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KARBON NANOTUPLERE TUTTURULMUS ESCHERICHIA COLI iLE
BAZI ESER ELEMENTLERIN AYRILMASI / ZENGINLESTIRILMESi VE
ALEVLI ATOMIK ABSORPSiYON SPEKTROMETRESI iLE TAYINI

OZET

Atomik absorpsiyon ile eser element analizinde analit konsantrasyonu tayin
edilemeyecek kadar kiigilk oldugunda ve/veya matriks girisimleri ortadan
kaldirilamiyorsa, matriksin ayrilmasi ve analitin zenginlestirilmesi igin cesitli
yontemler  (birlikte  ¢Oktiirme, sivi-sivi  ekstraksiyon, iyon  degistirici)
kullanilmaktadir. Bu teknikler arasinda, analitin bir sorbent iizerinde baglanmasi ve
daha sonra bir eluent ile geri kazanilmasi en yaygin kullanilan yontemdir. Bu amacla
sorbent olarak cesitli malzemeler (polimerik recine, aktif karbon, silika, vb.)
kullanilmaktadir. Bir yiizeye tutturulmus (immobilize) bakteri ve mayalarda ayni
amacla basaril bir sekilde kullanilmaktadir.

Biyokiitle silika jel, sepiolit ve ¢ok yiizeyli karbon nanotiip gibi destek maddeleri
iizerine tutturulmaktadir. Immobilize edilen hiicre sistemleri metotlarinin, serbest
hiicrelere gore tekrar kullaniminin daha iyi olmasi, mekanik dayaniklilik ve ¢ozelti
ortamindan kolay ayrilmasi gibi uistiinliikleri vardir.

Bu calismada, biyosorbent olarak cok yiizeyli karbon nanotiip iizerine canli veya
cansiz olarak tutturulmus Escherichia Coli bakteri hiicreleri; bakir, Kkobalt,
kadmiyum ve nikelin alevli atomik absorpsiyon spektrometresi ile tayini Oncesi
ayrilmast ve zenginlestirilmesi icin kullamlmistir. Bu amacla, Escherichia Coli
bakteri hiicreleri canli ve cansiz olarak 1:1 (w/w) oraninda ¢ok yiizeyli karbon
nanotiiple (Multi-walled Carbon Nanotubes) 20 ml su i¢inde karigtirilip, kurutuldu.
Enjektore takilabilen filtrenin i¢i sorbent ile dolduruldu ve 6rnek ¢ozeltisi filtreden
gecirildi. Analitlerin adsorpsiyonuna pH, yabanci iyon etkisi ve analitlerin geri
kazanimlari incelendi. Analitler pH > 7 ‘de kantitatif olarak ( > %95 ) alikondu ve
0,5 mol I HNOj ile yiiksek duyarlilikta (RSD < %5 ) geri kazanildi. Calisilan analit
elementler icin biyosorbentin adsorpsiyon kapasitesi arastirildi. Analitik parametreler
belirlendi. Son olarak sertifikali referans maddede eser element analizi yapildi. Canli
Escherichia Coli bakteri hiicresi ile modifiye edilen sorbentin, cansiz Escherichia
Coli bakteri hiicresi ile modifiye edilen sorbente gore adsorpsiyon kapasitesinin,
analitlerin geri kazamimimin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Cok yiizeyli karbon
nano tiip iizerine tutturulmus Escherichia Coli bakteri hiicresi ile tasarlanan siringa
tekniginin bakir, kobalt, kadmiyum ve nikelin alevli atomik absorpsiyon
spektrometresi ile tayini oncesi ayrilma ve zenginlestirilmesi icin hizli, basit, pratik,
kesin ve duyarl bir yontem oldugu gosterilmistir.
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DETERMINATION OF SOME TRACE ELEMENTS BY FLAME ATOMIC
ABSORPTION SPECTROMETRY AFTER PRECONCENTRATION AND
SEPARATION BY ESCHERICHIA COLI IMMOBILIZED ON MULTI
WALLED CARBON NANOTUBES

SUMMARY

In the determination of trace elements by atomic absorption spectrometry (AAS) ,
when the analyte concentration is too low to be determined and / or the interferences
due to the matrix can not be eliminated, the use of a separation / preconcentration
technique is a necessity. There are many kinds of preconcentration / separation
techniques e.g. coprecipitation, liquid-liquid extraction and ion change. Among these
techiques, the collection of analyte on a sorbent and then its recovery with an eluent
is one of the most widely used method. For this purpose; various materials such as
polymeric resin , actived carbon, silica etc. have been used as a sorbent. Yeasts and
bactearia, fixed on a surface, have been successfully used for the same purposes as
well.

The biomass has been immobilized on a support material such as silica gel, sepiolite
and multi-walled karbon nanotubes. Immobilized cell systems possess several
advantages on freely suspended cells, better capability of re-using the biomass,
excellent durability and easy separation of cells from the solution.

In this study, the use of non-living or living Escherichia Coli immobilized on
multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) has been used as a biosorbent for the
separation and preconcentration of trace copper, cobalt, cadmium and nickel prior to
their determination by flame atomic absorption spectrophotometry (FAAS). For this
purpose, living and non-living Escherichia Coli bacteria cells were mixed with 1:1
(w/w) of ratio multi-walled carbon nanotubes in 20 ml water; and then dried. The
cavity of a syringe-mountable filter system (SMFS) was filled with the sorbent and
the sample solution was passed through the filter by means of syringe. Effect of pH,
interfering ions on adsorption of analytes and recovery of analytes were investigated.
The analytes were retained quantitatively ( > 95% ) at pH > 7 and eluted with 0.5
mol I'' HNO; with a high precision (RSD < 5% ). The adsorption capacities of the
sorbents with respect to analyte elements studied were investigated. Analytical
parameters were determined. Finally , trace element analysis was done with
certificated reference materials. Modified sorbent with living Escherichia Coli
bacteria cells have higher adsorption capacity and higher recovery of analytes were
found according to modified sorbent with non-living living Escherichia Coli bacteria
cells. It was proved that the proposed syringe technique by the use of Escherichia
Coli immobilized on multi-walled carbon nanotubes is a fast, simple, precise and
sensitive method for the separation and preconcentration of copper, cobalt, cadmium
and nickel prior to their determination by flame atomic absorption spectrometry.
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1.GIRIS

Atomik absorpsiyon ile eser elementlerin tayininde en biiyiik sorunu, tayin edilecek
analit konsantrasyonun ¢ok diisiik olmasi ve matriks ortamindan kaynakli girisimler
nedeni ile tayinin dogru yapilamamasi teskil etmektedir. Matriks ortamindan
kaynaklanan girisimlerin engellenmesi ve analit konsantrasyonun tayin sinirinin
istline getirilmesi amaci ile ayirma/on-zenginlestirme metotlar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda sivi-sivi ekstraksiyon, kati faz ekstraksiyon,
birlikte ¢oktiirme, iyon degistiriciler ile zenginlestirme yaygin kullanilan metotlardir.
Metal iyonlarmin sulu c¢ozeltilerden mikroorganizmalar ile tutulmasina
biyosorpsiyon denir. Giiniimiizde agir metalleri atik sulardan uzaklastirmak, eser
metalleri matriksten ayirmak ve zenginlestirmek icin serbest veya bir materyal
tizerine tutundurulmus (immobilize edilmis) mikroorganizmalarda (alg, mantar,
maya, bakteri) sorbent olarak analitik c¢alismalarda kullanilmaktadir [1].
Immobilizasyonda silika jel, sepiolit, gdzenekli cam ve ¢ok yiizeyli karbon nanotiip
gibi destek maddeleri kullamlmaktadir. Immobilize mikroorganizmalarin, serbest
mikroorganizmalara gore kullamim siiresi, mekanik dayanmiklilk ve ¢ozelti

ortamindan kolay ayrilmasi gibi uistiinliikleri vardir [2-6].

Canli hiicrelerin, sulu cevrelerinden metal katyonlarimi toplayarak, hiicre iginde
biriktirmeleri bilinen bir 6zellik olmasina ragmen, mikroorganizmalarin agir metal
iyonlarini secici olarak alikoyma ozelligi iizerindeki ¢alismalar yenidir. Ote yandan
krom, kursun, civa, bakir, cinko gibi agir metallerin asirisinin yasayan hiicreler
izerinde toksik bir etkiye sahip olduklari da bilinmektedir. Gerek agir metallerin
toksik etkisi ve gerekse mikroorganizmalarla agir metal adsorpsiyonunun
mekanizmasinin tam olarak agiklanamamasi, konunun giiniimiize degin bir fenomen

olarak anilmasina yol agmistir.

Bu calismada, Escherichia Coli bakteri hiicresinin ¢ok yiizeyli karbon nanotiip
izerine tutundurulmasi ve sorbent madde olarak tayin elementlerinin alevli atomik
absorpsiyon spektrometresi ile tayini Oncesi ayirma/zenginlestirmesinde kullanilmasi

amaclanmistir. Bu nedenle oncelikle Escherichia Coli bakteri hiicresinin canli ve



cansiz (0li) olarak cok yiizeyli karbon nanotiipe tutundurulmasi ve farkli pH
degerlerinde tayin elementlerini tutma (adsorplama) yiizdelerinin incelenmesi ve
optimum pH aralagmin tespiti, tayin elementlerinin geri kazanimlart icin uygun
eluentin belirlenmesi, modifiye sorbentin maksimum metal iyonu adsorplama
kapasitesinin tayini ve tiim bu deneysel calismalarda modifiye sorbent madde
(Escherichia Coli tutturulmus cok yiizeyli karbon nanotiip) ile doldurulan igi

acilabilen-¢ok kullaniml filtre sisteminin kullaniminin incelenmesi amaclanmistir.



2. ESER ELEMENT ANALIZLERi

2.1. Eser Elementler

Eser element, bir sistemde diger bilesenlere gore ¢ok az bulunan elementlere denir.
Eser element analizi terimi ise biiyiik miktardaki bilesenlerden olusan ortam i¢indeki
eser elementlerin tayini i¢in kullanilmaktadir. {1k eser element tayini 1879’da Gutzeit
tarafindan nitel Marsh deneyi esas alinarak yapilan arsenik deneyidir. Analitik
kimyanin en Onemli arastirma alami olan eser element tayini giin gectikce eser
elementlerin yiiksek safliktaki malzemeler, jeokimya, hava, su ve toprak kirliligi
elektronik sanayi, ila¢ ve ¢evre kimyasi, insan viicudu ve metabolizmasina etkileri

gibi degisik alanlardaki iglevlerinin anlagilmasi ile daha da 6nem kazanmistir.

Eser konsantrasyon olarak kabul edilen konsantrasyon araligi, atomik absorpsiyon
spektrometrisi, plazma emisyon spektrometrisi, gaz kromotografisi, kiitle
spektrometrisi gibi eser analiz tekniklerinin gelismesiyle degisim gostermistir.
Bugiinkii yaygin kullanim sekli %107-10° konsantrasyon araligi eser, %10° ‘mn
altindaki konsantrasyonlar ise ultra-eser olarak bilinmektedir. Eser konsantrasyon
icin milyonda, ppm (%10™) ve milyarda ppb (%107) tammlar verilmistir [7].
Giiniimiizde ng/g ve pg/g mertebesinde elementler uygun analitik yontemlerle

yiiksek dogruluk ve giivenilirlikte tayin edilebilmektedir.

Eser element analiz yonteminde biiyiik miktardaki bilesenlerden olusan ortam iginde
cok kiiciik miktardaki elementlerin tayini yapilmaktadir. Pek ¢ok durumda matriks
yani analiz elementi disindaki diger bilesenler eser elementin tayinine olumsuz etki
yapar ki bu da aym konsantrasyondaki bir elementin farkli ortamlarda farkli
biiyiiklitkte analitik sinyaller olusturmasi sonucu girisim etkisi olarak tanimlanir.
Eser analizde kullanilan enstriimantal yontemlerin bagil yontemler oldugu da
diisiiniiliirse, kalibrasyonda kullanilan standartlar ile numunenin fiziksel ve kimyasal

ozelliklerinin olabildigince birbirine benzetilmesi gerekmektedir.



Eser element analizi;

e Numune hazirlanmasi (numune alma, tasima, depolama, homojenize etme,
toz haline getirme, kurutma, filtrasyon, eleme)

e (ozme

e Zenginlestirme

® Analiz

e Data proses

asamalarini igerir.

Analizi yapilacak eser element ¢ok diisiik miktarlarda numunede bulundugu ig¢in
buna uygun olarak hassas analiz teknikleri kullanmak gerekmektedir. Teknigin
hassasiyeti, dogrulugu ve kesinligi analiz edilecek eser elemente, matrikse, analiz
cihazina, reaktiflere ve deneysel kosullara biiyiik Olciide baglidir. Ayrica analizde,
analitik kesinlik ve dogruluk i¢in tayin edilecek elementin 6l¢iim basamagina kadar
ortamdan uzaklagmamas1 ve disaridan gelebilecek olan kontaminasyonlar énemli rol

oynar.

2.2. Eser Elementlerin Zenginlestirilmesi ve Ayrilmasi

Karmagik ortamlarda bulunan eser elementlerin dogrudan tayini, derisim ve girisim
etkileri sebebi ile ¢cogu zaman miimkiin degildir. Bu nedenle, eser element tayini
yapilmadan Once bir ayirma-zenginlestirme basamaginin uygulanmasi zorunlu hale
gelir. Zenginlestirme islemleri ile tayin edilecek madde hem tayin teknigine uygun

olan ortama alinir hem de daha kii¢iik hacim icerisinde toplanarak deristirilir.

Ayirma, bir maddenin temasta bulunan iki faz arasinda degisik oranda dagilmasi
esasina dayanir. Biitiin ayirma yontemlerinde kati-sivi, sivi-sivi, sivi-gaz ve kati-gaz

seklinde olabilen iki faz bulunmaktadir.
Eser element analizlerinde kullanilan ayirma ve zenginlestirme yontemleri sayesinde:

1- Eser element konsantrasyonu artirilarak yontemin duyarliligt artirilir.

2- Eser elementler uygun ortama alindigindan, ortamdan gelebilecek girisimler
giderilir.

3- Biiyiik numune miktarlar ile ¢alisilabildigi i¢in numunenin homojen

olmayisindan gelebilecek hatalar onlenir.



4- Ayirma islemi ile eser elementler bilinen ortam (matriks) i¢cine alindigindan,
standartlar ile numune ortamini1 benzetmek kolaylasir.

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

6- Secimlilik artar.

Eser element analizinde kullanilan zenginlestirme yontemlerinin

degerlendirilmesinde en 6nemli parametreler;

e Geri kazanma verimi

e Zenginlestirme katsayisi

e Kontaminasyon ve kayiplar

¢ Uygulanabilirlik (Referans standart maddelere)

e  Numunenin miktari

Eser element zenginlestirme yontemlerinden yaygin olarak kullanilanlar su sekilde

siralanabilir:

e Sivi-sivi ekstraksiyonu ile zenginlestirme,
e Kati faz ekstraksiyonu ile zenginlestirme
e Birlikte coktiirme ile zenginlestirme

e Ucurma ile zenginlestirme

e Elektrolitik zenginlestirme

e lyon degistiriciler ile zenginlestirme

2.2.1. Sivi-s1vi ekstraksiyonu ile zenginlestirme

Ekstraksiyon, bir kimyasal bilesigin bir sivi fazdan bununla karismayan baska bir
sivi faza gegmesi islemidir. Ekstraksiyon yontemi eser element analizinde kullanilan
zenginlestirme yoOntemleri arasinda basitligi, genis ve hizli uygulanabilirligi
sebebiyle onemli yer tutar. Eser element uygulamalarinda, ekstraksiyon yonteminin
bir faz1 genellikle su, diger fazi su ile karismayan uygun bir organik c¢oziiciidiir.
Herhangi bir bilegsenin su fazindan organik faza geg¢mesi bir denge olayidir.
Ekstraksiyon isleminde sulu fazdan organik faza gecen madde miktarinin bagil
biiytikliigii olarak tanimlanan ekstraksiyon verimliligi, dagilma katsayisi

(ekstraksiyon katsayisi) D ile belirlenir (2.1). D, denge kuruldugunda, elementin



organik fazdaki toplam konsantrasyonunun (bulunan biitiin tiirlerinin derigimi, 2Co)

sulu fazdaki toplam konsantrasyonuna (XC,q) oramdir.
D=XCy/ZCy (2.1)

Analitik amaclarla %99 ekstraksiyon verimi yeterlidir. Ekstraksiyon yonteminin
uygulamalarinda ya ana bilegsen organik faza gecip ortamdan uzaklasirken, eser
elementler sulu fazda birakilir ya da sulu fazdaki eser elementler cogunlukla selatlari
veya degisik iyonik kompleksleri seklinde organik faza gecirilirler. En yaygin

uygulama sekli ikincisidir.

Ekstraksiyon yonteminde iki faz arasindaki dagilma katsayisim1 metal iyonu, pH, sulu
fazdaki yan tepkimeler (maskelenme), ligant, ¢oziicli tiirli ve sicaklik etkiler.

Secimlilik bu degisikliklerden yararlanarak saglanir.

2.2.2. Kat1 faz ekstraksiyonu ile zenginlestirme

Geleneksel s1vi-sivi ekstraksiyon uygulamalarinin fazla miktarda ¢éziicii harcanmasi,
cok zaman almasi ve yliksek maliyetli olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir. Ayrica bu
yontemler, ekstraksiyon sirasinda emiilsiyon faz olugmasi, gerekli safliga sahip
olmayan ekstraktlar elde edilmesi, coziiciilerin yeterince uzaklastirllamamast ve
duyarli kantitatif sonuglar elde edilememesi gibi istenmeyen durumlara da neden
olabilmektedir. S1vi-sivi ekstraksiyonu diginda santrifiij etme, siizme, distilasyon gibi

diger onemli ekstraksiyon metotlar1 da benzer sakincalara sahiptir.

Bu metotlara alternatif olarak, 1970’li yillarin ortalarinda yeni bir teknik olan kat1 faz
ekstraksiyonu (solid phase extraction, SPE) metodu kullanilmaya baslandi. Bu
yontem, temel olarak kiigiik, tek kullammlik ekstraksiyon kolon veya disklerine
cesitli tutucu maddelerin (adsorban) doldurulmasi ve sivi numunelerin, ayirma,
zenginlestime amaclariyla hazirlanmis olan bu kolon ve disklerden geg¢irilmesi
esasina dayanmaktadir. Sivi 6rnegin kolondan gecirilmesi, yercekimi vasitasiyla
gerceklestirilebildigi gibi, zaman kaybinin Oniine ge¢mek amaciyla vakum
manifoltlar1 yardimiyla da yapilabilir. Kati faz ekstraksiyon metodunda kolondan
gecirilme sirasinda numune molekiilleri ile tutucu madde arasinda kimyasal bir
etkilesim meydana gelir. Bu etkilesimden faydalanarak maddelerin ayrilma islemi
baslica iki yolla gerceklestirilir. Birinci yontemde ilk asamada, analiz edilecek
bilesik tutucu maddeye baglanarak kolon icinde tutulurken, ¢6zelti ve istenmeyen

bilesenler bu madde ile herhangi bir etkilesime girmezler. Daha sonra istenmeyen



bilesenler uygun yikama ¢ozeltisi ile uzaklastirilir ve analiz edilecek bilesen tutucu
maddeden uygun bir ¢bzelti yardimiyla ¢ozdiiriilerek alimir. Daha az tercih edilen
ikinci yontemde ise, istenmeyen bilesenlerin tutucu madde ile etkilesimi soz
konusudur. Ozellikle atik yaglar gibi matriksden ayrilmasi zor olan maddelerin
analizinde kullanilan bu yontemde, matriksteki istenmeyen bilesenler tutucu madde
tarafindan siki sekilde baglanirlar. Asil aranan madde ise tutucu madde ile etkilesime
girmez ve uygun c¢ozelti yardimiyla c¢ozdiriilerek toplanir. Bu yontemde, kolon
icerisindeki tutucu maddenin olusturdugu kati faz filtre islevi gormektedir. Kati faz
ekstraksiyon metodu, klasik sivi-sivi ekstraksiyon ile karsilastinldiginda daha hizls,
az coziiciiye ihtiya¢ duyan, emiilsiyon olusumun sekillenmedigi, cok daha ucuz bir

bir tekniktir [8].

2.2.3. Birlikte ¢oktiirme ile zenginlestirme

Bu yontem elementlerin ayrilmasinda coktiirme metotlarinin sulu ¢ozeltilerdeki
bilesiklerinin ¢Oziiniirliikklerinin farkli olmasina dayanmir. Coktiirme metotlar
cogunlukla eser elementlerin ayrilmasinda kullanildig1r gibi, ana bilesenin eser

bilesenlerden ayrilmasinda da kullanilir.

Eser elementlerin ¢ozeltiden birlikte coktiirme metodu ile kantitatif olarak
ayrilmasinda kollektér denilen bir ana cokelti kullanilir. Birlikte ¢oktiirmenin
mekanizmasi deneysel sartlara ve eser element ile tasiyicinin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine baglidir. Buna gore birlikte ¢oktiirme, hapsolma, karisik kristal olusumu
veya adsorpsiyon seklinde ii¢ tiir mekanizma ile gerceklesir. Tasiyici ve eser
maddeler benzer kimyasal ozellik gosterirlerse, birlikte coktiiriildiiklerinde
istenilmeyen karisik-kristal yapis1 gosterebilirler. Zit 6zellikler (asit ve baz ozelligi

gibi) gosterirlerse, birlikte coktiirme islemi kimyasal bilesik olusumu ile sonuglanir.

Karigik kristal olusumunda ¢oktiirme islemi ne kadar yavas yapilirsa, birlikte ¢okme
o kadar ¢ok olur. Eger kristal olusumu hizli yapilirsa, kristal hizla biiyiirken ¢okelti
yiizeyinde bulunan yabanci iyonlar ve ¢oziicii molekiilleri mekanik olarak hapsolur.

Yavas ¢cokmede hapsolma ihtimali ¢cok azdir.

Adsorpsiyonun ¢ok olup olmamasi olusan ¢okeltinin yiizeyinin durumuna baghdir.
Bir cokelti olustugunda yiizey anizotropik yiik dagilimina sahiptir. Bu yiizden
herhangi bir kristal, ¢cozeltideki zit yiiklii iyonlarla etkilesir ve bu iyonlarla birlikte

¢Okme saglanir.



Numune c¢ozeltisine, olusan cokeltinin santrifiijjlenip veya siiziilerek kolayca
ayrilabilecegi miktarda ¢okelti olusmasini saglamak i¢in yeterli miktarda tastyici
ilave edilmelidir. Ayni zamanda tasiyici miktarinin girisim yapan iyonlarin
adsorpsiyonunu onlemek i¢in miimkiin oldugu kadar az olmasi da gerekmektedir.
Pratikte 50-200 ml’lik numune ¢6zeltisi icin 2—5 mg tasiyici kullanilir. Ana bileseni
eser bilesenden ayirmak i¢in ¢oktiirme isleminin kullanilmasi yaygin degildir. Ciinkii
ana bilesen ¢okerken eser bilesenleri de siiriikleyip birlikte ¢coktiirebilir. Bu da madde

kaybina yol acar.

2.2.4. Ucurma ile zenginlestirme

Inorganik eser analizde, metallerin ucurma ile zenginlestirilmeleri yaygin degildir.
Fakat kolay ucucu bazi elementler i¢in vazgecilmez bir yontemdir. Ugurma ile
zenginlestirmede matriks ile eser element arasinda ucuculuk farkinin biiyiik olmasi
gerekir. Maddelerin uguculugu kimyasal yapilaria baghdir. Inorganik bilesiklerde

kovalent karakter arttikga uguculuk artar.

Ucurma ile ayirma islemi hem matriks hem de eser element ugurularak ayrilabilir.

Prensip olarak hangisi daha ugucu ise o ugurulur.

Eser elementlerin ugurulmasi islemi, metalik 6zellik gostermeyen elementlerle,
elementel halde veya halojen, hidrojen ve oksijen ile yapmis olduklarn
komplekslerinde yiiksek buhar basinci gdsteren yari metallere uygulanir. AAS’de
kullanilan hidriiriine ¢evirme (arsenik, civa selenyum, telliir, antimon i¢in) buna
ornektir. Ana bilesenin ucgurularak (destilasyon, siiblimlesme) uzaklastirilmasi
halinde, biiyiik miktarda reaktife ihtiya¢ duyulmadan eser elementler deristirilebilir.
Tercih edilen bu durumda, ana bilesen 6zellikle su gibi bir sivi, bir organik ¢oziicii,
ucucu bir asit veya amonyak ¢ozeltisidir. Ana bilesenin buharlastiriimasi esnasinda
bazen eser bilesenlerin ucuculugunu azaltict maddeler ilave edilebilir. Ornegin;

birka¢ damla derisik siilfirik asidin ilavesi ugucu metal kloriirlerinin kaybini azaltir.
Bu yontemin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar:

1.  Bazi elementler elementel veya bilesikleri halinde zenginlestirme sirasinda
buharlasip kaybolabilirler veya buharlasmanin yapildigi ylizeye adsorbe

olurlar.



2. Eger oOrnegin, toplam c¢oziinmiis kati icerigi yiiksekse, ucurma sonucu
zenginleserek tolere seviyesinin {izerine ¢ikar ve hatta baz1 bilesiklerin

¢Oziiniirliikleri asilarak ¢okelti olusumu gibi yok olmalar gozlenebilir.

3.  Islem yavastir, zenginlestirme faktoriine bagh olarak fazla zaman alabilir ve
dolayistyla kontaminasyon riski artar.
4. Ucurma sirasinda kabin dibinde olusan genis yiizeyli tortunun tayin

elementini adsorplama riski biiyiiktiir.

2.2.5. Elektrolitik ile zenginlestirme

Elektroliz yontemleri ile cesitli ¢ozeltilerden agir metallerin ayrilmasi eser miktarlar
icin uygun bir yontemdir. Bir elementin elektrolitik olarak biriktirilmesi, biiyiik
Olciide elektrolit ve numunenin bilesimine, elektrot tiiriine ve sekline, elektroliz

hiicresine ve diger deneysel degiskenlere baglidir.

Eser elementlerin zenginlestirilmesinde ¢ok kullamilan potansiyel kontrollii

elektrolizin yani sira, styirma yontemleri de yaygin olarak kullanilir.

2.2.6. iyon degistiriciler ile zenginlestirme

Iyon degistiricilerin kullamldigi bu teknik, bir ka1 maddenin yapisinda bulunan
iyonlar1 temasta bulundugu c¢o6zelti i¢indeki aym cinsten yiiklii (pozitif iyonlarin
pozitif iyonlarla, negatif iyonlarin negatif iyonlarla) baska iyonlarla bir dengeye gore
degistirmesi Ozelligine dayanir. Bu amagcla kullamilan kati maddeler, c¢ozelti
ortaminda ¢o6ziinmeyen bilyiik molekiilli dogal ve yapay maddelerdir. Bunlar
organik ve inorganik olabilirler. Inorganik olanlar cok eskiden beri bilinen killer ve
zeolitlerdir. Zeolitler genel olarak Na;Al,Si4O;, formiiliine sahip olup yapilarindaki
Na* iyonlar1 Fe**, Mn**, Mg”* gibi iyonlarla degistirme 6zelligine sahiptir. Organik
olanlar ise 1937°den beri kullanilmakta olan, yapilarinda sayilamayacak kadar ¢ok
sayida iyonlarina ayrilabilen fonksiyonel gruplar igeren, capraz bagl, biiyiik
molekiillii polimer maddelerdir. Katyonik (-SOs;H, -COOH ve — OH gibi fonksiyonel
gruplar igerenler) ve anyonik (-NR3", -NR,", -NRH ve NH, gibi gruplar icerenler)

degistiriciler olarak ikiye ayrilir.
Iyon degistirme teknigi ile biiyiik hacimli ¢ozeltiler kiigiik bir hacimden gegirilirken,
eser elementlerin secimli olarak adsorplanmalar1 saglanir. Adsorplanan eser

elementler kiiciik hacimli bir eluent ile ikinci faza alinarak zenginlestirilir.



Bu yontemde, eser elementin dagilma katsayisimin bilyiik, matriks elementinin
dagilma katsayisinin kiiciik olmas1 durumunda eser element iyon degistirici kolonda

tutulur.

Iyon degistirici se¢iminde, fonksiyonel gruplarin secimliligi, degistirme kapasitesi,
degistirme hizi, iyon degistiricinin rejenerasyonu ve uygun eluent kullanilmasi dikkat

edilecek husustur.

Eser elementlerin iyon degistiricilerle matriksten ayrilmasi ve zenginlestirilmesi iki

sekilde yapilmaktadir. Bunlar ;

1. Calkalama (Batch) Metodu: Uygun pH ‘daki belli miktar numune ¢ozeltiye
belli miktar iyon degistirici recine ilave edilerek karigim, tayin elementinin regineye
baglanmis ve ¢ozeltide kalan miktarlan arasinda denge kurulana kadar calkalanir.
Birgok uygulamada recine tarafindan alikonma oram1 %100 diir. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra regine filtre edilerek tayin elementi ana ¢ozeltideki matriksten

ayrilmis olarak geri kazanilir.

Bu metodun zenginlestirme oraninin sinirli olmasi, alikonma veriminin yiiksek
olmamasi, kontaminasyon ve madde kaybina neden olmasi ve tekrarlanabilirligin az
olmas1 gibi dezavantajlart olsa da ¢ogunlukla herhangi bir re¢inenin numunedeki
tayin edilecek eser elemente uygunlugu icin yapilacak on denemeler ve deneysel
kriterlerin tespiti (adsorpsiyon pH araligi, elusyon pH, calkalama siiresi vb.) igin

daha uygundur.

2. Kolon Metodu: Analitik uygulamalarda genellikle tercih edilen bu metotta
uygun pH‘daki numune ¢ozelti re¢ine doldurulmus kolondan gegcirilir. Kolondaki
recine tarafindan alikonan iyonlar, kiiciik hacimde uygun bir reaktif ile elue edilir.
Boylece hem tayin elementinin ana matriksten ayrilmast hem de zenginlestirilmesi

saglanmis olur. Ayrica alikonma orani ¢alkalama metoduna gore daha yiiksektir.

2.3. Eser Elementlerin Adsorpsiyonu

Gaz, s1v1 veya herhangi bir ¢ozeltiden ¢oziinene ait molekiil ya da iyonlarin kati bir

madde yiizeyinde tutunarak birikmesi olayina adsorpsiyon denir.

Adsorpsiyon olay1r sabit sicaklik ve sabit basincta kendiliginden oldugu igin

adsorpsiyon sirasindaki serbest enerji degisimi AG daima negatif isaretlidir. Diger

10



taraftan gaz ya da sivi ortamda daha diizensiz olan tanecikler kati ylizeyinde
tutunarak daha diizenli hale geldiklerinden dolay1 adsorpsiyon sirasindaki entropi
degisimi AS de daima negatif isaretlidir. Bu durum adsorpsiyon sirasindaki entalpi
degisiminin de negatif isaretli olmasini yani ekzotermik oldugunu gerektirmektedir

[9].

Adsorpsiyon olayr maddenin sinir yiizeyinde, molekiiller arasindaki kuvvetlerin
denklesmemis olmasindan kaynaklanir. Adsorpsiyon 1sis1 da kati yiizeyindeki
denklesmemis kuvvetler ile adsorplanan tanecikler arasindaki etkilesmelerden ileri
gelir. Adsorpsiyon 1s1s1 -20 kJ/mol civarinda olan etkilesimler sonundaki tutunmalara
fiziksel adsorpsiyon, -200 kJ/mol civarinda olan etkilesmeler sonundaki tutunmalara
ise kimyasal adsorpsiyon denir. Fiziksel adsorpsiyon sirasinda atom, molekiil ya da
iyon seklinde olabilen adsorplanan tanecikler ile kati ylizeyi arasinda uzun fakat
zayif olan Van der Waals baglari, dipol-dipol etkilesimi ve hidrojen baglar olusumu
etkindir. Kimyasal adsorpsiyon sirasinda ise, tanecikler ile yiizey arasinda genellikle
kovalent bag olmak iizere bir kimyasal bag olusmaktadir. Kimyasal adsorpsiyon
yalmizca tek tabakali olabildigi halde, fiziksel adsorpsiyon tek tabakali ya da cok
tabakali olabilir. Diger taraftan fiziksel adsorpsiyon tersinir olarak yiiriitiilebildigi
halde kimyasal adsorpsiyon ¢ogunlukla tersinmezdir. Adsorpsiyon ve desorpsiyonun
yavas olmasindan dolayi, eser elementlerin ayrilmasi ve zenginlestirilmesi igin

kimyasal adsorpsiyon ¢ok uygun degildir.

Metaller ve plastikler de dahil olmak tizere bir kristal yapiya sahip olsun ya da
olmasin tiim katilar az veya cok adsorplama giiciine sahiptir. Adsorplama giicii
yiiksek olan bazi dogal katilar, komiirler, killer, zeolitler ve cesitli metal filizleridir.
Yapay katilar ise, aktif komiirler, molekiiler elekler, silika jeller, metal oksitleri ve

ozel polimerlerdir.

Adsorplayic1 maddeler polar (silika jel, Amberlit XAD regineleri, aliimina, zeolitler)
ve apolar (komiirler, plastikler, grafit, parafin) olabilir. Polar adsorplayicilarda
elektriksel etkilesimler etkili olurken, apolar adsorplayicilarda daha ¢ok dispersiyon
kuvvetleri etkili olmaktadir. Adsorplanan maddelerin elektriksel yiikleri, polar olup
olmayislari, iyon veya molekiil caplarn adsorpsiyon olayinda etkilidir. Polar
adsorbanlar doymamis veya polar molekiilleri adsorplar. Adsorplanan maddenin
icinde bulundugu ¢oziiciiniin 6zellikleri ve ¢oziicii-adsorplanan madde etkilesimleri

adsorpsiyon verimini etkiler.
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Adsorbanin bagil ylizey alani ve tanecik boyutu da ayirma tekniklerinde Snemli
Olciitlerdendir. Adsorbanin sec¢imliligi dogrudan ylizey alani ile iligkili degildir.
Ancak, artan ylizey alan1 adsorplama kapasitesini arttirir. Adsorbanin tanecik

boyutunun azalmasi (ayirma giiciinil) arttirir.

2.3.1. Mikroorganizmalarla adsorpsiyon [4,10,11]

Mikroorganizmalarla metal adsorpsiyon kinetigi iki basamaktan olusur. Birinci
basamak organizma ylizeyinde fiziksel adsorpsiyon veya iyon degisimidir. Bu
basamaga genellikle pasif giderim denir. Bu basamak ¢ok hizlidir ve
mikroorganizma metal ile etkilestikten kisa bir siire sonra denge olusur. Hizli
giderme genellikle ylizey adsorpsiyonu sonucudur. Mikroorganizmanin, sulu
ortamdan hiicre yiizeyine metal adsorplamasim agiklamaya c¢alisan ¢esitli hipotezler

ileri siiriilmektedir. Bunlar;

i. Metal iyonlar1 hiicre yiizeyindeki negatif yiiklii reaksiyon alanlar ile
kompleks olusturarak ve/veya pozitif yiiklii reaksiyon alanlar ile yer degistirerek
adsorplanabilir. Bu olaya iyonik adsorpsiyon adi da verilir. Hiicre duvarindaki
polisakkaritler, siilfat, amino ve karboksil gruplarini igerir. Algal polisakkaridlerin
cogu, Ornegin kahverengi ve kirmizi deniz alglerinin yapisal bileseni sodyum,
potasyum, kalsiyum ve magnezyum gibi metal katyonlarinin tuzlarindan
olugmaktadir. Cift degerlikli metal iyonlari, polisakkaritlerin ayn yiiklii iyonlariyla

yer degistirir.

iil. Baz1 mikroorganizmalarin hiicrelerinin dis zarlarindan uzanan polimerler
sentezleyebildikleri, bu polimerlerin ¢ozeltiden metal iyonlarimi baglayabilme

yetenegine sahip olduklaridir.

ili. Hiicre duvarindaki proteinler metali baglamak tizere aktif bolgeler
olustururlar. Agir metallerin proteinlere karsi kuvvetli ilgisi vardir. Proteinlerin
peptid baglarinin azot ve oksijeni, hidroksil, amino, fosfat gibi gruplari, iyonlarin
metal iyonlann1 ile yer degistirmesi icin uygundur. Amfolit karakterde olan
proteinlerinde, molekiiliin tiirline gore belirli bir izoelektrik pH'st vardir. Pozitif
yiiklii metal iyonlarinin izoelektrik noktanin altinda katyonik bir karakter tasiyan
protein molekiillerinin icerdigi gruplarin aym yiikli iyonlariyla yer degistirdikleri,

izoelektrik noktanin iistiindeki pH'larda ise negatif yiiklii reaksiyon alanlariyla
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kompleksler olusturarak adsorplandiklar diisiliniilebilir. Dolayisiyla ortam

pH'min agir metal adsorpsiyonunda etkin bir parametre olmasi 6ngoriilebilir.

iv. Bazi mikroorganizmalarin yiizeylerinde yiiksek molekiill agirlikli
polifosfatlar veya kimyasal olarak bunlara benzeyen gruplar, metali kompleksleri

seklinde kendilerine baglarlar.

Giiniimiize degin yapilan calismalar gostermektedir ki kullanilan mikroorganizmanin
hiicre tipi ve igerdigi temel bilesenler metal adsorpsiyon mekanizmasini
belirlemektedir. Metal aliminda ikinci basamak, metal iyonlarinin hiicre zarindan
iceri tastmimini da igeren, metabolik aktiviteye bagli, daha yavas, hiicre i¢i giderim

basamagidir. Bu basamaga aktif giderim denir .

Isisal veya kimyasal yontemlerle oldiiriilmiis mikroorganizmalarla yapilan
adsorpsiyon islemi "biyosorpsiyon" olarak tanimlanmaktadir. Biyosorpsiyon aslinda
fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon, iyon degisimi, koordinasyon, komplekslesme,
mikro-¢okelme vb. gibi bir ¢ok pasif giderim proseslerini adlandirmakta kullanilan
ortak bir terimdir. Ote yandan bazi1 6ldiirme tekniklerinin biyokiitlenin biyosorpsiyon

kapasitesini arttirdigi da kanitlanmstir .
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3. ATOMIK ABSORPSiYON SPEKTROSKOPISi

3.1. Genel

Atomik spektroskopi 70 kadar metal ve yarimetalin eser miktarlarinin analizinde
kullanilan elektromanyetik 151nin atomlar tarafindan absorplanmasi prensibine
dayanan bir metottur [12]. Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS) ametallerin
analizi ve kalitatif analiz i¢in uygun degildir. Ametallerin, hava bilesenlerinin
(N2,02) 1511 absorpladigt vakum UV (<200 nm) bolgede rezonans absorbansi
vermesi sebebiyle AAS ile analizleri yapilamamaktadir. Bu metodun her element igin
ayrt bir 1s1n kaynagina ihtiya¢c duymasi ve her seferinde enstriimantal kosullarin
ayarlanmasi gereksinimi sebebiyle kalitatif analiz yapilmasi labaratuarda bulunan
lamba sayisiyla kisitli, zaman alict bir islem haline gelmektedir. Diger emisyon
teknikleriyle karsilastirildiginda bu AAS metodunun en 6nemli dezavantajidir.
Giiniimiizde, siirekli 1s51mn kaynakli AAS (CS AAS: Continuum Source Atomic
Absorption Spectrometry) cihazi gelistirilmistir. Boylece c¢ok sayida farkli 151k
kaynaklarma ihtiya¢ duyulmaksizin, cok hizli ve seri olarak ¢oklu element analizi

gerceklestirilir.

3.2. Absorpsiyonun Temel Kurallar1

Kuantum teorisine gore hv enerjili bir foton atom tarafindan absorplanirsa atomun
temel seviyesindeki degerlik elektronu uyarilir ve enerjisi daha biiyiik olan kararsiz
uyartlmis temel seviyeye geger. Iki enerji seviyesi arasindaki bu gecis Planck

tarafindan asagidaki esitlikte (3.1) ifade edilmistir:

AE=E;-E,=hv=hc/A 3.1)
E;= Elektronun uyarilmis seviyedeki enerjisi

E.= Elektronun temel seviyedeki enerjisi

h= Planck sabiti(6.62x10"27erg.s.) c= Isin hiza

v= Absorplanan 1s1n1n frekansi A= Absorplanan 151n1n dalgaboyu
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1760 yilinda Lambert homojen bir ortamdan gecen 1sin miktarinin 1s1nin gectigi
tabaka kalinligina (d) bagh oldugunu, buna karsilik ortami1 terkeden 1s1nin siddetinin
(D gelen 1s1n1n siddetine (I,) oraninin 151n siddetinden bagimsiz oldugunu bulmustur

[13].
I=L,.e™ (3.2)

X 151n1n ortam igersinde absorplanmasinin bir 6l¢iisii olup absorpsiyon faktorii olarak

tanimlanir ve konsantrasyon ile orantilidir.
x=k.c 3.3)

Lambert yasasi, Beer tarafindan gelistirilmis ve degistirilerek giiniimiizde kullanilan

sekline doniistiiriilmiistiir. Buna ragmen Lambert-Beer yasasi olarak bilinmektedir.
A=logl,/I=k.c.d 3.4

A=Absorbans

I,/ I=Gelen 1s1n1n siddeti / Ortami terkeden 1sinin giddeti

k=Absorpsiyon katsayist (Absorplayan maddenin cinsine ve dalga boyuna baglidir.)

c=Absorplanan maddenin konsantrasyonu

d=Isinin gectigi tabakanim kalinlig

3.3. Atomik Spektrum ve Hat Genislemesi

Planck esitligine gore (3.1) bir atom tarafindan sadece iki enerji seviyesi arasindaki
farka karsi gelen belirli dalga boyundaki ismnlar absorplanabilir ve absorpsiyon
sonucunda atom yliksek enerjili (uyarilmis) hale gecer. Tekrar diisiik enerjili yani

temel hale donerken absorpladigi enerjiyi genellikle 151n seklinde geri verir [14].

Atomlarin (veya molekiillerin) termal ya da elektriksel olarak uyarilmasi sonucu
absorplanan enerjinin 151n seklinde geri verilmesine emisyon adi verilir. Eger atomlar
(veya molekiiller) 1sin tarafindan uyarilacak olursa yapilan emisyon floresans olarak
adlandirilir. Atomlar yalmizca belirli enerji seviyelerine sahip olduklarindan atomik
absorpsiyon ve emisyon spektrumlar kesiklidir. Ancak atomik absorpsiyon hatlar

monokromatik degildir ve belirli bir hat genisligine sahiptir.
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Atomik absorpsiyon hatlarinin genislemesine etki eden faktorler su sekilde

siralanabilir [15]:

1) Dogal hat genislemesi
2) Doppler genislemesi
3) Basing genislemesi

4) Ince yap1 genislemesi

3.3.1. Dogal hat genislemesi

Dogal hat genislemesi Heisenberg belirsizlik prensibinin bir sonucudur. Kuantum
mekaniginden bilindigi gibi bir atomun enerji seviyeleri belirli bir degerde olmayip
E;-E; gecisine ait enerji seviyeleri AE; ve AE, gibi enerji genisligine (belirsizligine)
sahiptir. Bu durumda uyarilma sonucu tek bir enerji yerine iki enerji teriminin

belirsizliklerinin toplami (AE;+AE;) mertebesinde hat genislemesi s6z konusudur.

Heisenberg Belirsizlik Kuralina gore E; ve E, seviyelerindeki belirsizliklere karsi
gelen AE; ve AE, degerleri, atomlarin E; ve E; seviyelerindeki ortalama alikonma

siireleri olan At; ve At, ye
AE.At;=h/2n 3.5)
AE,. Aty=h/2n 3.6)
esitliklerine gore baglanabilir.

E; ve E; arasindaki ge¢is icin dogal hat genisligi (veya toplam belirsizlik),

AE=(1/At}+1/At;).h/2n 3.7)
veya
Avn=(1/At1+1/Aty). 121 3.8)

seklinde yazilabilir. Atomik absorpsiyonda alt seviye kararli oldugundan alikonma

suiresi Aty sonsuzdur.
Bu durumda,
Avn=(1/Aty).1/2n 3.9)

olur. At, 10%-10” s oldugundan (3.9) esitligine gore E;-E, gecisi icin bulunacak olan
dogal hat genisligi 10° nm mertebesindedir ve toplam hat genislemesine katkisi

ihmal edilebilir [15].
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3.3.2. Doppler genislemesi

Atomlarin 151k kaynagina dogru veya 1sik kaynagindan aksi yone dogru 1sisal
hareketlerinden kaynaklanir. Isik kaynagina dogru hareket eden atomlar daha uzun
dalga boylarin1 absorplarken 151in kaynaginin aksi yonde hareket eden atomlar daha
kisa dalga boylarim1 absorplar. Bu Doppler etkisi olarak bilinir. Doppler etkisine
bagh hat genislemesi, sicakligin bir fonksiyonu olan atomlarin hiz dagilimina
baghdir. Doppler etkisi emisyon hatlarinin da genislemesine sebep olur. Dedektore
dogru hareket eden uyarilmis atomlar daha kisa dalga boylarina, dedektoriin aksi

yoniine hareket edenlerde daha uzun dalga boylarina kayarlar.

Eger v, frekansinda absorpsiyon yapacak olan atomlar 151k kaynagindan aksi yone
dogru v hiziyla (151n kaynagina dogru —v hiziyla) hareket ederlerse, Doppler kuralina

gore v, yerine Avp kadar kayma yaparak vp frekansinda absorplar. Doppler yar

genisligi,

Avp=2 vo/c (2 (In 2) RT/M)"? (3.10)
veya

Avp=7.16x10° v, (T/M)"? (3.11)

esitligine gore verilir.
M= Absorpsiyon yapan atomun atom agirligi
T= Mutlak sicaklik

c=Isin hiz1

3.3.3. Basing genislemesi

Absorpsiyon hatlarinin geniglemesinin nedenlerinden birisi de absorpsiyon yapan
atomlarin ortamda bulunan yabanci gaz atomlar1 veya molekiilleriyle ¢arpismasidir.
Bu c¢arpisma sonucunda absorpsiyon hatlar1 genisler, hat maksimumu kayar ve hat
profilinin simetrisi bozulur. Basing geniglemesi, yabanci gazin molekiil agirligina,
absorplama yapan atomun atom agirligina ve ortamin sicakligina baghdir. Deneysel
olarak yabanci gazin basinci arttikca hat genislemesinin, hat maksimumundaki

kaymanin ve hat profilinin asimetrisinin artt1g1 gézlenmistir.
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3.3.4. ince yap1 genislemesi

Cekirdek spininin sifirdan farkli olmasi1 ve/veya cesitli izotoplarin varlig1 nedeniyle
ortaya cikar. Boylece her hat birbirine ¢ok yakin ve her biri ayr bir absorpsiyon hatti

gibi davranan farkli bilesenlere ayrilir.

Cekirdek spin momentiyle elektron spin momentinin etkilesmesi sonucu cekirdekle
elektron yoriingesi arasinda manyetik etkilesme olur ve elektronun enerji seviyeleri

yarilir. ince yap1 yarilmast 107-1 cm™ mertebesindedir.

3.4. Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (AAS) [12,13,16]

Atomik absorpsiyon spektroskopisinin ana prensibi, temel haldeki analiz
elementlerinin atomlar1 {izerine absorpsiyon yapabilecekleri dalga boyunda 1sin
gondererek, gelen ve gecen 151k siddetinin Ol¢iilmesidir. Bu amagla kullanilan atomik
absorpsiyon spektrofotometreleri; analiz elementinin absorplayacagi dalga boyunda
151ma yapan bir 151n kaynagi, numune c¢ozeltisi igindeki analiz elementini atomik gaz
buhar bulutu haline getiren bir atomlastirici, ¢alisilan dalga boyunu diger dalga
boylarindan ayiran bir monokromator, 1s1n siddetini Slgen bir dedektor, cok sayida
elektronik devrelerden olusan ve ¢esitli sonuclarin verildigi bir gostergedir. Sekil 3.1°

de tek yollu ve ¢ift yollu atomik absorpsiyon spektrofotometreleri gsterilmektedir.

[ — X % ®_|>._ 0000
fgin ranokramstar Dedektor S

& FProsesor
Kaynad Diilici

Srnek Hicresi

Referans 1gin

(a)

Izin = = Sinyal
o Dedekt
Kaynad mlonokromator edektdr Prosesdr

o—— —%l —L &)—{>—[oou]

Diilici k
2rnek Hicresi

(b)

Igan Birlegtirici

Sekil 3.1: Tek 151n yollu (a) , cift 151 yollu ( b) AAS cihazlarinin sematik gosterimi.
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3.4.1. Isin kaynaklari

Atomik absorpsiyon spektrofotometresinde tayin edilen elementlerin absorpsiyon hat
genisliginden daha dar emisyon spektrumu veren 1sin kaynaklar kullanilmalidir.

Aksi halde hassasiyeti diisiiren diisiik absorbans degerleri elde edilir.
AAS’de kullanilan 151n kaynaklar su sekilde siniflandirilabilir:

1) Oyuk katot lambalar1

2) Elektrotsuz bosalim lambalari
3) Yiiksek 1s1mal1 lambalar

4) Siirekli 151 kaynaklar

3.4.1.1. Oyuk katot lambalari

Atomik absorpsiyon spektrofotometresinde en ¢ok kullanilan 1s1n kaynagi oyuk katot
lambalaridir. Oyuk katot lambalar ilk kez 1916 yilinda Paschen tarafindan dizayn
edildikten sonra Walsh ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilerek basitlestirilmistir [17].
Oyuk katot lambalar1 birka¢ torr basing altinda inert bir gaz (neon veya argon) ile
doldurulmus 3—4 cm capinda 8-10 cm boyunda anot ve katot igeren bir cam
silindirden olugmaktadir (Sekil 3.2). Katot genellikle oyuk bir silindir seklinde olup

ya analiz elementinden yapilir ya da analiz elementi ile kaplanir.

Katodun cap1 3-5 mm’dir. Anot ise tungsten, nikel, tantal veya zirkonyumdan
yapilir. Katodun tam karsisinda UV ve goriiniir bolge 1sinlarini geciren kuartz veya

camdan yapilmis bir pencere bulunur.

Baglantt Hollow
Pimleri Anot sEatot
\ ‘ T \- —
— '

| / SN
[ - S/ \

Silika veya
Kuartz Pencere

Sekil 3.2 : Oyuk katot lambasinin yapisi.

Eger lambadaki anot ile katot arasina 100-400 voltluk bir gerilim uygulanirsa lamba
icindeki inert gaz atomlar1 iyonlasir. Pozitif yiiklii gaz iyonlar1 hizla katoda cekilirler
ve yeterli enerjiye sahiplerse katottaki atomlar1 yerlerinden kopararak bir atom

bulutu olustururlar. Bu atomlarm bir kismi uyarilmis seviyededir ve temel hale
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donerken katottaki elementin karakteristik spektrumunu yayarlar. Oyuk katot
lambalarinda gereginden daha yiiksek potansiyel uygulanmamalidir. Aksi takdirde
gaz halinde c¢ok fazla metal olusturur ki bu metallerin de pek ¢cogu uyarilmamis halde
olduklarindan, uyarilmig atomlarin yaydigi 15181 adsorbe ederler (self absorpsiyon) ve

1s1n demetinin siddetini diisiiriirler.

Atomik absorpsiyon spektroskopisi yonteminde her element icin o elemente 6zgii bir
oyuk katot lambasinin spektrofotometreye yerlestirilmesi gerekir. Bu atomik
absorpsiyon analizlerindeki en énemli dezavantajdir. Bu nedenle ¢cok elementli oyuk
katot lambalar1 diisiiniilmiistiir. Bu amagla kullanilacak metallere gore, katot
alagimlardan, metalik bilesiklerden veya toz haline getirilmis metallerin
karisimlarindan yapilir. Cok elementli lambalar pratik olmasma ragmen her bir
elementin emisyon siddeti tekli lambaninkinden daha zayiftir. Bunun sonucunda da

sinyal/giiriiltii oran1 artar ve bu da kesinligi ve gozlenebilme sinirim etkiler.

3.4.1.2. Elektrotsuz bosalim lambalari

Elektrotsuz bosalim lambalar1 8—10 cm uzunlugunda, 0,5-1 cm ¢apinda, birka¢ mg
tayin elementini iceren (saf metal veya metal bilesigi) ve birkac mmHg basincinda
argonla doldurulmus kapali kuartz tiiplerden olusmuslardir. Tiip yiiksek frekansli bir
jenaratoriin sarimlart arasina yerlestirilmistir ve birkac wattan 200 watta kadar bir
giicle uyarilir (Sekil 3.3). Elektrotsuz bosalim lambalariin 151n siddeti oyuk katot

lambasinminkinden daha fazladir.

Elektrotsuz bosalim lambalar 6zellikle vakum UV bélgede biiylik avantaja sahiptir,
ciinkii bu bolgede tayin edilen elementler i¢in uygun 151n kaynagi yoktur. Ayrica yine
bu bolgede hava, alev ve merceklerin absorpsiyonu ve aynalarin zayif yansitma
ozellikleri nedeniyle yiiksek 1s1ma siddeti oldukca Onemlidir. Bu tiir lambalarin en

biiyiik dezavantaji ise Omiirlerinin kisa olmasidir [16].

Seramik
RLcae

Sekil 3.3 : Elektrotsuz bosalim lambasinin yapisi.
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Elektrotsuz bosalim lambalar atomik absorpsiyon spektrofotometrelerinde yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir hatta bircok element i¢in diger 1s1n kaynaklarinin yerini
almaktadir. As, Se, Sb gibi ugucu ve kiiciik dalga boylarinda (<200 nm) absorpsiyon

ve emisyon yapabilen elementler icin elektrotsuz bosalim lambalar1 kullanilir.

3.4.1.3. Yiiksek 1s1mal lambalar

Sullivan ve Walsh tarafindan gelistirilen yiiksek 1simali lambalarda standart oyuk
katottan bagka bir ¢ift yardimci elektrot bulunmaktadir. Normal oyuk katot
lambalarinda katotta olusan biitiin atomlar uyarilmaz. Sadece uyarilan atomlar 1s1ma
yapabileceklerinden yardimci elektrotlarin amaci geriye kalan temel seviyedeki
atomlar1 uyarmak icin gerekli ikinci akimi gecirmektir. Boylece 1s1n siddetinde oyuk

katot lambasina gore bir artig goriiliir.

3.4.1.4. Siirekli 151n kaynaklari

Yeterli parlaklikta 1s1ma yapan 151 kaynaklar (hidrojen, doteryum, yiiksek basinglt
ksenon veya halojen lambalar ilk bakista bazi nedenlerden dolayr daha cekici
goriinebilir. Bunlarin emisyonu kararlidir ve 6zellikle birden fazla element analizinde
kullanish ve ucuzdurlar. Siirekli 151n kaynaklarinin absorpsiyon hatlarinin dar olmasi,
yikksek kalitede bir monokromatorle bile analitik dogrusalliktan sapma
gozlendiginden ve yiiksek absorbanslarla calisilmak miimkiin olmadigindan dolay1
cok kisa bir zamana kadar bu lambalar atomik absorpsiyon spektrofotometresinde
kullanilmiyordu. Son yillarda CCD (Charge Coupled Device) dedektorlerinden
yararlanarak ©zel olarak {iretilen yiiksek siddetli siirekli 1510  kaynaklarinin
kullanildig1 atomik absorpsiyon spektrofotometreleri gelistirilmistir. Bu sayede ¢ok
sayida element hemen hemen ayni anda tayin edilerek AAS’deki her element icin

lamba degistirme dezavantaji ortadan kaldirilmaktadir [18-21].

3.4.2. Atomlastiricilar [12,13]

Bir atomlastiricinin (absorpsiyon hiicresinin) en énemli gorevi, bir numunede termal
seviyede bulunan iyon ve molekiillerden analiz edilecek elementin atomlarim
olusturmaktir. Isin kaynagindan gelen emisyon atomlastiricidan gegirildiginde bir
kismi termal ayrisma sonucu olusturulan atomlar tarafindan absorplanir. Bu nedenle

AAS’de bir analizin basarisi, atomlagsmanin etkinligine baglidir.
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Uzun yillar Ornegin  atomlarma ayrismast i¢in  atomik  absorpsiyon
spektrofotometresinde ¢ozelti aleve piiskiirtiilmiistiir. Daha sonra alevsiz
atomlastiricilar (grafit firm teknigi, hidriir teknigi ve soguk buhar teknigi) eser
element veya ultra eser element analizinde biiyiik 6nem kazanmistir. Atomlastiricilar

alevli ve elektrotermal olmak iizere ikiye ayrilir.

3.4.2.1. Alevli atomlastiricilar [22]

Alevli atomlastiricilarda numune ¢ozeltisi aleve havali (pnomatik) bir sislestirici
yardimiyla piiskiirtiiliir (Sekil 3.4). Boylece zamanla degismeyen bir sinyal elde
edilir ve bu sinyalin yiiksekligi ¢ozeltinin derisimiyle orantili olup ¢6zelti emilip

pliskiirtiildiigii siirece degismez.

& Alew
4 Tel delikch kel

3 cislegtirica

Analirlenecelc
cazelh

3L
d I*’Lo-t;au.mEtr“nj:'mr

Artile cézelti Hava

Sekil 3.4 : Genel bir alev atomlastirict.

Numune ¢ozeltisi aleve piiskiirtiildiigii zaman olusan ilk olay c¢oziiciiniin
buharlasmasidir. Buharlasma hizi, damlaciklarin biiyiikliigiine ve ¢oziicli tiiriine
baglidir. Buharlagma sonucu olusan kat1 parcaciklar (6rnegin tuz kristalleri) 1s1 etkisi
ile degisikliklere ugrar. Organik bilesikler yanarken inorganikler buharlasir ve olusan
gaz molekiiller atomlarima ayrilirlar. Bir alevde tayin edilen elementin ve
numunedeki diger elementlerin atomlarindan bagka CO, CO,, C, H,0, O,, H,, H,
OH, NO, NO, gibi cesitli yanma {iriinleri de bulunmaktadir ve bunlar bazen asiri
miktarda olabilir. Ayrica alevde cesitli tiirler arasindaki denge tepkimeleri sonucunda
yeni bilesikler olusur. Eger iki ayr1 denge tepkimesi sonucu ayni ayrigma iiriini
olusuyorsa, tepkime iiriinlerinin kismi basinci nedeniyle bu iki tepkime birbirini
etkileyecektir. Ayrismanin bu sekilde zayiflamasindan baska analit atomlarinin

derisimi iyonlagsma ve/veya baska bir anyonla tepkimeye girmesi ile de etkilenebilir.
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Bu nedenle alevdeki olaylar son derece karmagiktir. Sekil 3.5’de alevde atomlastirma
sirasinda olusan siirecler sematik olarak gosterilmistir. Cozeltilerde bulunan farkl
maddeleri atom haline getirmek i¢in farkli miktarda enerji gereklidir. Alev tarafindan
saglanan enerji miktari, alev sicakligiyla dogrudan orantilidir. Alev sicakligindaki
kiiciik degisiklikler yakici gazin, alevi besleyen yanici gaza oramimi degistirerek
ayarlanabilir. Iyi bir absorbans 6lciimii, atomlasmanin tam olarak gerceklestigi
durumda yapilmalidir. Bu nedenle alev atomlagsmanin tam olmasim saglamali ve
analiz elementinin alev gazlarinin tutusma iiriinleriyle ya da numunedeki bilesenlerle
ikincil reaksiyonlarindan kacinilmalidir. Alevin yiikseltgen ya da indirgen karakteri
olduk¢a onemlidir. Ayrica AAS’de kullanilan alev, optik olarak gegirgen olmalidir
yani alevin kendisi herhangi bir absorpsiyon yapmamali ve atomlagma verimi yiiksek

olmalidir.

i

[tersimr]

Atomik —| Uyanlm; B gy oatomik
ironlar ronlar

Sekil 3.5 : Alevde atomlagtirma sirasinda olusan siirecler.
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Cizelge 3.1: AAS’de kullanilan cesitli yakici ve yanici gaz tiirleri ve bunlarin
olusturdugu alevlerin maksimum sicakliklari.

Yama Gaz Yakic1 Gaz Maksimum Sicaklik, °C
Dogal Gaz Hava 1800
Propan Hava 1900
Hidrojen Hava 2000
Asetilen Hava 2300
Hidrojen Oksijen 2700
Hidrojen Azotprotoksit 2650
Propan Azotprotoksit 2650
Asetilen Azotprotoksit 2800
Asetilen Oksijen 3100

Calismalarin  ¢cogunda hava-asetilen alevi kullanilir.  Azotprotoksit(N,O)-
asetilen(C,H,) alevi, hava-asetilen aleviyle tayin edilemeyen 1sisal olarak daha
kararli elementler i¢in kullanilabilir. Bu alevin sicakligi, hava-asetilen alevine gore
daha yiiksektir. Analiti en yiiksek verimle atomlastirabilmek i¢in (analit atomlari
derisiminin yiiksek olmasi i¢in) alev tiirii seciminde analitin kararlilig1 kadar olusan
atomlarin alev gazlaryla verebilecegi tepkimeler ve dolayisiyla alev diriinleri
onemlidir. Bu nedenle alev tiirii, yakic1 ve yanici gaz oranlart ve alev iginde
gozlemin yapildigi bolge secimi ¢ok Onemlidir. Bu faktorler icin uygun degerler
aletin el kitabinda verilmekle birlikte analizci tarafindan her numune i¢in optimize
edilmelidir. Yakici1 ve yanici gaza ek olarak sicakligi kontrol etmek i¢in bazen ek
alev gazlan kullanilmaktadir. Bunlardan en c¢ok kullanilanlara 6rnek olarak argon-

oksijen-asetilen alevi ve helyum-oksijen-asetilen alevi verilebilir.
AAS’de kullanilan yakicilar iki cesittir:

1)  On-karistirmasiz (turbulent) yakicilar

2)  On-karistirmali (premix burner) yakicilar

On-karistirmasiz yakicilarda, numune ¢ozeltisi, yiikseltgeyici (yakici gaz) ve yakit
(yanic1 gaz) birbiriyle karismadan ayr1 ayn aleve tagimirlar ve yakici bashiginin
hemen c¢ikisinda karisirlar. Bu yakicilarin avantaji, alev gazlar yakilmadan Once
karistirnlmadign igin patlama olasiligi ortadan kalkar ve cabuk alev alan gazlarin

giivenli bir sekilde kullanilmasini miimkiin kilar. Dezavantaji ise, aleve biiyiik bir
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damla geldigi zaman tamamen buharlagsmayan kati taneciklerein emisyon yaparak
giiriiltitye (noise) sebep olmasidir. Alevdeki giiriiltii, dedektor tarafindan kaydedilen
giiriiltii miktarim1 artirir. Bu da kararsiz bir okumayla sonuglanir. Numune
damlaciklarinin alevdeki alikonma siiresi i¢inde ancak buharlasma tamamlandigi i¢in
ornegin kiiciik bir miktar1 atomlasir. Ayrica bu yakicilarda 1s1nin alev icinde kat ettigi
yol kisa oldugundan hassasiyet diisiiktiir. Bu sebeplerden dolay1 bu tiir yakicilar
AAS’de kullanilmaz.

On-karistiricili yakicilarda ise numune ¢ozeltisi ve yakici gaz karigimi nebulizer adi
verilen alev baslig1 altindaki bosluga emilir ve burada yanic1 gaz akim ile karigarak
kiigiik damlaciklar veya zerrecikler halinde sislestirilir. Sislestirilmis numune ve gaz
karisimi alev basma dogru tasinirken, akis yoluna yerlestirilmis engellere carpan
biiylik damlaciklar baghigin altinda birikerek disar1 atilir ve aleve sadece ¢ok kiiciik
numune damlaciklar1 ulagir. Piiskiirtme hiicresinin gorevi alevde buharlasabilecek
kiigiik parcaciklari segip aleve gondermektir. Ornegin yaklasik %90°1 6n karistirma
odasinda kaybolur. Engellerin bir diger gorevi ise damlaciklarin oksitleyici ve yanici

gazlar ile aleve ulasmadan once tamamen karigmasini saglamaktir.

On-karistirmasiz yakicilarda aleve daha fazla numune girer. Ancak buharlasma
tamamlandig i¢in drnegin kiiciik bir miktar1 atomlasir. On-karistirmali yakicilarda,
daha diizgiin yanan alev yiiksek sinyal/giiriiltii oranm1 verdigi icin nicel analizlerde
tercih edilir. Bunlarin dezavantaji, yakici gaz ve yanici gaz 6n karistirma odasinda

yandig1 zaman patlamalar olusabilir.

3.4.2.2. Elektrotermal atomlastiricilar [12,22-24]

Elektrotermal atomlagtiricilar (grafit firinlar), gaz halinde serbest metal atomlari
olusturmak i¢in elektrikle 1sitilan grafit cubuklar, metal seritler, metal bobinler ve
grafit tiiplerdir. En ¢ok kullanilan elektrotermal atomlastirici, direngle 1sitilan grafit
tiiptiir. Bu tip atomlastiricilar grafit firmli AAS olarak adlandirilir.  Sekil 3.6’de
grafit tliplii bir firinin basit bir semast goriilmektedir. Bu firinlarda 6rnegin grafit
tiipe enjekte edildigi kiiciik bir delik bulunmaktadir. Kaynaktan gelen 1sin tiipiin
icersinden gecer. Bu firinlarda Ornegin atomik tiirlerinin firin  duvarlarina
difiizlenmesini 6nlemek i¢in genellikle pirolitik grafit ile kaplanir. Pirolitik grafit,
karbonun inert atmosferde 1sitilmasiyla hazirlanir. Ayrica firin oksidasyona kars1 Ar

veya N, ile korunur.
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Sekil 3.6 : Grafit tiiplii bir firinin basit semasi.

Genellikle 10-50 pl arasindaki s1vi numune, numune verme oyugundan, soguk tiipiin
icine (tiip duvarlarina) veya tiipiin i¢indeki platforma verilir. Bu amagla otomatik
pipetler veya daha yaygin olarak otomatik Ornekleyiciler (autosampler)

kullanilmaktadir. Tiip daha sonra programlanabilir bir gii¢ kaynagi yardimiyla isitilir.
Elektrotermal atomlastiricilar alevle karsilagtirdigimizda,
Avantajlari,

1) Duyarlilik 10* - 10° kez daha biiyiiktiir. Ciinkii hem sislestiriciye gelen rnegin
cogu aleve ulagsmaz hem de analit atomlart ve alev gazlarinin tutugsma iriinleri

arasindaki birlesme reaksiyonu nedeniyle atomlagma verimi diisiiktiir.

2) Grafit tiibe enjekte edilen numune miktar1 5-10 pl iken alevli atomlasma igin 1-2
ml numune gerekmektedir. Bu nedenle elektrotermal atomlastirici kullanarak mikro

analiz yapmak miimkiindiir.

3) Alevi sondiiren viskoz sivilar veya solventler -elektrotermal analizde

kullanilabilir.

4) Direk kat1 ve slurry analizleri miimkiindiir.
Dezavantajlari,

1) Gii¢ kaynag iinitesi sebebiyle ¢ok yer kaplayan bir alettir.
2) Sistem daha karmasik ve bozulma riski daha yiiksektir.

3) Elektrotermal atomik absorpsiyon spektrofotometresi (ETAAS) alevli atomik

absorpsiyon spektrofotometresinden ¢ok daha pahalidir.

4) Calistirma masraflari ¢ok daha fazladir.
5) Eger temizleme gazi olarak azot kullanilirsa siyaniir olusma riski vardir. Ayrica

alev kullanilan durumlarda toksik yanma {iriinleri olusur.
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3.4.3. Monokromatorler [13]

Spektroskopik yontemlerin ¢ogunda aletin istiinliigii dogrudan monokromatoriin
ayiriciligina bagh oldugu halde, atomik absorpsiyon spektroskopisi icin bu o kadar
onemli degildir.

Atomik absorpsiyon spektroskopisinde kullanilan monokromatorde ayiricilik ve 151n
miktart iligkisi gdz Oniinde bulundurulmalidir. AAS’nin elementleri ayirma ve
spektral engellemeleri 6nleme yetenegi monokromatdre bagli olmayip oyuk katot
lambasinin yaydigi emisyon hatlariin genisligine ve tayin elementinin absorpsiyon

hatlarinin genisligine baglhdir.

Monokromatoriin esas gorevi tayin elementinin rezonans hattimi, oyuk katot

lambasinin yaydigi diger hatlardan ayirmaktir.

Monokromatorler, iki yarik (bir giris ve cikis), bir dalga boyuna ayirma bileseni
(hemen hemen daima sebeke) ve yardimci optik bilesenlerden olusur. Giris ve cikis
yariklari, 151n kaynagindan ¢ikarak monokromatdre giren ve dedektor iizerine diisen
1510 oranini kontrol eder. Genis giris yarig1 kullanilabildiginde 151 enerjisinin daha
biiylik miktar1 dedektore ulasir. Bu durumda giiriiltii, sinyale oranla kiiciildiigiinden

sinyal kararlidir, kesindir ve diisiik derisimler olciilebilir.
3.4.4. Dedektorler [13]

Dedektorler 1sin kaynagindan gelen 1s1nin siddetinin 6l¢iilmesi amaciyla kullanilan
bilesenlerdir. Isig1 elektrik sinyaline doniistiiriirler. Bir dedektoriin, 1s183a karsi
duyarli olmasi, 151n siddeti ile dogru orantili bir sinyal iiretmesi, iizerine diisen 1518a
cevap verme yani sinyal iiretme siiresinin kisa olmasi, kararli olmasi ve iiretilen
elektriksel sinyalin yardimci devrelerle ¢ogaltilabilmesi gibi 6zelliklere sahip olmasi

istenir.

AAS’de 151 sinyalinin elektrik sinyaline doniistiiriilmesi i¢in fotogogalticilar
kullanilir. Fotogogalticilar, 1s18a duyarl bir katot, bir anot ve olusan akimi artiran
dinot ad1 verilen katottan daha pozitif gerilimde elektrotlardan olugur. Katot antimon,
bizmut ve/veya giimiislii alkali metal kangimlar1 gibi kolaylikla iyonlagan bir
malzemeyle kaplanmistir. Bir foto ¢ogaltictmin hassasiyeti, katodun kaplama
maddesine baghdir. Pratikte Olgiilebilen dalga boyu 193,7 nm (As) ve en yiiksek
dalga boyu da 852,1 nm (Cs)’dir.
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3.5. Atomik Absorpsiyon Spektrometrisinde Kantitatif Analiz [12, 22]
Atomik absorpsiyon spektrometrisinde, kantitatif analiz i¢in iki yontem kullanilir.

3.5.1. Lineer kalibrasyon yontemi

Analiz edilecek elementin saf bir bilesiginden hazirlanmis, konsantrasyonlar1 tam
olarak bilinen bir dizi standart c¢ozeltinin absorbanslar1 Ol¢iiliir. Konsantrasyon
degerleri x ekseninde, absorbans degerleri y ekseninde olmak iizere bir grafik ¢izilir.
Elde edilen bu grafige “kalibrasyon grafigi” denir. Nicel analiz, kalibrasyon
grafiginin dogrusal oldugu bolgede yapilir. Kalibrasyon grafiginin dogrusal oldugu
bu bolgeye “calisma araligr” denir. Kalibrasyon grafigi ¢izildikten sonra, ayni
kosullar altinda igindeki analit konsantrasyonunu bilinmeyen numune ¢ozeltisinin
absorbansi Ol¢iilir. Daha sonra, kalibrasyon grafiginden yararlanarak numune

cozeltisi icindeki analit miktar1 belirlenir.

3.5.2. Standart ekleme yontemi

Lineer kalibrasyon yontemi ile yapilan analizlerde standartlar tayin elementinin
tuzundan hazirlanmis olup icinde numunedeki matriks bilesenleri yer almaz.
Dolayisiyla matriks varliginda analitin hassasiyetinin degismesi halinde numunedeki
ve standartlardaki analit absorbanslarinin karsilastirilmasit hatali sonuglara neden
olur. Bu nedenle standartlarin numune ile ayni matrikste hazirlanmasi ve analitlerin
aym bilesimde olmasi istenir. Ancak bu her zaman miimkiin ve pratik degildir.
Genellikle ornegin bilesimi tam olarak bilinmez. Bilinse bile matriks ile ayni
bilesimdeki standartlar1 hazirlamak igin kullanilacak ve analiti eser olarak dahi
icermeyen cok saf reaktiflerin elde edilmesi miimkiin olmaz veya bu ¢ok masrafl
olacaktir. Bu nedenle, tayin edilen elementin birlikte bulundugu yabanci
maddelerden gelen etkilerin niteligi bilinmediginde analitin numune matriksindeki
standardin1 hazirlamak icin standart ekleme yontemi uygulanir. Bu yontemde, analiz
¢Ozeltisi uygun oranda seyreltikten sonra balonjojelere esit hacimlerde alinir. Birinci
kisim balonjojenin hacmine seyreltilip absorbansi oOl¢iiliir. Diger kisimlara ise
degisen miktarlarda (ya farkli konsantrasyonlarda esit hacimde veya esit
konsantrasyonda farkli hacimlerde) standart analit ¢6zeltisi ilave edilir ve balonjoje
hacmine tamamlanarak absorbanslar ol¢iiliir. ilave edilen standart konsantrasyonlari

x ekseninde, absorbans degerleri y ekseninde olmak iizere bir grafik ¢izilir. Cizilen
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grafikte elde edilen dogrunun, konsantrasyon eksenini kestigi noktanin absorbans
eksenine olan uzakligr numune icindeki analit konsantrasyonunu verir. Bu yontemin
basarist analitin numunede bulunan ve standart olarak ilave edilen formlarimin ayni
davranis1 gosterip gostermedigine (yani hassasiyetlerinin farkli olup olmadigina)
bagldir. Ornegin; numunedeki analit organik bilesigi halinde ancak standart olarak
kullanilan analit inorganik bilesigi halinde ise ve bunlarin ucuculuklari, kararliliklart
ve atomlasma verimleri farkli ise sonuclar hatali olacaktir. Benzer farkli davrams

ayn1 elementin farkli degerlikli tiirleri i¢inde gecerlidir.

3.6. Girisimler [12, 16]

Atomik absorpsiyon spektroskopisinde girisimler nedenlerine bagli olarak spektral

ve spektral olmayan girisimler olmak {izere iki ana grupta toplanmaktadir.

3.6.1. Spektral girisimler ve diizeltilmeleri [13, 14, 25, 26]

Caligilan dalga boyundaki 1sinin analit atomik absorpsiyon Ol¢limii sirasinda gaz
fazindaki diger element atomlari, ayrismamis molekiiller veya radikaller tarafindan
absorpsiyonu ve/veya kati partikiiller tarafindan sacilmasi sonucu olusan girisimlere
spektral girisimler adi verilir. AAS’de tavsiye edilen slit aralig1 kullanilirsa atomik
rezonans hatlarin direkt ¢akismasi olayma pek rastlanilmaz. Ancak gaz fazindaki
molekiiller veya radikaller genis bir dalga boyu aralifinda kesiksiz bir absorpsiyon
spektrumuna sahip olduklarindan analit dalga boyunda da kagimilmaz olarak
absorpsiyon yaparak girisime neden olurlar. Spektral girisimlerin olugmasinin bir
diger nedeni ise atomik buhardaki kiiciik parcaciklarin 15181 sagmasidir. Bu olaya
grafit firinli atomik absorpsiyon spektrometresinde alevli atomik spektrometresine
oranla daha sik rastlanir. Grafit firinda yapilan analizlerde numunede bulunan yiiksek
konsantrasyondaki matriks bilesenlerinin atomlasma basamaginda tamamen
ayrismamasi nedeniyle olusan mikrokristaller veya soguk uclardaki numune
kalintilarinin tekrar buharlagsmasiyla olusan partikiiller veya tiip duvarlarindan gelen
karbon tanecikleri de 1smin sagilmasina neden olurlar. Bu iki etki (molekiiler
absorpsiyon+sacilma) genellikle zemin degeri veya zemin absorpsiyonu olarak
tanimlanir. Tayin elementi atomlarinin net absorbansini elde etmek i¢in absorplanan
(veya sagilan) 1s1n miktar1 dlgiilerek toplam absorbanstan bu degerin ¢ikarilmasiyla

elde edilir.
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Alevli AAS’de molekiiler absorpsiyon ve partikiiller tarafindan 1simin sac¢ilmasi ile
olusan spektral girisimlerin yok edilmesi i¢in en iyi Olciimiin yapildigi yiiksek
sicaklikli alev kullamlmalidir. Iyi dizayn edilmemis on-karistiricili yakicilar ve
hava/asetilen alevinde 151n yolundaki molekiiller veya parcaciklar girisime neden
olurken daha sicak azot protoksit/asetilen alevi kullanildiginda molekiillerin sayisi
olduk¢a azalir ve bu etki hemen hemen hi¢c goriilmez. Bununla birlikte bazi
elementlerin hassasiyeti daha sicak alev ortaminda azaldigindan azot protoksit

alevini her zaman kullanmak miimkiin degildir.

Grafit firin tekniginde ise matriks modifikasyonu ile spektral girisimler azaltilabilir.
Tayin elementini daha kararli yapmak veya matriks bilesenlerinin daha ucucu
olmalarim saglamak i¢in 6rnege yiiksek konsantrasyonda bir reaktif ilave edilerek
(matriks modifier) atomlasma basamagindan once iyi bir aymrm gerceklestirilir.
Spektral girisimleri azaltmanin diger bir yolu da analiz elementini icermeyen fakat
diger matriksleri iceren ve numune ile ayn1 zemin absorpsiyonunu olusturan bir bos
(blank) numunenin hazirlanarak absorbansinin ol¢iilmesidir. Bu islem pratikte ¢ok
kullanilmaz. Ciinkii sentetik olarak blank numune hazirlanmasi her bir bilesenin
yiiksek saflikta olmasi gerektiginden oldukga zordur. Ayrica numuneden numuneye

bilesenlerin kompozisyonu farklilik gosterir.

Spektral girisimler aletsel olarak da diizeltilebilir. Gergek aletsel zemin diizeltme

yontemleri su sekilde siralanabilir:

1) Cift hat yontemi

2) Self absorpsiyonla zemin diizeltme yontemi
3) Siirekli 151n kaynakli zemin diizeltme yontemi
4) Zeeman etkili zemin diizeltme yontemi

3.6.1.1. Cift hat yontemi

Cift hat yonteminde, tayin elementinin rezonans hattinda toplam absorpsiyon (atomik
ve zemin absorpsiyonu) Olciiliir. Daha sonra bagka bir elementin (veya ayni
elementin) oyuk katot lambas1 kullanilarak tayin elementinin absorpsiyon yapmadigi
ama absorpsiyon dalga boyuna en yakin dalga boyunda zemin absorpsiyonu olg¢iiliir.
Cift hat yonteminin otomatik ve hizli bir sekilde uygulanmasi i¢in iki kanalli atomik
absorpsiyon spektrofotometresi  kullanilmalidir. Birinci  kanala  yerlestirilen

monokromatdrde analiz elementinin absorpsiyon dalga boyu secilir, ikinci kanala
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yerlestirilen monokromatdrde zemin sinyali diizeltmesi icin dalga boyu secilir. Bu
yontemde karsilasilan sorunlardan biri en uygun ve yakin dalga boyunu bulmaktir.
Ozellikle grafit firnda zemin sinyalinin sabit olmamas1 yontemin basarisini engeller.

Bu yontemin aletsel bir uygulamasi yoktur.

3.6.1.2. Self absorpsiyonla zemin diizeltme yontemi

Self absorpsiyonla zemin diizeltme yontemi, yiiksek akim uygulamasi ile katot
lambasindan yayilan 1s1n1in self absorpsiyon veya self reversal yapmasi prensibine
dayanir. Oyuk katot lambasina yiiksek akim uygulandiginda biiyilk miktarda
uyarilmamis atom iretilir ve bunlar uyarilmis atomlardan gelen ve yiiksek akim
nedeniyle genislemis emisyonun bandinin merkezinin absorplanmasini (self-reversal)
saglar. Ayrica yiiksek akim uyarilmamais tiirlerin emisyon bandi belirgin bir sekilde
genisletmektedir. Sonugta absorpsiyonun meydana geldigi orta kismin minimum

oldugu bir bant olusur.

Diizeltilmis absorbanst 6l¢cmek icin lambanin birka¢ milisaniye diisiik akimda
caligmasi i¢in program yapilir ve daha sonra yaklasik 300 ps yiiksek akim uygulanir.
Diisiik akim uygulandiginda toplam absorbansi yiiksek akim uygulandiginda ise
zemin absorpsiyonu Olgiiliir. Elektronik aletler ile toplam absorpsiyondan zemin

absorpsiyonu ¢ikartilir ve diizeltilmis deger elde edilir.

3.6.1.3. Siirekli 1511 kaynakh zemin diizeltme yontemi [25]

Siirekli 151n kaynakli zemin diizeltme yonteminde, spektrofotometreye oyuk katot
lambasina ek olarak doteryum veya halojen lambasi gibi genis bir dalga boyu
araliginda siirekli 151ma yapabilen bir 151n kaynagi yerlestirilir. Bu 151n kaynag: ile
spektrofotometrenin spektral genisligi (0.2-0.7 nm) icinde zemin absorpsiyonu
oOlciiliir. Temel bir 151n kaynagiyla (OKL) ise elementin rezonans hattindaki toplam
absorbans (atomik absorpsiyon+zemin deger) degeri olciiliir. Iki lambadan elde

edilen absorbans degerleri aletsel olarak ¢ikarilir.

Sekil 3.7‘de siirekli 1s1n kaynakli zemin diizelticili bir atomik absorpsiyon
spektrofotometresi sematik olarak gosterilmistir. Burada dilicinin goérevi, oyuk katot
lambasindan ve siirekli 1511 kaynagindan gelen 1sinin atomlastiricidan sira ile

gecmesini saglamaktir.
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Sekil 3.7: Siirekli 151n kaynakli zemin diizeltici bir atomik spektrofotometresinin
sematik gosterimi.
Sekil 3.8’de doteryum lambasi (D) kullanilarak zemin engellemelerinin diizeltilmesi
gosterilmistir. Slit genisligi belirli bir aralikta tutularak siirekli 151n kaynagindan
gelen 151n1n numune atomlar: tarafindan absorplanan kesrinin énemsiz bir miktarda
olmasi saglanmir. Ote yandan oyuk katot lambasindan gelen dar emisyon hatt1 analiz
elementinin absorpsiyonu yaninda zemin absorpsiyonundan da etkilenirken siirekli
15in kaynagimin genis emisyon bandi yalmz zemin absorpsiyonundan etkilenir.
Siirekli 151n1n absorbansi (zemin absorpsiyonu) oyuk katot lambanin absorbansindan
(zemin+atomik absorpsiyon) cikarildiginda diizeltilmis atomik absorbans degerleri

elde edilmis olur.

Oyuk katot lamh as1 Diiteryum lamhbas

sy,

s |
- r - ¥

I

Sekil 3.8: Doteryum lambast (D») ile zemin engellemelerinin diizeltilmesi.
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3.6.1.4. Zeeman etkili zemin diizeltme yontemi

Bir atomik spektrum hattinin kuvvetli bir manyetik alana maruz birakildiginda
birbirinden az farkli dalga boylarindaki bilesenlerine yarilmasi olaymna ‘“Zeeman
etkisi” denilir. Bilesenlerin sayisi elemente bagli olarak degismektedir. Zeeman
etkisi, normal Zeeman etkisi ve anormal Zeeman etkisi olmak iizere iki grupta

toplanur.

Normal Zeeman etkisinde atomun yayilan veya absorplanan hatti bir manyetik alan
etkisiyle ii¢ bilesene yarilir (Sekil 3.9). Merkez bilesen, m, manyetik alana paralel
polarize ve orijinal absorpsiyon hatti ile ayn1 dalga boyundadir. Diger iki bilesen c*
ve ¢ merkez bilesenin her iki tarafinda esit dalga boyunda uzaklikta ve manyetik
alana dik diizlemde polarizedir. Kaymanin derecesi uygulanan manyetik alanin
kuvvetine baghdir. Bu ii¢ bilesenin siddetinin toplami daima orijinal siddete

(etkilenmemis hat) esittir.

Anormal Zeeman etkisinde ise bilesen sayisi iigten fazladir yani n ve o bilesenleri
cok sayida bilesene yarilir. ¢ bilesenlerinin dalga boyundaki kaymalari, hem normal

hem de anormal Zeeman etkisinde uygulanan manyetik alan ile orantili olarak

degisme
ktedir.
T arlmarms hat
bS]
0 | = ‘ 7T ot
H Triplet
(&) G'_'_
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Sekil 3.9 : Manyetik alanda spektral bir hattin normal Zeeman etkisi yarilmasi.

Zeeman etkisinin 151mn kaynagina veya atomlastiriciya uygulamist Sekil 3.10’da

sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.10: Zeeman etkili cihazlarin genel sematik gosterimi

(a) Isin kaynagina manyetik alanin uygulanisi

(b) Atomlastirictya manyetik alanin uygulanisi
3.6.2. Spektral olmayan girisimler [22, 25]

Spektral olmayan girisimler analiz elementinin sinyalini dogrudan etkiler. Atomik
absorpsiyon spektrometrisi numune ve referans absorbanslarinin karistirilmasi
prensibine dayanan bir yontem oldugundan numune icindeki analiz elementinin

davramiginin referansinkinden farkli olmasi girisime neden olur.

Fiziksel girisimler olarak adlandirilan girisimler, analizi yapilacak maddenin ve
referans maddesinin viskozite, ylizey gerilimi ve yogunluk gibi fiziksel 6zelliklerinin
farkli olmas1 durumunda olusur ve aleve ulasan numune miktari, aerosol boyutu ve
numune buharlagsmasi gibi parametreler bu girisimleri etkiler. Bu tiir girisimler
numune absorbansinin referansa (standarda) gore hem daha biiyilk hem de daha
kiigiik cikmasina neden olabilirler. Grafit firinli atomlastirma tekniginde Ornegin
grafit tiipe siirekli piiskiirtiilmesi islemi olmadigindan bu tiir girisimlere hig

rastlanmaz.

Tayin elementinin alev ortaminda standartlarda ve ornekte farkli bilesimde olmasi
sonucu atomlagma verimi ayni olmayabilir. Bu da hatali sonuglara neden olur. Yine
tayin elementinin atomlastiktan sonra 6rnekteki matriks bilesenleri ile alev ortaminda
olusturdugu kararli bilesenler duyarliligin standartlara gore farkli olmasmna ve

dolayisiyla girisimlere neden olur.
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Grafit firindaki spektral olmayan girisimler yogun faz ve/veya gaz fazi girisimleridir.
Coziiciiniin buharlastirilmasi ve 6n atomlagma sirasinda analiz elementinin yeni bir
kimyasal bilesige doniismesi ve bu bilesigin atomlasma Oncesi molekiiler veya
atomal halde firindan uzaklasmasi sonucu olusan girisimler yogun faz girisimleri
olarak adlandirilir. Grafit firin tekniginde gozlenen yogun faz girisimleri 6zellikle
matriks varliginda analiz elementinin daha diisiik sicaklikta atomlagmasi sonucu

kayiplarin olusmasina neden olur.

Gaz faz1 girisimleri ise ya analiz elementinin matriksle buhar fazda daha zor ayrisan
bir bilesigi halinde olmas1 veya olusan atomlarin gaz fazinda matriks bilesenleri ile
reaksiyona girmesidir. Gaz faz girisimleri, atomlastiricida atomlarin 6nemli bir
miktarinin uygulanan sicaklikla iyonlasmasi sonucu ortaya ¢ikar. Bu durum sinyalin
kiigiilmesine neden olur. Gaz faz girisimleri, atomlastiric1 sicakliginin ¢ok yiiksek
oldugu durumlarda olustugundan atomlasma sicakligi diisiiriilerek iyonlasma bir
Olciide engellenebilir. Fakat sicaklik diisiiriildiigiinde de birgok element

atomlasamadigindan bu yol tam bir ¢6ziim degildir.

Genel olarak spektral olmayan girisimler numune ve referans ¢ozeltilerinin matriks
ortamlarinin miimkiin oldugunca birbirine benzer hale getirilmesi ile yok edilir.
Bunun sonucunda numune ile referans ¢ozeltilerin her ikisinin de analiz elementi
lizerine matriks etkisinin aym1 derecede olmasi nedeniyle higbir girisim
gozlenmeyecektir. Bununla birlikte pratikte bu ideal duruma nadiren rastlanir. Bunun
icin hem matriks bilesenlerinin hem de Ornegin ¢o6ziilmesi sonucu analitin hangi
kimyasal bilesigi olarak bulundugunun tam olarak bilinmesi gerekir. Ayrica referans
cozelti hazirlanirken yiiksek saflikta reaktiflerin  kullanilmasi gerekmektedir.
Ozellikle alev tekniginde ana matriks bileseninin benzemesi ve aym ¢oziiciiniin
kullanilmasi yeterlidir. Hatta rutin analizler dogrudan basit referans c¢ozeltilere karsi
yapilabilmektedir. Ornegin kompozisyonu tam olarak bilinmiyorsa veya ayni matriks
standartlar i¢in hazirlanamiyorsa standart ekleme metodu tavsiye edilmektedir. Grafit
firin tekniginde ligandlarin ve kimyasal baglarin bir elementin termal davranigi ve
ucuculugu iizerine etkisi oldugu icin ilave edilen element farkli bir kimyasal bir
bilesigi olarak bulunuyorsa davranisi1 ornegin davramisindan tamamen farkli olabilir,
bu durumda girisim yok edilemeyecektir. Bu yontemin sinirlamalart daha Once
boliim 3.5.2 de tartigtlmistir.  Ideal olarak standart ekleme metodu alev tekniginde

gozlenen fiziksel girisimler gibi girisimleri yok etmekte kullamlir. Ote yandan
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iyonizasyon konsantrasyona bagli oldugundan standart ekleme yontemi bu girisim
icin care degildir. lyonlasma girisimlerini elimine etmek icin standartlara ve 6rnege
kolayca elektron veren yani iyonlasma enerjisi diisiik bir element eklenerek ortamin
elektron basinci arttirilir ve analitin iyonizasyon denge reaksiyonu bastirilarak daha
az iyon olusturmasi saglanir. Diger yontem sicakligin diisiiriilmesidir ancak analit
iceren molekiillerin par¢alanmasini engeller ve gazi fazi birlesme reaksiyon verimini
arttinir.  Grafit firin tekniginde, gaz faz girisimlerinin ve buharlagmanin yok edilmesi
ya da azaltilmasi icin matriks modifikasyonu cok sik kullanilir. Bu amagla analiz
elementinin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini iyilestirmek icin standartlara ve
numune ¢ozeltisine bir reaktif ilave edilerek ya analiz edilecek elementi daha az
buharlasabilen bir sekle doniistiiriiliir ya da matriks bilesenlerini daha ucucu hale
getirilir. Boylece daha yiiksek 6n atomlagma sicakligi uygulanarak analiz elementi
heniiz buharlasmadan ©nce girisimlere neden olabilecek matriks bilesenlerinin

ortamdan ayrilmas1 saglanir.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Kullamlan Cihazlar

Cozeltilerin hazirlanmast esnasinda kati maddelerin tartilmasi icin GEC AVERY
marka hassas terazi kullanilmistir. pH 6l¢timleri WTW pH 340-A/SET2 pH-metre ile
gerceklestirilmistir. Bakteri biiyiitme ve modifikasyon iglemlerinde liyofilizator
olarak Alpha 1-2 LD Plus marka liyofilizator, santrifiijleme islemlerinde Beckman
Coulter, Allegro 25R marka santrifiij cihazi, karnstirma islemlerinde  Fisher
Scientific FB15012 marka karistirici, calkalama islemlerinde Forma Orbital marka
calkalayici, kurutma islemlerinde Shel-Lab marka vakum etiivii, sterilizasyon
islemlerinde Tuttnauer Systec 3870 ELVC marka otoklav kullanilmigtir. Kadmiyum,
kobalt, bakir ve nikel i¢in Analytik Jena Vario 6 atomik absorpsiyon
spektrofotometre ile yapilmistir. Atomlastirici  olarak hava/asetilen alevi
kullanilmistir. Spektral 15in kaynagi olarak kadmiyum, kobalt, bakir ve nikel oyuk
katot lambalar1 kullanilmustir. Olgiimler esnasinda uygulanan aletsel parametreler

Cizelge 4.1’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 : Absorbans Olciimlerinde uygulanan aletsel parametreler.

Element A,nm Yarik genisligi, nm Lamba akimi, mA
Cu 324.8 0,5 5
Ni 232,0 0,2 25
Co 240,7 0,2 25
Cd 228,8 0,5 5

4.2. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlamslar:

Kullanilan biitiin kimyasallar analitik safliktadir. Bakir, kobalt, nikel ve kadmiyum
tayini icin kullamilacak cozeltiler 1000 pg ml™ stok cozeltiden ( Merck) destile-
deiyonize su ile giinliik olarak uygun konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Hidroklorik
asit (%37 HCIl, Merck), nitrik asit (%65 HNO;, Merck), kullamilan diger
kimyasallardir. Matriks olarak kullanilan NaCl, MgCl,, Na,SO4, KCI, NH4CI,
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Na,CO; tuzlan analitik safliktadir. Tayin elementlerini iceren sertifikali atik su
referans maddesi (CWW-TM) High Purity Standards firmasindan temin edilmistir.
Tiim c¢ozeltilerin hazirlanmasinda Eppendorf otomatik pipetler kullamilmistir. pH

ayarlamalar1 0,01 mol "' HCI ve 0,01 mol I NaOH ile yapilmistir.

Besiyeri hazirlanmasinda tryptone (Difco), NaCl ve yeast extract (Difco)
kimyasallar1 kullamilmistir. Cok yiizeyli karbon nanotiip (MWCNT) olarak Cyy,.100

marka karbon nanotiip kullanilmistir.

4.3. Bakteri Hiicrelerinin Biiyiitiilmesi ve Modifikasyon Sartlari

4.3.1. Bakteri hiicrelerini biiyiitme kosullar1

1 g tryptone, 1 g NaCl ve 0,5 g yeast extractin 100 ml distile-deiyonize su icinde
¢oziindiiriilmesi ile hazirlanan siv1 besiyeri ortamu, sterilize edilmek i¢in 120°C’de 20
dakika otoklavlanmistir. Hazirlanan sivi besiyerine ( pH=7,2-7,4’e ayarlanmis) steril
sartlarda 200 pl stok bakteri hiicresinden ekim yapilmistir. Ekimi yapilan bakteri
kiiltiirii kanstiricida siirekli karistirllmak sureti ile sicak odada 37°C ‘de 24 saat
biiylimeye birakilmigtir. Biiyiitme sonrasinda kontaminasyonu engellemek ve bakteri

hiicrelerinin uzun siire stabil kalmasi i¢in +4°C’de muhafaza edilmistir.

4.3.2. Canh bakteri hiicrelerinin karbon nanotiip iizerine tutundurulmasi

(modifikasyonu)

Biiyiitiilmiis bakteri hiicreleri 5000 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edilerek sivi
ortamdan ayrilmistir. Santrifiij sonrast sivi ortamdan ayrilmis bakteri hiicreleri
kalintisindan 0,1 g canli Escherichia Coli (E.Coli) (yaklasik 150 ml c¢ozeltiden elde
edilmektedir) alinarak 0,1 g MWCNT ile 20 ml distile-deiyonize su iginde
kangtirthip, 200 rpm’de 2 saat calkalanmistir. Calkalama sonrasi E.Coli bakteri
hiicreleri ve MWCNT karigim iirtinii 5000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilerek sivi
kisimdan ayrilmistir. Elde edilen modifikasyon {iriiniiniin kurumasi ve kararli hale
gelmesi i¢in 80-105°C sicaklikta 24 saat siireyle vakumlu etiivde suyu ugurulmus ve
kurutulmustur. Kurutma sonrast MWCNT ile modifikasyonu yapilan E.Coli bakteri
hiicresi ogiitiilmiistiir. Modifikasyon sonucu elde edilen sorbentin SEM goriintiisii

Sekil 4.1°de gosterilmektedir.
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EHT = 10.00 kv Signal A = SE1

WD = 7.0mm Mag = 40.70 KX

Sekil 4.1 : MWCNT ile modifiye edilen canli E.Coli bakteri hiicresinin SEM
goruntusu.

4.3.3. Olii bakteri hiicrelerinin karbon nanotiip iizerine tutundurulmasi

(modifikasyonu)

Biiyiitiilmiis bakteri hiicreleri 5000 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edilerek
E.Coli bakteri hiicreleri s1vi ortamdan ayrilmistir. Santrifiij sonrasi sivi ortamdan
ayrilmis E.Coli bakteri hiicreleri 2-3 kere 0,1 mol I'' HCI ile muamele edilmis ve
daha sonra 3 kere distile-deiyonize su ile bakteri hiicreleri yikanmistir. Her asit ile
muamele ve yikama asamasi sonrasi santrifiij yapilmistir. Asit ile muamele edilerek
olii hale getirilen ve yikanan E.Coli bakteri hiicreleri yikama sonrasi suyun
ucurulmasi amaci ile 24 saat siire ile liyofilizatére konulmustur. Kuru ve 6lii olarak
elde edilen E.Coli bakteri hiicrelerinden 0,1 g tartilmig ve 0,1 g MWCNT ile 20 ml
distile-deiyonize su i¢inde karistirilip, 200 rpm’de 2 saat siire ile calkalanmistir.
Calkalama sonras1 E.Coli bakteri hiicreleri ve MWCNT karisim iiriinii, 5000 rpm’de
10dakika santrifiij edilerek sivi kistmdan ayrilmistir. Elde edilen modifikasyon
irtinliniin kurumasi ve kararli hale gelmesi icin 80-105 OC sicaklikta 24 saat siireyle
vakumlu etiivde suyu ugurulmus ve kurutulmustur. Kurutma sonrasi E.Coli bakteri
hiicresi ve MWCNT modifiye iiriinii 6giitiilmiistiir. Modifikasyon sonucu elde edilen

sorbentin SEM goriintiisii Sekil 4.2°de gosterilmektedir.
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EHT =10.00 kv Signal A = SE1
WD = 7.0 mm Mag = 40.20 KX

Sekil 4.2 : MWCNT ile modifiye edilen 6lii E.Coli bakteri hiicresinin SEM
gorlntisi.

4.4. Adsorpsiyon ve Desorpsiyon (Geri Kazanma) Prosediiriiniin Uygulanmasi

4.4.1. Filtre icinde sorbentin hazirlanmasi

Sirastyla 0,1 mol 1! HNO;, distile-deiyonize su, 0,1 mol I'! NaOH ve son olarak
distile-deiyonize su ile yikanmus filtre icine altta ve iistte 0,45 u boyutunda iki ayri
membran filtre kagidi yerlestirilmis ve iki membran filtre kagidi arasina canli veya
6lii modifiye sorbent maddelerinden (MWCNT- E. Coli) 0,1 g konulmustur. Filtre
kapaklar iki membran filtre kagidi arasinda modifiye sorbent madde olacak sekilde
kapatilmistir. Filtreye daha sonra 50 ml hacimli siringa takilmistir. Sekil 4.3°de filtre-

siringa sistemi gosterilmektedir.
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Sekil 4.3 : Siringaya monte edilebilen filtre sistemi resmi.

4.4.2. Standart metal cozeltileri ile adsorpsiyon-desorpsiyon

1000 pg ml” konsantrasyondaki stok metal ¢ozeltilerden 50 ml, 1 pg ml" bakr,
kobalt, kadmiyum ve nikel standart ¢ozeltileri hazirlanmis , ¢6zelti pH’1 0,01 mol I
NaOH ve 0,01 mol 1" HCl ile 7-8 arasinda ayarlanmistir. pH’1 ayarlanan ¢ozelti daha
sonra siringa kullanilarak filtre i¢indeki modifiye sorbentten gecirilmistir. Geri
kazamm i¢in 50 ml hacminde farkli konsantrasyonlarda (1 mol I'' ve 0,5 mol 1™")
farkli asit c¢ozeltileri (HNOs ve HCl) adsorpsiyon prosediirii ile ayni1 sekilde filtre
icindeki modifiye sorbentten gecirilmistir. Blankler de ayni isleme tabi tutulmustur.

Adsorpsiyon ve desorpsiyon sonucunda elde edilen cozeltilerin alevli atomik
absorpsiyon spektrofotometresinde (FAAS) sulu ve asitli standartlara karsi dl¢iimii

yapilmistir.

4.4.3. Atik su numunesine adsorpsiyon-desorpsiyon prosediiriiniin uygulanmasi

ve zenginlestirme metodu

Standart atik su numunesinden 250 ml, 0,025 pg ml" konsantrasyonlarinda tayin
elementlerini ( Cu, Co, Cd ve Ni) iceren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan atik su
numunesi filtre icindeki sorbentten standart metal ¢ozeltilerine uygulanan yonteme
gore (4.4.2) gegirilmistir. 12,5 ml, 0,5 mol I HNO; asit cozeltisi filtredeki
sorbentten gecirilerek analitler geri kazanilmistir. Blankler de ayni isleme tabi

tutulmustur.

43



44



5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada MWCNT (¢ok yiizeyli karbon nanotiip; multi-walled carbon nanotube)
izerine modifiye edilen canli veya Olii Escherichia Coli (E. Coli) ile hazirlanan
sorbentin tayin elementlerini (Cu, Co, Cd ve Ni) adsorplama ve geri kazanma
(desorpsiyon) ozellikleri arastirilmistir. Sorbent miktari, 6rnegin pH’1, 6rnek hacmi,
yabanci iyonlar adsorpsiyonu etkileyen parametrelerdir. Caligmanin birinci kisminda
maksimum adsorpsiyon i¢in optimum parametre degerleri bulunmustur. Caligmanin
ikinci kisminda ise sorbent tarafindan adsorplanan tayin elementlerini nicel olarak
geri kazanmak icin farkli konsantrasyonlarda farkli asitler kullanilarak uygun
elusyon (desorpsiyon) sartlar1 belirlenmigtir. Son olarak da sertifikali atik su

numunesi kullanilarak metot valide edilmistir.

Adsorpsiyon, desorpsiyon parametreleri incelenirken yapilan tiim deneysel
calismalar, Boliim 4.4.1’de hazirlanan filtre-siringa sisteminde, filtre icinde 0,1 g
sorbent ( MWCNT iizerine modifiye edilen canli veya o6lii E. Coli ) ile yapilmistir.
Sorbent miktart1 ( 0,1 g) ve akis hiz1 ( 1-2 ml/dak) tiim deneyler siiresince sabit

tutulmustur.

5.1. Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesine Ait Sonuclar

5.1.1. pH etkisi

Genel olarak, tayin elementlerinin adsorplanmasin1 etkileyen en Onemli
parametrelerden bir tanesi 6érnegin pH’1dir. Bu nedenle, maksimum adsorpsiyon i¢in
optimum pH araligin1 belirlemek amaciyla farkli pH degerlerinde (pH=3.0-8.0)
deneyler yapilmis ve bulunan sonuglar Sekil 5.1 ve 5.2°de gosterilmistir. Sekillerden
de goriilecegi iizere ornegin pH degeri pH=7.0-8.0 arasinda oldugunda E. Coli
MWCNT iizerine ister canl ister 6lii modifiye edilsin tayin elementleri sorbent
tarafindan nicel olarak (>%95) adsorplanmistir. Bu nedenle tiim deneyler pH=7.0-8.0

arasinda yapilmistir.
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Sekil 5.1 : Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd ve Ni) MWCNT iizerine modifiye
edilmis canhh E. Coli ile hazirlanan sorbent tarafindan alikonma
yiizdeleri iizerine pH’1n etkisi.
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Sekil 5.2 : Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd ve Ni) MWCNT {izerine modifiye
edilmis olii £. Coli ile hazirlanan sorbent tarafindan alikonma yiizdeleri
izerine pH’1n etkisi.
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Asidik ve bazik pH’larda metallerin baglanmas iki fonksiyonel grup (Lewis baz ;
=CO, -OH ve Lewis asit; —NH,; ) {izerinden olmaktadir [3]. Asidik pH’larda analit
ve hidronyum iyonlar1 arasinda rekabet meydana gelmektedir. Diisik pH
degerlerinde hiicre ylizeyi daha fazla pozitif yiikliidiir ve sorbent iizerindeki
fonksiyonel gruplar ve metal iyonlar arasinda ¢cekme giiciinde azalmalar olmakta ve
metal iyonlarinin baglandig1 uglar protonlar tarafindan doldurulmaktadir [5,31]. Bu
nedenle diisiik pH’larda tayin elementleri sorbent tarafindan adsorplanamamuistir.
Bunun aksine yiiksek pH’larda (pH=7.0-8.0) cekim giicii arttigindan tayin

elementleri sorbent tarafindan adsorplanmistir.

5.1.2. Sorbentin kapasitesi

MWCNT iizerine modifiye edilmis canli veya olii E. Coli ile hazirlanan sorbent
tarafindan adsorplanan metal miktarlarini, yani sorbentin kapasitesini belirlemek
amaciyla hem tek bir metali iceren hem de tiim metalleri iceren c¢ozeltiler
kullanilmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 5.1 ve 5.2°de gosterilmistir. Sonuglardan
da goriildiigii tizere MWCNT iizerine modifiye edilmis canli E. Coli ile hazirlanan
sorbent tarafindan adsorplanan tayin elementi miktar1, 6li Escherichia Coli ile
hazirlanan sorbent tarafindan adsorplanan tayin elementi miktarindan daha fazladir.
Baska deyisle; canli E. Coli ile hazirlanan sorbent kapasitesi oli E. Coli ile
hazirlanan sorbentin kapasitesinden daha yiiksektir. Bu durum, tek bir tayin elementi

iceren c¢ozeltiler ve tiim tayin elementlerini iceren ¢ozelti icin benzer sekildedir.

Canl1 E. Coli ile hazirlanan sorbent kapasitesinin yiiksek olmasinin nedenlerinden
biri, canli ve olii bakteri hiicrelerin MWCNT e baglanmasindaki farklilik olabilir.
Bakteri hiicrelerinin modifikasyon oncesi asitle muamele edilmesi (yalnizca olii
bakteri ile modifikasyon yapilirken) sonucu bakteri hiicre duvarlarinin yok olmasi
karbon nano tiiplere baglanma ozelliklerini degistirebilir. Mikroorganizmalarla
metallerin ayrilmasi hiicre duvart bilesenleri ve metal arasindaki etkilesimin bir
sonucu oldugu igin hiicre duvarinda meydana gelen degisiklikler adsorplama

kabiliyetlerini etkileyebilmektedir [32].
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Cizelge 5.1 : Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd, Ni) ayr ayn olarak sorbent madde
tizerinde alikonma miktarlar1 .(Sorbent : 0,1 g, ¢6zelti hacmi: 25 ml )

MWCNT iizerine MWCNT iizerine
Element Konsantrasyon . o e e e
) modifiye edilmis canli . modifiye edilmis olii .
(ugm Coli sorbent Coli sorbent
Cu 50 8,1mg/g 1.9mg/g
Co 50 84mg/g 3,1mg/g
Cd 50 13,3mg/g 33mg/g
Ni 50 79mg/g 25mg/g

Cizelge 5.2 : Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd, Ni) birlikte sorbent madde {izerinde
alikonma miktarlar1 .(Sorbent : 0,1 g, ¢6zelti hacmi: 25 ml )

MWCNT iizerine MWCNT iizerine
Element Konsantrasyon . o o e e
I modifiye edilmis canli £. modifiye edilmis olii E.
(ngml™) Coli sorbent Coli sorbent
Cu 50 6,7mg/g 1,1 mg/g
Co 50 71mg/g 25mg/g
Cd 50 6,lmg/g -
Ni 50 7,5mg/g 1, 4mg/g

Tayin elementlerinin birlikte aym ortam i¢inde bulunmalar1 durumunda, beklendigi

gibi ayr ¢ozeltiler halinde bulunmalart durumuna goére hem canli hem de 6li E. Coli

ile hazirlanan sorbent tarafindan alikonma yiizdelerinde bir azalma goriilmiistiir. Bu

durum canli ve 6lii sorbent iizerinde tayin elementlerinin ayr1 olarak ve aym ortamda

tiim tayin elementlerinin maksimum adsorplanmasinin karsilastirilmali gosterildigi

Sekil 5.3 - 5.4’te daha iyi anlasilmaktadir. Sekil 5.5’te ise canli ve Olii sorbent

izerinde tayin elementlerinin adsoplanma kapasiteleri toplu olarak gosterilmistir
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Kapasite ma /a

f 2 3 4
1:Cu - 2:Co - 3:Cd - 4:Ni

u Tayin elementleri ayn ortamda Tayin elementleri ayni ortamda

Sekil 5.3 : Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd, Ni) ayr1 ve ayni ortamda canl sorbent

izerinde adsorplama kapasitelerinin karsilastirilmasi

3,5 I
3, I
1 2 3 4

1:Cu - 2:Co - 3:Cd - 4:Ni

[
T

n
|

Kapasite mg /g

—_
|

o
T

m Tayin elementleri ayn ortamda Tayin elementleri ayni ortamda

Sekil 5.4 : Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd, Ni) ayr1 ve ayn1 ortamda 6lil sorbent
izerinde adsorplama kapasitelerinin karsilastirilmasi
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Sekil 5.5 : MWCNT iizerine modifiye edilmis E. Coli'nin canh ve 06lii olarak
adsorplama kapasitelerinin karsilagtirilmasi

5.1.3. Yabanci iyon etkisi

MWCNT iizerine modifiye edilmis canli veya olii E. Coli ile hazirlanan sorbent
tarafindan tayin elementlerinin adsorplanmasimi ortamdaki yabanci iyonlar
etkilemektedir. Bu etkiyi incelemek i¢in tayin elementlerini (herbirinin
konsantrasyonu 1 pug ml™ ) iceren ortama her bir iyondan (Na*, CI', Mg, SO,* K",
NH,*, COs™ iyonlar1) 100 pg ml™ olacak sekilde tuzlar ilave edilmistir. Tuz ¢ozeltisi
icerisindeki tayin elementi iyonlarinin canli veya oli bakteri hiicresi ile hazirlanan
sorbent tarafindan alikonma yiizdeleri Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4’de verilmistir.
Cizelgeden de goriillecegi iizere yabanci iyonlarin bulundugu ortamda tayin

elementleri nicel olarak sorbent tarafindan (%89-100) adsorplanmaistir.
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Cizelge 5.3: Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd, Ni) MWCNT iizerine modifiye
edilmis canli E. Coli ile hazirlanan sorbent iizerinde alikonmalarina
yabanci iyonlarin etkisi. (Analit: 1 ug ml”, sorbent: 0,1 g, cozelti
hacmi: 50 ml)

% Adsorpsiyon

Yabanci Iyon Konsantrasyon
(ngml™) Cu Co cd Ni
Na*, K", NH,"
Mg2+
100 99+3* 96+2"  91x1* 100+2"

CI', SO, CO%>

*Ortalama+Standart sapma

Cizelge 5.4 : Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd, Ni) MWCNT iizerine modifiye
edilmis olii E. Coli ile hazirlanan sorbent iizerinde alikonmalarina
yabanci iyonlarin etkisi. (Analit: 1 ug ml”, sorbent: 0,1 g, cozelti

hacmi: 50 ml)
% Adsorpsiyon
Yabanci Iyonlar Konsantrasyon
-1
(g ml™) Cu Co cd N
Na*, K", NH,"

Mg*
100 95+1? 9542 89+1*  98+1*%

CI', SO, CO*

* Ortalama+Standart sapma

5.2. Geri Kazanma Ozelliklerinin incelenmesine Ait Sonuclar

MWCNT iizerine modifiye edilmis canli veya olii E. Coli ile hazirlanan sorbent
tarafindan adsorplanan tayin elementleri iyonlarinin geri kazamiminda farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan hidroklorik ve nitrik asit c¢ozeltileri kullanilmis ve
bulunan sonuglar Cizelge 5.5 ve 5.6’da gosterilmistir. Cizelgeden de goriildiigii gibi
0,5 mol 1" HNO; kullamldiginda tayin elementleri nicel olarak (>%95) geri

kazanilmustir.
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Cizelge 5.5 : Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd, Ni) MWCNT iizerine modifiye
edilmis canl E. Coli ile hazirlanan sorbent {izerinden geri kazanim.
(Analit: 1 pg ml™, sorbent: 0,1 g, ¢ozelti ve eluent hacmi: 25 ml )

% Geri Kazanim

Eliisyon Konsantrasyon
Cozeltisi (mol 1) Cu Co cd Ni
HCl 0,5 85+2° 88+7* 80+3* 84+3*
HCl 1 866" 95+6" 85+4" 98+3"
HNO3 0,5 98+2" 98+1" 97+1* 96+1*
HNOs3 1 85+2° 98+3" 85+1° 85+2"

* Ortalama+Standart sapma

Cizelge 5.6 : Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd, Ni) MWCNT iizerine modifiye
edilmis 6lii E. Coli ile hazirlanan sorbent iizerinden geri kazanim.
(Analit: 1 pg ml™, sorbent: 0,1 g, cozelti ve eluent hacmi: 25 ml )

% Geri Kazanim

Eliisyon Konsantrasyon
Cozeltisi (mol 1) Cu Co cd Ni
HCl 0,5 62+7" 60+5* 74+4° 74+3°
HCI 1 76+2° 73+4° 89+5" 90+2*
HNO; 0,5 97+1° 97+1° 98+2° 99+1°
HNO3 1 84+5° 80+4* 85+3° 88+3"

* Ortalama*Standart sapma

5.3. Metot Validasyonu

Bulunan sonuglarin gercek Ornege uygulanarak metodun valide edilmesi igin
sertifikali attk su ornegi (CWW-TM ) kullamlmistir. Her biri 0,025 ug ml”!
konsantrasyonda tayin elementlerini iceren referans madde 20 kat zenginlestirme
yapilarak 0,5 mol I'' HNO; cozeltisi ile geri kazanilmis ve sonuglar Cizelge 5.7°de
gosterilmistir. Sertifikali atik su 6rnegindeki tayin elementlerinin canli E. Coli ile
hazirlanan sorbent tarafindan adsorplanmasi ve daha sonra 0,5 mol 1! HNO; ¢ozeltisi
ile geri kazanilmalarn neticesinde bulunan sonuglar 6li E. Coli ile hazirlanan

sorbente kiyasla daha yiiksek bulunmustur.
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Cizelge 5.7 : Sertifikali referans atik su numunesi (CWW-TM ) icerisindeki Cu, Co,
Cd ve Ni miktarlari. (Sorbent: 0,1 g, cozelti hacmi: 250 ml, eluent
hacmi: 12,5 ml )

Konsantrasyonlar ( ug ml™!)

% Geri Kazamimlar

Element Re’{erans Bulunan Degerler
Degerler

Canli Olii Canlt Olii
Cu 0,0250 0,0243+0,001 0,0245+0,001 97 98
Co 0,0250 0,0242+0,003 0,0241+0,002 97 96
Cd 0,0250 0,0246+0,002 0,0245+0,001 98 98
Ni 0,0250 0,0245+0,002 0,0244+0,001 98 98

5.4. Tarisma

Atomik absorpsiyon ile eser elementlerin tayininde en biiyiik sorunu, tayin edilecek
analit konsantrasyonun ¢ok diisiik olmasi ve matriks ortamindan kaynakli girisimler
nedeni ile tayinin dogru yapilamamasi teskil etmektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada
cok yiizeyli karbon nanotiip (MWCNT) iizerine canli veya ol olarak tutturulmusg
Escherichia Coli bakteri hiicresi sorbent madde olarak secilmis ve eser elementlerin
tayini oncesi sulu c¢ozeltilerden ayrilmasi/zenginlestirilmesi amaci ile basariyla
kullanilmigtir. Tayin elementlerinin (Cu, Co, Cd ve Ni) modifiye edilmis sorbent
tarafindan adsorpsiyonu pH’a baghdir ve en iyi adsorpsiyon pH= 7.0-8.0 arasinda

elde edilmistir.

Daha 6nceden yapilan benzer ¢alismalarda kolon yontemi kullanilirken bu ¢alismada
filtre-siringa sistemi kullanilmistir. Bu yontemde siringaya takili filtre cok yiizeyli
karbon nano tiip tlizerine tutturulmus Escherichia Coli  bakteri hiicresi ile
doldurulmus ve diisiik sorbent miktar1 (0,1 g) ile yiiksek miktarda tayin elementi
adsorplama kapasitesi elde edilmistir. Ayrica diisiik konsantrasyondaki asit ¢cozeltisi

(0,5 mol I HNO) ile tayin elementleri basarili bir sekilde geri kazanilmistir.
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Tasarlanan filtre-siringa sistemi tayin elementlerini iceren sertifikali atik su
numunesi ( Certified Waste Water - Trace Metals) ile valide edilmis ve basarili

sonug elde edilmistir.

Deneysel calismalardan elde edilen sonuglar dogrultusunda canli Escherichia Coli
bakteri hiicresi tutturulmus MWCNT modifiye sorbentin, 6lii Escherichia Coli
bakteri hiicresi tutturulmus MWCNT modifiye sorbent maddesine gore tayin
elementlerini daha yiiksek miktarda adsorpladigl ve geri kazanimin daha iyi oldugu
gbzlemlenmistir. Bu da bize canli bakteri hiicresinin modifikasyonun daha iyi sonug
verdigini ve Olii bakteri hiicresi ile yapilan modifikasyonun bakteri hiicrelerinin
cansiz hale getirilmesi ile hiicre duvarlarinin zarar goérmesi sonucu yiizeysel

adsorplama yetilerini kaybedebilecegini gostermistir.

Cok yiizeyli karbon nanotiip iizerine tutturulmus Escherichia Coli bakteri hiicresi
ile tasarlanan filtre-siringa tekniginin bakir, kobalt, kadmiyum ve nikelin alevli
atomik absorpsiyon spektrometresi ile tayini dncesi ayrilma ve zenginlestirilmesi i¢in
pratik ve basit kullanimi, hizli, kesin ve duyarli bir yontem olmasi sistemin en biiyiik

avantajidir.
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