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AKI S ENJEKSIYON ANAL iZ YONTEM 1 iLE DEM IR TAYINi
Oz

Bu calsmada; demir (II) ve toplam demir i¢in ¢cok seciaiyérli ve hizli bir akg
enjeksiyon analiz (AEA) yontemi gefirildi. Yontem, demir (Il) ile 2°, 3, 4’, 5, 7-
pentahidroksiflavon reaktifinin asidik ortamda (gtE) renkli bir kompleks
olusturmasina ve okan kompleksin absorpsiyonunun spektrofotometrik radda
(Amak415 nm) Glgulmesine dayanmaktadir. AEA yontemihdeeketli faz, asetik asit-
sodyum asetat ¢ozeltisi ile tamponlagrpH:4.5) % 4 etil alkol-su icerisinde 1x30
2, 3, 4, 5, 7- pentahydroksiflavon reaktifi ildugan kargim kullaniimstir. Yontem
optimize edildikten sonra demir (II) nin tayininédkieeden parametreler ve girn
yapan iyonlar test edildi. Getirilen yontemde dgrusal calsma aralginin 5-100 pg [*
oldugu ve tayin limitinin 20 uL enjeksiyon hacmi i¢in/{&=3) kriterine gore yakkak 6
ng L' duzeyinde oldgu bulundu. Gelitirilen yontem nehir ve deniz suyu
numunelerine bgariyla uygulandi. Ayrica metodun grollugunu ortaya koymak igin
ayni 6rnekler atomik absorpsiyon spektrometresi $\He de analiz edilerek sonuglar
karsilastirildi ve bulunan sonugclarin uyum iginde atdubelirlendi.

Anahtar Kelimeler: Akis Enjeksiyon Analiz Y6ntemi, Demir, Spektrofotometri 2’,
3, 4', 5, 7-Pentahidroksiflavon.
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DETERMINATION OF THE IRON WITH FLOW INJECTION ANALY SIS
METHOD

ABSTRACT

In this study, an ultra-sensitive and highly selext rapid flow-injection
spectrophotometric method for the determinatioriraf (II) and total iron has been
proposed. The method was based on the reactiorebetwon (Il) and 2’, 3, 4, 5, 7-
pentahydroxyflavone in acidic solution with a sgaabsorption at 415 nm. The carrier
solution used was 1xfOM 2’, 3, 4’, 5, 7-pentahydroxyflavone in 4 % etohwater
solution in acetic acid-sodium acetate (pH 4.5jaReeters affect simultaneously for the
determination of iron (Il) and interfering ions \eetested. Linear calibration graphs
were obtained 5-100 pg'of iron (1) and the limit of detection (blank sigl plus three
times the standard deviation of the blank) was 6., both based on injection volumes
of 20 uL. The method has been successfully applied ta¢termination of iron (ll) and
total iron in river and sea water samples. On therohand, the method was verified by
atomic absorption spectrophotometry (AAS) and fougwbd agreement with the
obtained results.

Key words: Flow injection analysis, Iron, Spectrophotometry, 2 4', 5, 7-

Pentahydroxyflavone
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1. GIRIS

Dunya Uzerindeki hizli nifus agtive beraberinde getirgli hizh kentleme ve
sanayilame c¢aitli ¢cevre sorunlarinin ortaya c¢ikmasina neden gtomu Cevredeki
atiklarin bir kismi, icermi oldugu agir metaller ile 6nemli bir kirlilik kayng
olusturmaktadir. Cevre icin toksik olan bu elementlégellikle su kaynaklarinin
kirlenmesinde rol oynayan énemli etkenlerden Hiiisi

Denize atilan evsel ve endustriyel atiklar, tarkaglari, petrol ve dier kirleticiler,
ortamin ekolojisi ve biyolojisi Gzerine olumsuz ietkapmaktadir. Cgtli atiklarla
birlikte denizlere ulgan kirletici maddelerden en 6nemlileri, ortamda ruzsiire
bozulmadan kalan ve toksik olan kimyasal maddeldnmlarin turevleridir. Bu
kimyasal maddelerdenga metallerin suda diilk dergsimlerde bulunmalari bile ¢ok
onemli kirlilik unsuru olup, tim canhlarin gagini tehdit etmektedir. Ayrica, ga
metaller, biyolojik olarak parcalanamadiklarindaevrede birikigi, oradan canlilarin
binyesinde ygunlastigl ve dsari atilimlari cok yawaoldugu icin zamanla etkili dozlara
ulasarak ciddi hastaliklara yol acabilirleggngiin ve Miezzingu, 1993).

Agir metaller sularda kolloidal tanecik veya ¢6ziugrhalde bulunurlar. Kolloidal
tanecik halinde bulunan metaller, hidroksitler, idks, silikatlar veya siilfitler olarak
kile, silikaya ya da organik maddeye adsorplanhalde bulunurlar. Cézinngthalleri
ise iyon veya organometalik iyosfaayan komplekslegeklindedir. Yizey sularindaki
eser metallerin ¢ozunugl, suyun pH’si, ligantlarin tir ve dgmleri ile ¢evrenin
yukseltgeyici 6zellgine balidir (Cinar, 2008).

Demir, insan vicudu i¢cin 6énemi oldukca fazla olandiementtir. Kanda oksijeni
tastyan kirmizi kan hucrelerinin ve g#i enzimlerin dretiminde, B vitaminlerinin
kullaniminda ve bakir, kalsiyum gibi mineralleriméminde go6rev alir. Demir
minerali, b&isiklik sistemini glclendirerek hastaliklardan korwaya yardimci olur.
Vicut direncini arttiran demir yorgurga kagi etkilidir. Demir minerali vicudun
blyumesine de yardim eder. Bu nedenle, ozelliklesge ca&indaki cocuklar icin

vilcut ve beyin gegdimi acisindan ¢ok onemlidir (Yilmaz, 2000).

Demir eksiklgi ve buna bgli olarak olgan kansizlik (anemi) ise demir eksgli
anemisi olarak adlandirilir. Yapiyagbeolarak kadinlarda erkeklerden daha ¢ok demir
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emilimi gorulir. Bu nedenle kadinlarda demir ekgikldaha fazla gorulir. Demir
eksikligi; halsizlik, yorgunluk, solgunluk, sinirlilik, kasantrasyon bozukfu, kalp
carpintisi, bgusiklik sisteminde zayiflik, saclarda ve kemiklerderilganlik gibi
sorunlara yol acar. Ayrica, sa¢ dokilmesi, saclareldirnaklarda catlamalar, dudak
kenarlarinda yaralar ve yutma giigliigibi sikayetlere sebep olabilmektedir. Ozellikle
C vitamini demir emilimini kolaylstirdigl icin anemiden korunmaya yardimci olur.
Gebelikte, bebeklerde ve ¢ocuklarda demir ihtiydatna fazla oldgu icin 6zellikle bu
donemlerde demir eksilgii sonucu olgabilecek gekim bozukluklarinin 6niine gegmek
icin yeterli miktarda demir alinmali, gerekirse defmaplari ya dauruplari ile demir
takviyesi yapiimahdir. Yegkinlerde erkeklerin gunlik demir ihtiyaci ortalai®d 0 mg
kadardir. Bu miktar gebelik, emzirme ve 6zel doresimben dolay! kadinlarda biraz
daha fazladir (Yilmaz, 2000).

Demir (1) nin miktari havalandiriimisularda ¢ok yuksek @gdir. Buna kasin
yeralti sularinda (6zellikle de tutucu tabakalaydaygun cozindrlik kallarinda
yiiksek demir (I1) ye rastlamak mimkindir. Suda{Feeya (F&" kolloidal formda,
karmalk organik mineraller veya hidroksieklinde bulunmaktadir. Demir, genelde
magnezyum ile bdantilidir ve bu elementin bulungu ortamda bulunma olagil
fazladir (Yilmaz, 2000).

Musluk suyundaki var@n koagulasyon etkisi, pH seviyesinin iyi kontrol
edilmemesi veyasieme surecindeki bir aksagh isaret eder.icme suyundaki miktari
genellikle 0,3 mg/L diuzeyinin altindadir. Demirsan viicudunurslevi igcin gerekli bir
element olup ona Iga zehirlenmelere nadir olarak rastlanmaktadir. tig8a 0,1 mg/L
Uzerindeki demir var@i renk, leke, tat bakimindan tiketici acisindanmuziuklar
yaratir (Cinar, 2008).

Giderek artan cevre kirlginin ve etkilerinin arstirlmasinda, gida
maddelerinde, ¢evresel numunelerde vgedipek cok alanda eser metal tayini son
derece 6nemli bir yer tutmaktadir.

Ceme, kaynak ve deniz suyu gibi farkli su numunetigieser metal tayininde
akis enjeksiyon analizi (Du ve ark., 2006; Lista ve.af099; Teixeria ve ark., 1999),
atomik absorpsiyon spektrometrisi (Mendil ve Tuz2011; Tripathi ve ark., 1999)
basta olmak Uzere, induktif seemeli atomik emisyon spektrometrisi (ICP-AES)
(Ferrerira ve ark., 1998), nétron aktivasyon amdNAA) (Mok ve Wai, 1984),
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voltametri (Agraz ve ark., 1995), kromatografi (& ark., 1999) ve xsinlar floresans
spektrometrisi (Sofia ve ark., 2011) gibi enstruteateknikler kullaniimaktadir.

Akis enjeksiyon analizi (AEA), farkli deteksiyon sistiem ile kullanilabilmesi,
yuksek tekrarlanabirlik ve basili nedeniyle metal iyonlarinin tayin edilmesinde
yaygin birsekilde kullaniimaktadir. Bu amacla demirin tayigin spektrofotometrik
(Andac ve ark., 2009; Bagheri ve ark., 2000), olefdeokimyasal (Haghihhi ve Safavi,
1997) elektrokimyasal (Bagher ve ark., 2011) ve ikemnesans (Saitoh ve ark., 1998;
Andrew ve ark.,1998) deteksiyon sistemleri gkenjeksiyon analiz ile birkgirilerek

kullaniimistir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Demir ve Onemi

Kimyasal olarak Fe simgesiyle gosterilen demir yeiinde cok bulunan bir
elementtir. Kimyasal olarak 2 gerlikli olan demir, okside olmaya c¢ok meyillidir.
Demirin bu 6zellgi, viicutta oksijen tutmasina yol agmaktadir. Derkétya ve toprakta
ferrik formda bulunur ve bu formu, go biyolojik sistemler i¢in kullali degildir.

Gidalarda alinan demirin buyik bir bolima Ggseldi ferri demir bilgikleri
seklindedir. Fakat bu t¢ derli demir bilsikleri kolayca emilmez, ancak iki gerlikli
ferro demir bilgiklerine dénigiince kolayca emilir. Gidalarla alinan demirin biydik
bolumu tc¢ dgerli ferri demir bilgikleri seklindedir.

Hemen hemen tim canlilar, demire ihtiya¢ duyaiBar.6zelligi suyun, canlilar
icin 6nemiyle paralellik gostermektedfu bir gercektir ki demir varfinda oksijensiz
yasayan canlilar olmasina gaen, susuz yayan canli mevcudiyetinin olup olm&di
kesinlik kazanmangtir.

Organizmada demir, blaca hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar olmak Uzer
cesitli dokulara da&ilmis halde bulunur. Hemoglobin, kan globulini manasgdip,
kana kirmizi rengini veren ve oksijersitaada gorevli alyuvarlarin yapisinda bulunan

porfirin tirevlerinden bir proteindiSekil 2.1).
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Sekil 2.1. Hemoglobinin kimyasal yapisi

Miyoglobin ise, kirmizi kaslarda gon olarak bulunan ve kaslarda oksijen
tutulmasini sglayan bir proteindir. Vicuttaki butin demir mikta#+5 g kadardir.
Bunun % 64'i hemoglobine, % 4'0 miyoglobine, %c#itli hem bilesiklerine, % 1'i de
plazmada transferrine @ladir. Transferrin, ise plazmada ilgili dokulara erdir
tasinmasinda gorevli bir proteindir. Geri kalan % 3@d&ri da ferritin halinde

retikiloendoteliyal sistem ve karger parankima hicrelerinde (hepatosit) depo edilir.

2.2. Demir Kaynaklari ve Demirihtiyaci

En 6nemli demir kaynaklari 6nem sirasina gorekatcger, yumurta, bébrek,
pekmez, kuru meyveler ve geyaprakl sebzelerdir. En iyi demir kay#iakaracgerdir.
150 g karagier 12 mg demir igerir. Bu miktar demiri kdamak i¢cin 8 yumurta veya
500 g et yemek gerekir. Buna kar yemekle icilen cay, demirin emilimini azaltir.
Demir bakimindan zengin olan gér gidalar arasinda, kuru fasulye, mercimek ve
bezelye gibi baklagiller de sayilabilir. Sit isemde bakimindan cok fakirdir. Bu
nedenle bebek ve yavru ghrken, buyik bir demir deposu ile birlikte dinyaydir. Bu
demir, dgumdan sonra buylk oranda yikimgrayan alyuvarlarin yerine, yeni gan
alyuvarlarin gereksinimini kalar. Hayvansal organizma, biyik oranda alyuvadard

bulunan demiri tekrar tekrar kullargindan, demir gereksimi oldukca azdir.
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Normal diyetteki demirin 1/10" unun emigi distndlurse, gunlik alinmasi
gerekli demir miktari 10-15 mg'dir. Genellikle sigbcuklarinda gunlik demir
gereksinimi 1-2 mg yeterli iken, ygkin erkeklerde 10, kadinlarda 20, gebelikte 30-35
mg demir alinmasi onerilir (Yilmaz, 2000).

2.3. Demir Metabolizmasi

Midede demir emilimicok az dizeydedir. Mide salgisininsdk pH'si, C
vitamini, sulfidril gruplari ve dier indirgeyici maddeler besinlerdeki 3gaeli demiri 2
degerli demire indirger. Nitekim insanlarda mideninr bbolimandn ¢ikariimasi
sonucunda gejen demir yetersizii anemisine (kansizlik) oldukca sik rastlanmaktadir
Demirin blyuk bir bélimU ince arsagin Ust kisimlarinda emilir. Pankreastan salinan
NaHCG; onikiparmak bairsazindaki asidi notrallgirmesi sonucu 2 derli demiri 3
degerli demire dongtarar (Yilmaz, 2000).

Bagirsak epitel hucrelerinde, hicre i¢i demir statagitlhareketlidir. Demirin
bir b6limu mitokondrilere gider. Geri kalan bolurdé bairsak epitel hicrelerindeki
apoferritin ile kanda demir geyan bir polipeptit olan transferrine (siderofiligjder.
Fakat plazmadaki iki derli demirin, Uc¢ dgerli demire oksitlenmesi, bka bir deysle
demirin transferrin ile birlgebilmesi icin ferrokinaz ve seruloplazmin gereklidi
Apoferritin demirle birlgerek ferritini yapar.

Demir emilimi oldukca yawdir ve ancak ginde birkac mg kadar emilir. Demir
emilimini, organizmanin demir gereksinimi belirl@rahillarda bulunan fitik asit, demir
ile reaksiyona girerek ince p@asakta suda kolay ¢ozinmeyen kiléerin olusumuna
neden olur. Fosfat ve oksalatlar da aygkilde demirle birlgip suda kolay ¢c6ziinmeyen
bilesikler olusturarak emilimi engeller. Buna kan vicutta demir depolari
bosaldiginda, alyuvar olgumu arttginda ve anemi durumunda, demir emilimi artar ve
birkac katina ¢ikabilir.

Demir, ince bgirsaktan emildikten sonra hizla kana geger. Burada
apotransferrine @@anarak transferrin (hareket halinde yegiggrme) yapar ve kana
gecer. Demir, plazmadaki transferrin ile, viicudenegsinim duyulan bdlgesinestaur.
Plazmada bulunan transferrinigiggmbilecei en fazla demir miktarina “ demir pama
kapasitesi“ denir. Transferrin molekilt, kemilgitideki eritroblastlarin (geng
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alyuvarlar) zarindaki reseptorlere, guclu bir biganb&lanir ve b&li demirle birlikte
eritroblastlarin icine endositoz ilestair.

Alyuvarlar 6émurlerini tamamlayip yikildiktan sorbaradaki demir, kemik i,
dalak ve karagerdeki monosit ve makrofajlarda tutulur. Buraddsset demir ayrilir ve

baslica ferritin havuzunda depolanir, ya da kemilkgifle giderek yeni alyuvarin
olusumunda kullanilir.

2.4. Organizmada Demir Depo Yerleri

Fe© '
Diisiik pH
Askorbik asit mide

Femitin Fe™ Apofermitin Bagirsak epitel hilcresi

e 4 Femoksidaz
seruloplazmin

#3
Transfemin Fe
4
Karacifer
Ferin
RETRocienn

T
i
L

Sekil 2.2.Organizmada demir depo yerleri (Yilmaz, 2000)



Vicutta balica demir depo edilen yerler, karger, dalak, bgirsak mukozasi ve
kemik iligidir. Bunlari, bdbrek, kalp, iskelet kaslari ve reizler. Depo molekullerinin
en dnemlisekli ise ferritindir. Hemosiderin ise az okglwicin 6nemsizdir. Kandaki fazla
demir, viicudun tim hucrelerinde, 0zellikle kagacihepatositlerinde, daha az olarak da
kemik iliginin retikiiloendotelyal hiicrelerinde birikir (Y1lmaa2000).

Hucre sitoplazmasinda demir, apoferritin ilegloaarak ferritini yapar ve
dokulardaki bglica demiri olgturur. Boylece demir, buyluk oranda depolarda ferrit
seklinde depo edilir. Bu nedenle ferritggklinde depolanan demire "depo demir" adi
verilir. Ferritin molekull, 4500 kadar demir atonngerebilir. Ferritin’de iki demir
baglama bolgesi vardir. Normal kollarda % 35'i demirle doymyuhaldedir. Kandaki
fazla demirin ¢ok az bir kismi ise, kargei, dalak ve kemik ifiinde hemosiderin
seklinde depo edilir. Hemosiderin, fizyolojik kallarsa, kemik ilgi, dalak ve
karacgerdeki retiktiloendotelyal hicrelerde, patolojik rala ise hemen butin beden
hiicrelerinde bulunan, depolanmdemir molekulleridir. Fazla miktardaki hemaosiderin

dokulari yikima gratarak hemokromatoza neden olur (Yilmaz, 2000).

2.5. Demirin Organizmadan Atilimi

Organizmada demir, cok ekonomik bakilde kullanilir. Dgari atilmasi oldukca
sinirh oldygundan, demir yetersigi yavas yava gelisir. Gidalarla alinan, ince
bagirsaktan emilen demir yetersiz ofglinda, ya da gebelik, sitregen (kronik)
enfeksiyonlar ve kanama gibi durumlarda, demir ngetégi olusur ve demir
gereksinimi artar.

Demir bglica bairsaklardan atilir ve insanda her gugkdile ¢ikarilan demir
miktari 1 mg kadardirince bgirsak hucrelerinde, ferritine p demir, bu hiicrelerin
yasamlari sona erdinde ba&irsgza dokulmesi ile birlikte yitirilir ve diki ile atilir.
Kanama durumunda yitirilen demir miktari artar. Kddrda ise menstruasyon, gebelik,

dogum ve laktasyon (sut verme) nedeni ile yitirilemdemiktar: artar (Yilmaz, 2000).

2.6. Akis Enjeksiyon Analiz Yontemi (AEA)
Akis Enjeksiyon Analiz (AEA) tekrgi 1975 yilinda Ruzicka ve Hansen

tarafindan tanimlanmtir. Ruzicka ve Hansen’in Danimarka’da, Stewarfmerika'da
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ayni zamanlarda aldiklari patentlerleslbailan bu yeni teknoloji, hizli bigekilde
dinyada blyuk bir kabul gérmgtiir. Tanimlandiindan beri bu konudaki geineler ¢cok
sayida monograf ve agtarma yayininda yer algtir (Ruzicka ve Hansen, 1975).

AEA teknigi basit temelli, olduk¢a ucuz donanimli, elle gé&fegtirilen
seyreltme, degtirme, kargtirma, ¢ozucl ekstarksiyonu vb. gibi bir ¢cok amkaliglemin
otomasyonunu gtayan hizhlik, kesinlik, dgruluk acisindan miukemmel sonuc¢ elde
edebilme kapasitesine sahip bir tekniktir. Cok admé&allanima uygun olmasi bu
teknigi analitik teknikler arasinda goze carpar hale rgetktedir. AEA sistemi ¢ok
basittir ve arzu edilen herhangi bir ihtiyaci gmak icin karmgak dezisiklikler
gerektirmemektedir. Ayni zamanda sistemin optinypasnu ve kimyasal
degiskenlerin kontrolini gdamak cok kolaydir. AEA tekgi toprak orneklerinin
analizinde, atik suyun laboratuardglenmesinde ve fosfat, amonyum, nitrat
Olctimlerinin gerekli oldgu cevresel uygulamalarda yaygin olarak kullanilradkt Bu
durum sistemin amaca uygun olarak gahsini sglayan dgiskenlerin belirlenmesi
ihtiyacini d@urmuwstur. Bu nedenle farkli AEA sistemlerinin makul dyma icin bu

teknigi olusturan genel kavramlarin bilinmesi gerekmektedir.

2.7. AEA Teknigi Nedir?

AEA teknigi belirli hacimdeki 6rnek co6zeltisinin uygun bir feketli faz
icerisine enjeksiyonuna dayanmaktadir. Enjekteeadibrnek, bir bdlge odurur ve
dedektore dgru tasinir. Bu tginma sirasinda reaktif ile kalasir ve kimyasal
reaksiyona girerek tayin edilebilir turlerine d@iider. Buradaki esas mekanizma,
sisteme enjekte edilen 6gie hareketli fazla birlikte kagma bdlgesine suriklenmesi
neticesinde désen absorbans, elektrot potansiyeli gibi parameairelevamli olarak
kaydeden detektbrde gecici bir pik ghmmu ile sonuclanir. Pik yuksefli veya alani
konsantrasyonla orantilidir ve bilinen konsantrasywlaki orneklerle kadastirilarak
kantitatif tayin amach kullanilirlar. Kisaca AE&Kniginin basaril bir sekilde calsmasi
ve uygulanmasi icin bazi temel 6zelliklere sahipadi gerekmektedir.

Bunlar;

1. Kesintisiz surekli aky,

2. Tekrarlanabilir 6rnek enjeksiyonu,
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3. Ornek bolgesinin kontrollt kismi gdmasi,

seklinde siralanabilir.

2.8. AEA'nIn Calisma Ilkesi

AEA’'nin calisma sisteminde; ¢ozelti, sistemdeki elastik borwdardperistaltik
pompa vasitasiyla pompalanir. Bu pompalar icindakiskani (6rnek numune ve
reaktif) doner merdaneler yardimiyla boruyasmbpiletirler. Peristaltik Pompa surekli
olarak igindeki doner merdaneler yardimiyla sngru icinde iter. Boylece duzenli
akis sgzlanir. Analit iyonlari veya kuciuk molekuller, numaigbzeltisinden, membrani
gecerek reaktif akimina kam. Reaktifdeki bir madde analit ile etkjlerek renkli bir
madde olgturur ve bu renkli madde ile fotometrik dlcim yap(Sekil 2.3'de enjekte

edilen numunesamalarini gorilmektedir).

Phase 1 l ' INJECTION
-y
Phase 2 DISPERSION
* e Femae
Phase 3 DETECTION / k

Phase 4 WASHOUT

Sekil 2.3. AEA tekniginin asamalar (Kikas, Chem 3211)
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2.9. AEA Sinyali

Sekil 2.4. AEA sinyali

Sekil 2.4.de, H pik yuksekli, W pik gengligi, A pik alani ve T enjeksiyon
anindan pik maksimumuna kadar gecen suredir. Be alikonma zamani olarak da
adlandirilir. Ayrica Tpikin baglangiciyla yeniden temel hale (base-line) doatasinda
gecen zaman olup bu parametre analizi yapilan nmagddeyrelme veya gdmasinin
bir dlctsudurSekilde x ekseni zamanli, y ekseni ise sinyaddletini gostermektedir.

Detektoriin enjekte edilen tirlere hizh vegdgsal bir sekilde cevap verdi
durumlarda pik yukseldi, pik alani veya pik gegligi dlcimi arasinda herhangi bir
fark yoktur. Enjekte edilen materyalin konsantrasyber bir parametreye farlgekilde
bagli olmasina ramen bdyle durumlarda her birinden yararli bilggéinabilir.

Pik yukseklgi kolayca tanimlanga ve absorbans, potansiyel, akim gibi detektor
cevaplanyla dgrudan ilgili oldygundan en sik kullanilandir.

H=k.C k, oranti sabiti;

C, ¢Ozelti konsantrasyonu
Pik yukseklgine benzegekilde pik alani A detektér cevabiylagtadan ilgkilidir.

A=k.C k, oranti sabiti,
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C, cOzelti konsantrasyonu
Fakat pik alani dlgcimlerinin bazi sakincalari vardemel hale yakin olan pik
kismi, pik maksimumuna yakin, olan kisimlara géadad orantisiz hesaplagahdan
logaritmik detektorlerin (log C) cevabini kabacasigrir. Dolayisiyla pik alani ile
konsantrasyon arasindakikide yanlgliklara neden olabilir.
Konsantrasyonun logaritmasi ile orantili olan pdagligi de geng bir dinamik aralga

sahip olmakla birlikte pik yikseldi ve pik alani dlgciimleri kadar kesinlik arz etmez.

2.10. Ornek ve Reaktif Bolgelerinin D&ilmasi

AEA sisteminde akin 2 temel amaci vardiilki 6rnek bolgesini detektore
dogru yonlendirmek dieri ise hareketliyle 6rnek boélgesi arasindaki ¢graayi sglayip
yeniden detektore gou yurtutmektir. EBer hareketli faz reaktifi de iceriyorsa, bu streg
tayin edilebilir Grtinlerin olgumunu sglayan kimyasal reaksiyonun gerceiteesi icin
analit ve reaktifi bir araya getirir. Bu sire¢, AE&kniginde dgillma veya kontrolli
dagilma olarak da bilinir. D@lma kolay tanimlanamayan, ¢cok kagnabir olaydir.
Dagilmayi “dar caph tupler boyunca gkanin akgiyla yaratilan aki modellerinin
neden olddu reaktif ve 6rnek bolgesi arasindaki hareketlaefaiekrarlanabilir kagma”
olarak tanimlamak mumkadndur.

Ornek ve reaktif arasindaki gitma sadece AEA tekpine 6zgl bir glem
desildir. Ornek ve reaktif arasindaki kami homojenize etmek ve seyreltmeyi
amagclayan basit bir analitiglem diger aks analiz tekniklerinde de meydana gelebilir.
Buradaki asil nokta, AEA tek@inde da&ilmanin tekrarlanabilir ve kontrol edilebilir
olmasidir. D&illma dinamiktir ancak 6rnek bandi detektdresoiadan 6nce dengeye
veya kararli hale utdmasi zordur.

Dagilmanin birbirine zit 2 fonksiyonu vardir. Bir yaaw duyarhlgin artmasina
neden olan analit ve reaktif arasindaki kimyas&llesimi artirir. Diger taraftan da
duyarlilgin dismesine, pik geglemesine ve 6rnekleme sikinin azalmasina neden
olan seyrelmeyi artirir. Genellikle gangicta duyarllikta net bir aga neden olan
kimyasal etki girhktadir. Fakat seyrelmeningalikta oldusu durumlarda duyarlilik
diser. Bu yuzden yeni bir metodun ggiiilmesi sirasinda ¢aimaci ilgili uygulama
icin seyrelme ve etkigm meydana gelmesi arasinda en iyi dengeyi vereullao

arastirmak zorundadir.
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AEA tekniginde radyal ve eksenel olmak Uzere 2 tigibhaa vardir. Eksenel
dagilma akintinin algl yoninde meydana gelir ve radyal gdmadan daha fazla
seyrelmeye ve pik gesiemesine neden olur. Akiyolunun dizgin olmamasi &ki

yolunda aniden meydana gelerggelikler radyal d&ilmay artirir.

2.11. D&lma Katsayisi

AEA sistemlerinde istenilen derecedezdimay! s&lamak icin drnek ve reaktif
bdlgeleri ayarlanabilir. Bundan dolay glema kontrol edilebilir ve farkli analitik
amagclara ulgmak icin farkli sekillerde tasarlanabilir. Oalmanin kantitatif
deserlendirilebilmesi amaciyla katsayisi tanimlagtmi Buna gére dalma katsayisi D,
“enjekte edilen bdlgenin af4an icinde, dallmadan ©6nce ve sonraki
konsantrasyonlarinin orangéklinde tanimlanabilir. Dalma katsayisini matematiksel
olaraksu sekilde ifade etmek mumkunddr.

D=C"/C
Burada € enjekte edilen c¢ozeltideki ilgili bifenin balangic konsantrasyonu, C ise
bilesenin d&ilmis 6rnek bdlgesi icindeki konsantrasyonudur.
Dagilma katsayisi birimsizdir ve 1'den buylk gdedir. Deger ayni zamanda ¢gdin
akiskanin seyreltme faktorini de yansitir. Yani, D=2aildginde Ornek c¢oOzeltisinin
1/1 oraninda hareketli gkanla seyreltildii anlasiimaktadir (Ruzicka ve ark., 1977).

2.12. D&ilma katsayilarina Gére AEA Sistemlerinin Siniflandriimasi

2.12.1. Sinirh D&ilma

Dagilma katsayisi 1<D<3 olan sistemler sinirlgdi@aya sahip sistemler olarak
adlandinlirlar. Bu tir sistemler gercek analit kantrasyonunun hareketli gkanla
seyrelmesinin 6nlenmesi gerektdurumlarda kullanilir. Bu nedenle boyle sistengar
yuksek duyarligin arzulandil ve 6n degtirme gerektiren durumlar igin cok dnemlidir.
Iyon segcici elektrotlar ve atomik spektroskopi gitiksek duyarliga sahip detektorler
genellikle bu tip uygulamalarda kullantlirlar.

Sinirli d&ilmanin elde edilmesi igin, enjeksiyon boélmesidketektor arasindaki
mesafe kisaltiimali veya gliik hacimli aks yolu olusturulmalidir.
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2.12.2. Orta D&gilma
Dagilma katsayisi 3<D<10 olan sistemler ortgittaaya sahip sistemler olarak
adlandirilir. Bu tir sistemler, tayin edilebilirkérin olusmasi icin 6rnek reaktif arasinda
tam bir kargmanin gerekli oldgu durumlarda kullanilir. Bu sistemler gmlukla
spektrofotometrik detektorlerle biglgrilerek kullanilir.
Orta d&ilmanin elde edilmesi icin enjeksiyon bdlmesi iletektor arasina bir

karistirict bélmesi yerlgirilmelidir.

2.12.3. Geng Dagilima

Dagilma katsayisi D>10 olan sistemler gedesilmaya sahip sistemler olarak
adlandirilir. Bu tur sistemler ¢cok konsantre ¢reekl konsantrasyonlarini detektérlerin
dinamik aralgina uydurmak amaciyla kullanilir. Bu sistemler gei¢tide ornek reaktif
karismasinin gerekli oldgu durumlarda kullanilir.

Geng dagilmanin elde edilmesi icin 6rnek enjeksiyon hacniictdtiimeli,
enjeksiyon bdlmesi ile detektor arasindaki mesatdilmali veya bir kastirici bolmesi

yerlestiriimelidir.

2.13. D&ilmay! Etkileyen Faktorler

2.13.1. Enjeksiyon Hacmi
Enjekte edilen bdlgenin hacminin @mlukla 6rnek hacmi) dalma Uzerine
etkisi ¢cok sik olarak callmistir. Enjeksiyon hacminin artmasiylagiena katsayisinin

dolayisiyla dgiimanin azaldii kanitlanmgtir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Dagllma katsayisi tUzerine enjeksiyon hacminin ethisi € Vo < V3 <V,)

Fakat bu durum sadece sistemin geometrik 6zeliikigafindan belirlenen belirli bir
hacmin altinda gecerlidir. @anlukla AEA sisteminde dalmayi kontrol etmek
amaclyla kullanilan 6érnek enjeksiyon hacmi 100-3200 dir. Bununla birlikte cok
kicuk d&llma veya ¢ok yuksek duyarkin arzu edildii durumlarda daha buytk 6rnek
hacimleri kullanilabilir. Ancak bu 0Ornekleme sghdan biraz fedakarlik etmeyi
gerektirir.

En duk uygulanabilir 6érnek hacmi enjektoriin ve enjeksiybdlmesinin
yapisiyla ilgilidir. C@u enjeksiyon bolmeleri 10-50 pL arfahda enjeksiyona izin
vermektedir. Enjekte edilen 6rnek hacminirgiggriimesi, daiimanin istenilersekilde
ayarlanmasi icin ¢cok gucli bir yoldur. Fakatgdima katsayilarinda en fazla 3-4

faktorlik desismeye neden olabilir.

2.13.2. Hareketli Faz Aks Hizi
Ruzicka ve Hansen tarafindan, kicik caph koloaakls hizindaki azalmayla

dagilmanin azalmasi kural olarak belirtiise de bu duancak molektler diftizyon
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hizinin akgkan tarafindan okturulan tginma hizina yakkgl cok diuk aks

hizlarinda gecerlidir (Ruzicka ve Hansen,1981-1988)
Kolon uzunligu ve i¢ cap! sabit tutularak akiizlarinin degistiriimesiyle

dagilmadaki dgisim izlenmk ve bu aralikta akihizinin artmasiyla gaima ve pik

gensliginin azaldgl gozlenmgtir (Sekil 2.6).

1 3 L:100cm
n d: 0.5 mm
\ 1. 0.57 ml/dak
% =y 2. 0.95 ml/dak
= /":\ 3. 2 ml/dak
7 ( 4 \‘ - 4.3 I/dak
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Sekil 2.6. Akis hizinin dgilma tzerine etkisi

2.13.3. Hareketli Faz ve Reaktif Akg Hizlar1 Orani

Hareketli faz/reaktif akl hizi oraninin (C/R) dalmaya etkisi Uzerinde c¢ok
sayida cabma yapiimgtir. Oranin 1 olmasi, enjekte edilen bélgenin hatiekaz ve
reaktifin birlesme noktasindan sonra 1/1 oraninda segeldifade eder. Bu durumda
toplam akgin hareketli faz algina orani (C+R)/C gtli gine gore 2 oldgundan, dgiima

katsayisi 2’'lik bir faktorle artmaktadir.

2.13.4. Kolon Uzunlgu
Kolon uzunlgunun d&ilma tzerine etkisi Ruzicka ve Hansen (1988) tadzn

bir kural olaraksu sekilde ifade edilmitir. “Ornek bolgesinin dalmasi dar kolonlarda
kat edilmesi gereken mesafenin karekokiyle arteakat bu kural sadece kolonlarin
diz old@gu durumlarda gecerlidir. Sistemin karagihi salamak ve kat edilmesi

gereken mesafeyi artirmak amaciyla kullanilan kawrkolonlarda, kolon uzunfiunun
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dagilmaya katkisi cok fazla callmamstir. Bu radyal dgilmayi artirip, eksenel
dagilmayi sinirlayan ikincil alin olusmasi yluzindendir.

Orgulti (sarmal) kolonlarda ti¢ boyutlu bir gkiretildiginden radyal ikincil akg
daha fazla artmakta ve gkan fark edilir Olgide dalmayr artirmaksizin uzun
mesafeler alabilmektedir. Bu nedenle 6rguli kolorilareketli fazin énemli Ol¢tde
seyreltme yapmasina firsat vermeden enjekte eddgenin alikkonma zamanini 6nemli
Olcide artirmaktadir (Ruzicka ve Hansen, 1981; k&g ve Pacey, 1989).

2.13.5. Kolonig Capi

Kolon i¢ capinin dailmaya etkisi tzerine Karlberg ve Pacey tarafingapilan
calismada i¢ capin 0,35-0,9 mm agahda olmasi halinde g@dmaya katkisinin nemsiz
oldugu ifade edilmgtir. Fakat kullanilan sistemin orta glamali bir sitem oldgu
belirtiimistir. Eger daha sinirh dalmaya sahip olan AEA sistemine bir atomik
absorpsiyon spektroskopi (AAS) detektorigloairsa kanalin ic capinin gidmaya daha
fazla katkisi olaga 6ne surdImgtar.

Ornesin 15 cm uzunlgunda 0,35 mm i¢ capa sahip kolon kullargidda
dagilma katsayisi 1,02 olarak elde edilirken; 1,05 mg capa sahip kolon
kullanildiginda d&ilma katsayisinin 1,41'e uagl goralmtir. Bu durum sinyalin
siddetinde % 30’luk bir azalmaya kalrk gelmektedir. Bu nedenle genellikle sinirh
dagilmaya sahip sistemlerde kolon i¢ capiningittea Uzerine etkisi goz 6nlne
alinmahdir. Bu bglamda dikkatsizce yapilan kolon @antilari sirasinda istenmeyen
kismi genglemelerden kaginilmasi icin 6nlem alinmalidir. Benigleyen bolumler
dagilmayr 6nemli 6lcide artiran kicguk kgrrici bolmesi gibi davranirlar (Ranger,
1981).

2.14. Tekngin Diger Tekniklerle Kar silastiriimasi

2.14.1. AEA ve Klasik Analiz Teknikleri

AEA klasik analiz tekniklerine alternatif bir teldtir. Basit bir ifadeyle, buret,
pipet gibi cam malzemeler boru, pompa ve vanalgladesistirmistir. BOylece her bir
deneme icin, gerekli zaman bakimindan, zehirli tilake minimum temasin

sgilanmasi bakimindan, hem érneklerin, hem de reakitifiatmosferik gazlarla (C
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0, O, nem vb.) temasin 6nlenmesi ve Kkirlilikten korumsm#&akimindan pek ¢ok
avantajlar sglamaktadir. Dier taraftan klasik analiz tekniklerinde becerikéi uzman
bir kisi AEA teknigini kullanarak daha fazla gouluk ve tekrarlanabilirlilge ulagabilir.

2.14.2. AEA ve Kesikli Akis Analiz Teknigi

Kesikli Akis Analiz teknginde aks yoluna hareketli faz ile birlikte hava
kabarcgl gonderilir. Belirli periyotlarla génderilen havikabarciklarinin var§ iki
teknik arasindaki en 6nemli farktigekil 2.7) Kesikli Akis Analiz tekngi akisin hava
kabarciklaryla kesilmesine dayanirken AEA tegfmide hava kabarciklarinin dnlenmesi
onemlidir.
Hava kabarciklarinin ti¢c 6nemli rolu Ustlendikleasrsayilmaktadir. Bunlar;

1.Enjekte edilen érnekler arasindasohasi muhtemel kirligi 6nlemek,

2.Akis yoluna gonderilen Orrgn dagilmasini veya seyrelmesini engellemek,

3.Hava kabarciklarinin baskisiyla sistemin kendnde bir aks dengesi

olusturmak, boylelikle hem fiziksel hem de kimyasal geye ulamasini sgplamaktir.

A e R
Y‘lc) Tasiyici ) Tasl}ﬁm
Orne ko Ome g

if Lkama

o ."/:"
Hava Hava l E f Hava
e

S lrn-:k

Sekil 2.7. AEA ve KAA'da dagsllmanin gelymesi (KAA: Kesikli Akis Analiz).

Bununla birlikte Kesikli Aks Analiz teknginin bazi kusurlari mevcuttur. Bunlar;

1. Sistemin teknik karmgkli gl minyatirizasyonu kisitlar.
2. Hava kabarciklarinin baskisi sistemde titremeyeemedlur ve sinyalin
kaydedilmesinde bir gecikme meydana gelir.

3. Sistem baz! ilave mekanizmalara gerek duymaktadir.
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4. Elektrokimyasal detektorlerin cevabini bozan statéktrik olisumu mimkin

olabilir.

5. Hava kabarciklarinin vaginda akg hizinin kontrolu zorlgr.

Kesikli Akis Analiz teknginin bu gibi dezavantajlarindan dolay! hava kabdacinin

olmadgl AEA teknigi 6zellikle klinik kimyada énemli ve yaygin bir telkk haline

gelmistir.

AEA tekniginin Kesikli Akl s Analiz teknigine gore avantajlarini su sekilde

siralamak mimkuindr.

1. Daha tekrarlanabilir akihizlarina ulalabilir.

2. Cihaz karmaik degildir, bu nedenle oldukc¢a ucuzdur.

3. Sistem kolaylikla minyaturize edilebilir.

4. Ornekleme hizi oldukga yiiksektir.

5. Analitik potansiyel ve uygulama alani oldukca géni

Batin bunlar haricinde iki teknik arasindaki farkla Cizelge 2.1'de gormek

mumkuinddr.

Cizelge 2.1KAA ve AEA'nIn karsilastiriimasi

Parametre Kesikli Akl s Analiz AEA
Ornek Tanistirma Aspirasyon Enjeksiyon
Ornek Hacmi 0,2-2 mL 10-100 pL
Cevap Zamani 2-30 dakika 3-60 saniye
Tayin Dengede Kontrollii Dggllma
Ornekleme Siklg < 80 /saat < 100 /saat
Kesinlik % 1-2 % 1-2
Reaktif Tuketimi Yuksek Dusuk
Dungu Arasi Yikama Sart Gerekli Degil
Surekli Kinetik Analiz Mumkun Desil Mumkan
Titrasyonlar Mumkun Desil Mumkan

Veri eldesi

Pik Yukseklgi

Pik Yukseklgi, Pik alani, Pi
genkligi
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2.14.3. AEA ve HPLC (Yuksek Basing Sivi Kromatograsi)

AEA teknigi ile kromatografi arasinda c¢ok buylk benzerlikierevcuttur.

Aslinda AEA tekngi Kesikli Akis Analiz teknginden daha cok kromatografiye
benzemektedir. Ranger tarafindan AEA tgkniHPLC ve Kesikli Aks Analiz
tekniginin bir hibriti (bilesimi) olarak ifade edilmitir (Ranger, 1981).

iki teknik arasindaki benzerlik ve farkhhklar @ige 2.2'de gérmek mumkinddr.

Cizelge 2.2 AEA ile HPLC’nin kasilastirilmasi

Ortak Ozellikler

Farkl Ozellikler

Kesintisiz Aks HPLC AEA
Enjeksiyon Kolon Onemli Mimkin
Kuglk Ornek Hacmi; Basing Yuksek Dusuk
Degisken Akis Hizi;  |[Maliyet Yuksek Dustk
Kiguk kolon Capt Uygulama alani Sinirli Geng
Pik  yukseklgi  pik|Pik yikseklgi, pik

\eri eldesi

alani

alani, pik geniligi

Temel analitik amag

Kompleks bir madqg
karisimini ¢cok sayid
bilesene ayirmak v

analiz etmek.

Cok orne

icinde tek bir bilgen

saylda

hizli bir sekilde anali
etmek
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2.15. AKIS ENJEKSIYON ANAL iz TEKN iGi

2.15.1. AEA Sisteminin Bilgenleri

En basit AEA sistem$ekil 2.8'de gdsterilmektedir.

E RC
R rl..--— -m\ "’llll. . .
1 PRI S A l——" ! |1 - Iha Ik s
l‘-.\-‘- - Vi 'tl‘ "rlj I |l"|I D

Sekil.2.8. Tek kanalli AEA sisteminin basit bir gosterimi (Raktif aksi; P: pompa; E:

enjeksiyon bélmesi; RC: reaksiyon cemberi; D: Kigtel gostermektedir.)

Sistem bilgenlerini su sekilde agiklamak mumkunduir:

2.15.2. Pompa

Dar kolonlar boyunca hareketli ve reaktif ¢cozeftile gondermek amaciyla
kullanthir. En sik kullanilani peristaltik pompadid-8 reaktif veya hareketli fazi
pompalama kapasitesine sahiptir. AEA sistemindesljgle kullanilan akg hizi 0,5-4
ml /dak’dir (Prados ve ark., 2002).

2.15.3. Ornek Enjeksiyon Bolmesi

Kicuk hacimlerdeki 6rn@n, tekrarlanabilir birsekilde hareketli faz akiyolu
icine enjeksiyonu amaciyla kullanilir. En yaygiarak tercih edileni djilk basingh ve
dort yone donebilen enjeksiyon vanasidir. Bunlale, ekelektronik olarak veya
sikistiriimis havayla harekete gecirilebilirler. Enjektér tamgiaiotomatik glemler icin

oto drnekleyiciye bganabilir.
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2.15.4. Reaksiyon Cemberi
Reaksiyon c¢emberlerinin fonksiyonu, radyal kamanin siddetini dolayisiyla
ornek bolgesi ile reaktif arasindaki reaksiyonuraraktir. Kisa ve geridiz kolon,
kivrilmis uzun ince kolon veya katirici bdlmesi bulunan ince kolon, i¢i tanecik dizi
kolon veya orgulu kolon tipi reaksiyon cemberleevauttur. Kivrilmg uzun ince kolon

seklindeki reaksiyon cemberleri en yaygin kullanideardir.

2.15.5. Detektor

AEA Sisteminde absorbans, floresans, atomik emisyega absorpsiyon,
potansiyometrik, difizyon akimi, elektriksel ilethdx gibi degisimleri hissedebilen bir
veya daha fazla dedektdr kullanilabilir. Kullanil@etektoriin kiiciik hacim, ik
gurultt duzeyi, genibir konsantrasyon argh icin hizh ve d@rusal cevap, yiksek
duyarhlik gibi 6zelliklere sahip olmasi istenir.

2.15.6. Ciktilar Kaydedici Sistem

Analiz islemlerinin zamanlamasi, sinyal gosterimi, kalib@swe sonuglarin
hesaplanmasi icin mikrdemcilerin kullanildgl oldukga gekmis ve ticari olarak elde
edilebilen, kismen veya tamamen otomatik sistefimetiimistir.

2.16. Yaygin Olarak Kullanilan AEA Sistemleri

En yaygin olarak kullanilan AEA sistemleriniu sekilde siniflandirmak

mimkunddr.

2.16.1. Tek Kanall Sistemler

Bu tur bir sistemSekil 2.8'de goriulmektedir. Reaktifi iceren harekefhz
pompayla sisteme verilir. Bilinen hacimdeki 6rnedzeltisi reaktifi iceren bu aga
enjekte edilir. Dgilma, reaktif ve 6rngin karsmasina neden olur. Reaktor kisminda
analit ve reaktif arasinda meydana gelen kimyasaksiyon sonucu ogan urtnler
detektore ulgr.
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2.16.2.iki Kanalli Sistemler

£
IR5 0 ] §

Sekil 2.9.1ki kanalli AEA sisteminin basit bir gosterimi

Bu tir bir sistemSekil 2.9'da gorulmektediriki kanalli sistemin iki farkli
sekilde kullanimi mumkundur.

1. Tek bir kimyasal reaksiyon meydana gelir ve tekdtl sistemlere benzer bir
hal alir. Iki kanalli yaklgimda 6rnek, reaktif icermeyen bir hareketli icerésienjekte
edilir ve daha sonra reaktif ile bigie Bu, 6rnek kgagl boyunca drnekle reaktifin daha
homojen kagmasina neden olur. Bdylece tek kanalli yskiea gore daha fazla
duyarlihk ve performans elde edilir. Bu nedenlek tkimyasal reaksiyonunun
gerceklgtigi calismalarda iki kanalli sistem tek kanalli sisteme gdaba fazla tercih
edilir.

2. iki kimyasal basamak icerir. Ornek ilk olarak biiimeaktifi iceren hareketli
faza enjekte edilir. Analit ve reaktifin reaksiyosonucu olgan ara uUriin daha sonra

ikinci bir reaktifle reaksiyona girer ve son olaralkisan trtin detektére gider.
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2.16.3. Ug kanalli sistemler
Bu tir bir sistenSekil 2.10’da gériulmektedir. Ug kanalli sistemin iéte farkli

kullanimi mimkundur:

Sekil 2.10.Ug kanalli AEA sisteminin basit bir gdsterimi

1. ki kimyasal basamak iceren kullaniminda ornek, titagermeyen hareketli
faza enjekte edilir. Daha sonra busaitk reaktif ile reaksiyona girer ve ajan drtnler
detektore gider.

2. Uc kimyasal basamak iceren kullaniminda ornek,rd&ktifi iceren akia
enjekte edilir. Bu reaksiyonunun trind daha sokireci reaktif ile reaksiyona girer. Bu
reaksiyon drunu ise dguncu reaktif ile reaksiyomarg Son olarak okan Grin tayin
edilmek Uzere detektore gider.

En yaygin olarak yukarida bahsedilen AEA sistemlarilaniimakla birlikte
istenen uygulamaya Pl olarak AEA sistemlerinin cok farklisekillerde dizayn

edilmesi mumkundur. Bunlara birka¢ 6rnek vermeknkindur.

2.16.4. Reaktif Enjeksiyon Tipi AEA Sistemi

Bu tr bir sistenBekil 2.11'de gorulmektedir. Deniz suyu analizlesiirekli atik
su izleme uygulamalar gibi 6rnek materyalinin #azbldigu durumlarda reaktif
enjeksiyon veya ters AEA tekhikullanilir. Burada surekli akan drnek tzerinektdan
enjeksiyon veya ters AEA tekfii kullanilir. Bu sekilde uygulamayla hem reaktifin

ekonomik kullanimi sdanir hem de analitik duyarlgin artirilmasi mumkandar.
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Sekil 2.11.Reaktif enjeksiyon tipi AEA sistemi

2.16.5. Cok Detektorlt Sistemler

AEA sistemlerinde c¢ok

araliklarla tayin etmek icin birden ¢ok detektdrilee halinde kullanilabilmektedir.
Sekil 2.12'de goruldgu gibi 6rnek bolgesi dgsik detektdrlere paralel akiyollar

boyunca ulgmaktadir.

ol
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sayidas zamanli veya c¢ok hizli bigekilde kisa
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Sekil 2.12. Cok detektdrlu sistemler

Diger bir sekilde ise 6rnek, enjeksiyondan hemen sonra ikiydip, alilkonma
zamani farkli olan reaksiyon cemberlerine gondeg§iekil 2.13). Daha sonra, detektére

ulasmadan yeniden biréiriimesi sa&lanir. Boyle bir sistemde bazen birden c¢ok

detektor uygulanabilmektedir.
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Sekil 2.13.Yarikli, tek detektorli AEA sistemi

2.17. Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi (AAS)

Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi, inorganik ya deganik materyallerdeki
metalik ya da metalik olmayan elementlerin kanfitahalizi icin en yaygin kullanilan
onemli enstrimantal tekniklerden biridir.

Atomik absorpsiyon olgusu ilk kez 1802'de ggnsiginin emisyonundaki
karanlik bantlarin Wollaston tarafindan incelenmlesiortaya c¢ikmgtir. 1859'da,
Kirchoff ve Bunsen, Wollaston'un bu gézlemini tartarak aciklamglar ve karanlik
bantlarin gungeki temel halde bulunan atomik gazlarin absorpsiysebebiyle
oldugunu gosternglerdir. Bununla birlikte, gigin atomik buharlar tarafindan
absorpsiyon yontemi, Alan Walsh’'in 1953'de ilk anlkal atomik absorpsiyon
spektrometresini yapimina kadar kantitatif amaigliar kullanilamangtir.

Bu bulus sayesinde, atomik absorpsiyon spektrometrisi (AASM metalik
elementlerin hem de metalik olmayan elementleriaianicin standart bir metot olarak
kabul gérmigtir. AAS, sadece tayini yapilan elemente duyariasg! ve milyonda bir
(% 0,0001) analitik duyarliik gamasi sebebiyle olduk¢ca fazla uygulama alani
bulmustur. AAS tekngi iki asamaya ayrilir; analit molekullerin atomik gaz fazin
gecmesi (atomkna) ve daha sonra radyasyonun serbest atomlar indaaf
absorpsiyonudur. Atomik Absorpsiyon Spektrometritte olarak Beer-Lambert
kanununa dayanmaktadir.

Beer-Lambert kanununa gore, belli gymluktaki sin demeti cok sayida

atomlarin bulundgu ortama goénderilirseigin bir kismi atomlar tarafindan;
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lo siddetinde bir gik demeti, ygunlugu c, uzunlgu | olan bir ortamdan

gecirilirsesiddeti azalir ve | olur. | veylarasinda,

C

1= 1, .6 veya -Logl/ Io= Kklc

seklinde b&mnti vardir. Burada -Logl/ol absorbans olarak adlandirilir. Bu formil

absorbansin, maddenin démi ile dogru orantili oldgunu goOsterir ve madde

derisimine kagi Olcllen absorbans gerlerinden kalibrasyon grafi hazirlanir ve

buradan bilinmeyen maddenin d&mi bulunur.

Genel bir atomik absorpsiyon spektrometrisinggmasi Sekil

gorulmektedir

Istk
Kaynagi

—> | Atomlagtirici| ——>

Monokromator

Sekil 2.14.AAS blok semasi

2.17.1. kik Kaynaklari

Dedektor

2.14

de

Yazicl ve
Kaydedici

AAS’de incelenen element ¢cok dar dalga boyu gradla absorpsiyon yagti

icin surekli bir g1k kayna kullanarak absorpsiyon hattini ayirmak yerinesaspsiyon

hattindan daha dar emisyon hatti veren bir spekiaghak kullanmak alet tasarimi

acisindan c¢ok buyudk kolaylik @amaktadir. Bu amacla ggik 1sik kaynaklari

kullaniimaktadir. Ancak c¢ok kullanilagik kaynai oyuk katot lambalaridir.

2.17.2. Atomigtiricilar

AAS’de atomlama basama alevle ya da elektrotermal metotlarlasdayla

gerceklatirilir. Her iki metotta da 1s1 enerjisi, analit ne&ulind bubarlgtirmak ve

molekdller arasi kimyasal peari kirmak icin kullanilir. Atomlema sirasinda gaz fazina

gecen molekullerin  atomyma ylzdesi,

atomgma verimi

olarak adlandirilir.

Atomlasma verimi, AAS’ nin analitik duyarginda onemli bir sinirlayici etkendir
(Lagalante, 1999).
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Atomlastiricilarin  gorevi ornekteki molekil veya iyonlardaemel haldeki
element atomlarini ofturmaktir. Bir analizin bgarih olup olmamasi atonmgmanin
etkinligine bahdir. Tayinin duyarlgl incelenen elementin atorglaa derecesi ile
dogrudan orantilidir.

Atomik absorpsiyon spektrometrisinde atognta igin tzerinde en ¢ok calan
ve gelstirilen yontem, 6rngin ¢ozelti halinde aleve puskirtilmesi olgtur. Daha
sonraki yillarda alevsiz atomaricilar geltiriimis ve buydk 6nem kazangtir
(Unicam, 1991).

2.17.3. Monokromatérler

Spektroskopik yontemler icin aletin kalitesi gerkdd monokromatoriin spektral
bant genjligine bal oldugu halde atomik absorpsiyon icin bu kadar 6nemfilde.
Atomik absorpsiyonda iki elementin birbirinden &yrasi sadece oyuk katot lambasinin
emisyon hatlarinin yari getigi (0,002 nm) ile absorpsiyon hatlarinin yari gégine
(0,004 nm) balidir. Baska bir deysle normal bir monokromatdriin ayirma gticiniin ¢ok
altinda dgerlerdir.

Monokromatorin asil gorevi incelenen elementin onens hattini sik
kaynainin yaydgl 6teki hatlardan ayirmaktir. Deneyler 0,2 nm’ blnt gengli ginin
pratik olarak butlin elementler icin yeterli ofslunu gostermgitir (Unicam, 1991).

2.17.4. Detektorler

AAS’de g1k sinyalinin elektrik sinyaline dostiiriimesinde foto ggalticilar
kullanilir. Foto c¢@alticinin kullanac@ spektral aralik, katot tzerindekiiga duyarli
tabakaya ve tupin pencere malzemesingidia Atomik absorpsiyonun incelergli
tum spektral aralikta yeterli duyatad sahip bir foto ¢galtici bulmak zordur. Foto
cogalticilarda ¢gunlukla UV ve gorunir bolgenin kisa dalga boylaar@@sSb, gortunur
bdlge icin de Se veya CdSe katot kullanilir (Unicd991).

2.18. Ak Enjeksiyon Analizi ile Yapilan Calismalar

Demir, yerkabgunda dérdinct olarak en bol bulunan elementtir.eGelarak,

dogal sularda demirin ana kayfiakayalar ve topraktir (Dojido ve Best, 1993).
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Demir (II) normal olarak nehir suyunda demir (Iden azdir (Sangi ve ark., 2004).
Demir (1) hizl bir sekilde sulu ortamda demir oksit ve demir hidrolesil dongebilir.
Bdylece, demir iyonu, dgl su sistemi icinde hareketlilik gosterir. Deme diger eser
metallerin toksisitesini kontrol ve demir tayiningbasit ve dgik maliyetli yontemlere
ihtiyacg vardir (Udnan ve ark., 2004; Morelli, 1983)

Akis Enjeksiyon Analizi (AEA), hizli hassas ve cok shyidlcim icin gesi
uygulama alani bulmtur (Zaijun ve ark., 2004; Hirata ve ark., 1999).

Dedektor olarak spektrofotometre kullanilarak ietialga boyunda demir (11)
hassas bigekilde analiz edilngtir (Kass ve Ivaska, 2002; Van Staden ve Kluever,
1998). Caeitli ligandlar kullanilarak AEA sisteminde spektoddmetre ile demir (lll) ve
toplam demir miktar tayin edilgtir. Ornezin, 2-tiyobarbitiirik asit (Kass ve Ivaska,
2002), norfloksasin (Wirat, 2008) tiron (Van Stades Kluever, 1998), tetrasiklin
(Ahmed ve Roy, 2009) ve dimethyldithiocarbamateb@en) (Malik ve Rao., 1997) gibi
iyonik demir ile kompleks okturabilen ligandlar kullanilarak agkenjeksiyon analiz
sisteminde spektrofotometrik detektérle demir (e demir (Ill) miktarlari
belirlenmgtir. Bu reaktiflerle yapilan demir analizlerinde bganci iyonlarin gigim
etkileri kismen elimine edilrgir.

Daha onceki cagmalarda demir (1), demir (IlI) ve toplam demir,rde ve nehir
suyu orneklerinde farkhh kompleksteici ligandlar kullanilarak hassas biekilde
analiz edilmesi icin AEA tayin yontemleri ggirildi (Wirat, 2008; Asan ve ark.,2003,
2008, 2010; Andac ve ark.,2009). Bu galada ise, demir (ll) ve toplam demirin
belirlenmesi igin 2’, 3, 4’, 5, 7-pentahidroksiflav reaktifi kullanilarak hassas ve son
derece secici, basit ve ekonomik UV-Go6r. Spektanfoetrik dedektorti kullanilarak,
akis enjeksiyon analiz yontemi gdiirilmi stir. S6z konusu bu reaktif daha 6nce demirin
spektrofotometrik tayininde kullanilgti (Ahmet ve Roy, 2009). Ancak Akl
Enjeksiyon Analizinde kullaniimanti. Komplekslatirici reaktif olarak kullanilan 2’,

3, 4', 5, 7- pentahidroksiflavonun acik yaekil 2.15’ de goruldga gibidir.
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Sekil 2.15.Reaktif olarak kullanilan 2’, 3, 4’, 5, 7- pentatolisiflavon’un acik yapisi

Bu calsmada, 2’, 3, 4', 5, 7- pentahidroksiflovan reakiificeren hareketli faz
ile sisteme enjekte edilen demir (Il) arasinda rmaksn 415 nm de absorpsiyon yapan
bir kompleks olgmaktadir. 2’, 3, 4’, 5, 7- pentahidroksiflavon raakin ¢6zunurl{gi
suda sinirlidir ancak alkol-su ortaminda iyi ¢ozéktadir. Bu nedenle sistemde
hareketli faz olarak alkol-su kamnmi kullaniims, sisteme enjekte edilen demir (ll) ile
hareketli fazdaki ligandin kompleks eturmasi sonucu AEA yontemi ile su
numunelerindeki demir (ll) ve toplam demirin analgpektrofotometre kullanilarak

basariyla gerceklgtirilmi stir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. Amonyum demir (lll) sulfat

Amonyum demir (Il) sulfat

Krom (lII) nitrat

Aliminyum (1) nitrat

Kadmiyum (I1) nitrat

Mangan (II) nitrat

Potasyum nitrat

Sodyum nitrat

© © N o g s~ w D

GUm nitrat

10. Kalsiyum nitrat
11.Magnezyum nitrat
12.Baryum nitrat

13. Civa (IlI) nitrat
14.Potasyum siyanur
15. Potasyum nitrit

16. Potasyum silfat
17.Potasyum karbonat
18. Potasyum klorur
19. Potasyum bromur
20. Potasyum fosfat
21. Amonyum Klorur
22.Potasyum tiyosiyanat
23.Asetik asit
24.Sodyum asetat

25. Hidrojen peroksit
26. Nitrik asit

27.Etil alkol

28. Sertifikall metal alggmi
29. Hidroklorik asit
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(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Aldrich)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Aldrich)
(Aldrich)
(Aldrich)
(% 78 Merck)
(Merck)
(Merck)
(% 65 merck, d=1,41 g/ml)
(d=0,73 g/mL Carlo Erba)
(Zn/Al/Cu 43XZ3F, MBH
(% derck, d=1,18 g/mL)
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30.2', 3, 4', 5, 7- pentahidroksiflavon (BDHh@micals)
31.Sodyum azid Fluka)

3.2. Kullanilan Cihazlar

1. pH metre (JENWAY 3040 dijital ) (Cozeltinin pH’sidlgmek igin)

2. AAnalyst 700 Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi (RierElmer) (Demir tayini
icin)

3. Avery Berkel terazi (0,0001 duyarlikta )

4. Unicam spektrofotometre (GBC cintra 20, Australya(spektrofotometrik
calismalar icin)

5. Uv-Gor. Spektrofotometre (Spectra system UV 3000 HRermo seperation
products, USA ) (AEA sisteminde detektdr olarak)

6. Peristaltik pompa (ISMATEC; IPQsvigre ) (AEA sisteminde demir tayini igin)

7. PC 1000 bilgisayar programi

3.3. Kullanilan Reaktifler ve Cozeltiler

Standart stok demir (Il) ve demir (Ill) cozeltile®x10®° M olacak sekilde
FeNHy(S0Oy),.12H,0 ve FeNH(S0Oy),.6H,O maddelerinin deiyonize suda ¢dzulmesiyle
hazirlandi. Sonraki camalarda istenen dennlerdeki demir; cozeltiler bu stok
cOzeltilerden istenen oranda deiyonize su ile $egrek hazirlandi ve stok cozeltiler
karanlikta saklandi.

Cozeltideki demir (1l1)’4n demir (II)’'ye indirgennge icin kullanilan sodium azid
cOzeltisi % 2,5 (w/v) olacakekilde 100 mL deiyonize suda 2,5 g sodium azidin
cbzinmesiyle kullanilmadan hemen 6nce hazirlandi.

Diger metal ¢ozeltileri, ilgili tuzlarindan 1xfOM olacak sekilde hazirlanarak
kullanildi.

pH: 4,5 Asetik asit/sodyum asetat tampon c¢cozelaklasik 0,1 M olacaksekilde
hazirlanan asetik asit Uzerine uygun miktardakysoadasetat eklenmesiyle hazirlandi.

Cozeltilerin kugik hacimlerinin alinmalar ve akbaralarinda 10-100 pL ve 100-
1000 pL hacim araliklarina sahip mikro pipetlergid, ABD) kullanildi.
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Tam c¢oOzeltilerin hazirlanmasinda ultra saflikta ydeize su (R:21. 4. K&)
kullanildr.
Komplekslatirici ligand olarak kullanilan 2’, 3, 4’, 5, 7- ptahidroksiflavon, saf
suda ¢ozinmemekte, fakat etilalkol-su &aninda iyi ¢ozinmektedir. Reaktifin en iyi
¢6zUnd@u oran hacimce % 4 etilalkol-su kami oldysundan (Ahmed ve Roy, 2009)

calisma boyunca bu oran kullanildi.
3.4. Genel Prosedur

Demir tayininde kullanilan tek kanalli gkenjeksiyon analiz (AEA ) sistemi blok
semasiSekil 3.1'de goruldgu gibidir.

S 415 nm

(R) —» p NNV b L] B | m ]y

Sekil 3.1. Demir tayini icin kullanilan AEA sisteminin blaggemasiR: Hareketli
faz cozeltisi, (HAc/AC c¢ozeltisi ile tamponlanmi (pH:4.5) 4:96 (v/v) etanol-su
ortaminda 1x1® M 2’, 3, 4’, 5, 7- pentahidroksiflavon)P: peristatik pompasS:
Rheodyne drnek enjeksiyon vanaR: karstirma ¢emberi (50 cm uzurgunda 0,5
mm i.d); D: Spektrofotometrik dedektovy: atik; B: Bilgisayar;M: Monitor; Y; yazici)

Bu sistemde 6rnek ¢ozelti S kisminda gosterilendthe enjeksiyon vanasindan
sisteme enjekte edilmektedir. AEA sisteminde hatekaz, asetik asit-sodyum asetat
cozeltisi ile tamponlanmgi (pH:4.5) 4:96 (v/v) etanol-su kami icinde 1x10 M
olacaksekilde 2’, 3, 4’, 5, 7- pentahidroksiflavon icermiekve sistemden 0.8 mL/dak
akis hizinda surekli akmaktadir.

Sisteme enjekte edilen standart demir ¢ozeltishdeeketli fazdaki 2’, 3, 4’, 5,

7- pentahidroksiflavon arasinda gdm renkli kompleks spektrofotometrik dedektor ile
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tayin edilmektedir. Demir ile 2’, 3, 4’, 5, 7- pahidroksiflavon arasinda sulu ortamda
olusan komplekslgme reaksiyonu son derece hizli giddndan AEA sisteminde analizi
mimkin hale gelmektedir. Glan kompleksin maksimum absorpsiyon yaptalga
boyu 415 nm oldgu icin spektrofotometrik dedektor tim gaha boyunca bu dalga
boyuna ayarlandi. Enjeksiyon boélmesi ile dedektéasena, kompleksin meydana
gelebilmesini sglamak icin i¢c capi 0,5 mm olan 50 cm uzyflada bglanti borusu
kullanildi. Spektrofotometrede detekte edilen kagkpin degime bali olarak dgisen
absorpsiyon dasimleri, PC 1000 bilgisayar programi vasitasiyla agkia pikler
seklinde gozlendi ve elde dilen bu pikler ggelendirilerek cizilen kalibrasyon
grafiginden kantitatif analiz gercekirildi.

Gercek numunelerdeki toplam demirin belirlenmesn inumuneye % 2,5 w/v
oraninda sodyum azid eklenerek demir (Ill)’ Un defi)'ye indirgenmesi sglandi.
Bunun icin ger¢cek numuneden alinan 9 mL ye 1 mlysodazid eklenerek ve yakia
5 dakika beklendi. Daha sonra bu numuneden sist2dn@L enjeksiyon yapilarak

gercek numunedeki toplam demir miktari belirlendi.

3.5. Ornek Hazirlama Proseddiri

Deniz ve nehir suyu 6rnekleri daha dnce 0,1 M Indsitle yikanarak temizlenen
plastik kaplara alindi ve analizden 6nce 0,45 pmingaki Millipore filtreden
gecirilerek stizuldi. Filtrasyondan sonra herhamgka bir 6n glem yapiimadan 20 pL
ornek, demir (lI)’ nin belirlenmesi i¢in goudan dgruya sisteme enjekte edildi.
Ornekteki toplam demiri belirlemek icin 6rgia 9 mL sine % 2,5 (w/v) sodyum azid
cozeltisinden 1 mL eklendi. Daha sonra sisteme mekierden 20 pL enjeksiyon

yapildi.
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4. BULGULAR VE TARTI SMA

4.1. Metal Kompleksleri icin Spektrofotometrik Calismalar

Demir (Il) ile 2’, 3, 4, 5, 7- pentahidroksiflavomeaktifi arasinda okan
kimyasal tepkime mekanizmasi daha 6nce belirlgnmidemir () ile 2’, 3, 4’, 5, 7-
pentahidroksiflavon reaktifi arasinda 1:2 stokiyomsende bir kompleksin okiugu
ortaya konmsgtu. (Busev ve ark., 1981). Demir (ll) ile 2, 3, ,45, 7-
pentahidroksiflavon arasinda sulu ortamda hafifk agesil renkli bir kompleksin
meydana gel@, kompleks olgum reaksiyonunun son derece hizli @duve bu
Ozellikleri nedeniyle demir (II) icin oldukca setadugu ortaya konmgtur.

Demir (ll) iyonu ile 2’, 3, 4’, 5, 7- pentahidrokivon reaktifi arasinda sulu
ortamda pH: 2-7 arasinda farkli stokiyometrilerémkii kompleks olgturmaktadir.

5x10° M derisimde demir (Il) ¢ozeltisi kullanilarak elde edileompleksin absorpsiyon
spektrumwSekil 4.1'de gorilmektedir.

Sekil 4.1.5x10°M derisimde demir (ll) ile 2’, 3, 4’, 5, 7- pentahidrokisifonun
olusturdusu kompleksin UV-Gor. absorpsiyon spektrumu
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Ayni dersimde test edilen g@er metallerin [Cr(lll), Al(ll1), Cd(11), Mn(l1), K(I), Na(l),
Ag(l), Ca(ll), Mg(ll), Ba(ll), Hg(l)] ve 2’, 3, 4, 5, 7- pentahidroksiflavon reaktifin
UV-Gar. absorpsiyon spektrumu iSekil 4.2 de goruldgu gibidir.

Sekil 4.2. 5x10° M derisimde test edilen ger metallerin (M-2’, 3, 4, 5, 7-
pentahidroksiflavon kompleksi) ve 2, 3, 4, 5,gentahidroksiflavonun reaktifinin UV-
Gor. absorpsiyon spektrumu (M: Cr(lll), Al(l), @d), Mn(ll), K(I), Na(l), Ag(l),
Ca(ll), Mg(ll), Ba(ll), Hg(I))

Demir (Il) ile 2’, 3, 4, 5, 7- pentahidroksiflavomeaktifi arasinda okan
kompleks icinSekil 4.1 den elde edilen UV-gor absorpsiyon spektrdikkate alinarak
belirlenen molar absorpsiyon katsayisi yaikda8.6 x 1¢ L mol* cm™ diizeyindedir.
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’den de gorule@e gibi sadece demir (), 2’, 3, 4, 5, 7-
pentahidroksiflavon reaktifi ile 415 nm dalga boglan maksimum absorpsiyon
gOstermektedir. Bu dalga boyunda hem 2’, 3, 47-5pentahidroksiflavon reaktifi hem

de dger metallerin kompleksleri absorpsiyon géstermerdikive bu metaller ile test
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edilen anyonlar ihmal edilebilir bir absorpsiyorengptirler. Dolayisiyla yukarida demir
(IN icin hizli ve secici komplekskene reaksiyonu dikkate alinarak @kenjeksiyon
analizi icin yeni bir yontem gefirildi ve gelistirilen yontemle ¢evre sularindaki demir
tayin edildi. Bunun icir§ekil 3.1’de gosterilen AEA sistemi UV-GOr spektradmetrik
detektorle beraben\fu= 415 nm) kullanilarak gercek numunelerdeki demaializi
gerceklatirildi.

4.2. AEAIcin Optimum Sartlarin Belirlenmesi

AEA metodunun iyi birsekilde optimize edilmesi, sonuclarin kalitesi tneri
onemli etkilere sahip olup, sistemin B#mlerine bgli olarak ¢cok sayida deneysel
parametrenin incelenmesini mecburi kilar. Bu deakgarametreler; enjeksiyon hacmi,
karistirma c¢emberinin 6zellikleri, gantilarin uzunluk ve sekilleri gibi AEA
parametreleri ya da elektrodyekli, aks hlcresinde dizenlenmesi ve sakiicresinin
Olt hacmi gibi tayin parametrelerinden gdbilir (Calatayud, 2003).

Optimizasyonun en temel amaci; gdaluk ve tekrarlanabirlilik gibi analitik
ozellikleri iyilestirmektir. Ornekleme sayisi, 6rnek ve reaktif tilket calisma maliyeti
yukarida sayilanlara gore daha geri planda kalndak(€alatayud, 2003)

AEA’'da aks yolunun uzunlgu, enjeksiyon hacmi ve hareketli fazin ahkuzi
gibi parametreler sistemin duyarhlik ve 06rneklenskhg gibi 0Ozelliklerini
etkilemektedir. Akg yolunun uzunlgu Ornein dagiimasini artirdiindan dolayi,
piklerin genglemesine yol agmaktadir. Bu nedenle,sakolunun uzunlgu mumkan
oldugu kadar kucuk tutulmalidir. Ber taraftan, érnek enjeksiyonundan dolayistaki
meydana gelen ani ggiklerin detektdre ulgmadan 6nce dengelenebilmesi icin de belli
bir uzunlya sahip olmasi gerekmektedir. Tayin edilecek tiir reaksiyon sonucu
olusuyorsa, ornekle reaktifin birbiriyle yeterli dereee karsmasini mumkin kilacak
dagilmayi sglayacak uzunlga sahip olmalidir. (Calatayud, 2003)

50 pg L* dersimde demir (11) cozeltisi kullanilarak akenjeksiyon sisteminde
demir tayinin optimizasyonu icin g#i parametreler d@stirilerek argtinldi ve
optimum kaullar belirlendi. Sicakfiin ve iyon siddetinin etkisi ¢cakma boyunca

dikkate alinmadi.
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4.2.1. Reaktif Konsantrasyonun Etkisi
2', 3, 4, 5, 7- Pentahidroksiflavon konsantrasydm10® - 1x10° M aralginda
degistirilerek 50 pg ! sabit demir (1) degimine kagi elde edilen pik yiikseklikleri
karsilastirildi. 1x10° M derisime kadar pik yiiksekiinin arttigi bu derjimden sonra ise
onemli bir degisiklik olmadigl gézlendi. Bu durun$ekil 4.3. de gortlmektedir.

6 k/"/‘/o\.

Pik yiksekli gi (cm)

2 3 4 5 6 7
-log C (mol/L)

Sekil 4.3. Demir () ile 2, 3, 4, 5, 7- pentahidroksiflavokompleksinden elde
edilen pik yuksekfine 2’, 3, 4’, 5, 7- pentahidroksiflavon konsany@asunun etkisi
(hareketli faz, asetik asit-sodyum asetat ¢ozealgstamponlanny (pH:4.5) 4:96 (v/v)
etanol-su kagimi icine eklenen 2’, 3, 4’, 5, 7- pentahidroksitten reaktifi; aks hizi:
0,8 mL/ dk.; 50 pg Lt demir (I1) ¢dzeltisinden 20 pL enjeksiyon)

4.2.2. Aks Hizinin Etkisi

Sistemde hareketli faakis hizi 0,2 ile 2 mL/dk arasinda gstirilerek en uzun
hangi aks hizinda piklerin elde edilebilegearastirildi. Akis hizinin artmasiyla pik
yuksekliginin azaldgl gozlendi. Bunun nedeni gkinizinin artmasiyla demir (11) ile 2’,
3, 4, 5, 7- pentahidroksiflavon reaktifi arasindagaksiyondan okacak kompleksin
meydana gelmesi icin vyeterli zamani bulamgayolabilir. Sekil 4.4’'den de
gorulebilecgi gibi en iyi pik yukseklginin elde edildgi akis hizi 0,8 ml/dk olarak
belirlendi ve daha sonraki bitin gatalarda bu akihizi kullanildi.
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Pik yiiksekli gi (cm)

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Akis hizi (mL/dak)

Sekil 4.4. Demir (Il) ile 2, 3, 4, 5, 7- pentahidroksiflavokompleksinden elde
edilen pik yuksekfi Uzerine hareketli faz akihizinin etkisi (hareketli faz, asetik asit-
sodyum asetat ¢oOzeltisi ile tamponlagr(pH:4.5) 4:96 (v/v) etanol—su kammi icinde
1x10° M 2', 3, 4, 5, 7- pentahidroksiflavon; 50p gldemir (Il) ¢ozeltisinden 20 pL

enjeksiyon)

4.2.3. pH Etkisi

AEA sisteminin optimizasyonunda 2’, 3, 4’, 5, 7- pentahidroksitiav
konsantrasyonu 1xTOM ve aks hizi da 0,8 mL/dak olarak optimize edildikten sonr
hareketli fazin pH’sinin pik yiksekine etkisi argtirildi. Bunun icin hareketli fazin
pH’'si 3.0-5.0 arasinda gatirilerek elde edilen pik yuksekliklerindeki giklikler
gozlendi. Gerek pikekli ve gerekse pik yuksekii bakimindan demir ile 2’, 3, 4’, 5, 7-
pentahidroksiflavon arasinda géun kompleks icin en iyi pH ¢erinin 4,5 oldgu
belirlendi. Ayrica demir (lI) ve demir (lll) c¢Ozdirinin 2', 3, 4, 5, 7-
pentahidroksiflavon reaktifi ile yapilan spektrofetmk 6n calgmalarda ortamin pH
degeri de ayarlandi. Buna gore hem demir (lll) giminin en az oldgu hem deSekil
4.5 den de gorulege gibi AEA sisteminden elde edilen pikler giexlendirildiginde
optimum pH dgerinin 4,5 oldgu belirlenmg ve calsma boyunca ortam tampon ¢ozelti
ile bu dggere ayarlanmtir.
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Elde edilen pik yiksektine pH nin etkisBekil 4.5’de gdsterildii gibidir.

6 - ’/‘_/_’/’\0

Pik yiiksekli gi (cm)

2,5 3 3,5 4 45 5 55
pH

Sekil 4.5. Demir (1) ile 2’, 3, 4’, 5, 7- pentahidroksiflamoreaksiyonundan elde
edilen pik yuksekfiine pH'nin etkisi. (hareketli faz, asetik asit-sady asetat ¢ozeltisi
ile tamponlanmy 4:96 (v/v) etanol-su kawmi icinde 1x10 M 2', 3, 4, 5, 7-
pentahidroksiflavon; 50 pgtdemir(ll) cozeltisinden 20 pL enjeksiyon; akuzi 0,8
mL/dak)

4.2.4. Karistirma Cemberinin Etkisi

Gelistirilen AEA yontemi, sisteme enjekte edilen demnli) (le hareketli fazda
bulunan 2’, 3, 4’, 5, 7- pentahidroksiflavonun hinde reaksiyonu sunucu renkli bir
kompleks meydana getirmeleri ve bu renkli kompleksabsorpsiyonunun
spektrofotometrik olarak 6lcilmesine dayanmaktaBunun igin, demir () ile 2°, 3,
4', 5, 7- pentahidroksiflavon reaktifinin en uygusirede etkilgp kompleks
olusturmalar gerekir. Bu amacla enjeksiyon boélmesi sfeektrofotometrik dedektor
arasina i¢ ¢cap! 0,5 mm olan 10-150 cm uzguhada dgisen balanti borulari kagma
ortami olarak d§iinuldi ve farkli uzunluktaki borular test edildizédikle kullanilan
boru uzunlgu 100 cm den uzun olunca sistemden elde edilerenpi&l genileme
g6zlenmgtir. Bu durum AEA yonteminde istenmeyen bir durumdBu nedenle, en iyi
pik sekli ve en iyi pik yiksekfii 50 cm boru kullanilarak elde edifiinden, kargtirma

cemberi olarak 50 cm Bkanti borusu ¢cagma boyunca kullanildi.
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Demir () ile 2’, 3, 4, 5, 7- pentahidroksiflavaam reaksiyonundan elde edilen
piklere kargtirma cemberinin etkisgekil 4.6 de goruldgi gibidir.

’

o

i / —*
5,

Pik yiksekli gi (cm)
w

0 50 100 150

Karigtirma boru uzunlu gu (cm)

Sekil 4.6. Demir (Il) ile 2, 3, 4, 5, 7- pentahidroksiflavomeaksiyonuna
karsma c¢emberinin etkisi (hareketli faz, asetik asiyaon asetat c¢ozeltisi ile
tamponlanmy (pH:4.5) 4:96 (v/v) etanol-su kami icinde 1x1G M 2', 3, 4, 5, 7-
pentahidroksiflavon; 50 pgtdemir(ll) ¢cozeltisinden 20 pL enjeksiyon; akuzi 0,8
mL/dak)

4.2.5. Enjeksiyon Hacminin Etkisi

Sistemin butiin parametreleri optimize edildiktemrso6rnek hacmi 5-50 pL
arasinda dastirilerek elde edilen piksekilleri incelendi. Kicuk hacimlerde orgie
kismen dgiimasi, pik yuksekfiinde azalma ve piklerde gel@me nedeniyle duyarlilik
acisindan 20 pL enjeksiyon hacmi gada boyunca kullanildi.

4.2.6. Kalibrasyon Egrisi ve Tayin Limiti

Gelistirilen AEA ile demir tayin yontemi, demir (ll) niasidik ortamda 2’, 3, 4’,
5, 7- pentahidroksiflavon reaktifi ile kompleks giurmasi ve olgan bu kompleksin
spektrofotometrik olarak o&lcilmesine dayanmaktaddurada olgan kompleksin

absorpsiyonu 6l¢ilmekte ve bilgisayar programi sengke 6lcilen absorbanslar pik



41
seklinde izlenmektedir. Bu Igamda, oOncelikle g¢gtli 6n denemeler yapilmi ve
neticede demir (II) nin dgsen dergimlerine kasi farkli pikler elde edilmitir. S6z
konusu farkli demir (1) degimleri sisteme pgese enjekte edilngive elde edilen pikler

bilgisayar c¢iktisi halind8ekil 4.7 de verilmygtir.

Baseline Monitor,Inj1, UV1000 415nm ——

25

no
<o
L

mV or mAU

<y
\

B5 @0 HB ®e B5 My ®5 W0 B M) wE
Minutes

Sekil 4.7. Standart demir (Il) ¢ozeltisinin farkli deinlerinden elde edilen
pikler; A)100 pg [}, B) 75 ug ', C) 40 pg [, D) 25 pg 4, E) 15 pg [, F) 5 pg L
Y(hareketli faz, asetik asit-sodyum asetat ¢ozelésiamponlannmy (pH:4.5) 4:96 (v/v)
etanol-su kagimi icinde 1x1G¢ M 2', 3, 4', 5, 7- pentahidroksiflavon; her bir
cozeltiden 20 pL enjeksiyon; aknizi 0,8 mL/dak).
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Bu verilerden hareketle ggirilen demir (1) tayin yontemi dgruluk, kesinlik, dgrusal
calsma aralgl ve tayin limiti gibi parametreler agisindan valigdildi. Oncelikle
optimize edilensartlar altinda demir (Il) icin dousal kalibrasyon 5-100 pg™L
arasinda, rdeseri 0,9944 ve regresyon denklemi y= 0.132x -0.589cfn olarak pik
boyu; x ise pg/L olarak dermi gostermektedir) olarak bulund8ekil 4.8'da standart

demir (1) ¢cozeltisi icin elde edilen kalibrasyora§igi gortlmektedir.

14

12 A

10 A

Pik yuksekli gi (cm)

&

0 20 40 60 80 100 120
Derigim ( /L)

Sekil 4.8. Standart demir (ll) ¢ozeltisi icin elde edilenikaasyon grafii

Standart demir (lI) ile ¢6zeltisinin farkli dgimlerine kasi elde edilen piklerden
ve buna bgh olarak cizilen kalibrasyon grdfinden sinyalin gurdltiye orani 3 kriteri
dikkate alinarak bulunan fiziksel tayin limitini@D) yaklasik 6 ug L dizeyinde
oldugu belirlendi. Ayrica, 50 pgt standart demir (I1) ¢ozeltisi icin sisteme 10 kpeg
pese enjeksiyon sonucu elde edilen piklerirgibatandart sapmasi % 2 den daha kiguk
oldugu bulundu. Demir tayini i¢in gafiirilen AEA yontemi, saatte en az 60 numunenin

analizine imkan tanimaktadir.
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4.2.7. Girisim Etkileri
Gelistirilen AEA yontemi ile demir tayini icin, 50 pgt standart demir (II)
derisimi sabit tutularak anyonlarin ve bircok metal latynun bu degimdeki girisim
etkileri argtinldi. Bu amacla farkli degimlerdeki her bir metal ve anyon c¢o6zeltisinden
bu dergsimdeki demir (ll) ¢cOzeltisine eklenerek sistemeedssjyonlar yapildi ve elde

Cizelge 41.50 pg L* standart demir (I1) degimine yabanci iyonlarin gigim etkileri

Tolerans limiti 1g L™) Yabanci iyonlar

<50000 Cr(lll), AI(I, cd(n, Mn(l), K{), Na(), Ag(l),
ca(ll), Mg(ll), Ba(ll), Hg(ll), CN, NOs, NO5, SQ7,

CO:%, CI, Br, PQ®, NH,", SCN

<200 Fe (Ill)

Test edilen birgok iyon 50 pgiidersimdeki standart demir (1) tayinine giim
yapmaktadir. Test edilen metaller arasindasigiriyapan ana iyonun demir (Il) iyonu
oldugu belirlendi. Yaklaik 200 pg *civarinda demir (lll) iyonunun gigim yaptsi
belirlendi. Cizelge 4.1’den de gorulebilgcegibi gelistirilen AEA yontemi test edilen
batin iyonlar icin gigimleri tolere edilebilir dizeydedir ve bu nedenlendr (ll) ve

toplam demir tayini igin yeterince secici bir azajibntemidir.

4.2.8. Uygulamalar
Gelistirilen AEA yontemi standart cozeltilerle optimizedildikten sonra cevre
numunelerindeki (nehir ve deniz suyu) demir (II) w@plam demirin miktarinin
bulunmasi icin uygulandi. Bunun igin ornekler Sanmda farkli noktalardan alindi ve
laboratuara getirilerek analiz edildi. Ayrica g#gtilen yontemin dgrulugunu test
etmek icin atomik absorpsiyon spektrometresi (AA&}oplam demir analizi yapilarak

sonugclar kanlastirildi. Ayrica érnekler, AEA yonteminden elde edtilkalibrasyon
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metodunun yani sira standart ekleme yontemi ildedenaliz edildi. Cizelge 4.2'de elde

edilen sonuclar gorilmektedir.

Cizelge 4.2Demir (Il) ve toplam demirin nehir ve deniz suyméklerinden elde edilen
sonuglari

Demir (IN® (ug LY Toplam demif¥ (ug L) AAS

Ornekler Bulunari? Buluna®®  Bulunar® Bulunart® @

Atakum deniz

suyu(Yailyurt 3645(029) 35.14(0.14)  58.65(0.33) 56.95(0.16) 61.74(0.41) 4.10

AVM 06ni)
Samsun
Limani deniz 2472025 51.58(0.23) 88.95(0.38) 86.32(0.11) 90.23(0.44) 3.81
suyu

Kdrtin irmasl

suyu 20.37(0.21) 27.21(0.32) 51.13(0.34) 50.76(0.42) 53.67(0.37) 3.76

WUc slctimiin ortalamasi ve parantez icindekieter % 95 giiven sm|r|;(4_r ts/v N )

@ Kalibrasyondan elde edilen gler.
® Standart ekleme ile elde edilenseeer.
@Cift tarafll t testi

Cizelge 4.2 incelendinde, su numunelerindeki toplam demir miktarinin
ortalama 50.76-90.23 pg“Lsinirlar arasinda olgu belirlendi. Ozellikle Samsun
Limanindan alinan deniz suyu oOrneklerindeki demitktamnin yiksek c¢ikmasi
anlamhdir. AEA sisteminden elde edilen toplam demiktari ile AAS yonteminden
elde edilen toplam demir miktari gerlerinin iyi bir uyum icerisinde olmasi ggirilen
demir tayin yonteminin gecerli bir yéntem ofglu sonucunu dgurmaktadir. Ayrica,
gelistirilen yontem icin cift tarafli t testi denemesapiims ve deerler 3.76-4.10
aralginda bulunmstur. Bulunan bu dgerler% 95 guvenilirlik diizeyinde verilen tablo
degeri ile (tiik (0.05))kagilastirimistir. 2 Serbestlik derecesi icin t tablosunda verile
kritik deger 4.30 dir. Buna gore, bulunan gdderinin tumu verilen bu kritik dgerden
kicuk oldgundan geltirilen yontemle bulunan toplam demirin AAS yontere

bulunan sonuglardan anlamli kekilde farkli olmadgini gostermektedir.
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Gercek numunelerden elde edilen sonuglarstydien AEA yontemi ile demir
tayini icin herhangi bir zengingérme ve ©On gleme gerek duymadan iyi bir geri

kazanimla metodun farkli érneklere uygulanabifguiegostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ozellikle bir numunenin analizindeki en blyik pmil ortamda bulunan gir
maddelerin gigim etkileridir. Bu calgmada demir (ll) ve toplam demir analizi igin
herhangi bir 6nsieme ve zenginkdirmeye gerek duyulmadan son derece hizli, duyarli
ve ucuz bir alg enjeksiyon analiz yontemi ggiirildi. Gelistirilen metot herhangi bir
ayirim klemi olmadan direkt olarak orneklerin analizlerinjapilmasina imkan
tanimaktadir. Metot, deniz suyu, nehir suyu farglvre numunelerine bkari ile
uygulanmgtir

Gelistirilen yontem literattirdeki mevcut yontemlerle féastirildiginda girsim
yapan maddelerin yok denecek kadar az olmasi veifsgimlerin tolere edilebilir
olmasi sonucu yontem rutin demir analizlerinin Yayi bir analiz yontemi olarak
farkli matristeki numunelere rahathkla uygulanabéi soylenebilir. Ayrica,
gelistirilen AEA yonteminin basitiiinin yani sira reaktiflerin ticari olmasi ve herlgan

bir toksikolojik olarak risk faktorti tamamasi 6énemli bir avantajdir.
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