NH4H,PO4 + Mg(NO3), Ortaminda Optimizasyon

4.3.1 Piroliz Sicakliginin Optimizasyonu

Atomlasma sicakligi 1600°C’de sabit, piroliz sicaklikligi degistirilerek
yapilan caligmada Sekil 4.4’de goriilen grafik elde edildi. Burada da degisik nitrik
asit derisimlerinde yapilan Olciimler sonucunda % 10 nitrik asit ortaminda elde
edilen absorbans degerleri digerlerinden daha yiiksek bulundu. Ayrica 1000°C

civarina kadar absorbansda carpici bir diisme gbézlemlenmedi.

14
1,2 XXX XX
1 & 0%Nitrik Asit
n
e o ey . .
3 08 TR m % 1Nitrik Asit
S 06 5%Nitrik Asit
8 ’ ®goo00000000
< 04 ,—"‘moooo’o %10 Nitrik Asit
E) . .
0.2 SERRRSs % 15%Nitrik Asit
0 e %20 Nitrik Asit
0 500 1000 1500
Sicaklik

Sekil 4.4 50 ng/mL kursunun NH4H,PO, + Mg(NO;) ortam diizenleyici eklenerek farkli nitrik asit
derigsimlerinde 1600°C atomlagma sicakliginda piroliz sicaklig1 egrileri

4.3.2. Atomlasma Sicakhiginin Optimizasyonu

Calismanin bu boliimiinde piroliz sicakligi sabit tutularak atomlagma
sicaklig1 degistirildi ve atomlagsma sicakligindaki degisim izlendi. Burada 4.4’ de
elde edilen sonuglara dayanarak piroliz sicakligi 900 °C’de sabit tutuldu. Grafikten
de (Sekil 4.5) izlendigi gibi nitrik asit derisimi %10 oldugu durumda en yiiksek
absorbans elde edildi. Absorbans degerinin 2200 °C atomlagma sicaklifina kadar

hemen hemen sabit kaldig1 gézlemlendi.
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Sekil 4.5. 50 ng/mL kursunun NH,;H,PO, + Mg(NOs) ortam diizenleyici eklenerek farkl nitrik asit
derigsimlerinde 900°C piroliz sicakliginda atomlagma sicakligi egrileri

4.4, Nitrik Asit ve Pd + Mg(NO3); Ortaminda Optimizasyon

4.4.1 Piroliz Sicakliginin Optimizasyonu

Atomlagma sicakligi 1600°C’de sabit, piroliz sicaklikligi degistirilerek
yapilan caligmada Sekil 4.6’de goriilen grafik elde edildi. Burada da degisik nitrik
asit derisimlerinde yapilan Olciimler sonucunda % 10 nitrik asit ortaminda elde
edilen absorbans degerleri digerlerinden daha yiiksek bulundu. Ayrica 1000 °C ‘yi
asan sicakliklara kadar absorbansda fazla bir diisme gozlemlenmedi. Bu grafikteki
en carpici sonug 4.4’de kullanilan ortama gore absorbans degerinde kayda deger bir

diisme gozlenmesidir.
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Sekil 4.6 50 ng/mL kursunun Pd + Mg(NO;),,ortam diizenleyici eklenerek farkli nitrik asit
derisimlerinde 1600°C atomlagma sicakliginda piroliz sicakligi egrileri

4.4.2. Atomlasma Sicakligimin Optimizasyonu

Calismanin bu boliimiinde piroliz sicakligi sabit tutularak atomlagsma

sicaklig1 degistirildi ve atomlagsma sicakligindaki degisim izlendi. Burada 4.6’ de

elde edilen sonuglara dayanarak piroliz sicakligi 900°C’de sabit tutuldu. Grafikten

de (Sekil 4.7) izlendigi gibi nitrik asit derisimi %10 oldugu durumda en yiiksek

absorbans elde edildi. Absorbans degerinin burada da 2000 °C atomlasma

sicakliginin oldukga iistiinde hemen hemen sabit kaldig1 gézlemlendi.
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Sekil 4.7. 50 ng/mL kursunun Pd + Mg(NO;) , ortam diizenleyici eklenerek farkli nitrik asit
derisimlerinde 900°C piroliz sicakliginda atomlagma sicakligi egrileri
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4.5. Nitrik Asit ve Pt + Pd Ortaminda Optimizasyon
4.5.1 Piroliz Sicakliginin Optimizasyonu

Atomlasma sicakligi 1600°C’de sabit, piroliz sicaklikligi degistirilerek
yapilan caligmada Sekil 4.8’de goriilen grafik elde edildi. Burada da degisik nitrik
asit derisimlerinde yapilan Olciimler sonucunda % 10 nitrik asit ortaminda elde
edilen absorbans degerleri digerlerinden daha yiiksek bulundu. Ayrica Sekil 4.4’de

gozlenene benzer sekilde 1000°C civarina kadar absorbansda carpici bir diisme

gozlemlenmedi.
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Sekil 4. 8 50 ng/mL kursunun Pt + Pd, ortam diizenleyici eklenerek farkli nitrik asit derisimlerinde
1600°C atomlagma sicakliginda piroliz sicakligi egrileri

4.5.2. Atomlasma Sicakhiginin Optimizasyonu

Calismanin bu boliimiinde piroliz sicakligi sabit tutularak atomlagsma
sicakligr degistirildi ve atomlasma sicakligindaki degisim izlendi. Burada Sekil 4.8’
de elde edilen sonuglara dayanarak piroliz sicakhigi 900 °C’de sabit tutuldu.
Grafikten de (Sekil 4.9) izlendigi gibi nitrik asit derisimi %10 oldugu durumda en
yiiksek absorbans elde edildi. Absorbans degerinin 2000- 2200 °C atomlasma

sicakligr araliginda en yiiksek oldugu gozlendi.
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Sekil 4.9 50 ng/mL kursunun Pt + Pd ortam diizenleyici eklenerek farkli nitrik asit derisimlerinde
900°C piroliz sicakhiginda atomlagma sicakligi egrileri

4.6. Standart Referans Maddelerin Analizi

Boliim 4.1°den 4.5’ e kadar cesitli ortam diizenleyiler ve nitrik asitin farkl
derisimlerinde optimizasyon c¢alismalar1 yapildi. Standart referans maddelerin
analizi i¢in en uygun kosullarin % 10 Nitrik Asit ve NH4H,PO4 + Mg(NO3), ortami
olduguna karar verildi. Standart referans maddelerin kursun derisimleri bu
kosullarda o¢l¢iildii. Diger ortam diizenleyicilerle karsilastirmak amaciyla bunlarin

bulundugu kosullarda da SRM’lerin kursun derisimleri ol¢iildii.

4.6.1. CRM BCR-397 insan Sac1 Standart Referans Maddesinin Analizi

Belirlenen kosullarda insan Sa¢ci CRM BCR-397 Standart Referans
Maddesine ait kursun derisimi ve diger ortam diizenleyicilerle yapilan Olctimler
Cizelge 4.3’de verilmektedir. Sekil 4.10 ve 4.11° de de sirasiyla her ortam ig¢in
yapilan oOlgiimlerde elde edilen derisimlerin dagilimi ve ortalamalarinin dagilim

grafikleri goriilmektedir.
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Cizelge 4.3 CRM BCR-397 Insan Sac1 Standart Referans maddesinin kursun derisimleri

Buluinan derisim | Sertifika Degeri
Ortam Diizenleyici (ng/g)* (ng/g) % Hata
NH4H,PO4 + Mg(NOs), 32.2+0.3 33 2,4
Pd + Mg(NO»), 27.2+0.92 33 17,6
%10 HNO3 22.8+0.47 33 30.9
Pt +Pd 28.6+0.19 33 13,3
Sonuglar % 95 giiven seviyesi ile 20 6lgiimiin ortalamasidir ( x + t.s/AN )
35
30
25
20
15
10
5
0 T T T T
Sertifika N, H,PO Pt +Pd 8
dedger Nfg(f\]():): Pd + Mg(NO3), + %10 HNO3

Sekil 4.10 CRM BCR-397 insan sag1 standart referans maddesi i¢in farkli ortamlarda yapilan 20
Ol¢iimiin ortalamalarinin dagilimi
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Sekil 4.11 CRM BCR-397 insan sag1 standart referans maddesi i¢in farkl ortamlarda yapilan 20

Ol¢iimiin dagilimi

4.6.2. NIST 2976 Midye Dokusu Standart Referans Maddesinin

Analizi

Belirlenen kosullarda Midye Dokusu NIST 2976 Standart Referans

Maddesine ait kursun derisimi ve diger ortam diizenleyicilerle yapilan Olctimler

Cizelge 4.4’de verilmektedir. Sekil 4.12 ve 4.13’ de de sirasiyla her ortam ig¢in

yapilan oOl¢iimlerde elde edilen derisimlerin dagilimi ve ortalamalarinin dagilim

grafikleri goriilmektedir.

Cizelge 4.4 NIST 2976 midye dokusu standart referans maddesinin kursun derisimleri

Buluinan derisim Sertifika
Ortam Diizenleyici (mg/kg)* Degeri (mg/kg) % Hata
NH H,PO4 + Mg(NO3) , 1.15+£0.09 1,19 34
Pd + Mg(NO3)» 1.07+0.1 1,19 10,1
%10 HNO3 0.41+£0.34 1,19 65,5
Pt +Pd 0.78+0.16 1,19 34,4

Sonuglar % 95 giiven seviyesi ile 20 dlciimiin ortalamasidir ( x + ts/YN)
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Sekil 4.12 NIST 2976 midye dokusu standart referans maddesi i¢in farkli ortamlarda yapilan 20
Ol¢iimiin ortalamalarinin dagilimi
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Sekil 4.13 NIST 2976 midye dokusu standart referans maddesi icin farkli ortamlarda

yapilan 20 dl¢iimiin dagilimi
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4.6.3. HIGH EP-H-1 icme Suyu Standart Referans Maddesinin
Analizi

Belirlenen kosullarda i¢me Suyu HIGH EP-H-1 Standart Referans
Maddesine ait kursun derisimi ve diger ortam diizenleyicilerle yapilan Olctimler
Cizelge 4.5’de verilmektedir. Sekil 4.14 ve 4.15° de de sirasiyla her ortam igin
yapilan oOlgiimlerde elde edilen derisimlerin dagilimi ve ortalamalarinin dagilim

grafikleri goriilmektedir.

Cizelge 4.5 HIGH EP-H-1 i¢cme suyu standart referans maddesinin kursun derisimleri

Buluinan derisim | Sertifika Degeri
Ortam Diizenleyici (mg/L)* (mg/L) % Hata
NH4H,PO4 + Mg(NO3) » 0.595+0.07 0.63 5,5
Pd + Mg(NO3), 0.42+0.18 0,63 33,3
%10 HNO3 0.48+0.05 0.63 23,8
Pt +Pd 0.46+0.43 0,63 27

Sonuglar % 95 giiven seviyesi ile 20 Sl¢iimiin ortalamasidir ( x  ts/VN )

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

Sdeerggllfia NH4H2PO4 + Pd + Mg(NO,), Pt +Pd %10 HNO3
Mg(NO3) 2

Sekil 4.14. HIGH EP-H-1 i¢cme suyustandart referans maddesi i¢in farkli ortamlarda yapilan 20
Ol¢iimiin ortalamalarinin dagilimi
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Sekil 4.15. HIGH EP-H-1 i¢gme suyu standart referans maddesi i¢in farkli ortamlarda yapilan 20
Ol¢iimiin dagilimi

4.6.4. Dogrusal Calisma Araligimin Belirlenmesi

2 pg/L, 5 pg/L, 10 pg/L, 20 pg/L, 30 pg/L, 40 pg/L, 50 pg/L, 60 pg/L, 70
pg/L, 80pug/L, 90 pg/L, 100pg/L, 120 pg/L, 140 pg/L, 150 pg/L, 160 pg/L, 170
pg/L, vel80 pg/L kursun standartlari ile % 10 HNOs; + NH4H,PO4 + Mg(NO3) »
ortam diizenleyici kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafigi 140 pg/L’ye kadar
kadar dogrusal bir degisim gosterdi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Dogrusal Calisma Aralig1
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4.6.5. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Tayin Simirmmin (LOQ) Belirlenmesi

Gozlenebilme siniri, belli bir giiven seviyesinde rapor edilebilir en kiiciik
derisimdir. Her analitik tekniginin bir gozlenebilme sinir1 vardir. Kalibrasyon grafigi
kullanan yontemlerde, gozlene bilme simir1 “tanik c¢ozeltinin standart sapmasidan
(Sb) daha yiiksek bir giivenirlik katsayisina (k) sahip sinyal veren en kiiciik derisim”
seklinde tanimlanir. Cogu zaman, k katsayis1 2 veya 3 olarak secilir Bu katsay1 2

iken giiven seviyesi % 92,1: 3 iken % 98,3 diir (41).

Numune yerine su alinarak hazirlanan tanik ¢ozelti icin 20 kez absrorbans
okundu. Tanik ¢6zelti i¢in elde edilen ortalama absrorbans degerleri ve hesaplanan
standart sapma degerleri kullanilarak LOD ve LOQ degerleri asagidaki baginti ile
hesaplandi.

CLOD = ka / m

Croq =3Crop

% 10 HNO3; + NH4H,PO, + Mg(NOs), ortam diizenleyici ortami i¢in, 20
okumanin pik yiikseklik ortalamasi 0,0036, standart sapmasi 0,001 olarak bulundu.
Kalibrasyon grafiginin dogru denkleminden (y= 0.003x+0,0002; r = 0,997981)
egim degeri tespit edilerek Kursunun % 98,3 giiven seviyesi icin gozlenebilme
stirt 1.0 pg/L, tayin sinir1 da (LOQ = 3.LOD) 3.0 pg/L, % 92,1 giiven seviyesi i¢in
gozlenebilme sinir1 0,67 pg/L, tayin snirida 2,01 olarak hesaplandi.
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5. TARTISMA

ETAAS, nanogram seviyesine Olgebilecek kadar yiiksek duyarlilikta, hizl,
rutine uygulanabilir olmasi sebebiyle ucucu elementlerin tayininde yaygin olarak
kullanilan metodlardan biridir. Tayin sinir1 Zeeman zemin diizeltmesiyle daha da
diisiiriilebilir (12). ETAAS, kiiciik ornek hacimlerinin kullanilabilmesi, viskoz
stvilarla da kolaylikla ¢aligilabilir olmas1 (11), atomik buharin kimyasal ve 1sisal
cevresinin denetlenebilmesi ile atomlagma verimlerinin artmasi ve sinyal/giiriiltii
(S/N) oranmin1 arttirarak daha iyi gozlenebilme smnirina ulasabilmesi gibi
ozelliklerinden dolayr alevli ve hidriir sistemli atomik absorpsiyon
spektrofotometrelerine iistiinliige sahip oldugundan ugucu elementlerin tayini igin
uygundur (39,42). Ancak, ucucu elementler 300°C’nin {izerindeki sicakliklarda
buharlasmaya basladiklarindan kiitle kayiplari, dolayisiyla analizlerde hatalar
meydana gelebilir.

Tayin elementi kaybedilmeden girisim yapan bilesenlerin ortamdan
uzaklastirilabilmesi icin tayin elementinin ugucu olmayan bilesiklere c¢evrilmesi
kullanilan tekniklerden biridir (13). Bu da ornek ¢ozeltiye ve standart ¢ozeltiye
“Ortam Diizenleyici” adi verilen maddeler eklenmesi ile saglanir. Ucuculugun
disinda, girisimleri yok etmek veya azaltmak i¢in de ortam diizenleyiciler eklenir.
Ortam diizenlemenin amaci, tayin elementinin termal kararligini piroliz sicakligina
kadar artirarak ortamda girisim olusturan molekiillerin, radikallerin veya
bilesenlerinin giderilmesini saglamak ve atomlasma basamaginda tayin elementinin
kiitle kaybin1 6nlemektir (12).

Ortam diizenleyici maddeden beklenen oOzellik hassasiyeti diisiirmeden
piroliz sicakligini miimkiin oldugu kadar yiikseltmektir. Bu nedenle ortam
diizenleyici ilavesiyle elementin absorbansinda azalma olmamasidir. Hem yiiksek
piroliz sicakligit hem de yeterli absrobans degeri olusturan optimum piroliz
sicakliginin belirlenmesi 6nemlidir. Genellikle ortam diizenleyiciler olarak inorganik
tuzlar ve soy metaller tercih edillmektedir Pd, Pt, Mg (NO3) .. W, Ir, NH4H,PO,, Sc,
Ru, Triton X-100 ve ve HNOj3 kullanilan ortam diizenleyicilere orneklerdir (12,15,
18).
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Uygun ortam diizenleyiciler, tayin elementi ile kararl bilesik olusturarak piroliz
sicakligin1 yiikseltmeli ve ortamda girisim olusturan bilesenlerin ugurulmasini
saglamalidir, ayn1 zamanda grafit yiizeyi ile tepkimeye girmemelidir. Cok sayida
tayin elementine uygulanabilir olmali, ¢ok saf olmali, tayin elementi veya girisim
olusturan bilegenleri icermemelidir, grafit tiipiin dmriinii diigiirmemeli ve asindirici
ozeligi olmamalidir, tayin elementinin absorplandigi dalga boyunda veya yakininda
zemin abrorbansi olusturmamali, tayin elementi ortam diizenleyici i¢inde homojen
dagilmaldir (43).

Atomlagma basamaginda olusabilecek, tayin elementi yaninda diisiik
kaynama noktasina sahip organik veya inorganik bilesenlerin buharlagsmas1 ile
olusan girisimleri ve zemin absorbansim azaltmak veya yok etmek icin piroliz
basamaginin sicakligi 6nemlidir. Analizi duyarlilig piroliz basamagina baglhidir.

Kimyasal girisim olusturan tiirlerin etkisi iyi bir grafit firin 1s1tma programi
ile azaltilabilir. ETAAS’de en 6nemli basamak piroliz basamagidir. Piroliz basamagi
aym zamanda elementin termal kararligiin da gostergesidir. Piroliz sicakliginda
girisim olusturan maddeler ortamdan uzaklastirilabilirse atomlagsma basamaginda
olabilecek girisimler de en aza indirgenir. Piroliz sicaklig1 olarak tayin elementinde
kiitle kaybi olmaksizin ulasilabilecek sicakliklar esas alinabilir. Uygun sicaklik
programi ile zemin abropsiyonu en aza indirilebilir. Ancak tayin elementinin ugucu
olmas1 durumunda bu is ¢ok zordur. Piroliz sicakliginin yiiksek tutularak girisim
yapan bilesenlerin atomlasma basamagindan once ugurulmasi sirasinda ugucu tayin
elementi de kaybedilebilir, sicaklik diigiik tutulursa kimyasal ve zemin girisimleri
artar.

Analitik dogruluk tayin elementinin atomlasma sicakligina dogrudan
baghdir. Tayin elementinin tam atomlagsmasini saglamak ve hassasiyetini artirmak
icin atomlagsma basamaginin da optimizasyonu gereklidir. Her tayin elementinin en
uygun atomlagma sicakligr ayarlanmalidir.

Yukar da da acgiklandigir gibi ETAAS eser element analizlerinde pek cok
istiinliikleri olan bir yontemdir. Ancak analiz kosullarinin mutlaka belirlenmesini,
piroliz ve atomlasma sicakliklar i¢cin optimizasyon caligmasi yapilmasim gerektirir.
Ozellikle biyolojik 6rnekler sz konusu oldugunda, karmasik matrikslerinden dolay1

cesitli ortam diizenleyicilerle optimizasyon c¢alismalar1 daha da 6nem kazanir.
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Biyolojik oOrneklerde eser element analizleri daha ¢ok tip, ¢evre bilimleri gibi
alanlarda calisan arastiricilar tarafindan yapilmistir ve analitik kimyacilar konuya
uzak kalmislardir. Bu nedenle de biyolojik drneklerde eser element ¢alismalari icin
analitik metot gelistirmeye yonelik calismalar gecikmistir ve giiniimiizde de devam
etmektedir. Literatiirde son yillarda yapilan bir¢ok caligma 6rnegi vardir.

Farkli seker icerikleri olan sarap oOrneklerinde yapilan bir c¢alismada
paladyum ve magnezyum nitrat ortam diizenleyici i¢in optimizasyon calismasi
yaparak 600 °C piroliz ve 2200 °C atomlasma sicakliginda kursun i¢in gézlenebilme
sinirinin 0,8 pg/L bulundugu bildirilmistir (44).

Planktonlarda kursun birikimini incelemek iizere yapilan bir baska ¢alismada
da, Ir(NO3),, Mg(NO3),, PA(NO3),, PA(NO3),+Mg(NO3), ve Mg(NO3),+NH4H,PO4
ortam diizenleyicilerinin etkileri incelenmistir (45).

Farinas ve ark. (46), bir alkollii ickide yine ugucu bir element olan kadmiyum
tayini i¢in farkli ortam diizenleyicilerin etkilerini incelemislerdir.

Dokiilen insan dislerinde kursun, bakir ve mangan tayininde lantan,
paladyum ve sitrik asit karistminin ortam diizenleyici olarak kullanildigr Acar ve
ark. (47) tarafindan bildirilmistir.

Silveira ve ark. (48) bir calismalarinda antihipertansif ilaglarda mangan
tayini i¢in nitrik asit ortaminda baska bir ortam diizenleyiciye gereksinim olmadan
gelistirdikleri sicaklik programinda elde ettikleri sonugclari bildirmislerdir.

Yine bir bagka calismada sarapta kursun tayini icin yapilan bir ¢alismada
ortam diizenleyici olan ve olmayan ortamdaki Ol¢iim sonuglart karsilagtirillmigtir
(49).

Bu tez kapsaminda da ugucu bir element olan kursunun biyolojik 6rneklerde
tayini i¢in bir optimizasyon ¢aligmas1 yapildi. Bunun icin ortam diizenleyici olarak
% 10 HNO;

% 10 HNO3; + Pt + Pd,
% 10 HNO3 + Pd + Mg(NOs3), ve
% 10 HNO3 + NH4H,PO4 + Mg(NOs3) »
kullanildi.
Nitrik asit derisiminin se¢ilmesi 0zellikle 6nemliydi. Farkli nitrik asit

derisimleri kullmilarak yapilan ¢alismada elde edilen veriler (Sekil 4.1) nitrik asit
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derisiminin ortamda % 10’dan daha az ve fazla oldugu durumlarda kursunun
absorpsiyonunun azaldigini gosterdi. Bu durum tiim ortamlar icin aym sekilde
gozlemlendi (Sekil 4.2, 4.3, 4.4,4.5,4.6,4.7,4.8,4.9) .

Uygun nitrik asit derigimi segildikten sonra yukardaki ortamlarda piroliz ve
atomlagma icin en uygun sicakliklar ve ortam diizenleyici karisimi olarak % 10
HNO; + NH4H,PO4 + Mg(NO3), belirlendi. Belirlenen kosullarda standart referans
maddelerde kursun derisimleri tayin edildi. Aradaki farki gozleyebilmek amaci ile
ayrica her bir referans madde i¢in diger ortamlarda da kursun derigimi tayin edildi.

CRM BCR-397 insan sacinda yapilan analizlerde % 10 HNOs; + NH4H,PO,4
+ Mg(NOs3), ortaminda belgeli degere gore hata oram1 % 2,42 bulundu. Diger
ortamlar i¢in ise hata oranlar1 % 10’un iizerinde idi (Cizelge 4.3).

NIST 2976 midye dokusunda yapilan analizlerde % 10 HNO; + NH4H,PO4
+ Mg(NOs), ortaminda belgeli degere gore hata oram1 % 3,36 bulundu. Diger
ortamlar i¢in ise hata oranlar1 % 10’un iizerinde idi (Cizelge 4.4).

HIGH EP-H-1 i¢me suyunda yapilan analizlerde % 10 HNOs + NH4H,PO4
+ Mg(NOs), ortaminda belgeli degere gore hata oranm1t % 5,50 bulundu. Diger
ortamlar i¢in ise hata oranlar1 % 10’un iizerinde idi (Cizelge 4.5).

ETTAS’de kursun tayini i¢in optimizasyon calismalar1 ile belirlenen
yontemin dogrulugu yukaridaki standart referans maddelerin analizi ile kontrol
edildi. Hesaplanan hata oranlarnn tayin yonteminin dogrulugunun oldukca iyi
oldugunu gostermektedir.

Yontemin analitik performansi ile ilgili olarak belirlenen kosullarda
kursunun gozlenebilme sinirt degeri % 98,3 giiven seviyesi i¢in 1.0 pg/L, tayin
siir1 da (LOQ = 3.LOD) 3.0 pg/L, % 92,1 giiven seviyesi icin gozlenebilme sinir1
0,67 ug/L, tayin sinirida 2,01 pg/L olarak hesaplandi. Ayrica elde edilen kalibrasyon
grafiginin denklemi y= 0.003x+0,0002, r = 0,997981 idi ve 140 pg/L’ye kadar

dogrusal bir degisim gosterdi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada elektrotermal atomik absorpsiyonla kursun tayini iizerine nitrik
asit konsantrasyonunun ve bazi ortam diizenleyicilerin etkisi incelendi. Literatiirde
bu konuda cesitli ortam diizenleyicilerle ilgili cok sayida calisma bulundugu
bilinmektedir. Ancak ortamin nitrik asit derisimi ile ilgili olarak yapilan ¢alisma
sayist literatiirde yok denecek kadar azdi. Calismada elde edilen sonuclar ise,
ortamda bulunan nitrik asit miktarinin analiz sonuclarim1 dogrudan etkiledigini
acikca gosterdi. Ancak nitrik asit tek basina ortam diizenleyici olarak iyi sonug
vermedi.

Nitrik asit, atomik absorpsiyon spektroskopisiyle yapilan hemen her
calismada orneklerin c¢oziiniirlestirilmesi gerekliligi nedeniyle ortamda bulunabilen
bir maddedir. Ozellikle son yillarda mikrodalga ile ¢oziiniirlestirme islemleri cesitli
iistiinliikleri nedeniyle cok tercih edilmektedir. Bu islemlerde de en ¢ok tercih edilen
asit nitrik asittir. Ortamda bulunan nitrik asit miktar1 analiz 6rneginin miktarn ve
Olciilecek elementin derisimi ile dogrudan iligkilidir. Analiz 6rnegi veya oOlgiilecek
element derisimi kiiciikse ¢oziiniirlestirilmis 6rnegi her zaman seyreltmek miimkiin
olmayabilir ve ortamin nitrik asit derisimi yliksek olabilir. Bu da tayin elementi
iizerinde olumlu veya olumsuz bir etkiye neden olabilir. Bu da nitrik asit ortaminda
coOziiniirlestirme yapilan her 6rnek ve analizi yapilan her element i¢cin en uygun
nitrik asit derisimin secilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Bu caligmanin sonuglarina gore, elektrotermal atomik absorpsiyonla yapilan
calismalarda analiz kosullarinin iyilestirilmesi caligmalar1 sadece ortam
diizenleyiciler bakimindan degil, aym1 zamanda analiz Orneginin hazirlanmasi
asamasinda kullanilan ve ortamda ¢ok miktarda bulunan nitrik asit bakimindan da

yapilmalidir.
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