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ONSOZ

Bu calismada, Co(Il), Fe(Il) ve Ni(Il) iyonlarinin ¢evresel drneklerde tayini lizerinde
durulmustur. Bu amagla, literatiirde daha ¢ok organik eser analizde kullanilan HPLC
yontemi, metal tayininde kullanilmis ve Co, Fe ve Ni’in Onderistirme basamagi
gerektirmeden tayin edilebilecegi belirlenmistir. Ayrica eser miktardaki nikelin
atomik absorpsiyon spektrometrik tayininde, onderistirme yontemi olarak faktoriyel

tasarimla optimize edilen dispersif s1vi-sivi mikroekstraksiyon teknigi kullanilmistir.
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OZET

BAZI METAL VE ORGANOMETALIK BIiLESIKLERIN
KROMATOGRAFIK VE SPEKTROSKOPIK TAYINLERIi

Bu calismada ¢esitli su 6rneklerindeki Co(II), Fe(I) ve Ni(Il) iyonlarinin duyarli ve
secici tayinleri icin RP-HPLC/DAD yontemi gelistirildi. Yontemde, selatlayict
reaktif olarak 4-(2-piridilazo) resorsinol (PAR) kullanildi ve kolon ici tiirevleme
yapildi. Kolon Inertsil ODS-3 C18 kolon, hareketli faz olarak 5x10” mol L™ 4-(2-
piridilazo) resorsinol (PAR) ve asetat tamponu (pH 5.0) iceren metanol-THF-su
(50:5:45, v/v) kullanildi. HPLC/DAD ile kantitatif tayin i¢in dalga boylar1 Co(Il) i¢in
525 nm, Fe(II) i¢in 484 nm ve Ni(Il) i¢in 517 nm secildi. Gozlenebilme sinirlar
(S/N=3) Co icin 0,50, Fe icin 9,07 ve Ni icin 2,00 ug L™ olarak bulundu.
Gelistirilen yontemin uygulanabilirligi ve dogrulugu ¢esitli su orneklerine analit
ekleme ve sertifikali referans madde BCR 715 atik su analizi ile test edildi.

Tezin ikinci boliimiinde, eser miktardaki nikelin atomik absorpsiyon spektrometrik
tayini igcin Onderistirme amaciyla dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi
gelistirildi. Yontemin optimizasyonunda MINITAB istatistik programinin Plackett-
Burman ve Tam (full)Faktoriyel tasarimlar1 kullanildi. Tasarim degiskenleri olarak
ornek hacmi, pH, dispersif ¢oziicii tiirii ve hacmi, ekstraksiyon ¢oziicii tiirii ve hacmi
ile ekstraksiyon siiresi secildi. Degiskenlerin optimizasyonu saglandiktan sonra,
yontem cesitli su Orneklerine ve tel Ornegine uygulandi. Yontemin dogrulugu
endiistriyel atik su standart referans madde (BCR 715) ile kontrol edildi. Ortalama
geri kazanma degeri % 98,3 bagil standart sapma ise -% 1,67 bulundu. DLLME-AAS
yonteminde Ni i¢in gdzlenebilme sinir1 1,04 pg L' bulundu.

Anahtar Kelimeler: Kobalt, Demir, Nikel, 4-(2-Piridilazo)Resorsinol, RP-
HPLC/DAD, DLLME, Faktoriyel Tasarim, 8-hidroksikinolin, Su
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SUMMARY

CHROMATOGRAPHIC AND SPECTROSCOPIC DETERMINATION OF
SOME METAL AND ORGANOMETALLIC COMPOUNDS

In this study, RP-HPLC/DAD method was developed for the sensitive and selective
determination of Co(Il), Fe(Il) and Ni(Il) ions in various water samples. In the
method, 4-(2-piridilazo) resorsinol (PAR) was used as chelating agent for in column
derivatization. Column Inertsil ODS-3 C18 column, mobile phase as a 5x10” mol
L', 4-(2-piridilazo) resorcinol (PAR) and acetate buffer (pH 5.0) containing
methanol-THF-water (50:5:45, v/v) was used. HPLC/DAD monitoring wavelengths
for quantification were chosen at 525 nm for Co(Il), 484 nm for Fe(Il) and 517 nm
for Ni(II). Detection limits (S/N = 3) were found as 0,50 for Co, 9,07 for Fe and 2,00
ug L' for Ni. The applicability and the accuracy of the developed method were
estimated by the analysis of spiked water samples and certified reference material
BCR 715 wastewater-SRM.

In the second part of the thesis, dispersive liquid-liquid microextraction method was
developed for the determination of atomic absorption spectrometric of trace amounts
of nickel to preconcentrated. In the optimization of the method, Plackett-Burman and
Full Factorial designs of MINITAB istatistical program were used. Sample volume,
PH, type and volume of dispersive solvent, type and volume of the extraction solvent,
extraction time were selected as the design parameters. After the optimization of the
variables was established, the method was applied to various water samples and wire
samples. The accuracy of the method was controlled with industrial waste water
standard reference material (BCR 715). The average recovery value and relative
standard deviation were found as % 98,3 and - % 1,67, respectively. In DLLME-
AAS method, detection limit was found as 1,04 pg L for Ni.

Keywords: Cobalt, Iron, Nickel, 4-(2-Pyridylazo) Resorcinol, RP-HPLC/DAD,
DLLME, Factorial Design, 8-hydroxyquinoline, Water
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1. GIRiS

Artan niifus ve teknolojik ilerlemelerle birlikte metal kirliligi insan saghigini,
hayvanlari, bitkileri ve tiim gezegeni tehdit eden, topraklar, nehirler ve goller i¢in
hizli bir sekilde biiyiiyen bir problemdir. Cevreye metalin karistigi en yogun yerler
arasinda lagim atiklar, giibreler, trafik, maden ocaklar1 ve niikleer santrallerde
komiiriin yanma iriinleridir. Ayrica metal iyonlarn ve metal kompleksleri;
organizmalarin hayati fonksiyonlarinda o6nemli rol oynamaktadir. Viicut
biyomolekiillerinde yer alan bu metallerin insan viicudunda belirli miktardan fazla
olmasi toksik etki yaratmaktadir. Cevre kirliligi ile baglantili olarak artan ekolojik ve
saglik problemleri nedeniyle, cevresel orneklerde eser diizeydeki metal iyonlarinin

tayini olduk¢a 6nemli hale gelmistir.

Toksik metal iyonlarinin eszamanli tayinleri i¢in Ornek matriksinden analitin
onderistirilmesini izleyen yiiksek duyarlikli bircok yontem vardir. Bu ydntemler
arasinda, atomik absorpsiyon spektrometrisi (AAS) (Raposo Junior ve dig., 2008),
indiiktif eslesmeli plazma-atomik emisyon spektrometrisi (ICP-AES) (Rao ve dig.
2002; Rahmi ve dig., 2007) indiiktif eslesmeli plazma-kiitle spektrometrisi (ICP-MS)
(Rahmi ve dig., 2007; Scheid ve dig., 2009), X-ray floresans (XRF) (Scheid ve dig.,
2009) ve instrumental ndtron aktivasyon analizi (INAA) (Cooper ve dig., 2008) iyi
bilinenlerdir, fakat bu tekniklerin bagil olarak pahali olmasi ve matriks
bilesenlerinden dolay1 bazi sinirlamalar1 vardir. Son birkag yillik siirede kolonlardaki
hizli gelismeler ve ¢esitli detektor tekniklerinin artmast HPLC ile yiiksek hizli, etkili,
verimli bir sekilde metal komplekslerinin ayrilmasi ve analiz edilmesinde uygun
sartlart olusturmustur. HPLC uygun dedektorlerle metallerin farkli tiirlerinin eser
miktarlarinin tayininde analitik gereksinimleri karsilayan bir teknik haline gelmistir.
Ozellikle DAD dedektor kullammiyla HPLC’de bir kromatogram sirasinda her
analite ait pik maksimumlarinin oldugu spektrumlari elde etmek ve saklamak

miimkiindiir.

HPLC’de selatlayic1 reaktiflerle metallerin tiirevlendirilmesi kolon ici veya kolon

oncesi yontemlerle yapilir. Kolon ici tiirevlendirmede selatlayici reaktif hareketli



faza eklenir ve metal selatlar1 kromatografik eliisyon esnasinda olusur (Takeuchi ve
dig. 2001). Ornek ¢ozelti direkt kolon icerisine verildiginden kolon igi tiirevlendirme

hizl1 ve basittir (Hoffmann ve Schwedt, 1982).

Bu calismada ¢esitli su 6rneklerindeki Co(II), Fe(I) ve Ni(Il) iyonlarinin duyarli ve
secici tayinleri icin RP-HPLC/DAD yoéntemi gelistirilmesi amaglandi. Yontem, drnek
¢ozeltisinin direkt olarak kolona enjeksiyonu sonrasi analitlerin kolon icinde 4-(2-
piridilazo) resorsinol (PAR) ile kompleks olusturmasina dayanmaktadir. Gelistirilen

yontem cesitli su 6rneklerine uygulandi.

Tayin Oncesi ilgilenilen analitleri kompleks matrikslerden ekstrakte etmek, ayirmak
ve deristirmek i¢in Ornek hazirlama basamagi hala Onemini korumakta ve bu
basamak ©nemli aragtirma alani olmaya devam etmektedir. Ideal olarak, 6rnek
hazirlama teknikleri hizli, kullanim1 kolay, ucuz, ¢evre dostu ve bircok analitik aletle
uyumlu olmalidir. Bu nedenle son yillarda mikro kati faz ve mikro sivi faz
yontemleri hem deristirme hem de 6rnekleme yontemi olarak gelistirilmektedir. Bu

yontemlerden birisi de dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon teknigidir.

Yapilan diger caligmada ise, eser miktardaki nikelin deristirilmesi ve atomik
absorpsiyon spektrometrik tayini i¢in deristirme yOntemi olarak, dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyon yonteminin gelistirilmesi amaglandi. Yontemin optimizasyonunda
faktoriyel tasarim kullanildi. Eser miktardaki nikelin uygun ligand ile kompleksi
olusturularak, sulu fazdan organik faza ekstraksiyonu gerceklestirildi. Atik su, tel

ornegi ve igme suyu orneklerindeki nikel derisimleri tayin edildi.



2. KROMATOGRAFI
2.1 Genel Bilgi

Cesitli kansimlarin spektroskopik ve elektrokimyasal yontemlerle analizlerinde
karsilasilan en biiyiik zorluk girisim olayidir. Karisim icindeki maddelerin her birinin
ortamdaki diger bilesenlerden etkilenmeden tayininde uygun o6zel reaktiflerin
bulunamamasi, karisimlarin dnceden saflastirilmasini ve maddelerin birbirlerinden
ayrilmasini  gerektirir. Bu amacla buharlastirma, kristallandirme, fraksiyonlu
destilasyon, adsorpsiyon gibi fiziksel yontemler uygulanir. Bunlarin yaninda
kromatografi yontemi aymrma giiciiniin yiiksekligi ile ©zel bir yere sahiptir.
Maddelerin birbirinden ayrilmasinin yani sira kalitatif ve kantitatif analizlerin de
yapilabilmesi kromatografiye ayri bir 5Snem kazandirmaktadir (Ozcimder ve Demirci,

2004).

Kromatografik ayirmalarin bulucusu olan Rus bilim adami botanik¢i Michael
Tswett’dir. Tswett 1903’te bu teknigi, yesil yapraklardan elde ettigi ¢ozeltiyi, toz
kalsiyum karbonatla doldurulmus cam bir kolondan gecirerek ¢ozeltideki klorofil,
ksantofil gibi renkli maddeleri (pigmentleri) kolonda ayri tabakalar (halkalar) halinde
ayirmada kullanmigtir. Bu renkli tabakalardan esinlenerek yaptigi ayirmaya

kromatografi adin1 vermistir (Giindiiz, 2004).

Kromatografi, bir karisimdaki iki ya da daha fazla bilesenin, hareketli (tasiyic1) bir
faz yardimiyla, sabit (durgun) bir faz arasindan degisik hizlarda hareket etmeleri
esasina dayanir. Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine
cok yakin bilesenlerden olusan karisimlari, tiimiiyle, kolayca ve kisa siirede ayirmak
miimkiindiir. Biitiin kromatografik ayirmalarda numune gaz, sivi veya bir siiperkritik
akigkani olan hareketli faz (mobil faz) ile taginir. Bu hareketli faz bir kolonda veya
bir kat1 ylizeyde sabitlestirilmis kendisi ile karismayan bir durgun faz (sabit faz)
icinden ge¢cmeye zorlanir. Durgun faz tarafindan kuvvetli tutulan numune bilesenleri,
hareketli fazin akisiyla ¢ok yavas hareket ederken durgun faz tarafindan zayifca

tutulan bilesenler hizli hareket ederler. Bu hareket hizlarmin farklili§i sonucu,



numune bilesenleri birbirlerinden kalitatif ve/veya kantitatif olarak analizlenebilen

farkli bantlar veya bolgeler seklinde ayrilirlar (Skoog ve dig., 1998).
2.2 Kromatogafide Baz1 Temel Kavramlar

Kromatogram: Coziinen maddenin derisimlerine cevap veren bir dedektor, kolon
cikigina yerlestirilirse ve dedektor sinyali zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilirse
Sekil 2.1°de goriildiigii gibi bir seri pik elde edilir. Bu grafikler kromatogram olarak
adlandirilir. Piklerin zaman eksenindeki konumlari numunedeki bilesikleri tanimak
icin, pik alanlari ise her tiiriin kantitatif tayini i¢in kullanilir (Skoog ve dig., 1996).

Sinyal
f Bilesen 1 Bilesen 2

{irnek enjeksivonu
Sekil 2.1: Kromatogram ve karakteristik ozellikleri (Meyer, 2000)
Alikkonma zamani: Numune enjeksiyonundan sonra, analit pikinin dedektore
ulagmasi icin gecen zamana denir ve g sembolil ile gosterilir.

Olii zaman: Hic tutulmayan bir tiiriin kolondan gegisi i¢in gereken siiredir. 7o veya

ty sembolii ile gosterilir.

Kapasite (Allkkonma) faktorii: Kolonda c¢oziinenin go¢ hizini agiklamada sik sik
kullanilan 6nemli bir terimdir. £’ ile gosterilir. Bir A ¢dziineni icin kapasite faktorii

k4,

IR—1tm

k's @2.1)

tm

Bir ¢oziinen madde icin kapasite faktorii birden ¢ok kiigiik ise, eliisyon ¢ok hizli olur

ve alikonma zamaninin dogru tayini zorlasir. Kapasite faktorii 20-30’dan daha biiyiik



bir say1 ise eliisyon siireleri gereksiz sekilde uzar (Skoog ve dig., 1998). Idealde,
kapasite faktorlerinin 1 ile 10 arasinda oldugu kosullar tercih edilir. k&’ kolon

uzunlugu ve hareketli faz akis hizina baglh degildir.

Secicilik faktorii: o ile gosterilir. iki bilesenli bir numune igin, bilesenler farkli

kapasite faktorii degerine sahip olmadik¢a birbirinden ayrilmaz. Segicilik fakorii,

o= ka tra—to K2
ki tri—to K

(2.2)

ky > k; secicilik faktorii daima 1’den biiyiiktiir. Secicilik faktorii, iki bilesenin
birbirinden ayrilmasi i¢in kromatografik sistemin potansiyelinin bir Ol¢iisiidiir. Sabit
ve hareketli fazin secimi a degerini etkileyebilir (Meyer, 2000).

Resoliisyon (Kolonun ayirma giicii): Kolonun iki analiti ayirma giiciiniin kantitatif

olciitiidiir. Rs ile gosterilir.

trR2 — IR

Rs=2 (2.3)

w, +w,
R’nin 1.5 olmasi durumunda, iki pikin ¢akismasit % 0,3 dolaylarindadir. Belli bir
sabit faz icin ayirma giicii kolon uzunlugunu arttirarak iyilestirilebilir. Ancak bu kez

ayirma i¢in gereken siire artar (Skoog ve dig., 1996).
Kolonun ayirma giiciinii etkileyen parametreler asagidaki gibi 6zetlenebilir:

v Kolon ile ilgili olanlar: tiirii ve boyutlar
v’ Hareketli faz ile ilgili olanlar: tiirii, bilesimi ve akis hiz1
v' Olgiim ile ilgili olanlar: dedektor tiirii, dalga boyu vb

v" Ornek ile ilgili olanlar: drnek derisimi ve 6rnek hacmi
Kromatografik kolon etkinligi: Kromatografik kolon verimliliginin kantitatif
olarak ifade etmek icin iki terim kullanilir. Bunlar tabaka yiiksekligi, H ve teorik
tabaka sayisi, N’dir. Bu iki terim arasinda

N=— 2.4
o (2.4)

seklinde bir bagint1 vardir. Burada L, kolon dolgu maddesinin veya sabit fazin cm
olarak uzunlugu, H’da teorik tabakanin yine cm olarak yiiksekligidir. Bir
kromatografi kolonunun etkinligi tabaka sayisiyla artar. Tabaka sayisinin artmasi da,

tabaka yiiksekliginin azalmasina baglidir.



2.3 Kromatografik Yontemlerin Simiflandirilmasi

Kromatografik yontemler, ortamin fiziksel durumu dikkate alinarak kolon ve
diizlemsel kromatografi olmak iizere iki sekilde siniflandirilabilir (Ozcimder ve
Demirci, 2004). Kolon kromatografide, durgun faz ince bir kolonda tutulur ve
hareketli faz basing altinda bu durgun faz arasindan gegmeye zorlanir. Gaz ve yiiksek
basingli  sivi  kromatografileri kolon kromatografiye Ornektir. Diizlemsel
kromatografide, durgun faz diiz bir plaka iizerine veya bir kagidin gozenekleri
arasina tutturulur ve bu durumda hareketli faz durgun faz arasindan kapiler etkisiyle
veya yer cekimi etkisiyle hareket eder. Kagit ve ince tabaka kromatografileri

diizlemsel kromatografi gesitleridir.

Kromatografinin en yaygin siniflandirmasi 6nce hareketli faza gore (sivi, gaz ve
siiperkritik akigkan), sonra fazlar arasinda madde aktarimim saglayan dengelerin
cinslerine gore yapilir. Hareketli faz gaz ise gaz kromatografi, sivi ise sivi
kromatografi, siiper kritik akiskan ise siiperkritik akiskan kromatografi adini alir.

Sekil 2.2°de gaz ve s1vi kromatografileri teknikleri verilmistir.

Gaz-lat kromatografisi

_ / {Durgun faz: kat)

iJar kromatograﬂm
-\-\-\\\\\_\\ _ .
(Faz-smi kromatograﬂm

Eromatografi < {Turgun faz s

=i kromatografl

—/ N\ T

Adsorpaiyonn Dagilma Iyon Degisini Jel Filtrasyon
kromatograli  kromatografi  kromatografi  kromatografi

Sekil 2.2 Gaz ve s1vi kromatografi teknikleri

2.4 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) hizla bircok alandaki analizler
ve ayirma icin tercih edilen bir yontemdir. Coziilebilir hemen hemen her sey fakli
tipteki HPLC kolonlar ile ayrilabilir. HPLC ile analiz edilecek madde miktar1
pikogram ve nanogramdan mikrogram ve miligrama ve hatta multigrama kadar
degisebilir. Bu yontemle ucucu bilesikler veya tiirevleri, basit bir filtreleme

sonrasinda sulu Ornekler dogrudan analiz edilebilir. Genis bir polarite araligindaki



cesitli bilesikler tek bir asamada analiz edilebilir. Termal olarak kararsiz bilesiklere

uygulanmaktadir (McMaster, 2007).

HPLC metodunun genel uygulamalari, fizyolojik orneklerdeki amino asitler, niikleik
asitler ve proteinlerin miktarinin belirlenmesi, farmosatik dozaj seklindeki aktif
ilaclar, sentetik yan iirlin veya bozunma iiriinleri diizeylerinin dl¢iilmesi, pestisit ve
insektisitlerin kantitatif tayinleri, cevresel Orneklerin izlenmesi, karisimdaki
bilesenlerin saflastirilmasi, polimerlerin ayrilmasi ve molekiil agirliklarina goére

tayinleridir (Settle, 1997).

Yiiksek performansli sivi kromatografisi genellikle birbirlerini destekleyen ve
tamamlayan ayirma metotlarim1 icerir. Bu metotlar: (1) dagilma (sivi-sivi)
kromatografi, (2) adsorpsiyon (sivi-kati) kromatografi, (3) iyon degistirme

kromatografi ve (4) boyut eleme (jel filrasyon) kromatografidir.

2.4.1 HPLC cihaz1

Modern s1vi kromatografi sistemlerinde tanecik boyutu 2-10 um arasinda olan dolgu
maddeleri ile doldurulmus kolonlarda uygun sivi akis hizlar1 elde edebilmek igin,
yiizlerce atm’lik pompa basinglaria gerek vardir. Bu yiiksek basing uygulamasi
nedeniyle, yiliksek performansli sivi kromatografi cihazlann diger kromatografi
cihazlarina gore daha pahali ve daha karmasiktir (Skoog ve dig. 1998). Sekil 2.3’te

HPLC cihazinin sematik gosterimi verilmistir.

Kanstinc Pompa Enjektor Dedektir

!ﬂ Kolon

|

Cioziicii hazneleri

Sekil 2.3: HPLC cihazinin semasi (McMaster, 2007)



2.4.1.1 Hareketli faz secimi

Hizli ve miimkiin oldugu kadar etkin sekilde bir karigimi ayirmak i¢in, hareketli faz
uygun bir sabit faz ile etkilesime girmelidir. Hareketli faz secimi farkli kriterlere gore
yapilmaktadir. Bunlar: viskozite, UV gecirgenlik, kirilma indisi, kaynama noktas,
saflik, 6rnek ¢ozelti bilesenlerine kars1 inertlik, korozyon direnci, toksisite ve fiyattir.
Genel kural olarak hareketli faz dedektor aktif olmamalidir. Aksi taktirde istenmeyen

zemin etkileri ve ekstra pikler kromatogramda goriilebilir (Meyer, 2000).

HPLC’de hareketli faz olarak sabit bilesimli tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan
ayirmaya izokratik eliisyon, polarliklar1 birbirinden farkli iki veya bazen daha fazla
¢oziicii sitemleri kullanilarak yapilan ayirmaya da gradiyent eliisyon denir. HPLC’de

gradiyent ellisyon ayirma giiciinii arttirir (Skoog ve dig., 1996).
2.4.1.2 Pompa sistemleri
Bir HPLC pompa sisteminde bulunmasi gereken 6zellikler sunlardir:

1. 400 atm’e kadar basing iiretimi

2. pulssuz basing ¢ikisi

3. akis hiz1 0,1°den 10 mL dk""ya kadar ayarlanabilmeli

4. % 0,5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolii

5. ¢ok sayida ¢6ziiciiniin korozyon etkisine karsi dayanikli olmalidir.
HPLC’de kullanilan pompalar genel olarak iice ayrilir. Bunlar; pistonlu (silindir
yollu) pompalar, siringa veya siirgiili pompalar ve pndmatik veya sabit basing

pompalaridir.

Ticari olarak satilan HPLC sistemlerinde, kii¢iik i¢ hacimleri (35-400 pL), yiiksek
cikig basinct (700 atm’e kadar), gradiyent eliisyona uyarlanmaya hazir oluslart ve
kolon geri basincindan ve ¢oziicii viskozitesinden biiyiik 6l¢iide bagimsiz olan sabit
akis hizi 6zellikleri nedeniyle en cok pistonlu pompalar kullanilir (Skoog ve dg.,

1998).
2.4.1.3 Numune enjeksiyon sistemi

Genellikle, sivi kromatografik olctimlerin kesinligini belirleyici faktor, numunenin
kolon dolgu maddesine sevkinin tekrarlanabilirligidir. Asir1 numune yiiklenmig

kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu nedenle kullanilan



hacim, birka¢ pL ile 500 pL’ye kadar oldukca kiiciik olmalidir. Ayrica numune

sisteme verilirken sistemin basincinin diistiriilmemesi gerekir.

Siv1 kromatografide numune vermek i¢in en yaygin kullanilan yontem, numune giris
sarimlarinin  kullanilmasi esasina dayanmaktadir. Bu giris sarimlan kolaylikla
degistirilebildiginden 5-500 pL arasinda istenilen hacimde numune yaklasik 300 atm
basing altindaki kromatografi sistemine binde birkac bagil hatayla enjekte edilebilir.
Ayrica hacmi 0,5-5 pL arasinda olan halkalar1 bulunan mikro numune enjeksiyon

sistemleri de vardir (Skoog ve dg., 1998, Giindiiz, 2004).
2.4.1.4 Kolonlar

Ayirma isleminin gergeklestigi yer oldugundan kolon HPLC’nin kalbidir. Cogu
HPLC kolonu, kimyasal korozyona karsi inert ve HPLC basincina direngli paslanmaz
celik borulardan imal edilir. Analitik amaclar i¢in kullanilan kolonlarin i¢ capi
genellikle 2-5 mm, preparatif ¢alismalar i¢in kullanilan kolonlarin i¢ ¢api ise 10-25,4
mm arasinda degismektedir. 10 um ya da daha diisiik mikropartikiilli durgun faz
kullanilirsa kolonlar 5, 10, 15 ya da 25 cm uzunlugunda olabilir. Kiigiik i¢ caph
kolonlar, ¢oziicii tiikketiminin daha az olmasi ve daha iyi sinyal vermesi nedeniyle

biiyiik i¢ capli kolonlara gore daha avantajlidir (Meyer, 2000).

Sivi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu maddeleri silisyum
dioksittir. Mikrondan daha diisiik boyutlardaki silisyum dioksit pargaciklarinin
aglomerasyonuyla, daha biiyiik ve yaklasik aym boyutlarda parcaciklar elde edilir.
Hazirlanan parcaciklarin yiizeyi, genellikle bu yiizeye fiziksel veya kimyasal baglarla
baglanmis ince bir organik filmle kaplanir. Aliimina pargaciklari, gézenekli polimer
parcaciklarni  ve iyon degistirici regineler de dolgu maddesi olarak

kullanilabilmektedir (Skoog ve dig., 1996).
2.4.1.5 Dedektorler

HPLC’de 6 ana tip dedektor kullanilir: refraktif indeks (RI) dedektorler, ultraviyole
(UV) dedektorler, floresans dedektorler (FL), elektrokimyasal dedektorler (EC),
konduktimetrik dedektorler (CD) ve kiitle spektrometrik dedektorler (MS). Infrared
ve niikleer manyetik rezonans detektorler de kullanilir fakat bazi ¢6ziicii sinirlamalari

vardir (McMaster, 2007).

Calismada UV dedektor cesitlerinden birisi olan diyot array dedektor (DAD)

kullanilmistir. Diyot array dedektor: Ornek akis hiicresinden gecerken bircok



degisik dalga boyunda siirekli ol¢iim alabilen dedektorlerdir. Sekil 2.4’te ¢alisma
prensibi gosterilmistir. Ayrilan bilesik hakkinda higbir bilgi mevcut olmamasi

durumunda analiz i¢in gercek dalga boyunun se¢imine olanak saglar.

Diyod array
600 nm

Veri isleme

Sekil 2.4: Diyod array dedektoriin ¢alisma prensibi (Meyer, 2000)

Diyod array dedektor ile,

a) Bir kromatogram sirasinda her analite ait pik maksimumlarinin oldugu
spektrumlart elde etmek ve saklamak miimkiindiir. Bu islem, veri isleme dahil olmak
izere yarim saniyeden daha az zaman alir; bu nedenle dar piklerde bile, birkag

spektrum elde etmek miimkiindiir.

b) Tayin i¢in uygun dalga boylarinin belirlenmesinden dolayi, resoliisyon kotii olsa
bile bir bilesigin dogru kantitatif tayini ¢cogu zaman miimkiindiir. Calisilan dalga
boyu, kromatografik calisma sirasinda degistirilebilir.

c) Pik saflig1 problemi ¢oziilebilir.

d) Referans dalga boyu ilgili bilesiklerin hicbirinin absorpsiyon gdstermedigi bir
bolgede keyfi olarak segilebilir (Meyer, 2000).

2.4.2 Yiiksek performansh dagilma kromatografi

HPLC’de gecen dort sivi kromatografisinden en c¢ok kullanilam1 dagilma
kromatografisidir. Bu teknik sivi-sivi kromatografi ve sivi bagh faz kromatografi
olmak iizere iki alt smifa ayrilabilir. Iki teknik arasindaki fark, kat1 parcaciklar

yiizeyine durgun fazin tutturulmasindaki metot farkindan kaynaklanir. Sivi-sivi
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dagilma kromatografide durgun faz, kat1 ylizeyine fiziksel adsorpsiyonla; bagh faz
dagilma kromatografide ise kimyasal baglarla tututurulur. Onceleri s1vi-sivi dagilma
kromatografi yaygin iken, simdi kararli 6zelliginden dolay1r daha ¢ok bagh faz
dagilma kromatografi kullanilmaktadir (Skoog ve dig., 1996).

Durgun faz ile hareketli fazin polaritelerine goére dagilma kromatografisi normal faz
dagilma kromatografi ve ters faz dagilma kromatografi olmak iizere ikiye ayrilir. Bu

calismada ters faz dagilma kromatografi yontemi kullanilmagtir.

Ters faz (reversed phase: RP) dagilma kromatografide durgun faz apolar bir
hidrokarbon, hareketli faz ise nispeten polar olan bir ¢oziiciidiir. Kimyasal bagh
oktadesilsilan, 18 karbon atomlu bir n-alkan, en sik kullanilan sabit fazdir. Cg ve kisa
alkil zincirleri ve hatta sikloheksil ve fenil gruplart da diger alternatif sabit fazlardir.
Hareketli faz ise genellikle cesitli suda ¢6ziinen coziiciiler ile tampon ¢ozeltilerin

veya suyun karigimidir.

Bununla birlikte, yiiksek apolar 6zellige sahip analitlerin ters faz kromatografisi icin
susuz eliientler gereklidir. RP-HPLC’de metanol-su, THF-su, asetonitril-su
karisimlart sik sik kullanilan hareketli fazlardir. Genel kural olarak, su igerisinde
%10’dan daha az organik c¢oziiciilerin kullamildigr hareketli fazlarin kullanimi

onerilmez (Meyer, 2000).

Dagilma kromatografisi bircok alana uygulanabilir. Tablo 2.1’de farkli alanlarda

dagilma kromatografinin ¢ok sayidaki kullammi ile ilgili birka¢ tipik Ornek

verilmistir.

Tablo 2.1: Dagilma kromatografinin bazi uygulamalar
Alan Tipik Karigimlar
Farmasotikler Antibiyotikler, steroidler, analjezikler, amino asitler
Biyokimya Amino asitler, proteinler, karbonhidratlar
Gida triinleri Suni tatlandiricilar, antioksidantlar, aflatoksinler
Endiistriyel kimyasallar Yiizey aktif maddeler, boyalar
Kirleticiler Pestisitler, herbisitler, fenoller, polikloro bifeniller
Adli tip Haglar, zehirler, kan alkolii, narkotikler
Klinik tip Safra asitleri, idrar ekstraktlari, ilag metabolitleri

Ayrica iyon cifti (veya eslesmis iyon) kromatografi, iyonik tiirlerin ayrilmasi ve
tayini icin kullanilan bir tiir ters faz dagilma kromatografidir. Iyon gifti
kromatografide hareketli faz, metanol, asetonitril gibi bir organik ¢oziicii igeren sulu

tampon ve tayin edilecek analit ile zit yiiklii karsit iyon igeren bir iyonik bilesikten
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meydana gelmistir. Karsit iyon, analit ile birleserek ters faz dolgu maddesi ile

alikonulabilen nétral iyon cifti olusturan bir iyondur (Skoog ve dig., 1998).

Son yillardaki metal komplekslerinin analizinde ters faz HPLC yaygin olarak
kullanilmaya baslamistir. Cesitli RP-HPLC ve iyon c¢ifti HPLC arasinda RP-HPLC

hizli ve kazang¢li olmas1 bakimindan ¢ok popiilerdir.

2.5 RP-HPLC ile Tayini Gerceklestirilen Metaller

Agir metallerin canli organizmalara gegisi gidalarla, solunumla, sularla ve direkt
temasla olmaktadir. Canli organizmalar ic¢in gerekli olan bazi eser elementler fazla
miktarda alindiginda viicutta birikerek toksik etki yaparlar. Cesitli endiistriyel
faaliyetlerden kaynaklanan atik sularin igerisinde bazen eser miktarlarda bazen de
yiiksek konsantrasyonlarda agir metaller bulunur. Agir metaller konsantrasyonlari ile

orantili olarak canli yasam tizerinde, toksik etki yaratirlar.

Toksik metal iyonlarinin eszamanh tayinleri icin atomik absorpsiyon spektrometrisi
(AAS) indiiktif eslesmeli plazma-atomik emisyon spektrometrisi (ICP-AES), indiiktif
eslesmeli plazma-kiitle spektrometrisi (ICP-MS), X-ray floresans (XRF) ve
instrumental nétron aktivasyon analizi (INAA) gibi yontemler kullanilmaktadir.
Fakat bu tekniklerin matriks bilesenleri ve bagil olarak pahali olmas1 nedeniyle bazi
sinirlamalart vardir. Sivi kromatografisi ¢cok sayida metalin aym1 anda analizine
olanak saglamasi acisindan avantajlidir. S1vi kromatografik analizlerde dogru kolon
ve hareketli faz secimi ile analiz daha kisa siirede gergeklestirilebilir. Diger taraftan
metal selatlarinin yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC), ultra eser metal
iyolariin es zamanh tayinleri i¢in umut verici bir yaklasimdir (Takahashi ve dig.
2008, Yang ve dig. 2005, Yang ve dig. 2004, Zhang ve dig. 2005; Yasui ve dig.
2008, Kaur ve dig., 2007).

Bu calismada ters faz HPLC ile eser miktardaki kobalt, demir ve nikel metallerinin
tayini gerceklestirilmistir. Asagida bu metallerin baz1 6zellikleri ve insan yasami

tizerindeki etkileri belirtilmistir.

2.5.1 Kobalt

Kobalt, 1735 yilinda Georg Brandt tarafindan kesfedilmis sert, parlak, kirilgan bir

gecis elementidir. Atom numarasi 27, atom agirhigs ise 58.9332 g mol " 'diir.
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Kobalt, 1121°C’ye kadar ferromagnetiktir, bu nedenle yiiksek sicakliklarda magnetik
ozellige gereksinim duyulan malzemelerin yapiminda kullanilir. Dogal kobalt, kararl
izotopu olan kobalt-59’dan olusur (Tezcan, 2007). En uzun 6miirlii yapay izotopu
olan kobalt-60, kobalt-59’un niikleer reaktorlerde bombalanmasi ile iiretilir. Yari
omrii 5,271 yildir. Radyoaktif izleyici olarak ve kanser tedavisinde kullanilmaktadir
(Greenwood ve Earnshaw, 1997). Kobalt-60’1n saldig1 gama 1sinlar1 saniyede metal
malzemelerinin i¢ yapilarinin, catlaklarinin ya da icerdigi yabanci maddelerin

belirlenmesinde, sterilizasyon isleminde, biyolojik arastirmalarda kullanilir.

Kobalt, bazi hayvanlarin beslenmesinde ve insanlardaki alyuvarlarin

olgunlagsmasinda gerekli olan B, vitamininde yer alir.

Kobalt cevrede yaygin olarak dagildigindan insanlar havadan, i¢gme suyuyla ve
kobalt iceren yiyecekler yiyerek buna maruz kalabilir (Url-1). Baz1 arastirmacilar
kobaltin havada ortalama olarak 0,0004 pg m” konsantrasyonda bulundugunu fakat
endiistrinin yogun oldugu ortamlarda aliman hava orneklerinde bu degerin 0,61pug
m™’e kadar ulastig1 belirtilmektedir. Yapilan bir ¢alismada su 6rneklerinde ortalama
olarak 2 pg L™ konsantrasyonda bulundugu fakat bu degerin 107 ug L ye kadar
cikabilecegi belirtilmistir (Ciftci, 2007).

Kobalt, damarlan genisleterek damar spazmlarimi giderir, sinir sistemini rahatlatarak
migreni giderir, kansizligin giderilerek karaciger ve pankreasin normal ¢alismasinda

etkindir. Marul, salgam, incir, 1spanak, pazi ve armutta bulunur.

2.5.2 Demir

Atom numarasi 26, atom agirligi 55.845 g mol™ olan gri siyahimsi renkte, parlak bir

gecis elementidir.

Saf demirin kullanim alami oldukg¢a smirhidir. Teknikte daha c¢ok celik olarak
kullanilir. Celik %0,1-1,5 arasinda karbon iceren demirdir. Diisiik (%0,15’den daha
az) karbonlu ¢elik yumusaktir, demir tel ¢ekilebilir. Az karbonlu (%0,15-0,25) ¢elik
kablo, civi, zincir, nal yapiminda; orta karbonlu (%0,25-0,60) celik kiris, direk, yap1
malzemeleri; yiiksek karbonlu (%0,60-1,5) celik bicak, jilet, matkap uglar
yapilmasinda kullanilir (Tezcan, 2007).
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Demir bitkiler ve hayvanlar icin 6nemli olan, canli sistemleri ile ilgili en 6nemli
gecis elementidir. Demir alimi ve tasmmumini kontrol etmek ve gerekli

konsantrasyonlar1 saglamak i¢in ¢ok etkili biyolojik mekanizmalar mevcuttur.

Insan viicudunda viicut agirliginin  yaklasik %0,005’i kadar demir bulunur
(Greenwood ve Earnshaw, 1997). Insan viicudundaki demirin %60-70 kadari
hemoglobin igerisinde, %10-13 kadan kaslarda miyoglobin icerisinde ve enzimlerde,

%15-30 kadar1 karaciger, dalak, kemik iliginde depolanmis halde bulunur.

Yeteri kadar demir alinmamasi durumunda demir eksikligi anemisi goriiliir. Demir
eksikligi, soluk beniz, carpinti, nefes darligi, yorgunluk, halsizlik gibi genel belirtiler
yaninda dudak koselerinde catlaklar, tirnak ve sa¢ kirilmasi, istahsizlik ortaya ¢ikar.
Daha ileri diizeydeki eksikliklerde deri mukoza degisiklikleri goriilebilir, bazi

hastalarda normal olmayan buz, toprak, nisasta yeme istegi dogar.

Baz1 hastaliklarda veya ila¢ halinde gereginden fazla demir alinmasi durumunda
viicutta asir1 demir birikir. Tedavi edilmezse karaciger sirozu, seker hastaligi, kalp
biiytimesi gibi sorunlar ortaya cikabilir. Viicudun dayanabilecegi giinlitk demir iist

sinir1 yetiskinlerde 45 miligram, 14 yas alti cocuklarda ise 40 miligramdir.

Demirce zengin olan besin maddeleri, hayvansal gidalar, karaciger, dalak, kirmiz1 et,
yumurta, liziim, pekmez, kuru meyveler, kuru baklagiller, findik, fistik sayilabilir

(Tezcan, 2007).

2.5.3 Nikel

Nikel, 1757°de A. F. Crosted tarafindan kesfedilmis sert, giimiis-beyaz renkli,
doviilebilen bir gecis elementidir. Atom numarast 28, atom agirhigi ise 58.6934 g

mol diir.

Saf veya diisiik alagimli nikel, kimyasal etkenlere kars1 direnglidir. Metal parlakligini
atmosfer korozyonu altinda bile gostermesi nedeniyle, genis bir kullanmim alanina
sahiptir. Celik, bakir, aluminyumdan yapilmis alasimlarin elektrolitik kaplanmasinda
kullanilir. Tel halinde metal orgiilerin yapilmasinda, 6zgiin alagimlarin yapilmasinda

kullanilan 6nemli bir elementtir (Tezcan, 2007).

Nikel ayrica bozuk paralarin iiretiminde ve dekoratif giimiis yerine kullanilmaktadir.
Nikel mineraline ve ¢oziinebilir bilesiklerine maruz kalma miktari, 40 saat/hafta'lik

siire iginde 0,05 mg cm™'ii gecmemelidir.
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Hassas bireyler dermatit olarak bilinen ve derilerinin nikel ile temas etmesi sonucu
ortaya ¢ikan bir alerji gosterebilirler. Ozellikle kulaklara takilan miicevherlerde
kullanilan nikel bu tiir alerjilerin en Onemli sebeplerinden biridir. Nikel alerjisi
sonucu kulakta kasinma, derinin kizarmasi1 gibi belirtiler goriilebilir. Bu problem
yiiziinden, bugiin bircok kiipe nikelsiz olarak iiretilmektedir. insan derisine temas
edecek olan iiriinlerdeki nikel miktar1 Avrupa Birligi tarafindan diizenlemeye tabi

tutulmustur (Url-2).

Insanlar yiyecek, sigara, hava, igme suyu ve hava yolu ile nikele maruz kalabilir.
Nikel iceren toprak veya suyla temas da nikel yayillmasina neden olabilir. Az
miktarda nikel sarttir, ama alim ¢ok yiiksek oldugu zaman insan saghig i¢in bir
tehlike olabilir. Gidalar az miktarda nikel icermesine karsin, ¢ikolata ve kat1 yaglarin
yilksek miktarda nikel igerdigi bilinmektedir. Ayrica nikel deterjanlarda da
bulunmaktadir. Nikel ¢ok biiyiikk miktarda bir alim1 akciger kanseri, burun kanseri,
girtlak kanseri ve prostat kanseri gelisme ihtimalini arttirir, solunum yetmezligi,
dogum kusurlari, astim ve kronik bronsit ve kalp hastaliklar1 goriilebilir (Url-3).

EPA’ya gore igme suyunda Ni i¢in daha énceden simir 100 pg L™ iken 9 Subat 1995
ten sonra EPA herhangi bir yasal sinir degeri (MCL:maximum contamination level)
belirtmemistir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) Avrupa’da icme sularinda Ni
derisimlerinin 2-13 pg L', Almanya'da ise ortalama degerin 9 g L' oldugunu

belirtmistir (Url-4).

2.6 HPLC ile Metal Tayini Calismalari

Okutani ve dig. (1997), 2-(5-nitro-2-pyridilazo)-5- [N-propil-N-(3-siilfopropil)
amino] fenol (Nitro-PAPS) selatlar1 seklindeki Cu(Il), Co(II), Ni(Il) ve Fe(Il)
iyonlarnt UV dedektorlii (570 nm) ters faz HPLC ile es zamanh olarak tayin
edilmistir. Hareketli faz 2.107 mol L nitro-PAPS, 0.01 mol L' fosfat tamponu
(pH:6) iceren tetrahidrofuran-asetonitril-su (15:10:75, v/v) karisimi olup, hareketli
fazin akis hizi 1 mL dak™dir. Gozlenebilme simirlar bakir ve demir igin 0.2 ng mL™,
nikel icin 0,04 ng mL" ve kobalt icin 0,01 ng mL™" olarak bulunmustur. Yontem

yagmur ve nehir suyuna uygulanmistir.

Ma ve dig. (1997), Co(Il), Ni(Il), V(V) ve Fe(Ill) iyonlarinin 2-(2-benzotiyolazo)-5-
(3-sulfopropil) amino fenol (BTASPAP) selatlarinin tayini icin ters faz iyon cifti
HPLC yo6ntemini kullanmiglardir. Potasyum iyodat varliginda, BTASPAP ligandi ile
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analit iyonlar1 negatif yiiklii suda c¢oziilebilen selatlarina doniistiiriilmiistiir. Bu kararh
selatlar1 C;g siloksan bagli kolonda, 0,2 mol L' asetik asit-sodyum asetat tamponu
(pH: 3) ve 1 mmol L tetrabiitil amonyum bromiir iceren asetonitril-asetat-su
(36:1:63: v/v) hareketli fazinda 7 dakikada tayinlerini gerceklestirmislerdir. Co(IIl),
Ni(Il), V(V) ve Fe(Ill) i¢in 565 nm’de gozlenebilme sinirlar sirasiyla 0,3, 0,8, 0,3 ve

1,0 ng olarak bulunmustur. Yontem dort farkli alasim 6rnegine uygulanmaistir.

Mudasir ve dig. (1998), Fe(l) ve Cu(ll)’nin 4,7 difenil-1,10-fenatrolin
(batofenantrolin) disiilfonat (BPS) ile olusturdugu negatif yiiklii selatlarimin tayininde
ters faz HPLC yontemini kullanmislardir. Kolon Inertsil ODS-2, hareketli faz 0,02
mol L tetrametil amonyum bromiir (TMAB) ve 0,025 mol L' tris (hidroksimetil)
amino metan (Tris)-HCI] iceren (pH: 7.5) metanol-su (60:40, v/v) karigimidir.
Selatlarin ayrimim etkileyen kromatografik parametreler optimize edilmistir. Metot
dogal su orneklerine uygulanmistir. Bu yontemde, ortamdaki nikelin ve muhtemel

organik kirliliklerin matriks etkisi gosterdigini belirtmislerdir.

Padaruskas ve dig. (1998), su orneklerinde Cr(VI)’nin 6nderistirilmesi ve tayininde
on kolon selat olusumlu HPLC’yi kullanmiglardir. Kromat, 1,5-difenil karbazit
(DPC) ile kompleks olusturmus ve C;g kolonda (50x6 mm iggap) Onderistirme
yapilmistir. Onderistirme basama@min hemen sonrasinda orneklerin analizi 6.10°
mol L! H,SO4 ve % 20 asetonitril iceren eliientle C;g kolonda (100x6 mm i¢cap)
yapilmistir. Calisilan dalga boyu 546 nm’dir. Belirlenen optimum sartlarda 100 mL
ornek cozelti kullanildiginda Cr(VI) igin gozlenebilme st 0,02 ng mL™dir.
Yontem icme suyu, yiizey suyu ve kaynak suyu orneklerine uygulanmis ve ilave

edilen Cr(VI)’nin geri kazanim degerleri % 94-104 araliginda bulunmustur.

Vachirapatama ve dig. (2002), V(V)’in PAR ve hidrojen peroksitle olusturdugu ii¢lii
kompleksinin tayininde iyon etkilesimli ters faz HPLC’yi kullanmiglardir. Kolon
olarak C;g kolonu kullanmiglardir. Optimum hareketli faz 3 mmol L' tetrabiitil
amonyum bromiir, 5 mmol L' asetik asit ve 5 mmol L™ sitrat tampou (pH:7) iceren
metanol-su (32:68, v/v) karisimidir. Tayinler 540 nm’de gerceklestirilmistir. pH 6’da
vanadyumun {i¢lii kompleksinin stokiyometrisi HPLC ile mol oran1 ve Job metodu
kullanimiyla V(V):PAR:H,0, seklinde (mol orami 1:1:1 olarak) belirlenmistir.
Gozlenebilme sinirt 0,09 ng mL"! olarak bulunmustur. Yontem azotlu, fosfath ve

potasyumlu giibrelerin analizinde uygulanmigtir. HPLC ile elde edilen V(V)
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sonuglari, ICP-MS analizinden elde edilen sonuglarla karsilastirllmis ve degerler

uyumlu bulunmustur.

Ali ve Aboul-Enein (2002), ters faz yiiksek performansh sivi kromatografisiyle
arsenik ve krom tiirlemesi caligmiglardir. Kolon olarak Econosil C;s, hareketli faz
olarak da arsenik tiirlemesi icin su-asetonitril (80:20, v/v), krom tiirlemesi i¢in 10
mmol L amonyum asetat tamponu (pH:6)-asetonitril (10:90, v/v) karisimi hareketli
faz olarak kullanmilmistir. Tayinleri, 410 nm’de UV-vis spektrometre ve AAS ile

gerceklestirmislerdir.

Chung ve Chung (2003), 4-(2-Thiazolilazo) resorsinol (TAR) ya da 5-Metil-4-(2-
thiazolilazo) resorsinol (SMTAR) selatlar1 seklindeki Co(II) iyonlarinin tayininde
ters faz kapiler HPLC’yi kullanmislardir. Kapiler-HPLC sisteminde Vydac C,4 kolon
ve hareketli faz olarak asetonitril-su karisgimi kullanilmistir. TAR kullanildiginda
optimum pH 5.60, SMTAR kullanildiginda optimum pH 7.20, hareketli faz bilesimi
%30 asetonitril olarak bulunmustur. Co(Il) iyonlar1 i¢in gozlenebilme sinir1 ligand
TAR kullanildiginda 2.0x10”7 mol L' (118 ppb), SMTAR kullanildiginda ise
3.0x107 mol L' (17.7 ppb) olarak bulunmus ve gelistirilen yontem mineral ve atik

sulara uygulanarak Co(Il) tayin edilmistir.

Tang ve dig. (2004), selatlayici reaktif olarak dietilditiyokarbamat, ekstraktant olarak
Triton X-114 kullanarak bulutlanma noktast ekstraksiyonunu (cloud point
extraction:CPE) yontemiyle sulu cozeltilerde Cr(IIl) ve Cr(VI)’nmin es zamanh
onderistirilmesini gerceklestirilmistir. Tayinde HPLC’de hareketli faz olarak 1.0 mL
dk™" akis uzinda 0,05 mol L™ sodyum asetat-asetik asit ile pH’1 3.6’ya tamponlanmig
metanol-su-asetonitril (65:21:14, v/v) karisimi kullanilmistir. Gelistirilen metot kar
suyu, nehir suyu, deniz suyu atik su orneklerindeki Cr(IIl) ve Cr(VI) nin ayrimi ve

tayinine uygulanmistir.

Srijaranai ve dig. (2006), bazi metal-PAR selatlarinin tayin i¢in akisa enjeksiyonla
birlestirilmis iyon cifti ters faz HPLC yontemini kullanmiglardir. Kompleks olusumu
ve iyon ¢ifti ters faz HPLC ile analiz 16 dakika siirmiis ve Cr(VI) ve Co(Il), Ni(Il) ve
Cu(II)’nin PAR selatlar1 tatin edilmistir.

Nam ve dig. (2006), gida ve ek besinlerde As tiirlerinin tayininde
HPLC-ICP-MS yo6ntemini kullanmiglardir. HPLC de kolon, anyon degistirici kolon

ve hareketli faz amonyum karbonat ¢ozeltisidir. Bu yontemle elma orneklerinde
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As(III), As(V), dimetilarsinik asit (DMA) ve monometilarsonik asit (MMA), piring
unu orneklerinde DMA ve As(V), bitkisel ek besin drneklerinde de As(V) ve MMA

bulunmustur.

Miravet ve dig. (2006), komiir ugucu kiilinde antimonun analitik tiirlemesi ve li¢
edilebilirligini calismiglardir. Tiirleme analizi i¢in HPLC-ICP-MS ve HPLC-HG-
AFS uygulanmstir.

Kaur ve dig. (2007), Co(II), Ni(Il), Cu(Il) ve Pd(II)’nin ayrimi ve es zamanl tayini
icin reaftif olarak 2-tiyofenaldehit-3-tiyosemikarbazon (TPTS) kullanmiyla kat1 faz
mikroekstraksiyon-HPLC-UV yontemi gelistirmislerdir. Analitlerin ayrilmasinda Cg
kolon ve hareketli fazin asetronitril:su (65:35) oldugu ters faz HPLC kullanilmstir.

Gelistirilen yontem alagimlara ve su orneklerine uygulanmustir.

Cift¢i ve dig. (2007), Tiirkiye’de yetisen kekik, 1sirgan, tiitiin, turp ve ithlamurdaki
nikel konsantrasyonlarimi HPLC ile tayin etmislerdir. Hareketli faz metanol-su-
asetonitril-asetat tamponu (55:40:2.5:2.5 v/v) olup kolon LUNA C;3 ODS kolondur.
Calismada DAD dedektor kullamilmistir. Kekik, 1sirgan,tiitiin, turp ve ithlamurdaki
ortalama nikel diizeyleri sirasiyla 6,93, 3,44, 2,84, 1,58 ve 1,41 mg kg'l (kuru madde)

olarak bulunmustur.

Kaur ve Malik (2007), sulu ortamdaki Co(II), Ni(Il) ve Pd(II)’un morfolin-4-
karboditiat komplekslerinin es zamanh tayinleri icin SPME- HPLC -UV sistemi
gelistirmislerdir. Metal komplekslerinin ayriminda C;g kolon, hareketli faz olarak da
asetonitril:su (60:40) karisimi kullanmuslardir. Gozlenebilme sinirlart Co(II), Ni(II)
ve Pd(Il) icin sirasiyla 0,17, 0,11 ve 0,06 ng mL™! olarak bulunmustur. Gelistirilen

yontem farkli alagimlara ve igme suyu 6rneklerine uygulanmastir.

Morita ve dig. (2007), C3p ters faz kolonu kullanarak HPLC-ICP-MS ile arsenik ve
antimonun eszamanh tiirlemesi icin metot gelistirmistir. Sekiz arsenik bilesigi
(As(III), As(V), monometil arsonik asit (MMAA), dimetil arsinik asit (DMMA),
arsenobetain (AB), arsenokolin (AsC), trimetil arsinoksit (TMAQO)ve tetrametil
arsonyum (TeMA)), Sb(III) ve Sb(V) amonyum tartarat iceren 6zel hareketli faz ile
eszamanli olarak ayrilmustir. Ozellikle organik As tiirleri icin ayirma etkisinde Csg
kolonunda C;g kolonuna gore ayirma daha iyidir. Bu elementler i¢in 10 uL. 6rnek

enjekte edildiginde gozlenebilme sinirlart her bir As tiirii icin 0,2 ng mL™", her bir Sb
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tiirli icin 0,5 ng mL" olarak bulunmustur. Onerilen metot kaplica suyu ve balik

orneklerine uygulanmistir.

Street ve dig. (2007), cay yapraklar1 ve demlenmis ¢ayda aliiminyum tiirlemesi ve
toplam bilesimini ¢alismislardir. Cek Cumbhuriyeti’'nde yetisen ve farkli bolgelerden
alman toplam 29 c¢ay Ornegi toplanmis ve analiz edilmistir. Biitiin ornekler igin
demlenmis ¢ayda Al'un HPLC/IC tiirlemesi calisilmistir. Demlenmis caya Al
ilavesi AI** Al(Y)* ve AI(X)" tiirlerinin demlenmis cayda tayin edilebilecegini
dogrulamistir. Ayrica demlenmis ¢aya limon suyu ilavesinin Al tiirlemesini 6nemli

sekilde etkiledigi goriilmiistiir .

Chen ve dig. (2009), bulutlanma noktasi ekstraksiyonundan sonra ICP-MS ile birlikte
HPLC yontemini kullanarak eser civa tiirlerinin tayinini gerceklestirmislerdir.
Analitler sodyum dietil ditiyo karbamat ile kompleks olusturmus ve iyonik olmayan
surfaktant Triton X-114 ile deristirme yapilmistir. Civa tiirleri HPLC ile 6 dakikadan
daha az bir siirede ayrilmislardir. 25 mL 6rnek ¢ozelti kullanilarak Hg2+ ve MeHg"
icin zenginlestirme faktorleri sirasiyla 42 ve 21, gozlenebilme sinirlart 4 ve 10 ng
L""dir. Gelistirilen yontem cevresel ve biyolojik orneklerdeki civa tiirlerinin eser

miktarlarinin tayininde basartyla uygulanmistir.

Miiler ve dig. (2009), Cin egrelti otunun sulu ekstraktlarinda, anyon degisirici fazl

HPLC-ICP-MS ile organik ve inorganik antimon tiirlerini tayin etmislerdir.

Cacho ve dig. (2010), baz1 bitki ekstraktlarinda Ni tiirlemesi icin yeni ve duyarl
normal faz HPLC yontemi gelistirmislerdir. Metotta durgun faz silika, hareketli faz
hekzan:etanol (9:1, v/v) karisitmidir ve Ni komplekslerinin tayininde UV veya MS

kullanilmigtir. Gelistirlen yontem bezelye kokii nodiillerine uygulanmistir.

Ying ve dig. (2011), atik sularda Cr(Ill) ve Cr(VI) iyonlarinin iyonik sivi ile
onderistirme isleminden sonra kromatografik tayinleri i¢in yontem gelistirmislerdir.
Selatlayic1 reaktif olarak APDC kullanilmigtir. Kolon RP-C;g kolon olup hareketli
faz metanol-asetonitril-su (53:14:33, v/v), akis oram1 1.0 mL dak™" dir. Cr(VI) ve

Cr(III) i¢in geri kazanmim degerleri 91,8 % ve 95,8 % araliginda bulunmustur.

Jia ve dig. (2011), s1v1 kozmetik iiriinlerindeki civanin tayini i¢in iyonik sivi dispersif
stvi-sivi mikroekstraksiyon ile birlikte HPLC-ICP-MS kullanmuslardir. Ik olarak
civa, metilciva ve etil civa APDC ile kompleks olusturmus ve olusan kompleksler 1-

heksil-3-metilimidazolyum heksaflorofosfat icerisine DLLME ile ekstrakte
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edilmistir.Ekstraksiyon sonrasi elde edilen yaklasik 8 pL sediment faz 60 pL. metanol
icersinde ¢oziilmiis ve 20 pL. 6rnek HPLC-ICP-MS sistemine verilmistir. HPLC’de
kolon C;g kolon, hareketli faz 0,06 mol L! amonyum asetat iceren % 4,4 (v/v)
metanol ve 10 mM L-sistein karigimidir. Gozlenebilme sinirlart Hg2+ icin 1,3ngL",

metilciva icin 7,2 ng L' ve etilciva i¢in 5,4 ng L olarak belirlenmistir.
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3. ATOMIK ABSORPSIYON SPEKTROSKOPiSI
3.1 Giris

Atomik spektroskopi, gaz halindeki atomlarin veya gaz halindeki tek atomlu
iyonlarin elektromanyetik 151m1 absorpsiyonu, emisyonu veya floresansini esas alan
yontemleri kapsamaktadir. Atomik spektroskopi, elektromanyetik spektrumun

ultraviyole, goriiniir alan ve X 1s1nlar1 bolgesinde spektrum olusturur.

Atomik tiirlerin spektroskopik tayinleri, tek atomlarin (veya bazen Fe*, Mg*, Al" gibi
element iyonlarinin) birbirlerinden iyice ayrilmis bulundugu gaz ortaminda
yapilabilir. Dolayisiyla, tiim atomik spektroskopik islemleri i¢in ilk basamak
atomlagtirmadir. Atomlasma esnasinda numune, atomik gaz olusturacak sekilde
buharlastirilir ve parcalanir. Kantitatif bir tayinin duyarligi, dogruluk derecesi,
kesinligi biiylik olgiide atomlastirma islemine baglidir. Bu nedenle atomlastirma

atomik spektroskopideki en 6nemli asamadir (Skoog ve dig., 1996).

Atomik spektroskopi yontemlerinden atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS),

analitik numunelerde tek element tayini i¢in en yaygin yontemdir.

3.2 Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi (AAS)

Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi (AAS), temel diizeydeki element atomlarinin
kendilerine 6zgii dalga boylarinda 1s1m1 absorplamasina dayanir. Absorpsiyonun
biiyiikliigii, temel diizeydeki atomlarin derisimi ve analit derigsimine baglidir. Analit

derisimi, absorbans 6l¢iimiiyle bulunabilir (Kellner ve dig., 1998).

AAS’de temel diizeyde bulunan atomlarin elektromanyetik 111 absorplamalariyla
atomlar, uyarilmis elektronik diizeye gecerler. Bu gecis “rezonans gecisi” olarak
bilinir. Rezonans hat, en siddetli absorpsiyona sahip olan hattir. Temel enerji
diizeyiyle, uyarilmis enerji diizeyleri arasindaki enerji farki gittikce azalir ve
dolayisiyla elementin absorpsiyon siddeti de azalir. Duyarlig1 yiiksek analizler igin,

analitin rezonans hatt1 kullanilir. Biitiin metallerin ilk rezonans hattinin dalga boyu
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200 nm’den daha biiyiiktiir. Bu nedenle, metal tayininde AAS yaygin olarak

kullanilmaktadir.

AAS’de 151n absorpsiyonunda Beer yasasi gecerlidir. Bu nedenle monokromatik 1sin
gereklidir. Bu temele dayanarak ticari atomik absorpsiyon spektrometreleri

yapilmistir.

3.3 Atomik Absorpsiyon Spektrometreleri

Atomik absorpsiyon spektrometrelerinin kisimlari, analit elementinin spektrumunu
yayan bir 1s1n kaynagi, 6rnegin atomlarina ayrigtigi bir atomlastirici, monokromator,

dedektor ve elektronik devrelerdir.

3.3.1 Isin kaynaklar:

Atomik absorpsiyon hatlarinin ¢ok dar olmasi (0,002-0,005 nm) nedeniyle iyi bir
absorbans elde edebilmek icin absorpsiyon piklerinden daha dar bant veren ¢izgi
(hat) 1s1n kaynaklar1 kullanilir. Atomik absorpsiyon cihazlarinda oyuk katot lambalar1

ve elektrotsuz bosalim lambalar1 olmak tizere iki tiir lamba kullanilir.

Oyuk katot lambalar1 atomik absorpsiyon oOlgiimleri i¢in en yaygin kullanilan
kaynaktir (Caroli, 1985). Sekil 3.1°de sematik olarak gosterilen bu kaynakta katot,
analit metalinden yapilmistir veya bu metalin kaplamasimna destek olabilecek

yapidadir (Skoog ve dig., 1996).

| ™ Kuwars veya
pyreks pencere

Cam 1-5 torr'da
perde Me veya Ar

Sekil 3.1: Oyuk katot lambasinin sematik yan kesiti

Elektrotlar arasina yaklagik 300 V’luk bir gerilim uygulanir ve uygulanan bu gerilim
alindaki lambada inert gaz iyonlasir. Iyonlasma sonucu ortamda katyon ve
elektronlar olusur. Bunlar lambanin elektrotlarina dogru go¢ etmeye baslarlar ve

bunun sonucunda 5-25 mA’lik bir akim meydana gelir. Katyonlar katot tarafindan
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hizla c¢ekilir ve ivmeli bir hizla oyuk katodun yiizeyine carparak katottan metal
atomlarini firlatirlar (Giindiiz, 2004). Boylece atom bulutu olusur, bu siire¢ sicratma
adint alir. Sigratilan metal atomlarinin ¢cogu uyarilmis haldedir ve bunlar temel
hallerine donerken karakteristik 1s1n yayarlar. Sonucgta metal atomlart geri katot

yiizeyine difiizlenir veya tiipiin cam duvarlarinda birikir (Skoog ve dig., 1998).

Ticari olarak yaklasik 40 element i¢in oyuk katot lambasi bulunabilir. Bazilarinin
katodu birden fazla element igerebilir; boyle kaynaklar birka¢ analitin tayini icin

gerekli spektrum ¢izgilerini ayn1 anda verebilir (Skoog ve dig., 1996)

Elektrotsuz bosalim lambalar1 (EDL), atomik ¢izgi spektrumu icin yararli bir
kaynak olup oyuk katot lambalarindan onlarca hatta yiizlerce kat daha biiyiik 151n

siddeti olustururlar. Performanslar1 oyuk katot lambalar1 kadar iyi degildir.

3.3.2 Atomlastiricilar

Ornekteki iyon ve molekiillerden analiz edilecek element atomlarmin
olusturulmasina atomlastirma, bunun i¢in kullanilan sistemlere atomlastiricit denir.
Bir analizin basarili olup olmamasi, atomlasmanin etkinligine ve Ornekteki analiz

edilecek elementin atomlagma derecesine dogrudan baghdir (Welz, 1895).

Numune atomlastirma tekniklerinden en yaygin kullanilanlart alevli atomlastirma ve

elektrotermal atomlastirmadir.
3.3.2.1 Alevli atomlastiricilar

Alevli atomlastirici, numuneyi bir bulut veya aerosol sekline doniistiirdiikten sonra
alev bagligina yollayan bir pnomatik sislestiriciden ibarettir. Alevli atomlastiricida,
atomlagmanin oldugu alev igerisine numune ¢o6zeltisi yanic1i gaz ile karisan
yiikseltgen gaz akisiyla tasmir ve piiskiirtiiliir. {1k olarak c¢oziicii buharlasir ve cok
ince dagilmis bir molekiiler aerosol olusur. Sonra bu molekiillerin cogunun ayrigmasi
sonucu, bir atomik gaz olusur. Bu sekilde olusan atomlarin ¢ogu katyonlar ve

elektronlar vermek iizere iyonlasir (Skoog ve dig., 1998).

Alevli atomlastiricida en ¢ok kullanilan alev hava/asetilen alevi (2100-2400°C),
toprak alkali ve bircok gecis metali icin uygundur. Cok kararli oksit olusturan
refrakter metaller (Al, Be, Si, Mo, V gibi) icin ise yiiksek sicaklik nedeniyle
asetilen/N,O (2600-2800°C) veya asetilen/O, (3050-3150°C) alevi kullanilir. Alevin
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sicakligi ve atom buharinin kalma siiresi, yanici ve yakic1 gaz cinslerine ve akis

hizlarina bagimhidir.
3.3.2.2 Elektrotermal atomlastiricilar

Elektrotermal atomlagtiricilar, genel olarak kisa siirede tiim numunenin
atomlastirilmasi ve optik yolda atomlarin ortalama kalma siirelerinin bir saniye veya

daha fazla olmasi nedeniyle duyarlikta artis saglar.

Elektrotermal atomlastiricilarda, grafit bir kapsiilde, elektriksel olarak isitilmig bir
grafit tiipte, once numunenin birka¢ mikrolitresi kurutulur ve sonra kiil edilir. Kiil
edildikten sonra, yaklasik 2000-3000 °C’a yiikselen sicakliga neden olan akim, hizla
birkag yliz ampere arttirilir; numunenin atomlagmasi birka¢ milisaniyeden saniyelere
kadar degisen periyotta olusur. Atomlagma, sicakligin degismedigi bir cevrede

gerceklestiginden daha tekrarlanabilir pikler elde edilir (Skoog ve dig., 1998).

3.3.3 Monokromator

Spektroskopik yontemlerin ¢ogunda kullamilan aletin {stiinliigli dogrudan
monokromatoriin ayirma giiciine bagli oldugu halde, AAS’de iki elementin
birbirinden ayrilmasi, sadece oyuk katot lambasinin emisyon hattinin genisligi ile
absorpsiyon hattinin genisligine baglidir ve normal bir monokromatoriin ayirma
giicliniin iistiinde degerlerdir. Monokromatoriin incelenen elementin rezonans hattini

diger elementlerin rezonans hatlarindan ayirmasi yeterlidir.

3.3.4 Dedektor

AAS’de 151k sinyalinin elektrik sinyaline doniistiiriilmesinde fotogogalticilar
kullanilir. Foto alicilar yardimiyla elde edilen elektrik sinyalleri dijital, analog ya da

bir yazicidan absorbans olarak kaydedilir.

3.4 Atomik Asorpsiyon Spektroskopide Girisimler ve Onlenmesi

Bir analitin sinyalinde sistematik bir sapmaya, dolayisiyla sonuclarin hatali
cikmasina neden olan etkilere girisim denir. Girisimler fiziksel, kimyasal, iyonlasma,

spektral ve zemin girisimleri olarak siniflandirilabilir.
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3.4.1 Fiziksel girisimler

Alev oOl¢tim sartlarimi degistiren fiziksel olaylar ile ¢ozeltinin fiziksel 6zelliklerini
faktorlerin tiimii fiziksel girisimler olarak tanimlanir. Ornek cozeltinin viskozitesi,
yiizey gerilimi ve 6zgiil agirlik gibi fiziksel ozelliklerinin 6rnek ve referans maddede

farkli olmasi nedeniyle ortaya ¢ikar.

Fiziksel girisimler, Ornek ve standart ¢ozeltinin fiziksel Ozellikleri birbirine
benzetilerek, standart ekleme yontemiyle veya ornegin seyreltilmesi ile giderilebilir

(Dulski, 1999).
3.4.2 Kimyasal girisimler

En yaygimn kimyasal girisim, analit ile ucuculugu az bilesikler olusturan ve boylece
atomlagmay1 geciktiren anyonlarin girisimidir ve diisiik sonuglar elde edilir (Skoog
ve dig., 1998). Elektrotermal atomlasticilarda ise iki tiir kimyasal girisim goriiliir:
analit refrakter bilesiklerini olusturabilir veya ucucu bilesiklerine doniisebilir
(Dulski, 1999). Kimyasal girisimleri 6nlemenin en iyi yolu, girisime neden olan
element ve iyonla kararli bilesik olusturacak serbestlestirici veya koruyucu reaktif

ilave edilmesidir. (Skoog ve dig., 1998).

3.4.3 Iyonlasma girisimleri

Kimyasal girisim olarak da diistiniilebilen bu girismler, atomlastiricida analit
atomlarinin 6énemli bir miktarinin uygulanan sicaklikla iyonlagmasi sonucu olusur.
Ornek cozelti, kor ¢ozelti ve standartlara aym: miktarda kolaylikla iyonlasabilen
iyonlagsma bastiricisi eklenerek giderilebilir. Lantan, stronsiyum, sezyum, potasyum

ve sodyum ¢ozeltileri yaygin olarak iyon bastiricisi olarak kullanilir (Dulski, 1999).

3.4.4 Spektral girisimler

Spektral girisim, analitin rezonans cizgisinin 151k kaynagindaki diger emisyon
cizgileri ile cakismasi, analitin rezonans cizgisinin alevde olusan absorpsiyon
cizgileri ile cakismasi veya analitin absorpsiyon hattinin 6rnekteki baska bir
elementin hatti ile cakismas1 sonucu ortaya ¢ikan girisimlerdir.

Daha dar slit araliginin kullanilmas: ya da analitin farkli rezonans hattinin

secilmesiyle giderilebilir (Dulski, 1999).
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3.4.5 Zemin girisimleri

Analitin i¢cinde bulundugu matriksten ileri gelen 1s1k sagilmalari ve molekiiler
absorpsiyonlar girisime neden olur. Cogu zaman zemin girisimlerinin kaynagi
bilinmez, ciinkii zemin girisimleri 6rnekten Ornege zamanla da degisir. Zemin
girisimleri 6zel tekniklerle giderilir. Bu teknikler: cift hat yontemi, siirekli 1sin

kaynag1 yontemi, zeeman yontemi ve Smith-Hieftje yontemleridir.

Zemin diizeltme tekniklerinin hepsinde de iki 6l¢iim yapilir; birincisi analit dalga
boyunda gereklestirilir ve analit ve zemin absorbanslar1 toplami olgiiliir. Ikinci
olciimde analit dalga boyunun yakininda yalmz zemin 6lciimii yapilir. Iki 6lciim

arasindaki fark, zemin girisimi diizeltilmis analit absorbansin verir.

3.5 Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi Uygulamalari

Atomik absorpsiyon spektroskopisi metodu c¢ok hassas bir metottur. Yaklasik 60
kadar metal ve yar1 metal bu metotla tayin edilebilmektedir (Giindiiz, 2004). Bir¢ok
element icin, alevli atomik absorpsiyon spektrometrinin gézlenebilme sinir1 1-20 ng
mL" veya 0,001-0,020 pg mL™ araliginda bulunur; elektrotermal atomlasmada ise

gdzlenebilme sinir1 0,002-0,01 ng mL™" veya 2.10°-1.10” pg mL™""dir.

Alevli AAS’de analizlerle ilgili bagil hata %]1-2 biiyiikliigiinde, elektrotermal
AAS’de ise alev atomlagsmanin 5-10 katindan fazladir (Skoog ve dig., 1998).

3.6 AAS ile Metal Tayini Calismalari

Tiizen (2003), Karadeniz’deki baliklarda bazi agir metallerin (Pb, Cd, Fe, Cu, Mn ve
Zn) tayininde grafit firrnli AAS’yi kullanmistir. Biitiin elementler icin geri kazanim
degerleri %95’in tlizerinde ve bagil standart sapma degerleri %7°den daha az

bulunmustur.

Karadjova ve dig. (2005), elektrotermal AAS ile esansiyel lavanta ve giil yaglarinda
As taynini gergeklestirmislerdir. Direkt elektrotermal AAS analizlerinde, yag
ornekleri lavanta i¢in etanol, giil ya@& icin i-propanol kullanilarak
¢Oziiniirlestirilmistir. As icin gozlenebilme sinirlar1 lavantada 4,4 ve giil yaginda 4,7

ng g’1 olarak bulunmustur.
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Senturk ve dig. (2007), Amberlit XAD-2000 kolonda altin iyonlarint Au(III)-
dietilditiyo karbamat kompleksi seklinde adsorplamis ve sonra asetonda 1 M HNO;
ile eliie etmislerdir. Cozelti alevli AAS’de okunarak Au tayin edilmistir. Au(IIl) i¢in
geri kazanim degeri % 95 ve gozlenebilme st 16,6 g L" olarak bulunmustur.

Yontem cevresel orneklere uygulanmistir.

Bohrer ve dig. (2007), atomik absorpsiyon spektrometrisi ile tavuk etindeki
selenyumun tayini icin dort farkli yontem gelistirmislerdir. Orneklerdeki selenyumu
hidriir olusturmali AAS veya grafit firmli AAS ile tayin etmisler ve her iki yontemle
elde edilen sonuclar1 karsilastirmiglardir. Go6zlenebilme siniri hidriir olusturmali

AAS’de 1 pg L™, grafit firinli AAS’de 0,6 ug L™ olarak bulunmustur.

Brandao ve dig. (2007), hicbir seyreltme ve onderistirme islemi olmadan kati
orneklemeli elektrotermal AAS kullanarak petrol 6rneklerindeki Cu, Fe ve V’un
direkt tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. Kimyasal modifier plarak Pd + Triton X-
100 ¢ozeltisi kullanilmstir. Gozlenebilme sinirlart 0,3-1mg araliginda 6rnek miktar

icin Cu, Fe ve V icin sirasiyla 10, 200 ve 800 pg olarak bulunmustur.

Lemos ve dig. (2008), bulutlanma noktasi ekstraksiyonu ile Cu ve Ni iyonlariin
Onderistirilmesinden sonra analitleri alevli AAS ile tayin etmislerdir. Optimum
sartlar altinda zenginlestirme faktorleri Cu icin 29, Ni i¢in 25 bulunmustur. Metot

cesitli gida 6rneklerine uygulanmastir.

Farajzadeh ve dig. (2008), dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi ile Cu-
oksinat komplekslerini ekstrakte ettikten sonra ¢ozeltideki Cu iyonlarim alevli AAS
ile tayin etmislerdir. Cu icin gozlenebilme simir1 3 pg L olarak bulunmus ve yontem

cesitli su 6rneklerine uygulanmstir.

Elci ve dig. (2008), Amberlie XAD-2000 dolgulu kolonda Fe(III), Pb(Il) ve Cr(II)
iyonlarint adsorplamiglar ve analitleri 0,5 mol L! HNO; ile eliie etmislerdir.
Analitler AAS ile tayin edilmistir. Gozlenebilme sinirlar1 Fe, Pb ve Cr i¢in sirasiyla
0,32, 0,51 ve 0,81 pg L olarak belirlenmistir. Yontem icme suyu Orneklerine ve

kaynak sularina uygulanmistir.

Liang ve Sang (2008), eser miktardaki kursunun tayini icin dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyon Onderistirme yoOntemi ile birlikte grafit firnhh AAS’yi
kullanmiglardir. Selatlayici reaktif olarak 1-fenil-3-metil-4-benzoil-5-pyrazolone

(PMBP) kullanilmistir. Belirlenen optimum sartlarda Pb icin zenginlestirme faktorii
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78, gdzlenebilme sinir1 39 ng L olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem insan idrari

ve ¢esitli su 6rneklerine uygulanmistir.

Ghaedi ve dig. (2009), Zn, Ni, Fe ve Pb’un aliimina kapli sodyum dodesil siilfat
izerine ekstraksiyonu ile onderistirilmesinden sonra analitleri 8 mL 4 mol Lt HNO;
ile eliie etmislerdir. Bu c¢ozeltideki analitler alevli AAS ile tayin edilmistir.
Gelistirilen bu yontem Iran’in bazi geleneksel gidalarindaki eser ve toksik metallerin

tayinine uygulanmistir.

Yang ve dig. (2009), Ni, Ag, Co, Cu, Cd ve Pb tayininde, sorbent olarak MCI GEL
CHP 20Y kullanildig: kat1 faz ekstraksiyonu ile birlikte grafit firmli AAS yontemini
kullanmislardir. Gozlenebilme sinirlar1 Cr(IIl) i¢in 1,4 ng L_l, Ni(I) i¢in 1,0 ng L_l,
Ag(D) i¢in 0,85 ng L™, Co(Il) i¢in 1,2 ng L™, Cu(Il) i¢in 1,0 ng L™", Cd(II) i¢in 1,2
ng L™' ve Pb(I) i¢in 1,3 ng L' olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem biyolojik

orneklere, su ve toprak drneklerine uygulanmigtir.

Sahin ve dig. (2010), Ni ve Mn iyonlarinin onderistirilmesi ve tayini i¢in bulutlanma
noktast ekstraksiyonu ile birlikte alevli atomik absorpsiyon spektrometrisini
kullanmiglardir. Belirlenen optimum sartlar altinda 25 mL’lik 6rnek c¢ozeltisinde
gozlenebilme sinirlar1 Ni i¢in 2,7 ng mL™", Mn icin 2,9 ng mL™" olarak bulunmustur.

Gelistirilen yontem su ve gida 6rneklerine uygulanmaistir.

Bai ve dig. (2010), cevresel orneklerdeki Pb’nun oOnderistirilmesi icin sicaklik
kontrollii iyonik sivi-sivi faz mikroekstraksiyon yontemini kullanmislar, tayini icin
ise alevli atomik absorpsiyon spektroskopisini kullanmislardir. Pb i¢in gozlenebilme
stir1 9,5 ng mL™ olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem cesitli su 6rneklerine

uygulanmastir.

Sun ve Wu (2010), insan albumindeki ultra eser miktardaki Al’un tayini ig¢in
bulutlanma noktasi ekstraksiyonu ile birlikte grafit firinli atomik absorpsiyon
spektrometrisi yontemini kullanmiglardir. Belirlenen optimum sartlarda AI(III) i¢in

gozlenebilme sinir1 0,06 ng mL" olarak bulunmustur.

Cassella ve dig. (2011), deterjan emiilsiyonu halinde orneklerin elektrotermal atomik
absorpsiyon spekrometresine enjeksiyonu ile jet yakitlarindaki Fe ve Cu’1 direkt
tayin etmislerdir. Yontem 5 farkli jet yakitina uygulanmis ve geri kazanim degerleri

% 95 ve 105 araliginda bulunmustur.
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Jamshidi ve dig. (2011), Cr**, Cu**, Zn** ve Ni** iyonlarim kat1 faz ekstraksiyonu ile
Onderistirerek alevli atomik absorpsiyon spektrometresi ile tayin etmislerdir.
Gelistirilen segici ve duyarlhi bu yontem elma, domates, nane Orneklerine

uygulanmustir.

Moghadam ve dig. (2011), ultra eser miktardaki kromun tiirlemesi ve tayini icin
katilagtirilmig yiizen damla mikroekstraksiyon yontemi ile birlikte grafit firnhh AAS
yontemini birlikte kullanmislardir. Cr(Ill) icin selatlayict reaktif olarak 2-
thenoiltrifloroaseton (TTA) iceren 1-undekanol kullanilmistir. Toplam Cr,
Cr(VD’nmin hidroksilaminle Cr(Ill)’e indirgenmesiyle yapilmistir. Cr(III) i¢in
gozlenebilme sinir1 0,006 pg L' olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem musluk
suyu, kuyu suyu, mineral suyu ve idrar 6rneklerindeki Cr tiirlerinin tayinine basariyla

uygulanmustir.

Mirzaei ve dig. (2011), Ni(Il), Co(II), Pb(II) ve Cr(IIl)’{in tayini ve Onderistirilmesi
icin katilastirilmig yiizen organik damla esash dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon
ile birlikte grafit firinli atomik absorpsiyon spektroskopisi yontemini kullanmislardir.
Belirlenen optimum sartlar altinda gozlenebilme sinirlari Cr igin 0,2 ng L™, Co, Ni ve
Pb i¢in 1,3 ng L™, 6nderistirme faktorii 800 olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem

su ve atik su orneklerine uygulanmistir.
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4. SIVI FAZ MIKROEKSTRAKSIYON YONTEMLERi;  METAL
IYONLARININ AYRILMASI VE ONDERISTiRILMES]

4.1 Genel Bilgi

Son yillarda hizli, kesin, dogru ve hassas sonuglar veren yontemlerin gelisimi 6nemli
hale gelmistir. Farmasotik {iiriinler, biyolojik ve cevresel orneklerdeki analitlerin
tayininde kullanilan aletlerin gelisimindeki ilerlemelere ragmen, ¢ogu aletsel tayin
teknigi ile her matriksdeki analitlerin dogrudan tayininde problem vardir. Bu sebeple
tayin oncesi ilgilenilen analitleri kompleks matrikslerden ekstrakte etmek, ayirmak
ve deristirmek i¢in Ornek hazirlama basamagi hala 6nemini korumakta olup, bu

basamak Onemli arastirma alan1 olmaya devam etmektedir.

Ornek hazirlama, ¢cok karmagsik matrikse sahip Ornekler i¢in matriks basitlestirme
icin de onemlidir. Bu basamak analitleri uygun konsantrasyon diizeyine getirmelidir.
Eser elementlerin ve eser tiirlerin ayrilmasinda ve deristirilmesinde yaygin olarak
birlikte ¢oktiirme (Saracoglu ve dig., 2003, Zhang ve dig., 2004, Oymak ve dig.,
2009, Karatepe ve dig., 2010), sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE) (Lee ve dig., 2009, El
Dessouky ve dig., 2004, Rodrigues ve dig., 2008 ), kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) (Elci
ve dig., 2008, Sayg1 ve dig., 2008, Divrikli ve dig., 2003, Zhang ve dig., 2007) ve
bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (CPE) (Silva ve dig., 1998, Doroschuk ve dig.,
2004, Ohashi ve dig., 2007, Lemos ve dig., 2008, Biparva ve Hadjmohammadi,
2007) gibi yontemler kullanilmaktadir. Kromatografik analizlerde yaygin olarak kati
faz ve sivi-sivi ekstraksiyonu yontemleri kullanilmaktadir. Bazi numune hazirlama
tekniklerinin karmasik ve cok zaman alict olmalari, kullanilan 6rnek ve c¢oziicii
miktarlarinin fazla olmasi gibi nedenlerden dolay1 bazi dezavantajlara sahiptir. ideal
olarak, ornek hazirlama teknikleri hizli, kullanimi kolay, ucuz, cevre dostu ve bir¢ok
analitik aletle uyumlu olmalidir. Bu nedenle mevcut egilim ©6rnek hazirlama
basamaginda kullanilacak yontemle minyatiirlestirilerek, kullanilan 6rnek, reaktif ve

organik coziicli miktarlarimin azaltilmasi saglanir. Bu nedenle son yillarda mikro kati
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faz ve mikro siv1 faz yontemleri hem deristirme hem de 6rnekleme yontemi olarak

gelistirilmektedir.

4.2 Siv1 Faz Mikroekstraksiyon (LPME)

Sivi-s1v1 ekstraksiyonu (LLE) ¢ogu standart analitik metotta yaygin olarak kullanilan
klasik ornek hazirlama teknigidir. Ancak klasik LLE yontemi, bagil olarak cok toksik
organik ¢oziicii ve reaktif tiiketimi, ekstraksiyon siiresinin uzun olmasi nedeniyle,
pahali ve ¢evre dostu olmayan bir yontemdir (Dadfarnia ve Shabani, 2010). LLE
uygulamalarinda karsilagilan bu problemleri gidermek veya azaltmak amaciyla sivi
faz mikroekstraksiyon (Liquid Phase Microextraction: LPME) teknikleri
gelistirilmeye ve kullanilmaya baslanmistir (Flanagan ve dig., 2006). LPME ile ilgili
ilk calismalar Liu ve Dasgupta (1996) ile Jeannot ve Cantwell (1996) tarafindan
yapilmistir.

LPME organik bilesiklerin ayrilmasi ve tayininde yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, son zamanlarda inorganik analitlerin ekstraksiyonunda da siklikla
kullanilmaktadir (Dadfarnia ve Shabani, 2010). LPME’nin inorganik analitlerle ilk
uygulamast Chamsaz ve dig. (2003) tarafindan gergeklestirilen, elektrotermal atomik
absorpsiyon spektrometrisi ile As(IIl) ve toplam As tayinidir. ilerleyen zamanlarda

LPME’nin inorganik uygulamalarinda artma olmustur.

LPME tekniklerinin farkli uygulamalar1 vardir. Bu uygulamalar klasik LLE gore
daha kiiciik ornek (2-10 mL) ve organik c¢oziicii (3-5 pL) kullamimini amaclar.
Deristirme faktorleri oldukcga yiiksektir. Bu yontemler daha ekonomik, daha temiz ve

daha az islem basamag gibi iistiinliiklere sahiptir (Psillakis ve Kalogerakis, 2002).

4.3 Sivi Faz Mikroekstraksiyonun Simiflandirilmasi

Siv1 faz mikroekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon, analitleri iceren sulu 6rnek
¢ozeltisinden (donor faz) su ile karigmayan ¢oziiciiniin (akseptor:alici faz) ¢ok kiigiik

miktarina analitlerin gecisi ile gerceklesir (Sarafraz-Yazdi ve Amiri, 2010).
Siv1 faz mikroekstraksiyon dort ana kategoriye ayrilir:

I. tek damla mikroekstraksiyon (Single Drop Microextraction: SDME)
-direkt tek damla mikroekstraksiyon (Direct single-drop microextraction: DI-

SDME)
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-tepe  boslugu tek damla mikroekstraksiyon (Headspace single-drop
microextraction: HS-SDME)
-s1vi-s1vi-s1vi mikroekstraksiyon (Liquid-liquid-liquid microextraction: LLLME)
-stirekli akis mikroekstraksiyon (Continuous-flow microextraction: CFME)
II. oyuk fiber sivi-faz mikroekstraksiyon (Hollow Fibre Liquid-Phase Micro-
extraction: HF-LPME)
II. katilastirllmis yiizen organik damla mikroekstraksiyon (Solidified Floating
Organic Drop Microextraction: SFODME) (Dadfarnia ve Shabani, 2010)
IV. dispersif sivi-s1vi mikroekstraksiyon (Dispersive Liquid-Liquid Microextraction:

DLLME) (Pena-Pereira ve dig., 2009)

4.3.1 Tek damla mikroekstraksiyon (SDME)

Ekstraksiyon ortaminin tek damla oldugu sivi faz mikroekstraksiyon teknigine tek
damla mikroekstraksiyon denir (Dadfarnia ve Shabani, 2010). Biiyiik 06rnek
hacminden ¢ok kii¢iik bir damla icine (ekstraktant faz) analitlerin gecisini esas alan
hizli, basit, diisiik maliyetli ve neredeyse ¢oziiciisiiz (solvent free) 6rnek hazirlama
teknigidir. SDME, sadece analiz i¢in ekstrakte edilecek yada Onderistirilecek analit

veya analitlerin kiiciik fraksiyonudur (Pena-Pereira ve dig., 2009).

SDME’nin analitlerin ekstrakte edilmesinde, dogrudan tek damla mikroekstraksiyon
(DI- SDME), tepe boslugu tek damla mikroekstraksiyon (HS-SDME), s1vi-sivi-sivi
mikroekstraksiyon (LLLME), siirekli akis mikroekstraksiyon (CFME) olmak iizere 4
farkli uygulamasi vardir (Sekil 4.1).

Direkt tek damla mikroekstraksiyon (SDME) (Sekil 4.1A), sulu faz ile mikro
siringa ignesinin ucundaki organik ¢oziici (birka¢ mikro litre hacimdeki mikro
damla) arasinda analitlerin dagilmasi prensibine dayanmaktadir. Analitin bulundugu
sulu ¢ozeltiden analit, mikro damla i¢ine ekstrakte edilir. Ekstraksiyondan sonra,
mikro damla, mikro siringa ile geri almir ve gaz kromatografisi ya da yiiksek
performansh sivi kromatografisi kolonuna enjekte edilir (Psillakis ve Kalogerakis,

2002).
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Sekil 4.1: Direkt tek damla mikroekstraksiyon (A), Tepe boslugu mikroekstraksiyon
(B) ve Sivi-sivi-sivi mikroekstraksiyonun (C) sematik gosterimi. (Pena-
Pereira ve dig., 2009)

Direkt SDME’nin en biiyiik dezavantaji, 6zellikle temiz olmayan Orneklerde yiiksek
karistirma hiz1 ve sicakliklara bagli olarak damlanin kararsiz olmasidir (Pena-Pereira,
2009). Ozellikle 1700 rpm’den daha yiiksek karistirma hizinda organik damla
dayanikli degildir (Dadfarnia ve Shabani, 2010). Ayrica nispeten suda yiiksek
¢Oziiniirlik ve diisitk kaynama noktasina sahip ¢oziiciiler direkt SDME i¢in uygun
degildir. Asidik parcalama sonucu elde edilen ornekler veya biiylik apolar tiirler
varliginda organik faz doygun hale gelebileceginden bu ekstraksiyon tiirii sikintili

olabilir.

Direkt SDME, cesitli su ve biyolojik orneklerdeki bazi metallerin tayinine basariyla
uygulanmistir (Fan ve Zhou, 2006, Lin ve Whang, 2007, Manzoori ve dig., 2009).

Tepe boslugu tek damla mikroekstraksiyon (HS-SDME) (Sekil 4.1B), ucucu veya
yart ugucu bilesiklerin Ornek cozelti iizerindeki boslukta tutulan mikrodamlaya
ekstraksiyonunu esas alan ornek hazirlama teknigidir. Ilk kez Theis ve dig. (2001)
tarafindan uygulanmistir (Pena-Pereira, 2009). Bu metotta analitlerin, belirli bir
sicakliktaki ornek c¢ozeltinin tepe boslugundaki mikrosiringanin ucundan, susuz
¢Oziicliniin askidaki bir mikrolitresine ekstraksiyonu gergeklesir. Damla ekstraksiyon
siiresince mikrogiringanin ucunda kalir ve sonra damla siringanin icine c¢ekilerek
ekstrakte edilen analitin tayininde kullanilir. Bu yodntemde analitler sulu 6rnek
cozelti, tepe boslugu ve organik damla olmak iizere ii¢ faz arasina dagilir (Dadfarnia

ve Shabani, 2010). Gaz fazindaki biiyiik difiizyon katsayisina bagli olarak tepe
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boslugundaki kiitle aktarimi hizli gerceklesir. Ornek ¢ozeltinin karigtirilmasi sulu
fazdaki kiitle aktarimini arttirir ve tepe bosluguna gecisin baslamasina neden olur.
Boylelikle sulu faz ile buhar fazi arasinda termodinamik dengeye hizlica ulasilir.
Kiitle aktarim hizi, hem sulu faz karistirma hizi hem de ekstraksiyon fazina
analitlerin difiizyonu ile sinirlidir (Theis ve dig., 2001). Tiirleyici reaktif iceren asili
damlanin gaz fazina maruz birakilmasiyla tek bir damlada mikroekstraksiyon,

onderistirme ve tiirleme yapilabilir (Fiamegos ve Stalikas, 2007).

Bu metotta diisitk buhar basincina sahip coziiciiler kullanilir. Bu ekstraksiyon tiirii
metalloidlerin, organometallerin ve ametallerin tayininde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Chamsaz ve dig., 2003, Fraguerio ve dig., 2004, Gil ve dig., 2005,
Fraguerio ve dig., 2006, Gil ve dig., 2009).

Sivi-sivi-sivi mikroekstraksiyon (LLLME) (Sekil 4.1C), 1999’da Ma ve Cantwell
tarafindan “eszamanli geri ekstraksiyonlu ¢oziicli ekstraksiyonu” olarak tanimlanan,
iyonlasabilen analitler i¢in uygun bir mikroekstraksiyon cesididir. Ug fazli tek damla
mikroekstraksiyon olarak da adlandirilan bu yodntem, analitlerin karistirilan sulu
ornek c¢ozeltiden, sudan daha diisiik yogunluklu organik tabaka veya membran
icerisine ekstraksiyonunu ve eszamanli olarak da sulu mikrodamla igerisine geri
ekstraksiyonunu esas alir (Pena Pereira ve dig., 2009). pH ayarlanmasi veya sulu
¢cozelti fazina komplekslestirici reaktif ilavesiyle analitler organik faz igerisine
ekstrakte edilebilen noétral, lipofilik formlarina doniisiirler. Son olarak sulu
mikrodamlanin sartlarinin ayarlanmasiyla analitler bu faza geri ekstrakte edilir. Son
ekstrakt sulu fazda oldugundan bu mikroekstraksiyon cesidi tiiri HPLC, kapiler
elektroforez ve atomik spektroskopi ile gerceklestirilecek tayinler icin uygun bir

yontemdir (Dadfarnia ve Shabani, 2010).

Chamsaz ve dig. (2008), glimiisiin grafit firinli atomik absorpsiyon spektrometrisi ile
tayini i¢in ii¢ fazli tek damla mikroekstraksiyonu kullanmis ve gelistirilen yontemi su

orneklerine uygulamislardir.

Fan ve Liu (2008), su 6rneklerindeki metilciva ve fenilcivanin kapiler elektroforez ile

tayini i¢in 6nderistirme yontemi olarak LLLME’yi kullanmislardir.

Siirekli akis mikroekstraksiyon (CFME) (Sekil 4.2A), Liu ve Lee (2000)
tarafindan  gelistirilen sivi-sivi  mikroekstraksiyon cesididir. Bu yOntemde

ekstraksiyon ¢oziiciisii damlasi mikrosiringa ile cam ekstraksiyon hiicresinin icerisine
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enjekte edilir ve devamli 6rnek c¢ozelti akisinin oldugu PEEK (polietereterketon)
tiibingin ¢ikis ucunda tutulur. Ornek ¢ozelti, cam ekstraksiyon hiicresinden atiga
dogru akarken c¢oziicii damla siirekli olarak oOrnekle etkilesir ve ekstraksiyon

gergeklesir.

Coziicii damlasiin siirekli akmakta olan Ornek cozeltisi ile tamamen ve siirekli
olarak etkilesim halinde olmast bakimindan CFME diger -ekstraksiyon
yontemlerinden ayrilmaktadir. Mekanik kuvvetlerden kaynaklanan molekiiler
momentum ve difiizyon, ekstraksiyon veriminin artmasima katkida bulunmaktadir.
HPLC enjeksiyon valfi kullamilarak ¢oziicii damla boyutunun hassas olarak kontrol
edilmesiyle istenmeyen hava kabarciklar1 onlenebilir. Yontemin diger bir avantaji da

yiiksek onderistirme faktoriiniin elde edilebilmesidir (Sarafraz-Yazdi ve Amir, 2010).

Xia ve dig. (2005), CFME’de baz1 degisiklikler yaparak, atigin olmadigi ornek
¢cozeltiden ekstraksiyon hiicresine siirekli akisin oldugu geri doniisiimlii akis sistemi

(Sekil 4.2B) gelistirmislerdir.

Sirmga

Ornek ; _
Fi 3 -
[ Atik k i !
Peristaltik  Com elstraksivon X Peristaltik r
pompa hilcresi pompa  Ekstraktant damla
A B

Sekil 4.2: Siirekli akis mikroekstraksiyon (A) ve geri doniisiimlii (devirli) akis
mikroekstraksiyonun (B) sematik gosterimi (Pena-Pereira ve dig., 2009)

Siirekli akis mikroekstraksiyon, ICP-MS ile ¢evresel ve biyolojik drneklerde Cd ve
Pb (Li ve dig., 2006), ETAAS ile su d6rneklerinde de Pb tayininde (Cao ve dig., 2008)
onderistirme yontemi olarak kullanilmistir.

Xia ve dig. (2008), iyonik bazli geri doniisiimli (devirli) akis tek damla
mikroekstraksiyon yontemini ETV-ICP-MS ile birlestirerek biyolojik ve cevresel

orneklerdeki eser miktardaki Co, Hg ve Pb tayini i¢in kullanmislardir.
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4.3.2 Oyuk fiber s1vi1 faz mikroekstraksiyon (HF-LPME)

Pedersen-Bjergaard ve Rasmussen (1999) tarafindan gelistirilen tek kullanimlik,
ozellikle polipropilenden yapilan oyuk fiberlerin kullanildigi, ucuz ve basit bir sivi
faz mikroekstraksiyon teknigidir. Bu yontemde ekstraksiyon oncesinde organik
¢Oziiclinlin oyuk fiberin gozeneklerine girmesi icin oyuk fiber genellikle 10-20 uL
organik ¢oziicii ile 1slatilir ve fiberin duvarinda ince bir tabaka olusturur. Oyuk fiber
ilgilenilen sulu c¢ozeltiyle doldurulmus o©rnek vialinin igerisine yerlestirilir.
Ekstraksiyonu hizlandirmak i¢in Ornek calkalanir ya da karistirilir. Analitler sulu
cozeltiden oyuk fiberin gozeneklerindeki organik faza ekstrakte edilir. Oyuk
fiberlerin tek kullanimlik yapisi Ornek tasmmasint elimine ettiginden yiiksek
tekrarlanabilirlik saglar ve oyuk fiberlerin duvarlarindaki gézenekler yiiksek molekiil
agirlikli materyallerin ¢ikmasina engel olarak segicilik saglar. HF-LPME hem iki
fazli hemde ii¢ fazli modunda basariyla kullanilabilir. Iki fazli ve ii¢ fazli sisteminin
her ikisi de miikemmel derecede, karmasik biyolojik ve cevresel numunelerden
analitin ayrilmasini saglar. Bu yontemle yiiksek zenginlestirme faktorleri elde edilir.
Tek damla mikroekstraksiyonla karsilastirildiginda bu metotun, organik ¢oziiciiniin
sabit olmasi, ucuz olmasi ve otomatiklestirilmeye uygun olmasi gibi avantajlar
vardir. Dezavantajlar1 ise membranin 6n sartlandirma gerektirmesi ve membranlar
tekrar kullanildiginda onceki deneylerden madde kalmasi (hafiza etkisi) ihtimalinin

olmasidir (Dadfarnia ve Shabani, 2010).
HF-LPME yontemi metal ve organometalik tiirlerin tayininde kullanilmistir.

Li ve Hu (2007), su 6rneklerinde vanadyum tiirlerinin ETV-ICP-OES ile tayininde
onderistirme yontemi olarak oyuk fiber LPME yontemini kullamislardir.

Saleh ve dig. (2009), iire, plazma ve su orneklerinde eser miktardaki Se(IV)’iin
HPLC ile tayininde oyuk fiber LPME yo6ntemini kullamislardir.

Jiang ve dig. (2009), kaynak suyu ve insan saci ekstraktlarinda As(IIl) ve As(V)’in
tayini icin elektrotermal AAS ile oyuk fiber sivi faz mikroekstraksiyon yontemini

kombine etmislerdir.

4.3.3 Katilastirilmis Yiizen Organik Damla (SFO) Mikroekstraksiyon

Katilagirilmis organik damlanin yiizmesini esas alan 2007 yilinda Khalili-Zanjani ve
calisma grubu tarafindan gelistirilen sivi faz mikroekstraksiyon teknigidir. Diisiik

yogunluk ve uygun erime noktasina sahip organik ¢oziiciilerin kullanilmasi nedeniyle
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organik mikrodamlay1 destekleyen milrosiringa ucu, oyuk fiber veya polikloropiren
kauguk (PCR) tiip gibi 6zel tutuculara gerek yoktur. Ayrica ekstraktant damla diisiik
sicakliklarda katilagtirilarak kolaylikla toplanabilir. Fakat ekstraksiyon zamani
uzundur. Tiim bu problemlerin iistesinden gelmek i¢cin Leong ve Huang (2008)
DLLME ve sivi faz mikroekstraksiyon (SPME)-SFO’yu esas alan yeni bir metot
gelistirmislerdir. Gelistirilen DLLME-SFO yonteminde, 6rnek ve ekstraktant damla
arasindaki etkilesim yiizeyi biiyilk, DLLME kadar hizli ve ekstraksiyon siiresi
SPME-SFO’dan daha kisadir. DLLME-SFO’da diisiik toksisiteye sahip organik
¢oziiciiler kullanilabilir (Rezaee ve dig., 2010).

Katilagtirilms yiizen damla mikroekstraksiyon yontemi elektrotermal AAS ile birlikte
dogal sularda Pb tayini (Dadfarnia ve dig., 2008) ve su 6rneklerinde Ni, Co tayininde
(Bidabadi ve dig., 2009), akisa enjeksiyon-alevli AAS ile birlikte su 6rneklerinde Cd
tayininde (Dadfarnia ve dig., 2009) kullanilmistir.

4.3.4 Dispersif s1vi-sivi mikroekstraksiyon (DLLME)

Rezaaee, Assadi ve dig. (2006) tarafindan gelistirilen birka¢ mililitre dispersif
coziicliyle beraber ekstraksiyon c¢oziiclisiiniin yaklasik 5-100 mikrolitre hacimde
kullanildigr yeni bir sivi-sivi ekstraksiyon cesididir. DLLME basamaklar1 Sekil
4.3’te gosterilmistir. Sulu ortamdaki analit iceren Ornek c¢ozeltisi santrifiij tiipiine
almir. Ekstraksiyon ve dagitict ¢oziiciileri igeren c¢ozelti, siringa veya mikropipet ile
ornek c¢ozelti iizerine hizla eklenir. Karisim (su/dispersif coziicii/ekstraksiyon
¢Oziiciisii/analit) calkalanir ve bulutumsu bir ¢ozelti elde edilir. Bu sirada analit sulu
fazdan ekstraksiyon ¢oziicli fazina gecer. Ardindan tiip santrifiijlenerek, sulu faz ve
ekstraksiyon ¢oziiciisii sediment faz1 seklinde birbirinden ayrilir. Ust kisimda kalan
sulu faz dekante edilerek, tiipiin dibinde toplanan sediment fazdan bilinen hacimde
mikro siringayla alinarak analiz icin Olgiim sistemine enjekte edilir. Bazi
uygulamalarda da sediment faz buharlastirilarak, belirli hacme uygun ¢6ziicii sistemi

ile seyreltilerek analitler tayin edilir.
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Sekil 4.3: Dispersif s1v1 s1vi mikroekstraksiyon teknigi (Pena-Pereira ve dig., 2009)

DLLME’de ekstraksiyon verimi, ekstraksiyon ve dispersif coziicii tiirlinden ve
hacimlerinden 6nemli derecede etkilenir. Analitin asidik veya bazik karekterede
olmas1 halinde pH’da 6nemli bir degiskendir. Bunlara ilaveten sulu fazin (¢cogu

zaman Ornek ¢ozeltisi) iyonik siddeti de kimi zaman etkindir.

Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin se¢cimi DLLME y6nteminin optimizasyonunda incelenen
en Onemli degiskendir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak sudan daha yiiksek yogunluga,
yiiksek ekstraksiyon kapasitesine sahip ve tayin basamagindaki yontem i¢in uygun
olan sivilar secilir. Bu ozelliklere sahip klorobenzen, kloroform, karbontetra kloriir
ve tetrakloroetilen gibi halojenli hidrokarbonlar DLLME’de ekstraksiyon ¢oziiciisii

olarak kullanilirlar.

Dispersif ¢oziicii hem ekstraksiyon c¢oziiciisii hem de sulu faz ile karisabilme
ozelliginde olmahidir. Dispersif c¢oziicii olarak genellikle aseton, metanol ve

asetonitril segilir.

Ekstraksiyon c¢oziicii hacmi, Onderistirme faktorii (preconcentration factor: PF)
tizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Ekstraksiyon c¢oziicii hacminin artmasiyla
santrifiijle elde edilen sediment fazin hacmi artar ve boylelikle deristirme faktorii
azalir. Bu nedenle optimum ekstraksiyon ¢6ziicii hacmi, santrifiijden sonraki analiz
icin yeterli sediment faz hacmi saglayacak kadar biiyiik, fakat yiiksek onderistirme
faktorii verecek kadar da kiiciik olmalidir. Uygun hacimli dispersif ¢oziicii hacmi
etkin bulutumsu ¢ozelti olusturarak ekstraksiyon verimini dogrudan etkiler.

Dispersif ¢oziicii hacminin degismesi sediment faz hacmini degistirir. Bu nedenle
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sabit sediment faz hacmi elde etmek icin dispersif ¢oziicii ve ekstraksiyon
¢oziiciisiiniin hacimlerinin optimize edilmesi gerekir. Iyi bir bulutumsu ¢ozelti elde
etmek icin dispersif ¢oziiciiniin hacmi, sulu faz ve ekstraksiyon ¢oziicli hacimleri ile

yakindan ilgilidir.

DLLME’de sediment faz hacmini ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin sudaki coziintirligii

kadar 6rnek ¢ozeltisi, dispersif ve ekstraksiyon ¢oziiciilerinin hacimleri belirler.

DLLME’de, ekstraksiyon zamani dispersif coziicii ve ekstraksiyon c¢oziiciisii
karisiminin  enjeksiyonundan santrifiijleme Oncesine kadar gecen siire olarak
tanimlanir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii ve sulu faz arasindaki yiizey alam1 son derece
bityiiktiir. Dolayisiyla analitlerin sulu fazdan ekstraksiyon fazina gegisi hizlidir.

Denge durumuna ¢ok cabuk ulasilir (Rezaee ve dig., 2010).

DLLME yénteminde onderistirme faktorii PF, sediment fazdaki analit derigiminin

(Csed), ornek c¢ozeltideki analitin baslangi¢ derisimine orani olarak tanimlanir:

_ Csed 4.1
Co

PF

Csed, kalibrasyon grafiginden bulunur. Ekstraksiyon geri kazanimi ER (extraction
recovery), sediment faza ekstrakte edilen analit miktarimin (nsed) toplam analit

miktarina (no) oraninin 100 kat1 olarak tanimlanir:

ER =5 100 = C5eVsed o0 (4.2)
no CoxVaq
ER = [V“d JPF %100 (4.3)
Vag

Vsed ve Vagq, sirasiyla sediment faz ve ornek ¢ozelti hacmidir (Rezaee ve dig.,

2010).

4.3.4.1 DLLME ile metal tayini calismalari

Ornek hazirlama, 6zellikle eser analizde analitik yontemin dogrulugu, kesinligi ve
tayin sinirii etkileyen en 6nemli basamaktir. Aletsel tayin Oncesi, analitlerin matriks
ortamindan ayrilmasi, deristirilmesi ve Ol¢iim sistemine uygun ¢oziiciiye alinmasi
icin Ornekler ayirma ve onderistirme iglemine tabii tutulurlar. Bunun i¢in kolay, hizli,
ucuz ve kabul edilebilir analitik verilerin elde edildigi yontemler kullanilir. Bu

yontemlerden minyatiire edilmis teknikler minimum ¢oziicii ve reaktif tiiketiminden
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dolay1 da yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu ayirma ve Onderistirme
yontemlerden biri olan dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi, metal iyonlari,
metaloid ve organometallerin tayininde diger aletsel yoOntemlerle birlikte
kullanilmaktadir. Asagida DLLME yontemininin inorganik analizlerde kullanimiyla

ilgili literatiirlerden bazi 6rnekler verilmistir.

Jahromi ve dig. (2007), su orneklerinde ultra eser Cd tayininde, grafit firinli atomik
absorpsiyon  spektroskopisi icin Ornek hazirlamada DLLME teknigini
kullanmiglardir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 34 uL. CCly, dispersif ¢oziicii olarak
500 puL metanol ve selatlayici reaktif olarak amonyum pirolidin ditiyokarbamat
(APDC) kullanilmistir. Ekstraksiyon sonras1 25+1 uL olan sediment fazin, 20 pL’si

GFAAS’ye enjekte edilmistir. Gozlenebilme sinir1 0,6 ng L olarak bulunmustur.

Naseri ve dig. (2008), su orneklerindeki Pb’nun hizli tayini icin DLLME yontemini
elektrotermal atomik absorpsiyon spektrometrisi (ETAAS) ile birlikte
kullanmislardir. DDLME yo6nteminde, 35 uL CCly ve 5 pL dietilditiyo fosforik asit
(selatlayic1) iceren 0,5 mL aseton karistmi 5 mL’lik su Ornegine hizlica enjekte
edilmistir. Santrifiijleme isleminden sonra ayrilan sediment fazdan (251 pL) 20 uL
almarak ETAAS’ye enjekte edilmistir. Optimum sartlarda zenginlestirme faktorii 150

ve gozlenebilme smir1 0,02 pg L' olarak bulunmustur.

Mallah ve digerleri (2008), bazi lantanitlerin (samarium, europium, gadolinium ve
dysprosium) es zamanli Onderistirilmesi i¢in DLLME yontemini kullanmiglardir.
Komplekslestirici reaktif olarak 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) secilmistir. Analitler
ICP-OES ile tayin edilmistir. Optimum sartlar altinda Onderistirme faktorleri Sm,

Eu, Gd ve Dy icin sirasiyla 80, 100, 103 ve 78 olarak bulunmustur.

Jiang ve dig. (2008), cevresel su ve piring Orneklerindeki eser miktarda Co ve Ni
iyonlarini, GFAAS ile tayinleri 6ncesinde selatlayici reaktif olarak 1-(2-pridilazo) 2-
naftol (PAN)’nin kullanildigst DLLME teknigi ile deristirmislerdir. Calismada 6rnek
¢cozelti pH’1 9.2, 6rnek hacmi 5 mL, ekstraksiyon ¢oziiciisii 15 pL. CCly ve dispersif
¢oziicli olarak 1 mL aseton kullanilmistir. 6,5 pL sediment faz GFAAS’ye enjekte

edilmistir.

Kokya ve dig. (2009), nehir suyu 6rneklerindeki eser miktardaki Pd tayini icin alevli
AAS ile DLLME yo6ntemini birlikte kullanmislardir. Komplekslestirici reaktif olarak

thioridazin hidrokloriir (TRH) kullanmilmistir. Ekstraksiyon verimine etki eden
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degiskenlerin optimizasyonunda faktoriyel tasarim kullanmislardir. Belirlenen

optimum sartlarda yontemin gozlenebilme smir1 90 ug L' olarak bulunmustur.

Mohammadi ve dig. (2009a), eser miktardaki Cu iyonlarinin alevli AAS ile
tayininde, Cu iyonlarinin Onderistirilmesi icin ligandsiz DLLME yontemi
(Ligandless-dispersive liquid-liquid microextraction: LL-DLLME) gelistirmislerdir.
1,2 diklorobenzen ve etanol sirasiyla ekstraksiyon ¢oziiciisii ve dispersif coziicii
olarak kullanilmistir. G6zlenebilme sinir1 0,5 ng mL™" dir ve gelistirilen bu yontem

ile standart ekleme yapilarak farkli su drneklerindeki Cu tayininde kullanilmistir.

Mohammadi ve dig. (2009b), alevli AAS ile Ag iyonlarinin tayini i¢cin onderistirme
yontemi olarak yine LL-DLME yontemini uygulamislardir. Yontemde 8 mL 6rnek
cozeltisine 1 mL 0,1 mol L fosfat tamponu (pH:5) ve 1 mL 1% NaCl ¢ozeltisi
eklenmistir. Dispersif ¢oziicii olarak 0,5 mL etanol, ekstraksiyon coziiciisii olarak 15
uL CCly kullanmilmigtir. Sediment faz ayrildiktan sonra 0,5 mL dimetil formamid
(DMF) eklenerek alevli AAS’de Ag iyonlar tayin edilmistir. Gelistirilen bu yontem

atik su, musluk suyu ve kaynak suyuna uygulanmistir.

Liang ve dig. (2009), su orneklerinde As(IIl) ve As(V) tiirlemesi icin GFAAS ile
tayinden Once Onderistirme yoOnteminde, pH 3’te As(IIl), APDC ile kompleks
olusturmus ve CCly igerisine ekstrakte edilmistir. Calisilan bu pH araliginda As(V)
ekstrakte edilememis ve sulu fazda kalmistir. Toplam inorganik As, As(V)’in
sodyum tiyosiilfat ve potasyum iyodiir ile As(Ill)’e indirgenmesiyle tayin edilmis ve
toplam arsenik ile As(IIl) arasindaki farktan As(V) derisimi hesaplanmistir. Calisilan
sartlarda As(IIl) i¢in gozlenebilme smir1 36 ng L', zenginlestirme faktorii 45 olarak

bulunmustur. Yontem cesitli su 6rneklerine basariyla uygulanmistir.

Hemmatkhah ve dig. (2009), su 6rneklerinde Cr tiirlemesi icin DLLME tekniginde
ekstraksiyon ve dispersif ¢oziicii olarak sirasiyla 60 uL CCly ve 2 mL etanol
kullanilmigtir. Ekstraksiyon sonrasi 351 pL olan sediment fazin 30 pL’si mikro
ornek girisiyle alevli AAS’ye enjekte edilmistir. Zenginlestirme faktorii Cr(VI) igin
275, toplam Cr icin 265 olarak bulunmustur. Gelistirilen bu yontem iran’in

kuzeyinden alinan deniz suyu, nehir suyu ve musluk suyu 6rneklerine uygulanmistir.

Baliza ve dig. (2009), selatlayici reaktif olarak Br-TAO kullanimiyla Co iyonlariin
onderistirilmesi i¢cin DLLME teknigi gelistirmislerdir. Yontemde ornek c¢ozelti pH’1

borat tamponu ile 7.5 yapilmistir. Ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak 50 pL CCly,
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dispersif ¢oziicii olarak 2 mL metanol kullamlmistir. Ekstraksiyon sonrasi Co
iyonlar1 alevli AAS ile tayin edilmistir. Gozlenebilme st 0,9 g L' ve

zenginlestirme faktorii 16 olarak bulunmustur. Yontem su drneklerine uygulanmistir.

Shamsipur ve dig. (2009), ultra eser miktardaki Pd iyonlarinin tayininde GFAAS ile
birlikte DLLME yoéntemini kullanmiglardir. Selatlayic1 reaktif olarak 2-amino-1-
siklohehzen-1-ditiyo karboksilikasit kullanilmistir. Ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak
CCly, dispersif ¢oziicii olarak aseton kullanilmis ve zenginlestirme faktorii 350 olarak
bulunmustur. Gézlenebilme siir1 0,007 pg L' olup gelistirilen metot iran Arak’ta

yol kenarindan alian toprak ornekleri ve ¢esitli su 6rneklerine uygulanmastir.

Rivas ve dig. (2009), sularda inorganik As ve Sb tiirlemesi i¢cin DLLME yontemini
kullanmiglardir. pH 1’de As(III) ve Sb(IIl) APDC ile kompleks olusturmustur.
Ekstraksiyondan sonra, organik fazdaki As(IIl) ve Sb(IIl) GFAAS ile tayin
edilmistir. As(V) ve Sb(V) sulu ¢ozeltide kalmistir. Toplam inorganik As ve Sb, +5
formlarinin sodyum tiyosiilfatla indirgenmesinden sonra tayin edilmistir. As(V) ve
Sb(V) aradaki farktan belirlenmistir. Gézlenebilme sinir1 As(II) i¢in 0,01 pg L' ve
Sb(III) icin 0,05 pg L', zenginlestirme faktorii 115 olarak bulunmustur.

Kagaya ve dig. (2010), Au(Ill) tayini icin ETAAS ile birlikte DLLME yonteminde
yeni bir ekstraktant olarak sikloheksilamin kullanmislardir. 8 mL 6rnek ¢ozeltisinden
pH 1’de Fe(Ill), Ni(Il), Co(Il), Cu(Il), Pd(II), Pt(IV) iyonlar1 varliginda Au(Ill)’nin
secici ekstraksiyonu icin 50 mmol L sikloheksilamin iceren 100 pL kloroform ve 1
mL aseton karistmi kullanilmistir. Gozlenebilme sinir1 0,002 pg L' olarak

bulunmustur. Yontem Pt metali ve alagimlarindaki Au(IIl) tayini i¢in uygulanmistir.

Jia ve dig. (2010), su orneklerinde Hg tiirlemesi icin yiiksek performansh sivi
kromatografisi-indiiktif eslemeli plazma kiitle spektrometrisiyle (HPLC-ICP-MS)
birlestirilmis DLLME yontemi gelistirmislerdir. Metil civa (MeHg") ve Hg** sodyum
dietil ditiyokarbamat ile kompleks olusturmus ve bu kompleksler DLLME
yontemiyle CCly fazina ekstrakte edilmistir. Optimum sartlarda MeHg" ve Hg”* icin
zenginlestirme faktorleri sirasiyla 138 ve 350 olarak bulunmustur. Gozlenebilme
stnin MeHg* ve Hg** icin sirasiyla 0,0076 ng L' ve 0,0014 ng L' olarak

bulunmustur. Yontem ii¢ ¢evresel su Ornegine basariyla uygulanmstir.

Tabrizi (2010), cesitli su orneklerinde Fe tayini ve tiirlemesi icin DLLME-UV vis

spektrofotometrik yontem gelistirmistir. Yontem Fe(Il)’nin O-phenanthroline ile
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kompleks olusturmasi, sonra pikrat anyonlar ile iyon birlesmesinin gercekleserek
DLLME yo6ntemi ile kompleksin kloroform fazina ekstraksiyonunu esas almaktadir.
Santrifiijleme isleminden sonra organik faz etanol ile 700 puL’ye seyreltilmis ve
510£3 nm’de absorbansi Olciilmiistiir. Fe(Ill)’ii indirgenmek icin reaktif olarak
NH,OH.HCI kullamlmigtir. Gozlenebilme sinirt 7,5 pg L' olarak bulunmustur.

Yontem su orneklerine ve parenteral ¢ozeltilere uygulanmagtir.

Liang ve Peng (2010), Ag(I) iyonlarinin tayini i¢cin GFAAS ile DLLME yontemini
birlikte kullanmislardir. Selatlayici reaktif olarak dietilditiyo karbamat, ekstraksiyon
ve dispersif ¢oziicii olarak CCly ve metanol secilmistir. Gozlenebilme sinir1 12 ng L™
olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem su Orneklerindeki eser miktardaki Ag

tayinine basariyla uygulanmstir.

Seresthi ve dig. (2011), dogal sulardaki Cu, Ni, Cr ve Zn’nun es zamanl tayinleri
icin deneysel tasarim yaparak indiiktif eslemeli plazma-optik emisyon spektrometri
ile DLLME nin optimizasyonunu calismislardir. Calismada selatlayici reaktif olarak
sodyum dietil ditiyokarbamat, ekstraksiyon coziiciisii olarak CCls, dispersif ¢oziicii
olarak metanol kullanilmistir. DLLME degiskenleri ve bu degiskenlerin birbirleriyle
etkilesimleri (2"") fractional faktoriyel tasarimla, ekstraksiyon verimini etkileyen
degiskenlerin optimum miktarlar1 central composite tasarimla belirlenmistir.
Gozlenebilme sinirlart 0,23-0,55 pg L'l, bagil standart sapma degerleri 2,1-3,8 %
(C=200 pg L") olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem gercek su orneklerine

uygulanmis ve %90-99 geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Wen ve dig. (2011), su ve gida orneklerindeki Cu ve Cd tayini i¢in ekstraksiyon
coziiclisii olarak CCly kullanarak DLLME yontemini uygulamiglardir. Selatlayict
reaktif olarak Cd icin ditizon, Cu icin dietilditiyo karbamat; dispersif ¢oziicii olarak
Cd icin metanol, Cu i¢in etanol kullamlmistir. Cu tayininde maskeleyici olarak
amonyum sitrat-EDTA c¢ozeltisi kullamilmistir. DLLME sonrasi elde edilen sediment
faz seyreltilerek UV-vis spektrofotmetrede okunmustur. Gelistirilen ydntemin

ozellikle Cd tayini i¢in hizli, basit ve etkili oldugu belirtilmistir.
4.3.4.2 DLLME’nin sinirlamalar ve gelecek yonelimler

Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi basit bir yontem olmasi, diisiik
maliyeti, hizli olmasi, yiiksek geri kazamim, yiiksek onderistirme faktorii ve gevre

dostu olmasi gibi 6nemli istiinliiklere sahiptir. DLLME genelikle kabul edilebilir
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analitik verilerin elde edildigi gegerli bir 6rnek hazirlama teknigidir. Basitligi,
uygulanmasinin kolay olmasit ve baslangic maliyetinin diisiik olmasi nedeniyle
bircok laboratuarda kullanilmaktadir. DLLME’nin temel teorisinin daha da
gelistirilmesi gerekir. Sediment faz hacminin belirlenmesi, deney yapilmasini
gerektirir. Sediment faz hacminin hesaplanmasi i¢in, DLLME’de herhangi bir esitlik
yoktur. DLLME’deki dort onemli faktor (ekstraksiyon ve dispersif ¢oziiciilerin tiirii
ve hacimleri) arasindaki iligkiyi gosteren esitliklerin gelistirilmesi bazi yonelimler

gerektirir.

Sulu drneklerde DLLME ile miikemmel sonuglar alimirken biyolojik 6rnekler gibi
kompleks matrikslerde DLLME heniiz uygulanabilir degildir. Bu da yeni yonelimler
gerektirir. DLLME’nin ana dezavantaji, fazla miktarda (mL) dispersif c¢oziicii
titketimidir. Baz1 yonelimler ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin dagilimi i¢in dispersif ¢oziicii
yerine ultrasonik enerji kullanmaktadir. Dispersif ¢oziictiniin kullanimi1 DLLME’nin
siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE) ile kombinasyonuna yardimci olmasina
ragmen, SFE-DLLME yontemi arastirmalart hala devam etmektedir. Yakin gelecekte

farkli kat1 6rnekler icin bu yontemin uygulamasi gelistirilecektir.

DLLME heniiz rutin uygulanabilen bir on-line onderistirme teknigi degildir. Bazi

yonelimler DLLME’yi otomatiklestirse de bu alandaki caligmalar devam etmektedir.

DLLME’de ekstraksiyon ¢oziiciileri sudan daha yiiksek yogunluga sahip olmalidir.
Bu durum, ICP-OES ve ters faz HPLC gibi bazi cihazlarla ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
uygulanabilirligi gibi bazi problemler yaratmaktadir. Bazen DLLME’de genel
organik coziiciilerle cok diisiik ekstraksiyon geri kazanimlar elde edilmektedir. Bu
problemlerin bazilart DLLME ile katilastirilmis yilizen organik damla (SFO) nin
kombinasyonu ile ¢oziilebilir. Ancak bu yontem, sudan daha hafif organik ¢oziiciiler
gerektirir. Gelecekte DLLME kapiler elektroforez ile kombine edilerek kullanilabilir.
Hatta, genel ekstraksiyon c¢oziiciileri normal faz HPLC sistemine uygulanabilir ve
yakin gelecekte uygulamalar1 yapilacaktir. Son olarak, farkli matrikslerden polar ve
iyonlasabilen bilesiklerin ekstraksiyonu icin DLLME’nin uygulamalan gelistirilmeye
calisilacaktir (Rezaee ve dig., 2010).
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5. DENEYSEL BOLUM I:

TERS FAZ-YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI iLE
KOBALT, DEMIR VE NiKEL TAYiNi

Artan niifus ve teknolojik ilerlemelerle birlikte metal kirliligi insan saghigini,
hayvanlari, bitkileri ve tiim gezegeni tehdit eden, topraklar, nehirler ve goller icin
hizli bir sekilde biiyiiyen bir problemdir. Cevreye metalin karistigi en yogun yerler
arasinda lagim atiklan, giibreler, trafik, maden ocaklar1 ve niikleer santrallerde
komiiriin yanma {iriinleridir. Toksik metal iyonlarinin eszamanl tayinleri icin 6rnek
matriksinden analitin Onderistirilmesini izleyen yiiksek duyarlikli birgok yontem
vardir. Bu yontemler arasinda, atomik absorpsiyon spektrometrisi (AAS), indiiktif
eslesmeli plazma-atomik emisyon spektrometrisi (ICP-AES), indiiktif eglesmeli
plazma-kiitle spektrometrisi (ICP-MS), X-ray floresans (XRF) ve instrumental
notron aktivasyon analizi (INAA) beliritilebilir. Ancak bagil olarak pahali olan bu
tekniklerin 6rnek matriksinin neden oldugu bazi sinirlamalar1 vardir. Diger taraftan
metal selatlarinin yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC), eser metal

iyonlarinin es zamanli tayinleri icin uygun bir tekniktir.

Selatlayic1 reaktiflerle metallerin tiirevlendirilmesi, kolon i¢i hareketli faz icinde
veya kolon Oncesi 0rnek ¢ozeltisinde gerceklestirilir. Metal iyonlarinin kolon dncesi
tirevlendirilmesinde, metal selatlari, kolona enjeksiyon Oncesinde ornek cozelti
icerisinde gerceklestirilir. Kolon i¢i tiirevlendirme ise selatlayici reaktif hareketli faza
eklenir ve metal selatlar1 kromatografik eliisyon esnasinda olusur. Ornek cozeltisi
dogrudan kolon igerisine verildiginden kolon ici tiirevlendirme hizli ve basittir ve
kolon 6ncesi tiirevlendirmeye gore daha iyi sonuclar elde edilir.

Bu calismada cesitli su orneklerindeki Co(II), Fe(Il) ve Ni(Il) iyonlarinin duyarl ve
secici tayinleri icin RP-HPLC/DAD yoéntemi gelistirilmesi amaclandi. Yontem, drnek
¢Ozeltisinin direkt olarak kolona enjeksiyonu sonrasi analitlerin kolon icinde 4-(2-

piridilazo) resorsinol (PAR) ile kompleks olusturmasina dayanmaktadir.
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5.1 Olciim Sistemleri

5.1.1 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Bu calismada Ni, Fe ve Co tayini Shimadzu LC-20AD pompa, SPD-M20A model
foto diyot array dedektorii (DAD), SIL-20A model otomatik 6rnekleyici, CTO-20A
model kolon firini, DGU-20A5 model degazor igeren HPLC sistemi (Shimadzu,
Kyoto, Japan) ile gerceklestirildi. Analitik kolon olarak 4,6 mm i¢ cap x 250 mm
uzunluk x 5-pum partikiil boyutuna sahip Inertsil ODS-3 kolonu (GL Sciences, Japan)
kullanildi.

HPLC/DAD dedektorii ile spektrum taramasi sonucu, dalga boylar1 Co(Il) i¢in 525
nm, Fe(Il) i¢in 484 nm ve Ni(Il) icin 517 nm olarak belirlendi. Kromatogramlarin
anlasilir olmast icin calismada tek bir dalga boyunda, 525 nm’de alinan

kromatogramlar gosterildi.

5.1.2 Diger aletler

Cozeltilerin pH oOl¢iimii icin WTW 720 marka pH metre kullanilmistir. Tartimlar
PRECISA XB 220A marka * 0.0001 g duyarliktaki analitik terazi ile yapilmistir.
Hareketli fazdaki ¢6ziinmiis oksijenin uzaklastirilmasi icin Bandelin Sonarex marka
ultrasonik  banyo kullamilmistir.  Analizi yapilacak ¢o6zeltinin  HPLC’ye
enjeksiyonundan once yapilan santrifiij islemleri i¢in Hettich EBA 20 marka santrifiij

cihazi kullanilmstir.

5.2 Materyaller

5.2.1 Kullanilan reaktifler ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Bu calisma boyunca c¢ozeltilerin hazirlanmasi ve seyreltilmesi asamalarinda ters

ozmosla elde edilen, direnci en az 18 MQ olan ultra saf su kullanilmustir.

Tiim plastik ve cam kaplar seyreltik (1+9) HNO; ile temizlendi ve kullanilmadan

once UP su ile calkalandi.

4-(2-piridilazo) rezorsinol (PAR) Fluka, Isvicre’den satin alindi. Calismada gerekli

miktarin etanolde ¢oziilmesiyle hazirlandi.
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Sekil 5.1: PAR (A) ve metal-PAR selatlariin (B) kimyasal yapilar

Azo bilesiklerinin ¢cogu metal iyonlaryla biiyilk molar absorptiviteye sahip selat
olusturduklar1 bilinmektedir. Bu bilesikler arasinda PAR, bazi metal iyonlariin
ayrimi ve tayininde RP-HPLC’de yaygin olarak kullanmilan ligandlardan birisidir.
Sekil 5.1°’den de anlagilacagr gibi PAR metal iyonlar ile selat olusumunda ii¢ disli
ligand olarak davranir. 500 nm tizerinde PAR, gecis metalleri ile metal ligand orani

1:2 olan suda ¢oziiniir anyonik selatlar olusturur (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: Metal-PAR selatlarinin stokiyometrileri ve € degerleri

Metal Mol oranlar €
Co 1:2 4.2x10"
Fe 1:2 4.2x10*
Ni 1:2 2.2x10*

Fe(Il) stok cozeltisi derisimi 1 pg mL" olacak sekilde Merck’ten satin alinan
FeCl,.4H,O’dan gerekli miktarin tartilip hidroklorik asit ¢ozeltisi yaklasik 0,1 mol
L' HCI icinde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Co(IT) standart stok ¢ozeltisi (CGCOI-1,
Custom Grade Standart) ve Ni(Il) (CGNI1-1, Custom Grade Standart,
Christiansburg, ABD) (her biri 1 ug mL" derisimde) inorganik Ventures satin alindu.
Kullanilan etanol kromatografik saflikta (Merck, Almanya), metanol (Sigma Aldrich,
Almanya) ACS safliktadir. Tetrahidrofuran (THF) Riedel de Haén’den satin alinmig
olup kromatografik safliktadir.

Hareketli faz olarak 5x10° mol L' 4-(2-piridilazo) resorsinol (PAR) and asetat
tamponu (pH 5.0) iceren metanol-THF-su (50:5:45, v/v) kullanildi. Hazirlanan

hareketli faz cozeltisi 0,45 pm seliiloz nitrat membran filtreden siiziiliip Bandelin
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Sonarex (Berlin, Germany) marka ultrasonik banyoda degazing (gaz giderme) islemi

yapildiktan sonra kullanildi. Hareketli faz akis hizi 0,3 mL dak ™" dir.

5.2.2 Ornek toplama ve érneklerin hazirlanmasi

Bu tez kapsamindaki optimizasyon caligmalar laboratuarda hazirlanan model
cozeltilerle yapildi. Sonra elde edilen bulgularin 1s18inda cesitli ger¢ek orneklerin

kobalt, demir ve nikel igerikleri tayin edildi.

Musluk suyu oOrnekleri, Pamukkale Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya
Boliimii, Analitik Kimya arastirma laboratuari1 muslugundan yaklasik 5 dakika
musluk acik birakildiktan sonra alindi ve herhangi bir 6n islemden gecirilmeden

analiz edildi.

Atik su 6rnegi, Denizli Belediyesi Atik Su Aritma Tesisi’nden alindi. Karahayit sicak
kaynak suyu, kirmizi su olarak bilinen Karahayit-Denizli’deki kaynagindan ve

Pamukkale suyu ise Pamukkale travertenlerinden alindi.

Su orneklerinin tiimii 1 saat i¢inde laboratuara getirildi ve vakum altinda 0,45 um

seliiloz nitrat membrandan siiziildii. Siiziilen ornekler bekletilmeden analiz edildi.

Sertifikali referans madde BCR-715 (endiistriyel atik su) European Commission,
Joint Research Centre, IRMM, Bel¢ika’dan satin alindi. Analizden 6nce ultra saf su

ile 1/5 oraninda seyreltildi.

5.2.3 Kromatografik metal tayini

Co, Fe ve Ni iyonlarinin HPLC ile tayinlerinde optimum sartlarin belirlenmesi icin
2.5-5 pg araliginda analit iceren, pH’1 asetat tamponu ile 5’e ayarlanan 5 mL’lik
model c¢ozeltilerle calisildi. Model c¢ozeltilerden alinan 10 pL. ¢ozelti otomatik
ornekleyici ile HPLC’ye enjekte edildi. Eliie edilen metal iyonlar1 pik alanlan ile

olusturulan kalibrasyon grafikleri ile belirlendi.

5.2.4 Gercek orneklerde Co(II), Fe(II) ve Ni(Il) tayini

Su orneklerinde Fe, Ni ve Co tayinleri standart ekleme yontemi uygulanarak
yontemin dogrulugu test edilmistir. Bunun i¢in 0,45 pm’lik selilloz nitrat
membrandan siiziilen orneklerden 5 mL alinarak pH:5 e 400 pL Ac/NHiAc ile
tamponu ilavesiyle tamponlandi. Bu ¢ozeltiye 0.5-1.0 pg araliginda analitler (Co, Fe,

Ni) eklendi. Her bir ¢cozeltiden 10 pL alinarak HPLC’ye enjekte edildi.
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5.3 Kromatografik Yontemin Optimizasyonu

Kromatografik metal tayini i¢cin Oncelikle PAR ile kompleks olusturan metal
iyonlarinin ve alikonma zamanlarinin belirlenmesine calisildi. Oncelikle 0,9 mL
dk! akis hizinda ve % 60 Metanol: % 5 THF: %35 Su (v/v) iceren hareketli fazda
Cu(Il)-PAR, Ni(II)-PAR, Co(II)-PAR, Fe(Ill)-PAR komplekslerinin Inertsil ODS-3
kolonda alikonma zamanlar1 belirlendi. Bunun icin farkli derisimlerde analit veya
analitler iceren ¢ozeltiler HPLC’ye enjekte edildi ve artan derisimle birlikte pik

alanlarinin artmasindan faydalanilarak piklerin hangi analite ait oldugu belirlendi.
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Sekil 5.2: 1 mg L™ Cu(II) (A), 1 mg L™ Ni(Il) (B) ve 0,5 mg L™ Fe(Ill) (C) ieren
¢ozeltilere ait kromatogramlar

Sekil 5.2.A’da alikonma zamani 4.066 dakika olan pik Cu(Il)-PAR piki, Sekil

5.2.B’de alikonma zamani1 5.080 dakika olan pik Ni(II)-PAR kompleksine ait olan

piktir. Fe(IIT)-PAR kompleksinin alikonma zamani ise 4,672 dakikadir (Sekil 5.3.C)

Artan derisimle pik alami arttifindan ¢o6zeltideki analitlerin (Cu, Ni ve Fe’in)

alikonma zamanlar1 belirlendi.
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Metal-PAR selatlarinin es zamanli tayinleri i¢in ayni derisimlerde metal iyonlari
iceren c¢ozeltiler HPLC’ye enjekte edildi. Hareketli faz bilesimi %60 MeOH: %5
THF: %35 Su ve hareketli fazin akis hiz1 0,9 mL dk™! dir.

Cu(II)-PAR ve Co(II)-PAR

Cu(I) ve Co(Il) derisimleri 0,1-2 mg L' araliginda degisen ¢ozeltiler hazirlanarak
tampon cozelti ve selatlayici reaktif ilavesinden sonra bu ¢ozeltilerden alinan 10 pL
ornek HPLC ye enjekte edildi. Sekil 5.3’te 2 mg L! Co(II) ve 2 mg L! Cu(Il) iceren
cozeltiye ait kromatogram goriilmektedir. Kromatogramda alikonma zamam 3.266
dakika olan pikin Co(II)-PAR kompleksine ait oldugu belirlenmistir. Tek basina
alikonma zamani 4.066 dak olan Cu(Il)-PAR kompleksinin, Co(Il) iyonu varliginda
5.075-5.084 dakikada alikondugu goriildii.
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Sekil 5.3: 2 mg L Co(II) ve 2 mg L Cu(ID) iceren ¢ozeltiye ait kromatogram

Cu(II)-PAR ve Fe(III)-PAR

Fe(lll) ve Cu(Il) derisimleri 0,5; 1 ve 2 mg L' olacak sekilde cozeltiler
hazirlandiktan sonra HPLC’ye enjekte edildi.

Fe(IIT)-PAR kompleksine ait pikin alikonma zamanm 4.670-4.676 dakika iken Cu(II)-
PAR kompleksine ait pikin alikonma zamami 5.154-5.348 dakikadir (Sekil 5.4).
Fe(IIl) iyonu varliginda Cu(IT)-PAR kompleksine ait pikin yayvanlastigi ve zeminin
yiikseldigi goriildii.
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Sekil 5.4: 0,5 mg L Fe(III) ve 0,5 mg L™ Cu(Il) (A) ve 2 mg L' Fe(Ill) ve 2 mg L'

Cu(Il) (B) iceren ¢ozeltilere ait kromatogramlar

Co(II)-PAR ve Ni(II)-PAR

Aymnt sekilde pH:5’te ayn1 derisimlerde Co(II) ve Ni(Il) igeren ¢ozelti hazirland1 ve
santrifiijlendikten sonra HPLC’ye enjekte edildi. Ni(Il) valiginda Co(II)-PAR
kompleksine ait pikin alikonma zamaninda 6nemli degisiklik olmamaktadir (3,28-
3,26 dakika). Tek basina alikonma zamani 5.070 olan Ni-PAR kompleksine ait pik,
Co(II) iyonu varlhiginda 5.105-5.116 dakikalarda alikonmaktadir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5: 2 mg L™ Co(II) ve 2 mg L' Ni(Il) ieren ¢ozeltiye ait kromatogram
Ni(II)-PAR, Co(II)-PAR, Cu(II)-PAR ve Fe(III)-PAR (Ni(II) derisimi degisken)

pH:5’te Ni, Co, Cu ve Fe(Ill) iyonlarinin PAR ile selat olusturmalar1 ve c¢alisilan
sartlarda kromatogramda alikonma zamanlarinin farkli olmasindan yararlanilarak bu

dort metal iyonunu da iceren c¢ozeltiler hazirlandi. Karisim seklinde analitlerin
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alikonma zamanlar1 degiseceginden Co, Cu ve Fe(Ill) iyonlarinin derisimleri sabit
tutulup Ni iyonlarinin derisimleri degistirildi. Cozeltideki Cu(Il) derisimi: 1 mg L',
Co(II) derisimi 0,5 mg L ve Fe(Ill) derisimi 2 mg L ""dir. Hareketli fazin akis hiz1
0,9 mL dak ™" dir.

Ni-PAR kompleksinin karisimdaki alikonma zamani belirlenmesinde ilk gelen
siddetli pikin Co(I)-PAR kompleksine ait oldugu biliniyordu. iki metal iyonu iceren
cozeltilerin analizinden de en son gelen yayvan pikin Cu(Il)-PAR kompleksine ait
oldugu diisiiniildii. Alikonma zamanlan yaklasik 4.7 ve 5.1 dakika olan piklerden
hangisinin Ni-PAR kompleksine ait oldugunu anlamak icin derisimle pik alanlarinin
degisimi incelendi.

Tablo 5.2: Nikel derisimiyle pik alanlarindaki degisim

Pik Alanlar
Derisim, mg L! RT: 4.692-4.704 RT: 5.134-5.147
0,1 153077 27600
0,2 162063 60690
0,5 157203 145304
0,8 163071 230672

RT: Alikonma zamani, dakika (retention time)

Tablo 5.2’den anlagilacagi gibi alikonma zamani 5.134-5.147 dakika olan pikin
alaninin, artan Ni derisimi ile orantili olarak arttigr goriildii. Bu durumda
kromatogramda alikonma zamam 5.134-.5147 dakika olan pikin Ni(I)-PAR

kompleksine ait oldugu belirlendi.
Cu(ID)-PAR, Co(IT)-PAR, Ni(IT)-PAR ve Fe(III)-PAR (Cu derisimi degisken)

PAR kompleksleri halinde bulunan metal karisimlarinin ayrilmasinda Ni(I)-PAR
pikinin yeri belirlendikten sonra, karistmdaki Cu(II)-PAR kompleksinin yerini
belirleyebilmek i¢in Co(Il), Ni(Il) ve Fe(Ill) derisimleri sabit tutuldu ve Cu(Il)
iyonunun derisimi degistirildi. Cozeltideki Ni(Il) ve Co(Il) derigsimi: 0,5 mg L' ve
Fe(III) derisimi 2 mg L™""dir. Hareketli faz akis hiz1 0,9 mL dk™' dir.

Elde edilen kromatogramlar incelendiginde metal-PAR selatlarimi iceren ¢ozeltide,
diisiik derisimlerde Cu(Il)-PAR kompleksine ait pik gdozlenmedi (Sekil 5.6.A). Artan
derisimle 6.2-6.3. dakikalarda gelen yayvan pik Cu(II)-PAR kompleksine aittir (Sekil
5.6.B).

52



mAL mAL

504 g =04 =
~y =
M, A B
254 25
g e
+ g + g
o 1 w3
g
L3
4 o g
0 L =3
0+ o+ 1 :
—r—v—r—r—y— R — T
3 9 (5} T 3 4 -] [+ 7
Ahkonma zamam dk Alkonma zamam dk

Sekil 5.6: Cu(Il) derisimi 0,2 mg L' (A)ve 1,2 mg L (B) olan, metal karisimlarini
iceren c¢ozeltilere ait kromatogramlar

Dort metal iyonunu igeren karisimda Cu(Il)’nin ayriminin iyi olmadig goriildii.
Fe(I)-PAR, Co(I)-PAR, Ni(II)-PAR, Cu(II)-PAR ve Fe(IIl)-PAR (Fe(Il)
derisimi degisken)

Calismada dort metal iyonu igeren cozeltiye farkli derisimlerde Fe(Il) iyonu da
eklenerek Fe(IIl) ile birlikte Fe(II) iyonlarinin da tayin edilip edilemeyecegi
arastirilldi. Calismada Co(Il) derisimi: 0,5 mg L, cudn derisimi: 2 mg L', NidD)
derisimi: 0,5 mg L, Fe(IlD) derigimi: 1 mg L' olarak sabit tutuldu ve Fe(Il) iyonu
derisimi degistirildi. Hareketli fazin akis hiz1 0,9 mL dk™ dir.
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Sekil 5.7: Fe(Ill) derisimi 1 mg L' olan, bes metal iyonu iceren c¢oOzeltiye ait
kromatogram
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Sekil 5.7°deki kromatogram incelendiginde, once ¢alisilan 4 metal iyonunun
alikonma zamanlarindan farkli yerde, Fe(Il) iyonuna ait herhangi bir pik gézlenmedi.
Bu nedenle farkli derisimlerde sadece Fe(Il) iyonu iceren ¢ozeltiler hazirlandi. Elde
edilen kromatogramlar incelendiginde Fe(Il) i¢in alikonma zamaninin Fe(IIl) ile ayn1
oldugu (4.665 dakika) bulundu. Sonraki calismada ortama Fe(IIl) eklenmedi ve diger

metal iyonlar1 derisimleri sabit tutulurken Fe(IT) iyonu derisimi degistirildi.
Fe(I)-PAR, Co(II)-PAR, Ni(I)-PAR ve Cu(I)-PAR (Fe(Il) derisimi degisken)

Karisim halinde Fe(II) iyonlarinin alikonma zamanlarinin belirlenmesi i¢in Co(Il) ve
Ni(Il) derisimi 0,5 mg L' ve Cu(Il) derisimi 2 mg L' olarak sabit tutuldu ve Fe(II)

derisimi degistirildi.

mALl

5.0 Co(ll)
1 Fe(Il)

254

Ni(IT)

0.0+ -
—_—ms s e o
3 4 ] [ 7

Abkonma zamam dk

Sekil 5.8: Fe(Il) derisimi: 2 mg L"' olan, metal karisimlarin iceren cozeltiye ait
kromatogram

Caligilan sartlarda aym derisimlerde, Fe(Il)’ye ait pik alamimin Fe(Ill)’e ait pik
alanindan daha biiyiik olmasi nedeniyle ve Fe(IIl)’de goriillen zemin yiikselmesinin
Fe(Il)’de olmamasindan dolayi, ¢alismanin devaminda Fe(Il) iyonlan ile ¢aligildi.
Elde edilen sonuglardan, karisim halinde Fe(Il) iyonlarinin alikonma zaman1 4.670

dakika olarak bulundu (Sekil 5.8).

5.3.1 Hareketli faz pH’1nin etkisi

Metal-ligand arasinda kompleks olusumu ¢6zelti pH’1na baglh oldugundan, hareketli
faz pH’1 en 6nemli degiskenlerden birisidir.

Ters faz kromatografinin bircok uygulamalarinda, degisik oranlarda metanol,
asetonitril veya tetrahidrofuran gibi organik coziiciiler iceren sulu c¢ozeltiler gibi

olduk¢a polar hareketli fazlarla eliisyon yapilir. Bu durumda kolon dolgusunun
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bozulmas1 ve parcalanmasina sebep olan siloksanin hidrolizinden dolayi, pH
degerinin yaklasik 7,5’den daha biiyiik degerlere cikmamasina dikkat edilmelidir.
Kullanilan C;g kolunu ile pH 2-7 araliginda calisilabildiginden sadece asidik bolgede
pH taramasi yapildi. Calismada Co(Il) ve Ni(Il) derisimleri: 0,5 mg L Fe(II)
derisimi: 1 mg L " dir. Hareketli faz Metanol: THF: Su (60:5:35, v/v) ve akis hiz1 0,9
mL dk ™" dir.

Tablo 5.3: pH’1n ayirma kapasitesi iizerine etkisi

Ayirma kapasiteleri (resoliisyon)

pH Co Fe Ni

3.0 - 5,383 1,601
4.0 - 5,773 1,529
4.5 - 7,255 1,766
5.0 - 6,407 1,534
6.0 - 6,529 1,409

Tablo 5.3’te verilen ayiricilik degerleri, her bir pikin sol tarafinda bulunan pik ile
arasindaki aymricilign belirtmektedir. Kromatogramda ilk gozlenen pik Co-PAR
kompleksine ait oldugundan bu bilesik i¢in ayiricilik degeri hesaplanmamistir.

Ayiriciliklar pH ile ¢ok fazla degismemistir (Tablo 5.3).

Tablo 5.4: Analitlerin pik alanlar {izerine hareketli faz pH 1n1in etkisi

Pik alanlar1

pH Co Fe Ni

3.0 226106 215840 92073

4.0 282076 204623 102631
4.5 304191 199600 125782
5.0 313175 189847 145304
6.0 277077 214093 30006

Alikonma zamani,
dakika 3.212-3.412 4.522-4.848 4.959-5.364

Elde edilen sonuglar incelendiginde degisen pH’la analitlerin alikonma zamanlarinda
onemli bir degisiklik olmamaktadir. Fakat hareketli faz pH’1nin artmasiyla pH 5’e
kadar Co ve Ni iyonlarinin PAR komplekslerinin pik alanlari dnce artmis ve sonra
azalmistir (Tablo 5.4). Fe-PAR selatinin pik alaninda ise onemli bir degisiklik
olmamistir. PAR selatlarimin ¢alisilan pH araliginda pik alan ve yiiksekliklerinin
artmas1 PAR’1n pKa degerleri ile agiklanabilir (pK,;(NH")=3.09, pK,,(p-OH)=5.46
ve Ky3(0-OH)=12.3) (Ghasemi ve dig. 2003). PAR genellikle pKy, degerine yakin

pH’ta mono anyonik formdadir. Monoanyonik PAR, pH 3-6 arasinda metal iyonlar
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ile dayanikli selatlar olusturmaktadir (Marczenko and Balcerzak 2000). pH 6’dan
sonra, PAR’1n mono anyonik formunun azalmasiyla metal-PAR selatlarinin miktari

azalmaktadir. Sonug olarak hareketli faz i¢cin en uygun pH 5.0 olarak belirlendi.

5.3.2 Hareketli faz akis hizimin etkisi

Kromatografik caligmalarda optimize edilmesi gereken diger bir degisken, hareketli
fazin akig hizidir. Cozeltinin akis hizinin optimum hale getirilmesi, kromatografide
kolonun ayirma giiciinii arttiran faktorlerden birisidir. Bunun i¢in hareketli fazin akis
hiz1 0,3; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 1; 1,1 ve 1,2 mL dak™. olarak degistirilmistir. Asagida bu
akis hizlarindan bazilarinda elde edilen kromatogramlar verilmistir.

muall

mAL - Co(ll
Calll) A n
504
50_
Fe(Il)
age 25+
Mi(IT}
D-*J o= J
' 100 125 480 a8 | 15!0' ik 1?!5‘ = .11::_0
Ahkonma zamam dk Ablkonma zamam_ dk
mAU ™Y ol
s0-4 Co(D) [ Coll
C D
20
25— .
Ni{ID) 1 Mi(11)
0+ o+/
. N S —"
3 4 5 B 3 4
Abkonma zamam dk Abkonma zamam dk

Sekil 5.9: Akis hiz1 0,3 (A), 0,6 (B), 0,9 (C) ve 1,2 mL dk' (D) oldugunda elde
edilen kromatogram (Hareketli faz % 60 MeOH: % 5 THF: % 35 Su)
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Sekil 5.9’dan da anlagilacag: iizere hareketli faz akis hizi1 0,3 mL dak™ oldugunda
analiz yaklasik 17,5 dakika siirerken, akis hizi 1,2 mL dak™ ya arttirlldiginda analiz
yaklasik 4,5 dakika siirdii. Hareketli fazin akis hizinin artmasiyla analiz siiresinin

kisaldigr goriildii.

Tablo 5.5: Hareketli faz akis hizinin analitlerin pik alanlari, alikonma zamanlari,
ayirma kapasitesi ve teorik tabaka yiiksekligi (HEPT) tizerine etkisi

Analit Artan akis hizi (0.3—0.6—0.9 —1.2 mL dk)
Rt Pik alani HEPT Ayiricilik

9.591 895384 28.137 -

Co 4.800 444088 34.704 -
3.272 344061 55.425 -
2.475 245860 67.859 -
14.890 763015 19.942 11.286

Fe 7.622 232253 31.461 9.933
4.704 103205 56.049 6.010
3.909 156366 82.495 1.273
16.447 372737 20.962 2.745

Ni 8.349 181150 40.361 1.896
5.143 156366 60.718 1.462
4.679 99884 1487.667 0.891

Elde edilen sonuglar incelendiginde yiiksek akis hizlarinda teorik tabaka yiiksekligi
artmaktadir. HPLC’de teorik tabaka yiiksekligi ne kadar diisiikse verim o kadar iyi
olmaktadir. Diisiik akis hizinda pik alam degerlerinin arttigi goriildii, fakat analiz
siiresinin de kisa olmasi istenildiginden akis hiz1 0,6 mL dk! olarak belirlendi. Daha

sonraki caligmalarda akis hiz1 0,6 mL dk " dur.

5.3.3 Hareketli fazdaki PAR derisiminin etKisi

Calismada ligand olarak kullanilan 4-(2-piridilazo) rezorsinol kolay ¢6ziinme ve ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda metallerin tayinini miimkiin kildigindan eser haldeki bir
cok metalin belirlenmesinde ve analiz edilmesinde kullanilmaktadir. On calismalarda
hareketli fazdaki PAR derisimi 5.10° mol L™dir. Hareketli fazdaki ligand
derisiminin, analitlerin pik alanlarina etkisi incelenirken PAR derisimi 10 kat
arttirilmis (5.10'4 mol L'l) ve azaltilmistir (5.10'6 mol L'l) . Haraketli faz % 60
MeOH: % 5 THF: % 35 Su, Akis hizi: 0,6 mL dk " dir.
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Sekil 5.10: Hareketli fazdaki PAR derisimi 5x10° mol L'(A), 5.10* mol L™ (B) ve
5.10° mol L™ (C) oldugunda elde edilen kromatogram

Sekil 5.10.A ve B’de Co ve Fe derigimleri 0,5 mg L, Ni derisimi ise 1 mg L " dir.
Sekil 5.10.C’deki kromatogramda ise Co ve Ni derisimleri 0,5 mg L, Fe derisimi 1
mg L " dir.

Hareketli fazdaki PAR derisimi 5.10° mol L oldugunda Co pikinin, bitisiginde
gelen PAR’a ait kiiciik pikle birleserek kuyruklandigi (Sekil 5.10.A) goriildii. Co, Fe
ve Ni piklerinin her iiciiniin de pik alanlarinda azalma oldu. PAR derisimi 5.10™ mol
L' Co’daki PAR kuyruklanmasi azaldi (Sekil 5.10.B). 5x10° mol L™ PAR ile daha
iyi bir kromatogram elde edildi (Sekil 5.10.C).

PAR derisimi ile pik alanlarindaki degisim Tablo 5.6’da gosterilmistir.
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Tablo 5.6: Hareketli faz PAR derisiminin analitlerin pik alanina etkisi

PAR Derigimi (mol L'l)

Analit 5x10° 5x107 5x10™
Co (0.5mgL™) 88558 313179 342835
Fe (0.5 mgL™) 16617 - 110678
Fe (I mgL™) - 189847 259533
Ni (0.5 mgL™) - 106406 214053
Ni (1 mgL™) 18444 - 416671
-: ¢alisilmadi

PAR derisimi arttikca Co(IT)-PAR pik alan artis1 yaklasik %9 civarindadir ve Fe(II)-
PAR kompleksinin alaninda 6nemli artig vardir. En biiyiik artis Ni(I[)-PAR pikinde
gozlendi. Hareketli fazda analitlerin pik alanlar1 artmasina karsin piklerin
ayiriciliklarinin daha iyi oldugu 5.10° mol L, hareketli fazdaki optimum PAR

derisimi olarak belirlendi.

5.3.4 Hareketli faz bilesiminin etkisi

Kromatografik kolonda ayirmay1 iyilestirmek i¢in yapilan bir diger islem, hareketli
faz bilesimini degistirmektir. Ciinkii bir kolonun ayirma giiciinii arttirmak icin
yararlanilan parametrelerden biri olan kapasite faktoril, k, hareketli fazin bilesimine
baghidir. Bunun i¢in calismada analitlerin alikonmasina hareketli fazdaki metanol
yiizdesinin  etkisi incelendi. Metanol yilizdesi degistirilerek elde edilen
kromatogramlar incelendi. Hareketli fazdaki metanol yiizdesi 40, 60 ve 80 olacak

sekilde calisildi. Hareketli fazin akis hiz1 0,6 mL dk " dur.
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Sekil 5.11: Hareketli faz bilesimi (A) MeOH:THF:su (40:5:55) (B) MeOH:THF:su
(60:5:35) ve (C) MeOH:THF:su (80:5:15) oldugunda elde edilen
kromatogramlar (Akis hiz1 0.6 mL dk’l)

MeOH yiizdesi 40 oldugunda analiz yaklasik 28 dakika stirmiistiir (Sekil 5.11.A).
MeOH miktar1 %80 oldugunda ise pikler iist iiste cakismistir (Sekil 5.11.C). Bu

nedenle optimum metanol miktar1 %60 olarak belirlendi.

5.3.5 Numuneye eklenen PAR derisiminin etkisi

Hareketli faza ilave edilen PAR derisiminin etkisinden sonra numuneye ilave edilen
PAR derisiminin etkisi arastirildi. Metal-PAR kompleks, hareketli faza eklenen PAR
nedeniyle kolonda olugmasi halinde bu islem kolon i¢i (in-column) tiirevleme ya da
selatlanma; numuneye PAR eklenerek kompleks olusumu saglanirsa bu isleme 6n

kolon (pre-column) tiirevleme veya selatlama denir. Kolon i¢i ve 6n kolon tiirevleme
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islemlerini karsilastirmak icin 0,5 mg L' Co ve Ni ile 1 mg L' Fe iceren sulu
¢Ozeltinin pH’1 asetat tamponu ile 5’e ayarlandi. Numuneye ligand eklenmeden ve
ligand eklenerek hazirlanan c¢ozeltilerden 10 pL alinarak HPLC’ye enjekte edildi
(Sekil 5.12). Calismada hareketli faz Metanol: THF:su (60:5:35, v/v), akis hiz1 0,6
mL dk.dir.

mAU
507 Co(l

_ A m

] Fe(l
N ()

Ni(II)
0—'—.,..,.,.".’J1.,..1,..,1.
0.0 25 50 75 100
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Fe(Il)
28

Ni(IT)
U..,.,,,.":‘:\‘—."":"‘,,l.,.."‘:‘—.
o0 25 50 75 10,0

Ablonma zamam dl

Sekil 5.12: Kolon ici (A) ve kolon oncesi (B) selatlama ile elde edilen metal-PAR
komplekslerine ait kromatogramlar

Tablo 5.7: Kolon ici ve kolon oOncesi selatlama ile elde edilen metal-PAR
komplekslerine ait pik verileri

Analit Ligand Alikonma Pik alam HEPT
zamani, dk.

Co Var 4.828 435484 43.126
Yok 4.846 436107 45.898

Fe Var 7.529 384383 31.709
Yok 7.532 309021 31.064

Ni Var 8.319 176552 37.413
Yok 8.323 169946 36.603
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PAR eklenmeyen cozelti ile PAR eklenen ¢ozelti kromatogramlart incelendiginde
Co(Il) ve Ni(II)’e ait piklerin alanlarinda 6nemli bir degisiklik olmamistir. PAR ile
Fe(Il)’e ait pikin alaninda yaklasik % 23 oraminda artis olmaktadir. Muhtemelen
PAR’da safsizlik olarak bulunabilecek demirden dolayr PAR icermeyen ¢ozeltide
Fe(Il)’ye ait pik alaninda azalma olmustur. Hareketli fazdaki ve numunedeki PAR
derisimi degismedigi siirece PAR sinyalleri tekrarlanabilirdir (ort.sinyal 9103,75 icin
bagil standart sapma %7,29’dur).

5.3.6 Kromatografik tayine bazi metallerin etKisi

Co(II), Fe(Il) ve Ni(Il) iyonlarinin es zamanl tayinlerinde, ¢esitli metal iyonlarinin
etkileri aragtirilmigtir. Bunun i¢in V(IV), V(V), Ti(l), Pb(Il), Mn(II), Mo(II), Cd(ID),
As(IlD), As(V), Cu(l), Au(Ill), HgdI), Cr(Ill), Cr(VI) metal iyonlarmin etkileri
incelenmistir. Bu iyonlardan Mn(II), Mo(Il), Hg(Il), Pb(Il), Zn(II), As(IIl), As(V),
CudD), Cr(I), Cr(VD) iyonlar1 1-5 pg aralifinda, calisilan sartlarda PAR ile
kompleks olusturmamalar1 yada olusan komplekslerinin calisilan dalga boyunda
absorpsiyon yapmamalarindan dolayr kromatogramda pik vermemistir. Ayrica bu
metal iyonlarmin Co(Il), Ni(Il) ve Fe(Il) iyonlarmin PAR ile olusturduklar
komplekslerinin pik alanlar1 iizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

V(IV) ve V(V) iyonlan varliginda ise Fe(II)-PAR ve Ni(I)-PAR komplekslerine ait
piklerin alan ve yiiksekliklerinde herhangi bir degisiklik olmazken Co(I)-PAR
kompleksine ait pikin catallandigr goriildii (Sekil 5.13.A). Bu nedenle hareketli
fazdaki metanol yiizdesi azaltilarak Co(Il), Fe(I) ve Ni(Il) iyonlarinin yaninda
vanadyum iyonunun da ayrimi yapilmaya calisildi. Boylelikle kromatografik tayinde

es zamanli olarak tayin edilebilen analit sayis1 arttirilmaya calisildi.

Hareketli fazdaki metanol yiizdesi 50 ve 40 olarak degistirildi ve Co, Fe, Ni ve V
iyonlarini iceren c¢ozelti pH’1 5’e tamponlanarak HPLC’ye enjekte edildi. V(V) ve
V(V) iyonlarinin alikonma zamanlar ayni oldugundan kromatogramlar sadece
V(V) igin verilmistir. Calismada Co(II) ve Ni(II) derisimleri 0,5 mg L, Fe(ll),
V(IV) ve V(V) derigimleri 1 mg L " dir. Akis h1z1:0,6 mL dk.dur.
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Sekil 5.13: Hareketli faz % 60 MeOH: % 5 THF: % 35 su (A), % 50 MeOH: % 5
THF: % 45 su (B) ve % 40 MeOH: % 5 THF: % 55 (C) su igerdiginde
Co(ID), Ni(Il), Fe(Il) ve V(IV) igeren c¢ozeltiye ait kromatogram

Hareketli fazdaki MeOH yiizdesi 40 oldugunda Co(Il) ve vanadyum pikleri

birbirinden tam olarak ayrilamamustir. Analiz siiresi de yaklasik 30 dakika olmustur.

Elde edilen bu verilerden hareketli faz bilesimi % 50 MeOH: % 5 THF: % 45 Su
icerdiginde vanadyumun ayrilabilecegi ongoriilmiistiir. Bu nedenle daha 6nce %60
MeOH: %5 THF: %35 hareketli faz, 0.6 mL dk.” akis hiz1 olarak belirlenen sartlar
yeni hareketli faz bilesiminde tekrar optimize edilmistir. Yeni belirlenen sartlarda su

ornekleri analiz edilmistir. Bu hareketli fazda ilk olarak akis hiz1 degistirilmistir.
5.4. Kromatografik Metal Tayini

5.4.1 Hareketli faz akis hizimin etkisi

Co, Fe ve Ni ile birlikte vanadyum tayini i¢in hareketli faz bilesimi % 50 MeOH: %
5 THF: % 45 Su yapilarak hareketli fazin akis hizi degistirildi. 0,6 mL dk.” akis
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hizinda Co ve V pikleri birbirinden tam olarak ayrilmadigindan akis hiz1 0,3, 0,4 ve
0,8 mL dk.” yapilarak kromatogramlar elde edildi.

0,3 mL dk! akis hizinda tiim piklerin alanlarinda artma olmustur. Co(Il), V(IV) ve
V(V) iyonlarinin 0,3 mL dk.” akis hizinda ayr ayri kromatogramlari da alinmustir.
Co(Il), V(IV) ve V(V) iyonlarinin 0,3 mL dk.”! akis hizinda alikonma zamanlar1
sirasiyla 7.813, 8.265 ve 8.251 dakikadir. Fe(IT) ve Ni(Il) iyonlaryla birlikte karisim
halinde enjeksiyon yapildiginda bu alikonma zamanlari uzamistir. V(IV) varliginda
Co(I) iyonunun pik alaninda artma, V(IV) iyonunun da pik alaminda azalma
gozlenmistir. V(V) varliginda ise Co(II) ve V(V) iyonlarinin pik alanlarinda énemli

bir degisiklik olmamustir.
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Sekil 5.14: Akis hiz1 0,3 (A), 0,4 (B), 0-10 dakika: 0,4 mL dk'l, 10,1-20 dakika: 0,6
mL dk (C) ve 0,8 mL dk' (D) oldugunda elde edilen kromatogramlar
(Hareketli faz % 50 MeOH: % 5 THF: % 45 Su)

Hareketli faz akis hiz1 0,4 mL dk’ oldugunda Co(Il) iyonuna ait pikte sol tarafta

kiiciik bir omuz gelmektedir. Ayrica ilk 10 dakikada Co(II) ve V(IV) pikleri gelmistir
(Sekil 5.14.B). Analiz siiresini kisaltmak icin hareketli fazin akis hiz1 ilk 10 dakikada
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0,4 mL dk™ ikinci 10 dakikada 0,6 mL dk™ olacak sekilde degistirildi (Sekil 5.14.C).

Akis hiz1 0,4 mL dk™! oldugunda Co(Il) piki tamamlanmadan vanadyum piklerinin

geldigi ve bu piklerin sag tarafa dogru kuyruklandig1 gozlendi. Ayrica 0,4 mL dk™!

akis hizinda analitlerin pik alanlarinda azalma olmustur. 0,3 mL dk! akis hizinda ise

analitlerin pik alani daha biiyiiktir. 0,8 mL dk.” akis hizinda Co(IT) piki bitmeden

V(IV) pikinin geldigi goriildii (Sekil 5.14.D).

Hareketli fazin akis hizinin azalmasiyla analitlerin alikonma siireleri artmis ve analiz

siiresi uzamistir, fakat resoliisyon ve duyarlilik artmistir. Analitlerin HPLC ile tayini

icin en uygun akis hiz1 0,3 mL dk." olarak secilmistir ve bu akis hizinda vanadyum

iyonu varliginda kalibrasyon egrileri c¢izilmeye c¢alisilmistir. Kalibrasyon igin

hazirlanan farkli derisimlerde Co, Fe, Ni ve V iyonlarimi igeren cozeltiler %50

MeOH: %5 THF: %45 Su igeren hareketli faz ile HPLC’de analiz edilmistir.
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Sekil 5.15: Co(I) ve V(IV) derisimleri sirasiyla 4- 20 pg L' (A), 40-200 ug L'l(B)
ve 800-4000 pg L™ (C) oldugunda elde edilen kromatogramlar
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Diisiik derisimde V(IV) iceren cozeltide Co(Il) iyonuna ait pikin yaninda V piki
gozlenmemistir (Sekil 5.15.A). Vanadyum iyonunun derisimi arttiginda pik
gozlenmekte fakat pik kuyruklanmaktadir (Sekil 5.15.B). Yiiksek derisimde V(IV)
iceren ¢ozeltide ise vanadyum piki Co(Il) iyonuna ait pik ile kesismekte ve Co
pikinde omuz gozlenmektedir (Sekil 5.15.C). V(IV) iyonuna ait pikteki kuyruklanma
giderilemediginden  vanadyum  iyonuna ait pik alam tam  olarak
hesaplanamamaktadir. Bu nedenle kantitatif V(IV) tayini yapilamamaktadir. Ayrica
V(AV) iyonu derisimi arttikca Co(Il) piki de etkilendiginden kromatografik

vanadyum tayininden vazgecilmistir.

Co, Fe ve Ni tayini icin en uygun hareketli faz akis hizi, resoliisyon ve duyarligin iyi
olmasindan dolayr 0,3 mL dk' olarak belirlenmisti. Calisilan akis hizlarinin

analitlerin alikonma zaman ve pik alanlarina etkileri Sekil 5.16’da 6zetlenmistir.
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Sekil 5.16: Analitlerin alikonma zamanlar1 (A) ve pik alanlarina (B) hareketli faz
akis hizinin etkisi (¢:Co(Il), a:Fe(Il), m:Ni(II), derisimleri sirasiyla 0.5, 1
ve 0.5 mg L', Hareketli faz: Metanol/THF/Su: 50/5/45)

5.4.2 Hareketli faz pH’1mmin etKkisi

Co, Fe ve Ni iyonlarinin egzamanli tayinleri icin belirlenen optimum hareketli faz
bilesimi (%50 MeOH: %5 THF: %45 Su) ve akis hizinda (0,3 mL dk.'l) hareketli faz
pH 1min etkisi incelendi. Sekil 5.17°den goriildiigii gibi pH degisimi ile analitlerin

alikonma zamanlarinda ¢ok 6nemli bir degisiklik olmamaistir.
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Sekil 5.17: Co-, Fe- ve Ni-PAR selatlarinin alikonma zamanlarina hareketli faz
pH’1nin etkisi (¢: Co(Il), a:Fe(II), m: Ni(Il) derisimleri sirasiyla 0.5, 1 ve
0.5mg L, Akis hizi: 0.3 mL dk™)
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Sekil 5.18: Co-, Fe- ve Ni-PAR selatlarinin pik alanlarina (A) ve pik yiiksekliklerine
(B) hareketli faz pH 1nin etkisi (¢:Co(Il), a:Fe(II), m:Ni(Il) derisimleri
sirastyla 0.5, 1 ve 0.5 mg L™, Akis hizi: 0.3 mL dk™)

Hareketli faz pH’imin artmasiyla pH 5’e kadar Co ve Ni iyonlarinin PAR

komplekslerinin pik alanlari artmis ve sonra azalmistir (Sekil 5.18.A). Fe-PAR

selatinin pik alaninda ise 6nemli bir degisiklik olmamistir. Co, Fe ve Ni iyonlarinin

ayrilmasinda hareketli faz optimum pH’1 5 olarak bulundu.
5.4.3 Hareketli faz bilesiminin etkisi

Daha once yapilan calismalarda hareketli faz bilesiminde metanol yiizdesi 60
oldugunda akis hzi 0,6 mL dk' olarak belirlenmisti. Akis hmzi 0,3 mL dk’

oldugunda Co, Fe ve Ni iyonlarinin ayrilmasinda MeOH yiizdesinin etkisi
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incelenmistir. Bunun i¢in MeOH yiizdesi 40,50, 60 ve 80 olarak degistirilmistir
(Sekil 5.19).

Hareketli fazdaki MeOH yiizdesi azaldikca analitlerin alikonma zamanlar1 uzamakta
(Sekil 5.20) ve MeOH yiizdesi 50’nin altinda oldugunda duyarlilik azalmaktadir.
MeOH derisimi %80 oldugunda Co, Fe ve Ni pikleri {iist iiste ¢cakismaktadir (Sekil
5.20.A)
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Sekil 5.19: Analitlerin alikonma zamanlarina hareketli fazdaki metanol yiizdesinin
etkisi (¢: Co(Il), a:Fe(Il), m: Ni(Il), derisimleri sirayla 0.5, 1 ve 0.5 mg
L', Akis hizt: 0,3 mL dk™)

Ayrica ters faz HPLC’de yaygin olarak kullanilan hareketli faz MeOH:su karisimi
oldugundan THF icermeyen hareketli fazda denenmis ve piklerin alikonma
zamanlarinin uzadigr goriilmiigtiir. Ni(II) iyonuna ait pik kromatogramda skalanin
disinda  kalmistir (Sekil 5.20.C). THF iceren ve icermeyen hareketli faz
kullanildiginda Co(II) ve Fe(Il) iyonlarinin pik alanlarinda herhangi bir degisiklik
olmamustir. Elde edilen bu verilerden en uygun hareketli faz bilesimi % 50 MeOH: %
5 THF: % 45 su(v/v) olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.20: Co-, Fe- ve Ni-PAR selatlarinin kromatogramlarina hareketli fazdaki
metanol ve THF derisimlerinin etkisi. Metanol/THF/Su: 80/5/15 (A),
Metanol/THF/Su: 50/5/45 (B), Metanol/Su: 50/50 (C). (Co(II), Fe(Il) ve
Ni(II), derisimleri sirayla 0.5, 1 ve 0.5 mg L™, Akis hizt: 0,3 mL dk™)

5.4.4 Numuneye ilave edilen PAR derisiminin etkisi

Belirlenen diger optimum kromatografik sartlarda numuneye ligand eklenerek ve

eklenmeden ¢ozeltiler hazirlanarak HPLC’ye enjekte edildi.
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Sekil 5.21: Kolon i¢i (A) ve kolon oOncesi (B) selatlama ile elde edilen
kromatogramlar (Co(Il), Fe(Il) ve Ni(Il) derisimleri sirastyla 0.5, 1 ve
0.5pug mL™", Akis hizi:0.3 mL dk.™)

Elde edilen kromatogramlar incelendiginde Co(II) ve Ni(Il) iyonlarna ait piklerin

alanlarinda herhangi bir degisiklik olmamistir. Ayrica PAR iceren ¢ozeltide Co(Il)

piki omuz verirken (Sekil 5.21.B) PAR igermeyen numunede bu omuz
goriilmemektedir (Sekil 5.21.A). Bu verilerden numuneye PAR eklenmesine gerek
olmadigina karar verilmistir.

Boylelikle c¢alismada selatlama islemi kromatografik eliisyon esnasinda

gerceklestiginden kolon i¢i tiirevleme yapilmistir. Kolon oncesi tiirevlemeye gore

daha hizli ve kolay olan kolon ici tiirevlemeyle ornek pH’1 ayarlanarak direkt

HPLC’ye enjekte edilmistir.

5.4.5 Fe(II) ve Fe(III) iyonlarinin tayini

Elementlerin farkli kimyasal formlarina tiir (species), belirli bir Ornek veya
ortamdaki tiirlerin dagilimlarinin belirlenmesine tiirleme (speciation) denir. Her bir
tiiriin kalitatif ve kantitatif olarak tayini islemlerine tiirleme analizi denir (Templeton
ve dig., 2000). Tiirleme analizlerinde elementin toplam derisimi yaninda tiiriin gerek
diisiik derisimi, gerekse tayin basamagma kadar yapilan islemlerde yapisinin
korunmast zorunlulugu tiirleme caligmalarin1 6nemli bir analitik problem haline
getirmektedir. Ayrica tiirleme analizi, eser elementin toplam derisiminin tayiniyle
elde edilemeyen, elementin aktif tiirlerinin etkilerini agiklamak i¢in gerekli bilgiyi

saglamaktadir.
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Calismada Fe tiirlemesi yapilmaya caligilmistir. Oncelikle belirlenen optimum
sartlarda Fe(Il) ve Fe(IIl) iyonlan igeren ¢ozeltilerin kromatogamlar1 alinmis ve her

iki iyonun alikonma zamanlarinin aynm oldugu goriilmiistiir.

Cofll Call)
|
A B
Fe(l) h
I
|
| Nifll ‘ Fell) i
| | I I' Illl'-. [ |II|II 'ﬁ'.
—_ J oo L - — FAY I\
1:.' 1‘5 20 25 1] o ‘I" o I ._"I’ o F-1 I
Alkonma zamam dk Alkonma zamam dk

Sekil 5.22: Fe(II)-PAR (A) ve Fe(Ill)-PAR (B) selatlarina ait kromatogram (Co(II),
Fe(Il), Fe(IlT) ve Ni(Il), derisimleri sirayla 0.5, 1, 1 ve 0.5 mg L Akis
hizi: 0,3 mL dk™)

Calismada Fe(Ill), Fe(Il)’ye indirgenerek tiirleme yapilmak istenmis ve indirgeme

icin SnCl, kullanilmagtir.

2 Fe** + Sn** — 2Fe* + Sn*

Yukaridaki reaksiyon geregince Fe(Ill) iyonlar iceren ¢ozeltiye Fe(Ill) derisiminin
1,2 ve 4 kat1 (1 mg L™, 2 mg L, 4 mg L") olacak sekilde ayri ayr1 Sn** eklenmistir.
484 nm’de Fe(Il) iyonunun pik alan1 1089701’dir. Fe(Ill) iyonunun pik alan1 ise
577980’dir. Her ikisinin de alikonma zamam 21.165 dakikadir. Sn** ilavesiyle
Fe(Ill) iyonunun alikkonma zamaninda herhangi bir degisiklik olmazken Sn
miktarinin artmasiyla pik alan1 azalmaktadir. 2 mg L' Sn eklendiginde pik alani
534443 olurken 4 mg L" Sn ilavesinde ise Fe(III) pik alan1 456475 olmaktadir.
Ayrica Sn iyonunun da PAR ile ag¢ik pembe renkli kompleks olusturdugu
goriilmiistiir. Bu durumda PAR varliginda bu yontemle Fe(II) ve Fe(Ill) iyonlarinin

birbirinden ayrilmasinin miimkiin olmadigi goriilmiistiir.

Ayrica Fe(Ill) pikinin sol tarafinda gorillen kuyruklanma Sn(Il) varliginda
kromatogramda goriilmemistir. (Sekil 5.23)
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Sekil 5.23: 1mg L™ Fe(Il) (A), 1 mg L Fe(Ill) (B) ve Img L Fe(Ill) + 4 mg L™
Sn(II) (C) iceren ¢ozeltilere ait kromatogramlar (Akis hiz1:0,3 mL dk™)

5.5 Yontemin Analitik Degerlendirmesi

Belirlenen optimum hareketli faz bilesimi ve akis hizinda Co(Il), Fe(Il) ve Ni(Il)
iyonlar icin kalibrasyon egrileri olusturulmus ve gelistirilen yontemde bu analitler
icin LOQ (S/N:3) ve LOD degerleri hesaplanmistir. Bu calismalarda hareketli faz
bilesimi HF: Metanol/THF/Su: 50/5/45 ve akis hiz1 0,3 mL dk " dir.

Kalibrasyon egrileri her bir metalin maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boyunda
derisime kars1 pik alanlan grafiklerinin cizilmesiyle olusturulmustur. 200-900 nm
araliginda dalga boyu taramasi yapan DAD dedektor ile belirlenen dalga boylar
Co(ID) i¢in 525 nm, Fe(II) i¢in 484 nm ve Ni i¢in 517 nm’dir.
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Sekil 5.24: Co(Il) iyonu kalibrasyon grafigi

Alan
200000

700000

BO0000

n
[}
[}
=
[}
T

400000

a0oaon

200000

100000

d S Eéﬂ S 560 S Detigim
Sekil 5.25: Fe(Il) iyonu kalibrasyon grafigi
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Sekil 5.26: Ni(Il) iyonu kalibrasyon grafigi

Co(II), Fe(II) ve Ni(Il) iyonlarina ait kalibrasyon verileri, LOD ve LOQ degerleri
Tablo 5.8’de verilmistir. Bagil standart sapma degerleri, 500 ug L™' derisimde analit
iceren c¢ozeltilerin farkli zamanlarda enjeksiyonu sonrasi belirlenen analitlerin pik
alanlart ile hesaplanmigtir. Tablo 5.8’deki geri kazamim degerleri Tablo 5.10’da

verilen su orneklerinin geri kazanim degerleri ile hesaplandi.

Tablo 5.8: Ters Faz HPLC ile Co(Il), Fe(I) ve Ni(I) tayini i¢in analitik veriler

Degiskenler Co(II) Fe(II) Ni(I)
Lineer arahk, pg L™ 4-800 20-800 10-800
Kalibrasyon denklemi ~ A=2.00x10°C +  A=9.70x10°C +  A=6.94x10°C +
3.60x10 7.60x10° 4.30x10°
Korelasyon katsayisi,  0,9999 0,9991 0,9991
2
r
Gozlenebilme sinir1 0.50 9.07 2.00
LOD, pg L™
Tayin sinir 0.92 15.96 7.43
LOQ, ug L™
Geri kazanmim, %, 100.1 +£4.0 98.1 +4.9 100.4 +4.3
Xort £ S, n=12
Bagil standart sapma,  0.97 1.6 1.7
%

75



5.6 Gercek Ornek Analizleri

Optimize edilen RP-HPLC/DAD yo6ntemi ¢esitli su orneklerinin analizine uygulandi.
Musluk suyu, Belediye atik suyu, Pamukkale ve Karahayit sular1 Bolim 5.2.4’te
belirtildigi sekilde hazirlanarak 10 u. HPLC’ye enjekte edildi. Ayrica ydntemin
dogrulugu bu 6rneklere standart ekleme ile test edildi. Su 6rneklerine ilave edilen
analitler kantitatif olarak tayin edilebilmislerdir. Tablo 5.10’dan da goriilecegi gibi
su orneklerinde analitlerin geri kazanim degerleri % 92,0 ile % 106,1 arasinda

degismektedir.

5.7 Standart Referans Madde (BCR 715 Endiistriyel Atik Su) Analizi

Yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla, gelistirilen yontemin diger bir
uygulamasi sertifikali BCR-715 Endiistriyel Atik Su 6rneginde gergeklestirildi. Atik
su Ornegi ultra saf su ile 5 kat seyreltildikten sonra asetat tamponu ile ¢ozelti pH’1 5
yapildi. Bu ¢ozeltiden 10 uL 6rnek, 0,3 mL dk.” akis izinda % 50 MeOH: %5 THF:
% 45 su iceren hareketli fazda HPLC sistemine otomatik ornekleyici ile enjekte

edildi (Sekil 5.27).
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Sekil 5.27: Standart referans madde (BCR 715 endiistriyel atik su)’nin HPLC/DAD
ile alian kromatogrami

Bulunan degerler sertifikali degerler ile karsilastirildiginda Fe ve Ni i¢in sirasiyla %

bagil hata degerleri -5,3 ve -5,8 olarak bulundu (Tablo 5.9)

Tablo 5.9: BCR 715 endiistriyel atik su analiz sonuglart (n:8)

Sertifikal1 Deger,  Bulunan Deger, mgL"', % Bagil Hata

Analit mg L! (xort + ts/ \/n)
Fe Fe: 3,0 2,84+0.03 -5,3
Ni Ni: 1,2 1,13+0.01 -5,8
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Tablo 5.10: Su &rneklerinde Co(II), Fe(II) and Ni(Il) iyonlarinin tayini ve geri kazanimlari (Ornek hacmi: 5 mL, n:4)

Ornek Co, Fe, Ni Co Fe Ni
Eklenen, Bulunan, Geri Kazamim, Bulunan, Geri Kazanim, Bulunan, Geri
ug ue o ug Yo ug Kazanim, %
Musluk suyu 0 BLR" - BLR - BLR -
0.50 0.47 94.0 0.51 102.0 0.47 94.0
0.75 0.75 100.0 0.71 94.7 0.69 92.0
1.00 1.04 104.0 1.03 103.0 1.03 103.0
Atik su 0 BLR - BLR - BLR -
0.50 0.48 96.4 0.46 92.0 0.53 106.1
0.75 0.77 102.6 0.76 101.3 0.77 102.7
1.00 1.03 103.3 0.98 98.0 1.01 101.3
Karahayit 0 BLR - BLR - BLR -
suyu 0.50 0.51 102.2 0.45 90.0 0.52 104.2
0.75 0.74 98.9 0.73 104.3 0.76 102.6
1.00 1.01 101.3 0.96 96.0 0.97 97.2
Pamukkale 0 BLR - BLR - BLR -
suyu 0.50 0.46 92.0 0.47 94.0 0.51 102.0
0.75 0.77 102.7 0.77 102.7 0.73 97.3
1.00 1.04 104.0 0.94 94.0 1.02 102.0

"BLR: Lineer araligi altinda (Below of linear range)
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5.8 Gelistirilen Yontemin Diger Yontemlerle Karsilastirilmasi

Metal-PAR selatlarinin tayini igin gelistirilen kromatografik yontem literatiirdeki
calismalarla karsilastirdmistir (Tablo 5.11). Bu calismada Co i¢in hesaplanan
gozlenebilme smiri, dogrudan HPLC ile yapilan benzer calismalardan (Zhang ve
dig., 2005, Chung ve Chung, 2003, Chanpaka ve dig., 2006, Arain ve dig., 2009) ve
hatta dnderistirme yontemi ile kombine edilen HPLC ¢alismalarindan (Farajzadeh ve
dig., 2010) daha diisiik bulunmustur. Fe(Il) ve Ni(Il) icin hesaplanan gozlenebilme
sinir1 degerleri ise diger HPLC c¢alismalarinda belirlenen degerlerden daha diisiik
degildir. Fakat bagil standart sapma degerleri ve Tablo 5.8’de verilen geri kazanim
degerleri, Tablo 5.11°de belirtilen diger yontemlerle karsilastirildiginda bulunan
sonuclar tatmin edicidir. Ayrica literatiir bilgilerinden yararlamlarak, gelistirilen
yontemde Co, Fe ve Ni icin bulunan gozlenebilme sinir1 degerlerinin, AAS ve ICP-
OES ile bulunan go6zlenebilme sinir1 degerlerinden daha iyi olabilecegi sonucuna

varilabilir.

Es zamanh olarak kobalt, demir ve nikel tayinlerini gerceklestirdigimiz bu yontem
secici ve duyarhidir. Bu yontemle Co, Fe ve Ni’in Onderistirme basamagi
gerektirmeden tayin edilebilecegi belirlenmistir. Ayrica bu yontemin metal tayinleri
icin pahali olan ICP-AES ve ICP-OES aletlerine gore daha ekonomik bir yontem

oldugu soylenebilir.

Gelistirilen yontemde kolon i¢i tiirevlendirme yapilmistir. Kolon i¢i tiirevlendirmede,
ornek cozeltisi dogrudan kolon icerisine verildiginden kompleks olusumu hizli ve
basittir. Kolon oncesi tiirevlendirmeye dayali kromatografik analizlere gore bu

yontemle daha iyi sonuglar elde edilmektedir.
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Tablo 5.11: Gelistirilen yontemin diger HPLC ile Co, Fe ve Ni tayinleri ile karsilastiriimasi

Co Fe Ni
Reaktifler LOD BS.S, Geri LOD B.S.S, Geri LOD B.S.S,  Geri Referanslar
ugl' % Kazanim, % ng'1 %o Kazanim, % M gL’1 % Kazanim,%
2-(8-kinolilazo)-4,5-
(difenilimidazol)(QAI) 0.72 6.3 - - - 0.24 6.0 Zhang ve
dig., 2005
Calk(Kromazol - - - 10.4 0.35 - 8.7 3.5 - Peng ve dig.,
KS)+PAR 2005
4-(2- - - - - - - Chung, Y. ve
Tiazolilazo)resorsinol Chung, W,
(TAR) 2003
PAR-TBABr 30 0.7 96 - - - 20 0.91 94 Chanpaka ve
dig., 2006
3-(2-Piridil)-5,6-difenil- - - - 0.35 2.87 98.7-102.3 - - - Zhu ve dig.,
1,2,4-triazin 2007
Pentametilen - <3.9 92.9 - <3.9 99.2 - <3.9 98.1 Arain ve dig.,
ditiyokarbamat 2009
2-tiyofenaldehit-3- 0.009 4.1 >90 - - - 0.006 3.0 >92 Kaur ve dig.,
tiyosemikarbazon/SPME 2007
8-hidroksi - - - 4.0 0.4 94 2.2 0.4 85 Amoli ve dig.,
kinolin/Ekstraksiyon 2006
8-hidroksikinolin/ 3 3.3 77 3 4.1 65 - - - Farajzadeh
DLLME ve dig., 2010
morfolin-4- 0.17 5.0 87.5-103.5 - - - 0.11 2.3 79.0-105 Kaur ve
karboditiyoat/SPME Malik,2007
MD-nano-Au/TiO, 50 3.8-6.2 92.8+5.2 - - - 180 3.5-6.8 102.9+2.0  Cheng ve
dig., 2008
PAR 0.50 0.97 - 9.07 1.6 - 2.00 1.7 - Bu ¢calisma
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5.9 HPLC ile Baz1 Onderistirme Yontemlerinin Birlikte Kullanim

Diger yontemlerle karsilastirildiginda bu yontemle, elde edilen diisiik gdzlenebilme
sinirlart nedeniyle ornekler onderistirilmeden Co,Fe ve Ni tayin edilebilecektir. Fakat
daha diisiik gozlenebilme st elde edilebilmesi icin gelistirilen yontem bir
Onderistirme yontemi ile de kullanilabilecektir. Calismalarda hareketli faz bilesimi %

60 MeOH: % 5 THF :% 35 Su, akis hiz1 0,6 mL dk " dir.

5.9.1 SPE ile 6n deristirme yapilan numunelerin kromatografik tayinleri

Gelistirilen  kromatografik  yontemin bir Onderistirme yontemi ile de
kullanilabilirligini gdrmek i¢in XAD-7 kolonu ile Onderistirme islemi uygulanan
numuneler gelistirilen yontemle analiz edildi. Analitleri (Fe(II) ve Ni(Il)) iceren sulu
cozeltinin pH’1 5’e tamponlandiktan sonra PAR ilavesiyle metal selatlar
olusturulmus XAD-7 recinesi dolgulu kolondan gecirilmistir. Kolonda tutunan
analitler 10 mL 0,5 mol L HNO; ile eliie edilmistir. SPE ile onderistirme iglemi
sonrasinda, ¢cozeltideki Fe(Il) derisimi 4 mg L, Ni(IT) derisimi 2 mg L " dir.

SPE ile oOnderistirme yapilan numuneler ultra saf su ile 2,5 defa seyreltildi ve
numuneye tekrar pH:5 tamponu ve PAR eklendi. HPLC’de beklenen Ni derisimi 0,8
mg L™'; Fe derisimi 1,6 mg L ™" dir.
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Sekil 5.28: SPE ile 6nderistirme yapilan numune kromatogrami-1
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Sekil 5.29: SPE ile 6nderistirme yapilan numune kromatogrami-2
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Sekil 5.30: SPE ile 6nderistirme yapilan numune kromatogrami-3

Elde edilen kromatogramlardaki pik alanlart kalibrasyon denkleminde yerine

konarak ¢ozeltideki analit derisimleri hesaplandi.

Tablo 5.12: SPE uygulanan numunelerdeki nikel miktarlari

Gergek deger (mg L) Bulunan miktar (mg L) % Geri Kazanim

1.Paralel 0,8 0,58 72,5
2. Paralel 0,8 0,59 73,8
3.Paralel 0,8 0,71 88,8

SPE sonrasi eliie edilen numunenin AAS ile analizi ile Ni i¢in geri kazanim degeri

% 90 olarak bulunmustur.

81



Tablo 5.13: SPE uygulanan numunelerdeki demir miktarlar

Gercek deger (mg L") Bulunan miktar (ng L") % Geri Kazanmim

1.Paralel 1,6 0,47 29,4
2. Paralel 1,6 0,55 34,4
3.Paralel 1,6 0,58 36,2

SPE sonrasi eliie edilen numunenin AAS ile analizi ile Fe i¢in geri kazanim degeri
% 40 olarak bulunmustur. AAS sonuclan ile kromatografik sonuglar uyumlu

cikmistir.

Elde edilen bu sonuglardan goriilmektedir ki, gelistirilen yontem uygun sartlarda SPE

ile birlikte eser metal iyonlarinin deristirilmesi ve tayininde kullanilabilir.

5.9.2 DLLME ile 6n deristirme yapilan numunelerin kromatografik tayinleri

1,3-Difenil guanidin varhi@inda metal-PAR kompleksleri icin DLLME ile
onderistirme ve HPLC ile tayin

Literatiirde, metal-PAR komplekslerinin 1,3-difenil guanidin varliginda kloroform
icerisine ekstrakte edildigi belirtilmektedir. Bu nedenle yine kromatografik tayinde
kullandigimiz miktarlarda pH:5 tamponu ve PAR kullanilmak suretiyle kompleks
olusturuldu. Metal-PAR selatlarin1 igeren sulu c¢ozeltiye dispersif ve ekstraksiyon

coziiciisii eklenmeden 6nce 1,3-difenil guanidin ¢ozeltisi ilave edildi.

1,3-difenil guanidin ¢ozeltisi derigimi 5x10” mol L™ olacak sekilde gerekli miktarin
etanolde ¢oziilmesiyle hazirlandi ve numuneye bu cozeltiden 400 pL ilave edildi.
Dispersif ¢oziicii olarak 500 pL etanol, ekstraksiyon coziiclisii olarak 100 pL
kloroform kullanildi. DLLME sonrasi analitleri iceren sediment faz
buharlastirildiktan sonra, kalintidaki analitler saf su igersine alindi ve bu ¢ozeltiden
10 uL HPLC’ye enjekte edildi. Analitlerin geri kazanmim degerleri, 0,5 mg L' Co(IN
ve Ni(Il), 1 mg L™ Fe(Il) igeren referans ¢ozeltideki pik alanlar ile karsilastirilarak
hesaplandi.
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Sekil 5.31: 0,5 mg L Co(ID), Ni(II) ve 1 mg L' Fe(ID) iceren referans cozeltiye ait
kromatogram

Referans ¢ozeltiye ait kromatogramda (Sekil 5.31) Co, Fe ve Ni icin pik alanlar
strastyla 462867; 286304 ve 229444 olarak bulundu.

Ayrica Ornek cozelti enjeksiyonundan Once, analit icermeyen fakat 1,3 difenil
guanidin iceren kor c¢ozeltiye de DLLME uygulandi. Alinan kromatogramda Co
disindaki analitlerin (Fe ve Ni) alikonma zamanlarinda pikler gozlendi (Sekil 5.32).
Kor cozeltiye ait kromatogramda Fe ve Ni i¢in pik alanlar1 sirasiyla 40560 ve 7722

olarak bulundu.
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Sekil 5.32: 1,3-difenil guanidin iceren kor ¢ozeltiye ait, DLLME sonras1 alinan
kromatogram
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Analit ve 1,3-difenil guanidin igeren ¢ozeltiye DLLME uygulandiktan sonra elde
edilen kromatogramda (Sekil 5.33) ise Co, Fe ve Ni i¢in sirasiyla pik alanlarn

strastyla 17745, 25856 ve 3982 olarak bulundu.
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Sekil 5.33: Analit ve 1,3-difenil guanidin iceren ¢ozeltiye ait, DLLME sonras1 alinan
kromatogram

Kromatogramlar incelendiginde numunedeki (Sekil 5.33) Fe(I)-PAR ve Ni(I[)-PAR
komplekslerinin alikonma zamanlarinda (7.3 ve 7.9 dk) gelen piklerin kor ¢ozeltide
de oldugu, bu nedenle Fe(Il) ve Ni(II)’nin geri alinamadigi anlasilmistir. Numunede
goriilen Co(Il)-PAR kompleksine ait pikin (alikonma zamani 4.798) alani referans
cozeltideki Co(II)-PAR kompleksinin pik alanina oranlandiginda oldukca diisiik geri
kazanim (%?3,83) elde edildigi gozlenmistir.

DLLME yonteminde 1,3-difenil guanidin varliginda Co(Il)-, Fe(Il)- ve Ni(I)-PAR

komplekslerinin kloroform igerisine ekstraksiyonunun gerceklesmedigi goriilmiistiir.
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6. DENEYSEL BOLUM II:

DLLME iLE NiKEL ONDERIiSTiRiILMESI VE AAS iLE TAYINi

Cevresel kirliligi ile baglantili olarak artan ekolojik ve saglik problemleri nedeniyle,
cevresel orneklerde eser diizeydeki metal iyonlarinin tayini oldukca 6nemli hale

gelmistir.

Nikel, orta derecede toksik elementtir ve saglik {izerine bilinen en yaygin etkisi
alerjik reaksiyonlaridir. Kobalt, diisiik toksisiteye sahip olup B12 vitamini formunda
insan saglig i¢cin gerekli bir metaldir. Fazla miktarda alindiginda ise zararli etki
gostermektedir. Demir ise cogu enzimin kofaktorii olmasi ve oksijen taginmasinda
rol almasindan dolay1 yasam i¢in gerekli metallerden birisidir (Tokalioglu ve dig.,
2009). Oksidant aktivitesi nedeniyle, fazla miktarda alinmasi durumunda toksik etki
gostermektedir. Bu nedenle su ornekleri ve ¢evresel drneklerde bu metal iyonlarinin

tayini olduk¢a dnemlidir.

Bu metallerin bulunduklar cevresel Orneklerdeki diisiik derisimleri ve karmagik
matriks nedeniyle atomik spektroskopik tayinleri bir Onderistirme yOntemini
gerektirir. Bu nedenle, eser miktardaki nikel, demir ve kobaltin deristirilmesi ve
atomik absorpsiyon spektrometrik tayini i¢in deristirme yontemi olarak, sivi faz
mikroekstraksiyonun yontemlerinden dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi
secildi. Eser miktardaki analitlerin uygun ligand ile kompleksi olusturularak, sulu
fazdan organik faza ekstraksiyonu gergeklestirildi. Bunun i¢in metal-ligand
kompleksi, secilen dispersif ¢oziicii yardimiyla, uygun bir ekstraksiyon c¢oziiciisii
(organik faz) igerisine alindi. Sulu ve organik faz santrifiijleme islemiyle ayrildiktan
sonra tiipiin dibinde biriken sediment-organik faz alindi ve bu faz buharlastirildi.
Kalit1 iizerine seyreltik asit ¢ozeltisi eklenerek analit ¢ozelti fazina alindi ve alevli
AAS’de tayin edildi. Amaglanan bu yontemdeki deneysel degiskenler, faktoriyel

tasarim ile belirlendi. Co®* ve Fe® iyonlar1 kantitatif geri kazanilamadigindan
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calismaya sadece Ni** iyonlar ile devam edildi. Degiskenlerin optimizasyonu

saglandiktan sonra, yontem gercek numunelere uygulandi.

6.1 Olciim Sistemleri

6.1.1 Atomik absorpsiyon spektrometresi

Bu ¢alismada Ni, Fe ve Co tayini Perkin Elmer Model AAS 200 atomik absorpsiyon
spekrometresi ile gerceklestirildi. Alev olarak hava/asetilen alevi kullanildi. Caligsma

degiskenleri Tablo 6.1°de verilmistir.

Ol¢iimler mikroenjeksiyon yontemiyle gerceklestirilmistir. Bunun igin sislestiriciye
bagh kapiler ucuna yerlestirilen bir mikropipet ucunun ig¢ine 100 puL 6rnek ¢ozeltisi
hizli ve kesiksiz olarak mikropipet yardimiyla enjekte edilir. Belirtilen hacimdeki
enjeksiyonlarla elde edilen gecisli sinyal yiikseklikleri, siirekli 6rnekleme ile elde

edilen sinyallerle aynm yiiksekliktedir (Berndt ve dig., 1978, El¢i ve dig., 1990).

Tablo 6.1: Aletsel degiskenler

Dalga Boyu, Slit, Lamba Akimi, Alev Akis Hizi, L/min
Element nm mm mA
Hava Asetilen
Ni 232,00 1,8/1,35 30 10 2,5
Fe 248,33 1,8/1,35 30 10 2,5
Co 240,73 1.8/1,35 30 10 2,5
6.1.2 Diger aletler

Cozeltilerin pH oOl¢ciimii icin WTW 720 marka pHmetre kullanilmistir. Tartimlar
PRECISA XB 220A marka + 0.0001 g duyarliktaki analitik terazi ile yapilmistir.

Sulu faz ve organik fazin birbirinden ayrilmasinda Hettich EBA 20 marka santrifiij
cihaz1 kullanilmigtir.  Santrifiij tiiplindeki numunelerin santrifiijleme Oncesi

karistirilmasinda VWR marka mini shaker kullanilmistir.

6.2 Materyaller

6.2.1 Kullanmilan reaktif ve cozeltilerin hazirlanmasi

Bu calisma boyunca cozeltilerin hazirlanmasi1 ve seyreltilmesi asamalarinda ters
ozmozla elde edilen, direnci en az 18 MQ olan deiyonize-saf su kullanilmistir.

Yiiksek safliktaki su Human Power I P marka saf su cihazindan alinmistir. Caligma
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boyunca kullanilan gerekli metal tuzlar, nitrik asit, asetik asit, amonyum asetat,

amonyak ve amonyum kloriir analitik safliktadir.

Nikel(II) stok ¢ozeltisi 1000 mg L" olarak hazirlanmistir. Bunun icin Merck’ten
satin alinan Ni(NOs;),.6H,O’dan 0,0495 g tartilip hacim saf su ile 10 mL’ye
tamamlanmistir. Daha seyreltik nikel ¢ozeltileri, bu stok c¢ozeltilerden saf su ile
seyreltilerek hazirlanmistir. Demir(I) stok c¢ozeltisi 1000 mg L"' olacak sekilde
Merck’ten satin alinan FeCl,.4H,0O’dan 0,0356 g tartilip hacmin 0,1 mol L HCl ile
10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Daha seyreltik demir ¢ozeltileri, bu stok
cozeltilerden saf su ile seyreltilerek hazirlanmistir. Kobalt(II) stok ¢ozeltisi 1000 mg
L' olacak sekilde Merck’ten satin alinan Co(NO3),.6H,0O’dan 0,04938 g tartilip

hacmin saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir.

Ligand olarak kullanilan 8-hidroksikinolin ¢o6zeltisi, Merck’ten satin alimustir.
Ligand ¢ozeltisi derisimi 0,01 mol L olacak sekilde gerekli miktarin metanolde

coziilmesiyle giinliik olarak hazirlanmistir.

OH

Sekil 6.1: 8-hidroksikinolinin yapisi

Tampon cozeltilerin hazirlanmasi:

pH 4 Tamponu : 15,4 ¢ CH;COONH, az miktar suda ¢oziildii. Uzerine 57,6
mL derisik CH;COOH eklenip hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH 5 Tamponu: 13,4 g CH;COONH, az miktar suda ¢oziildii. Uzerine 5,7 mL
derisik CH3;COOH eklenip hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH 6 Tamponu: 11,7 g CH;COONH, az miktar suda ¢oziildii. Uzerine 0,5 mL
derisik CH3COOH eklenip hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH 7 Tamponu: 1,24 g NaH,PO4.2H,0 ve 0,71 g Na,HPO,4.2H,O tartilip az
miktar suda ¢oziildii ve hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH 8 Tamponu: 10,7 gr NH,Cl az miktar saf suda ¢oziildii. Uzerine 0,8 mL

derisik NH; eklenip hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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pH 9 Tamponu: 0,1 mol L 500 mL NH,CI ve 0,1 mol L™ 250 mL NHj
cozeltilerinin karigtirilmasi ile hazirlandi.

pH 10 Tamponu: 7,4 gr NH,CI tartihp az miktar suda ¢oziildii. Uzerine 57
mL derisik NH; eklendi, damitik su ile 100 mL’ ye tamamlandi.

6.2.2. Ornek toplama ve orneklerin hazirlanmasi

Bu tez kapsamindaki optimizasyon calismalann laboratuarda hazirlanan model
cozeltilerle yapildi. Sonra elde edilen bulgularn 1s181nda cesitli gercek orneklerin

nikel igerikleri tayin edildi.

Musluk suyu oOrnekleri, Pamukkale Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya
Boliimii, Analitik Kimya arastirma laboratuar1 muslugundan yaklasik 5 dakika
musluk acik birakildiktan sonra alindi ve herhangi bir 6n islemden gegirilmeden

analiz edildi.

Marketlerden alinan, plastik siselerdeki bes ayri sise suyu ornekleri herhangi bir 6n

islemden ge¢irilmeden analiz edildi.

Atik su ornekleri, Denizli Belediyesi Atik Su Aritma Tesisi’nden giris ve ¢ikis suyu
olarak alindi. Alinan atik su tesis giris suyu c¢ok kirli oldugundan alinan 6rnek once
adi siizgec kagidindan, sonra siyah ve mavi bant siizge¢ kagidindan siiziildiikten
sonra siiziintli 0,45 pum gozenekli seliiloz nitrat membran filtreden (Sartorius GmbH,
Germany) siiziildii. Atik suyun tesiste aritilmasindan sonra tesis ¢ikisindan alinan
aritilmis atik su O6rnegi sadece 0,45 wm gozenekli seliilloz nitrat membran filtreden
(Sartorius GmbH, Germany) siiziildii. Ornekler HNOj ile asitlendirildi (pH:4) ve
4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

Nikel kapli tel ornegi, Erbakir fimasindan temin edildi. Analiz 6ncesi 0,0020 g tel
ornegi tartilarak 3-4 damla derisik HNOj’te ¢oziildii ve sonra saf su ile 1 L’ye

seyrelti. Bu ¢ozeltide nikel tayin edildi.

Sertifikali referans madde BCR-715(endiistriyel atik su) ve BCR-403(deniz suyu)
European Commission, Joint Research Centre, IRMM, Belgika’dan satin alind.
Asidik olan BCR-403 deniz suyundan 2,5 mL alind1 ve nétrallestirildikten sonra 50

mL'ye tamamlandi.

Sertifikalt referans madde SRM 1515 Apple Leaves, National Institute of
Standarts&Technology’den satin alindi. 1 g madde iizerine 8 mL HNO3:HCIO4:H,0,
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(2:1:1) karisimu eklendi. 160-170 °C’de 1sithdi, sogutulup 2mL H,SO4 ve 8 mL
HNO;:HClO4:H,0, asit karisimi eklenip tekrar 1sitildi. Dipte kalan ¢ozelti 2500 rpm
de 5 dakika santrifiijlendi ve iistteki berrak ¢ozelti alindi. Bir miktar saf su ekleyip,
NaOH kullanarak cozelti noétiirlestirildi ve son hacim saf su ile 100 mL ye

tamamlandi (Wieteska ve dig., 1996).

6.2.3 Dispersif s1vi-sivi mikroekstraksiyon ile nikel deristirilmesi

Gelistirilmesi diistiniilen dispersif sivi sivi mikroekstraksiyon (DLLME) yonteminin
optimizasyonu i¢in, model ¢ozeltiler kullanildi. Deneyde santrifiij tiipiine 7,5 mL
icersinde derisimi 0,033 mg L' olacak sekilde Ni(IT) metal iyonlar igeren ¢ozeltiye 1
mL pH:6 asetat tamponu, 500 puL 0,01 mol L™ 8-hidroksikinolin ¢ozeltisinden
eklenmistir. Uzerine hizlica 300 uL. CHCl; igeren 1 mL metanol ilave edilmistir.
Ornek 725 rpm’de 3 dakika shaker ile ¢alkalanmis, daha sonra 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenmistir. Daha sonra iistteki sulu faz damlalikla alinarak, tiipiin dibinde
kalan organik faz, su banyosunda buharlagtirilmistir. Kalint1 30 pL derisik HNOs3
iceren 150 pL’lik saf suda ¢oziilerek alevli AAS de okunmustur. DLLME

yonteminin deney basamaklart Sekil 6.2°de gosterilmistir.

Calismanin baslangicinda sulu 6rnek c¢ozeltisine Fe(Il) ve Co(Il) iyonlart da
eklenmisti. Faktoriyel tasarim ile pH optimizasyonunda Fe ve Co iyonlari, Ni
iyonlariyla birlikte tayin edilemediginden calismalara sadece Ni icin devam

edilmistir.
6.2.4. Gercek orneklerde DLLME ile Ni deristirilmesi ve tayini

15 mL’lik plastik santrifiij tiiplerine alinan 7,5 mL 6rnek ¢ozeltisine 1 mL pH:6
asetat tamponu, 500 uL 0,01 mol L 8-hidroksikinolin cozeltisinden eklendi. 300 pL
CHCI; ve 1 mL metanol iceren karistm 2 mL’lik enjektorle cekilerek hizlica bu
tiipteki ¢ozeltiye eklendi. Ornek 725 rpm’de 3 dakika shaker ile ¢alkalandiktan sonra
1000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Daha sonra tistteki sulu faz damlalikla alindi ve
tiipiin dibinde kalan organik faz, su banyosunda buharlastirildi. Kalint1 30 pL derisik
HNO; iceren 150 pL’lik saf suya alinarak ¢ozeltideki nikel, alevli AAS ile tayin
edildi.
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Sekil 6.2: DLLME deneysel akis semasi (Ojeda ve Rojas, 2009)
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6.3 Yontemin Optimizasyonu ve Bulgular

DLLME yo6nteminin optimizasyonunda MINITAB 13.1 istatistik programi ile
faktoriyel tasarim yapilarak degiskenlerin rastgele kombinasyonu ile olusturulan
deneysel sartlarda deneyler gerceklestirildi. Deneylerde ligand derisimi 0,05 mol L™

dir. Plackett Burman tasarim degiskenleri Tablo 6.2°de verilmistir.

Tablo 6.2: Plackett Burman tasarim degiskenleri

Faktorler Adi Diisiik (-) Yiiksek (+)
A Ornek Hacmi 5 10

B pH 6 10

C Ekstraksiyon Coziiciisii CCly CHCl,

D Ekstraksiyon C6z. Hacmi 100 500

E Dispersif Coziicii Aseton Metanol

F Dispersif Coziicii Hacmi 500 1500

G Ekstraksiyon Siiresi 1 5
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Tablo 6.3: Plackett Burman tasarim matriksi-I

Deney A B C D E F G
1 - + + + - + -
2 - - - - - - -
3 - + - - + + +
4 + + + - - - +
5 + + - + + - -
6 + - - + - + +
7 0 0 + 0 - 0 0
8 0 0 - 0 + 0 0
9 + - + - + + -

10 - - + + + - +
11 0 0 + 0 + 0 0
12 0 0 - 0 - 0 0

Bu deneysel tasarima gore analitin kantitatif geri kazanimim saglayan en iyi degisken
degerlerini bulmak icin DLLME deneyi uygulandi. Degiskenlerin optimizasyonunda,
karsilagtirma Ol¢iitii olarak analitlerin geri kazanma verimi kullanildi. Ni(I) iyonu
icin Plackett Burman deney sartlart ve geri kazamim degerleri Tablo 6.4°te

verilmistir.

Tablo 6.4: Ni(Il) iyonu i¢in deney sartlar1 ve geri kazanim degerleri (n:4)

Ornek Eks.Coz. Dis. Dis.C6z. Eks. Nikel

Deney Hacmi, Eks traksiyon Hacmi, Coziici Hacmi, Siiresi, icin

No mL pH Coziiciist Tirii pL Tiirt puL dk. % R
1 5 10 Kloroform 500 Aseton 1500 1 30,8
2 5 6 Karbon tetrakloriir 100 Aseton 500 1 94,0
3 5 10 Karbon tetrakloriir 100 Metanol 1500 5 78,2
4 10 10 Kloroform 100 Aseton 500 5 76,9
5 10 10 Karbon tetrakloriir 500 Metanol 500 1 68,0
6 10 6 Karbon tetrakloriir 500 Aseton 1500 5 97,8
7 7,5 8 Kloroform 300 Aseton 1000 3 80,1
8 7,5 8 Karbon tetrakloriir 300 Metanol 1000 3 63,0
9* 10 6 Kloroform 100 Metanol 1500 1 0,00

10 5 6 Kloroform 500 Metanol 500 5 103,8
11 7,5 8 Kloroform 300 Metanol 1000 3 75,3
12 7,5 8 Karbon tetrakloriir 300 Aseton 1000 3 57,7

*Bu deneyde ekstraksiyon fazi olusmadigindan geri kazanim i¢in sifir yazildi.
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Degiskenlerin etki degerlerinin boyutu Pareto kart diyagramindan belirlenmistir.
Buna gore ekstraksiyon c¢oziiciisii, dispersif ¢oziicii hacmi ve 6rnek hacminin Ni

iyonlarinin geri kazaniminda etkili oldugu belirlenmistir.

Analitler i¢in elde edilen geri kazanim degerlerinin %95 giiven seviyesinde
faktoriyel tasarimda varyans analizleri yapildi ve her bir faktor icin etki degerleri
hesaplandi. Tablo 6.4’de verilen tasarimda pH faktoriiniin etki degeri -10,45 olarak
bulundu. Etki degerinin negatif olmasi, pH’in diisiik seviyelerde calisilmasi
gerektigini gostermektedir. Bu nedenle pH’1 tekrar degerlendirmek ve daha diisiik
pH’da, asidik bolgede de calismak icin pH faktorii i¢in diisiik seviye 4, yiiksek seviye
8 olacak sekilde yeni bir Plackett-Burman tasarim yapildi. Diger faktorler ve
seviyeleri degistirilmedi (Tablo 6.5). Ayn1 tasarim kosullarinda demir ve kobaltin

geri kazanma degerleri de degerlendirildi.

Tablo 6.5: Plackett Burman tasarim matriksi-II

Deney A B C D E F G
1 + + + - - + -
2 - - - - - - -
3 - + - + + + -
4 + - + + + - -
5 + + - - + - +
6 + - - + - + +
7 0 0 + 0 - 0 0
8 0 0 - 0 + 0 0
9 - - + - + + +

10 - + + + - - +
11 0 0 + 0 + 0 0
12 0 0 - 0 - 0 0

Tablo 6.3 ve Tablo 6.5’teki tasarim matrikslerinde 2, 6, 7, 8, 11 ve 12 numarali
deneylerde pH disindaki degiskenlerin tiim seviyeleri aymidir. Fakat faktoriyel
tasarimda tasarim matriksi yapilirken seviyeler rastgele dagitildigindan 2.

tasarimdaki diger deneyler ilk tasarimdaki deneylerden farklidir.

Yapilan ikinci tasarim sartlar1 ve analitlerin geri kazanmim degerleri Tablo 6.6’da

verilmistir.
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Tablo 6.6: Ni(Il), Fe(Il) ve Co(Il) i¢in deney sartlar1 ve geri kazanim degerleri (n:4)

Deney Ornek Eks. Eks.Coz. Dis.Coz. Eks.
No Hacmi, Coz. Hacmi, Dispersif Hacmi, Siiresi, Nikel Demir Kobalt
mL pH puL Coziici pL dk. R R %R
1 10 8 CHCIl; 100 Aseton 1500 1 98,0 444 23,5
2 5 4 CCly 100 Aseton 500 1 13,6 13,3 15,1
3 5 8§ CClL 500 Metanol 1500 1 43,9 36,6 26,5
4 10 4  CHCl; 500 Metanol 500 1 478 0 11,8
5 10 8§ CCl, 100 Metanol 500 5 50,2 475 17,6
6 10 4 CCH4 500 Aseton 1500 5 0 10,0 7,8
7 7,5 6  CHCl; 300 Aseton 1000 3 32,9 101,3 17,7
8 7,5 6 CCl, 300 Metanol 1000 3 35,8 30,1 8,9
9% 5 4  CHCl; 100 Metanol 1500 5 0 0 0
10 5 8 CHCIl; 500 Aseton 500 5 95,7 14,0 35,3
11 7,5 6  CHCl; 300 Metanol 1000 3 99,8 9,5 17,7
12 7,5 6 CCl, 300 Aseton 1000 3 0 11,1 26,6

*Bu deneyde ekstraksiyon fazi olusmadigindan geri kazamm icin sifir yazildi.

[k tasarimin (Tablo 6.4) 2 numarali deneyinde pH:6’da Ni icin geri kazanim degeri
% 94,0 iken ikinci tasarimda (Tablo 6.6) pH:4’te geri kazanim degeri % 13,6 olarak
bulunmustur. Her iki tasarimdaki 6 numarali deneyler karsilagtirildiginda ilk
tasarimda Ni i¢in geri kazamim degeri pH:6’da %97,76 (Tablo 6.4) iken ikinci
tasarimda pH:4’te Ni tayin edilememistir. 11 numarali deneyde ise ayni sartlarda
ikinci tasarimda pH: 6’da geri kazanim degeri %99,81 olarak bulunmustur (Tablo
6.6). Bu verilerden Ni iyonlarinin geri kazaniminin pH:6’da daha iyi oldugu

anlasilmaktadir.

Analitler icin elde edilen geri kazamim degerlerinin %95 giiven seviyesinde
faktoriyel tasarimda varyans analizleri yapilarak, her bir faktor i¢in etki degerleri, T
ve P degerleri hesaplanmistir (Tablo 6.7). P degerinin 0,05’ten kiiciik olmasi

faktoriin ekstraksiyon i¢in 6nemli ve etkin oldugunu gosterir.
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Tablo 6.7: Faktoriyel tasarim istatistiki verileri

Ni Fe Co

Faktor Etki Etki Etki

Degeri T P Degeri T P Degeri T P
Ornek 10,68 0,45 0,686 9,49 0,31 0,774 -4,05 -1,09 0,356
Hacmi
pH 56,62 2,36 0,099 29,80 0,99 0,396 17,07 4,60 0,019
Eks. Coz. 38,44 1,96 0,144 3,43 0,14 0,898 0,59 0,20 0,857
Eks.Coz. 6,37 0,27 0,808 -11,15  -0,37 0,736 6,24 1,68 0,191
Hacmi
Dis. 6,20 0,32 0,777 -11,74  -048 0,666 -7,26 -2,39 0,097
Coziicii
Dis.Coz. -16,33  -0,68 0,545 4,03 0,13 0,902 -5,52 -1,49 0,234
Hacmi
Eks. -14,36  -0,60 0,591 -5,70 -0,19 0,862 -4,05 -1,09 0,356
Siiresi

Pareto kart diyagramlar ile degiskenlerin etki degerlerinin boyutu belirlenir ve
DLLME yonteminin analitlere uygulanmasinda degiskenlerin hangi diizeylerinin
secilecegine karar verilir. Buna gore Ni iyonlarmin ekstraksiyonunda, pH,
ekstraksiyon coziiciisii, ekstraksiyon ¢oOziiciisii hacmi, dispersif ¢oziicii ve ©rnek
hacmi degiskenlerinin etki degerleri pozitif oldugundan deneysel tasarim verilerine
gore bu degiskenlerin daha yiiksek seviyesinde calisilmasi gerekmektedir. Dispersif
coziici hacmi ve ekstraksiyon siiresininin etki degerleri negatif oldugundan
deneylerde bu degiskenler i¢in diisiik seviyede calisilmalhidir. Fe iyonlarinin
ekstraksiyonunda ise 6érnek hacmi, pH, ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon ¢oziiciisii ve
dispersif ¢oziicii hacmi degiskenleri icin yliksek seviyede, ekstraksiyon c¢oziicii
hacmi ve dispersif ¢oziicii tirii degiskenlerinde ise diisiik seviyede caligilmasi

gerekmektedir.

Ni ve Fe iyonlan i¢in Pareto kart etki degerleri Sekil 6.3 ve 6.4’te verilmistir.
Sekillere gore Ni ve Fe tayininde pH, referans hattin1 gectigi icin, ekstraksiyon

veriminde en onemli degiskendir.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Nikel %R, Alpha =,50)
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Sekil 6.3: Ni(II)’ye ait verilerin pareto kart ile gdsterimi

Pareto Chart of the Standardized Effects

(response is Demir %R, Alpha = ,50)
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Sekil 6.4: Fe(II)’ye ait verilerin pareto kart ile gdsterimi

pH, hem Fe hem de Ni iyonunun ekstraksiyon verimi i¢in en énemli bir degiskendir.
Etki degerlerinin pozitif olmasindan dolay1 diisiik seviye olan pH:4 yerine, pH:6
olarak belirlendi. (Tasarnmda yiiksek pH’larda calisma Ongoriiliitken bir onceki
tasarimda yiiksek pH’larda Ni iyonlarinin geri kazamim degerlerinin diistigi

goriilmiisti. Bu nedenle Ni’in geri kazanilmasi {iizerinde pH etkisi ayrica
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degerlendirildi ve sonuclar Boliim 6.3.1°de verildi). Nikel i¢in diger énemli etkiler
ekstraksiyon ¢oziiciisii tiirii ve dispersif ¢oziicti hacmi iken, Fe icin dispersif ¢oziicii

tiirii ve ekstraksiyon ¢oziiciisii hacmidir.

Degisken etkilesim grafikleri (Sekil 6.5-6.6) incelenirken, degiskenler arasindaki
etkilesim egrisi birbirine paralel ise; degiskenler arasinda etkilesim olmadig,
etkilesim grafikleri cakisiyor ise; degiskenlerin birbirini etkiledigine karar verilir.
Buna gore Sekil 6.5’te Ni(II) ekstraksiyonunda ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin, pH ve
dispersif ¢oziicii hacmi ile etkilesimleri onemsizken, dispersif coziicii tiirii ile
etkilesimi onemli goriinmektedir. Ayrica ekstraksiyon ¢oziicli hacminin hem 6rnek

hacmi hem de dispersif ¢oziicii hacmi ile etkilesiminin 6nemli oldugu goriinmektedir.

Interaction Plot (data means) for Nikel %R
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Sekil 6.5: Ni(II)’in geri kazaniminda faktérlerin birbirleri ile etkilesimi

Sekil 6.6’daki etkilesimler incelendiginde Fe(Il) ekstraksiyonunda ekstraksiyon
coziiciisti ile pH arasinda etkilesim olmadigi, fakat dispersif ¢oziicii tiirii ile
birbirlerini etkiledikleri goriilmektedir. Ni(II) iyonlarinin ekstraksiyonuna benzer
sekilde Fe(Il) ekstraksiyonunda, ekstraksiyon coziicii hacminin hem 6rnek hacmi

hem de dispersif ¢oziicii hacmi ile etkilesiminin énemli oldugu goriinmektedir.
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Interaction Plot (data means) for Demir %R
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Sekil 6.6: Fe(Il)’in geri kazaniminda faktorlerin birbirleri ile etkilesimi

Her iki etkilesim grafiginde dispersif ¢oziicii tiiriiniin ekstraksiyon ¢oziiciisii tiirii ile
etkilesiminin 6nemli oldugu goriilmektedir. Ni ekstraksiyonunda dispersif ¢oziicii
olarak yiiksek seviye (metanol), Fe ekstraksiyonunda ise diisiik seviyede (aseton)
calisilmasi tasarimda Ongoriilmiistii. Tablo 6.6 incelendiginde 7 ve 11 numaral
deneylerde dispersif ¢oziicii tiirii digindaki tiim faktorler ayn1 oldugunda Ni ve Fe’in
kantitatif olarak geri kazamldig1 goriilmiistiir. Dispersif coziiciiyii farklilandirarak
ayni ¢ozelti ortamindan her iki analitin geri alinilabilecegi diisiiniilmiis ve dispersif
coziicii olarak iki ¢ozeltinin karigtmi kullanilarak MINITAB 13.1 istatistik
programinda 2-seviyeli faktoriyel secilerek tam (full) faktoriyel tasarim yapilmustir.
Tasarim faktor, seviye ve deneyleri Tablo 6.8 ve 6.9’da verilmistir. Deneyde pH:6,
ekstraksiyon ¢oziiciisii hacmi 300 pL, dispersif ¢oziicii hacmi 1000 (500+500) pL,

ekstraksiyon siiresi 3 dakika ve 6rnek hacmi 7,5 mL olarak sabit tutulmustur.

Tablo 6.8: Tam (full) faktoriyel tasarim degiskenleri-I

Faktorler Adi Diisiik (-) Yiiksek (+)
A Ekstraksiyon Coziiciisii Kloroform Klorobenzen
B Dispersif Coziicii 1 Metanol Aseton

C Dispersif Coziicii 2 Asetonitril Metanol
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Tablo 6.9: Tam (full) faktoriyel tasarim deneyleri ve geri kazanim degerleri-1 (n:4)

Ekstraksiyon Dispersif Dispersif — Nikel Demir Kobalt

Deney No Coziiciisii Coziciil Cozici2 %R JoR JoR
1 Kloroform  Aseton Asetonitril 61,5 18,9 22,7
2 Kloroform  Aseton MeOH 102,6 49,1 9,1
3 Kloroform  MeOH Asetonitril 63,8 8,8 36,4
4 Klorobenzen Aseton Asetonitril 56,4 69,2 0

5 Klorobenzen MeOH MeOH 80,0 41,3 13,6
6 Klorobenzen Aseton MeOH 43,6 69,2 40,9
7 Klorobenzen MeOH Asetonitril 99,1 11,0 27,3
8 Kloroform MeOH MeOH 100,8 54,1 0

Tablo 6.9°de 2, 7 ve 8 numarali deneylerde Ni icin kantitatif geri kazanim degeri elde
edilirken Fe kantitatif geri almamamistir. Sonraki deneyler icin ekstraksiyon
coziiciisi olarak kloroform, dispersif ¢oziicii olarak da metanol secildi. Coziicii
tiirlerinin optimize edilmesinden sonra da ekstraksiyon ve dispersif ¢oziicii hacimleri
ve ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimi iizerine etkisi incelendi (Tablo 6.10 ve

6.11).

Tablo 6.10: Tam (full) faktoriyel tasarim degiskenleri-II

Faktorler Adi Diisiik (-) Yiiksek (+)
A Ekstraksiyon Coziiclisii Hacmi 100 300

B Dispersif Coziicti Hacmi 500 1000

C Ekstraksiyon Siiresi 1 3

Tablo 6.11: Tam (full) faktoriyel tasarim deneyleri ve geri kazanmim degerleri-II

(n:4)
Eks.Coziicli Disp.Coziicii Ekstraksiyon Nikel Demir  Kobalt

Deney No Hacmi, p. Hacmi, uL.  Siiresi, dk. %R %R %R
1 300 1000 1 97,1 52,7 10,8
2% 100 1000 1 0 0 0

3 300 1000 3 102,0 60,6 16,2
4% 100 1000 3 0 0 0

5 300 500 1 64,1 71,3 10,8
6 100 500 3 12,2 35,1 32,3
7 100 500 1 8,7 22,3 10,8
8 300 500 3 67,0 38,3 21,5
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*Bu deneylerde ekstraksiyon fazi olusmadigindan geri kazanim icin sifir yazildi.

Tablo 6.11’de 1 ve 3 numarali deneylerde Ni icin kantitatif geri kazanim degeri elde
edilirken Fe kantitatif geri alinamamustir. Degiskenlerinin etki degerlerinin boyutu

Pareto kart diyagramlarindan anlasilabilir (Sekil 6.7 ve 6.8).

Pareto Chart of the Effects
(response is Ni %R, Alpha = ,50)
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Sekil 6.7: Ni(II)’ye ait verilerin pareto kart ile gosterimi-II
Pareto Chart of the Effects
(response is Fe, Alpha = .50)
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Sekil 6.8: Fe(Il)’ye ait verilerin pareto kart ile gosterimi-II
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Ni ve Fe iyonlarimin geri kazanimi icin en onemli etkinin ekstraksiyon coziiciisii
hacmi (Sekil 6.7-6.8) oldugu goriilmektedir. Ni i¢in etki degeri (77,3175) ve Fe i¢in
etki degeri (41,353) pozitif oldugundan yiiksek seviye olan 300 pL, ekstraksiyon
coziicii hacmi olarak belirlenmistir. Dispersif ¢6ziicii hacmi de 1000 pL olarak

belirlenmistir. Ekstraksiyon siiresinin ¢cok dnemli olmadigr goriilmiistiir.

Interaction Plot (data means) for Ni %R
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Sekil 6.9: Ni(II)’nin geri kazaniminda ekstraksiyon ve dispersif ¢oziicii hacmi

ve ekstraksiyon siiresinin birbirleri ile etkilesimleri

Interaction Plot (data means) for Fe
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Sekil 6.10: Fe(II)’nin geri kazaniminda ekstraksiyon ve dispersif ¢oziicii hacmi

ve ekstraksiyon siiresinin birbirleri ile etkilesimleri
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Faktorlerin birbirleri ile etkilesimleri incelendiginde cizgiler paralel oldugunda o iki
etkilesim Onemsizdir. Sekil 6.9’da ekstraksiyon zamaninin hem dispersif ¢oziicii
hacmi ile hem de ekstraksiyon ¢oziiciisii hacmi ile etkilesiminin Ni iyonlarinin geri
kazaniminda etili olmadigi goriilmektedir. Sekil 6.10’da ise Fe(Il) iyonlarinin

ekstraksiyonunda her bir degiskenin birbirleri ile etkilesimlerinin 6nemli oldugu

goriilmektedir.
Main Effects Plot (data means) for Ni %R
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Sekil 6.11: Ni(Il)’nin geri kazaniminda faktorlerin etkisi

Sekil 6.11 incelendiginde Ni iyonunun ekstraksiyonu igin ekstraksiyon ¢oziiciisii
oldukca biiyiik bir etkiye sahiptir. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hacmi arttikga geri
kazanim artmaktadir. Ekstraksiyon siiresi ekstraksiyon verimine ¢ok fazla etki

etmemektedir.

6.3.1 pH etkisi

Metal komplekslerinin kullanimini esas alan Onderistirme yoOntemlerinde pH en
onemli degiskendir. Ciinkii kompleks olusumu ¢6zelti pH’1 ile yakindan ilgilidir. Bu
nedenle Ni iyonlarinin DLLME ile 6nderistirilmesine pH etkisi incelendi ve bu
amacla, ¢alisilan pH degerlerinde tampon c¢ozeltiler kullamldi. Ornek hacmi 7,5 mL,
nikel miktar1 0,5 pg alindi ve bunlara 1 mL tampon ¢ozelti ile 0,01 mol L™ 8-
hidroksikinolin ¢ozeltisinden 0,5 mL eklendi. Boliim 6.2.2°de verilen yontem

uygulandi.
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Sekil 6.12: DLLME ile Ni iyonlarinin geri kazanimina pH etkisi

Sekil 6.12°de goriildiigii gibi DLLME ile Ni iyonlarinin tayininde pH:6 da geri
kazanim degeri kantitatifti. Bu nedenle deneylerde optimum pH 6 olarak

belirlenmistir.

6.3.2 Tampon tiirii ve reaktif ekleme sirasimin etkisi

DLLME ile 6nderistirme yonteminde CH;COOH/CH3COONH, tamponu, pH:6 i¢in
kullanildiginda Ni(Il) iyonlar ile ayn1 ortamda bulunan Co(II) ve Fe(Il) iyonlarinin
geri kazanim degerleri diisiik bulunmustu. Bu diisiik degerlerden tampon bilesiminin
etkili olup-olmadigi anlamak icin pH:6 tamponu olarak amonyum asetat yerine
sodyum asetat kullanimiyla hazirlanan asetat tampononu ile gerceklestirilen deneyler
sonrasinda geri kazanim degerleri Ni(I), Co(Il) ve Fe(Il) i¢in sirasiyla % 17,2; 11,1
ve 46,0 olarak bulunmustur. Tampon bilesimi degistiginde Ni(II) iyonlar1 da

kantitatif olarak geri kazanilamamustir.

DLLME calismasinda pH ayarlanmasinda tampon yerine, asit-baz kullaniminin etkisi
de degerlendirildi. Fakat Ni(I), Co(Il) ve Fe(Il) i¢in geri kazanim degerleri sirasiyla
% 45,37; 42,86 ve 20,0 olarak diisiik bulundu. Bu, en azindan nikel tampon ¢6zelti

kullaniminin gerekli oldugunu gostermistir.

Calismada reaktif ekleme sirasinin analitlerin geri kazanma degerlerinin etkisi de
incelendi. Tampon, ligand siras1 degistirilerek, ©Ornek cozeltisine oOnce 8-
hidroksikinolin ¢6zeltisi, sonra pH:6 (asetik asit/amonyum asetat) tamponu ilave
edilerek DLLME uygulandi. Ni i¢in geri kazanmim degeri % 93,9 olarak elde edilirken
Fe(Il) ve Co(Il) icin geri kazanim degerleri sirasiyla % 5,4 ve % 14,8 olarak
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bulunmustur. Ligand ve tampon ekleme sirasinin 6nemli olmadigi anlasilmustir.
Yapilan faktoriyel tasarim ve pH taramasi sonucunda Fe ve Co, Ni ile birlikte tayin

edilemediginden ¢alismalara sadece Ni tayini icin devam edilmistir.
Ni icin optimum sartlar:

pH:6 (Asetik asit/Amonyum asetat tamponu)
Ekstraksiyon c¢oziiciisii ve hacmi: Klorofom, 300 pL.
Dispersif Coziicii ve hacmi: Metanol, 1000 pL

Ekstraksiyon siiresi: 3 dakika olarak, belirlenmistir.

6.3.3 Ligand derisiminin ve ilave seklinin etkisi

Ekstraksiyon verimini etkileyen bir diger degisken ligand derisimidir. Kompleks
olusum dengesinin kompleks olusumu lehine kaymasi ve mevcud nikelin tamamini
komplekslestirmek icin ligand derisimi 6nemlidir. Bunun i¢in 0,0025-0,05 mol L'
derisim araliginda 8-hidroksikinolin ¢6zeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltilerden 6rnek
cozeltisine 0,5 mL eklendi. Sekil 6.13’te goriildiigii gibi ligand derisimi 0-0,01 mol
L araliginda Ni(II) iyonlarinimn geri kazanim degeri artmakta, 0,01 mol L den fazla
oldugunda ekstraksiyon fazi doygun hale geldiginden geri kazamim degeri

azalmaktadir. Elde edilen verilerden optimum ligand derisimi 0,01 mol L™ olarak

belirlenmistir.
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Sekil 6.13: Ni iyonlarinin geri kazanimina ligand derisimi etkisi

Literatirde DLLME calismalarinda ligand, sulu ¢ozeltiye ekstraksiyon ve dispersif

coziicli karisimi eklenmeden 6nce (Shamsipur ve dig, 2009, Jia ve dig., 2010) ya da
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dispersif ¢oziicii ve ekstraksiyon ¢oziiciisii ile birlikte ti¢lii karisim halinde eklenmesi
gerektigi (Baliza ve dig., 2009, Rivas ve dig., 2009) konusunda uygulamalar vardir.
Bu sebeple ligand ilave seklinin Ni iyonlarinin ekstraksiyonuna etkisi incelendi. Bu
amacla 8-hidroksikinolin ¢ozeltisinin 6rnek ¢ozeltisine ilavesi iki sekilde yapildi. i1k
olarak 0,01 mol L ligand ¢ozeltisi metanolde hazirlandi. Bu ¢6zeltinin 0,5 mL’si
belirli pH’ya tamponlanmis 6rnek ¢ozeltisine ilave edildi. Bu ¢ozelti iizerine 300 uL
kloroform iceren 1 mL metanol ¢ozeltisi hizlica eklenerek deneyler yapildi. Ikinci
yontemde ise, derisimi 5.10” mol L™ olan ligand ¢6zeltisi metanolde hazirlandiktan
sonra, bu cozeltinin 1 mL’si ile 300 pL kloroform karisimi belirli pH’ya
tamponlanmis 6rnek ¢ozeltisine ilave edildi. (Her iki yontemde de ornek ¢ozeltisine
ilave edilen ligand miktart 5.10° moldiir) Bu yontemde ligand+dispersif
coziicii+ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin her {i¢ii ayn1 ortamda oldugundan birinci yonteme
gore 0,5 mL daha az metanol kullanildi ve birinci yontemle yapilan deneylerle
kiyaslandiginda bulutlanmanin daha kalict oldugu goriildii. Ancak Ni icin geri
kazanim degeri % 64,8 olarak diisiik bulundugundan, kantitatif geri kazanmanin elde
edildigi uygulama olan ligand cozeltisinin, dispersif ve ekstraksiyon coziiciisii

karigimindan 6nce 6rnek ¢ozeltisine ilavesinin uygun olduguna karar verildi.

6.3.4 Tuz etkisi

Geleneksel ekstraksiyon metodlarinda ekstraksiyon verimini artirmak ve organik faz
icerisinde polar analitlerin bozunmadan kalmasini saglamak icin sulu ornek ¢ozeltiye
tuz eklenmesi ortak bir kabuldiir. Genellikle bu ama¢ i¢cin NaCl kullanilir.
Ekstraksiyon {iizerine tuz ilavesi ekstraksiyon verimi iizerinde negatif ve pozitif
yonde olmak iizere analitin yapisal karekterine bagl olarak iki etki vardir. Tuz etkisi
(salting out) organik bilesiklerin sudaki c¢oziiniirligiini azaltir. Tuz ilavesi,
cozeltideki iyonik kuvvetin artmasina ve dzellikle daha polar olan analitlerin suda az
¢Oziiniir hale gelmesine neden olur. Sulu ortamdaki tuz iyonlari, hidrasyon tabakasini
sararak analitin suda c¢Oziinmesini azaltir. Bu etki fazlar aras1 dagilma katsayisini,
dolayistyla ekstraksiyon verimini artirir. Diger taraftan ¢ozeltideki tuz iyonlar1 polar
molekiiller ile elektrostatik etkilesime girebilir ve boylece analitlerin kiitle
transferinin azalmasina neden olabilir. Analitlerin ¢06ziiniirliigline bagli olarak,
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda tuz etkisi ile ekstraksiyonun miktart artabilir veya

cozeltide dagilmig olarak bulunan yiiklii tanecikler (elektrolitler ve analitler)
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arasindaki ¢ekim kuvvetleri nedeniyle analitlerin ekstraksiyonu azalabilir. Bu sebeple

tuz etkisi s1vi-sivi ekstraksiyon ¢alismalarinda incelenmeyi gerektirir.

DLLME ile Ni iyonlarimin Onderistirilmesinde sulu ¢ozeltinin iyon siddetinin
etkisinin aragtirllmasi amaciyla sulu ¢ozeltide NaCl miktar1 % 0-6 (w/v) olacak
sekilde deneyler gerceklestirildi. Sekil 6.14’te goriildiigii gibi tuz ilavesinin
ekstraksiyon verimi iizerine herhangi bir etkisi olmamistir. Bu nedenle deneylerin
devaminda sulu ¢ozeltiye tuz eklenmemistir. Ancak elde edilen sonuca gore ortamda
belirli bir miktara kadar bulunabilecek tuz miktarinin da olumsuz etki gostermedigini

sOylemek miimkiindiir.
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Sekil 6.14: DLLME sonrasi Ni iyonlarinin geri kazanimina tuz etkisi

6.3.5 DLLME’de santrifiij devrinin etkisi

DLLME ile Ni onderistirme isleminde, diger bir islem basamag santrifiij ile organik
fazin sulu fazdan ayrilmasidir. Iki fazin karistirilmasini izleyen 3 dakikalik karistirma
basamagindan sonra cozelti 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiij devri 1000-3000 rpm
araliginda degrelendirildi. Sekil 6.15°te goriildiigii gibi santrifiij devrinin
ekstraksiyon verimi iizerine herhangi bir etkisi olmadigindan santrifiij devri 1000

rpm olarak belirlendi.
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Sekil 6.15: DLLME sonras1 Ni iyonlarinin geri kazanimina santrifiij devrinin etkisi

6.3.6 Ekstraksiyon isleminde calkalama seklinin etkisi

Yapilan faktoriyel tasarimda ekstraksiyon siiresi 3 dakika olarak belirlenmisti.
Yapilan tim deneylerde bu 3 dakikalik siirede numuneler shakerda 725 rpm de
calkalandi. Ayrica hi¢ ¢alkalama yapilmadan, elle ve vortekste 1200 rpmde (n:4)

calkalanan numunelerde Ni iyonlarinin geri kazanimlarinin nasil degistigi incelendi
(Tablo 6.12).

Tablo 6.12: Ni iyonlarinin geri kazanimina ¢alkalama seklinin etkisi (n:4)

Calkalama Sekli ve Hiz1 Geri kazamim, %
Calkalama yapilmadan 97,7

Calkalayici1 kullanimi, 725 rpm 98,6

Elde calkalama (manuel) 100,5

Vorteks, 1200 rpm 77,1

Calkalama yapilmadig1 durumda, santrifiij tiipiindeki 6rnek ¢ozelti tizerine dispersif
coziicli iceren ekstraksiyon coziiciisii siringa ile hizlica eklendi. 3 dakika boyunca

calkalama yapilmadan bekledikten sonra numuneler santtrifiijlenerek sulu faz

damlalikla alinda.

Elle calkalama isleminde plastik santrifiij tiipiiniin kapag kapatilarak 3 dakika

boyunca yavasca calkalandi.
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Calkalama yapilmadan, elde ve calkalayac1 ile calkalama yapildiginda Ni iyonlarinin
geri kazanim degerleri birbirlerine yakin ¢ikmaktadir. Ancak vorteks kullanildiginda

geri kazanim degerleri diisiik ¢cikmaktadir. Bu konu ayrica aragtirilmamustir.

6.3.7 DLLME yonteminde sediment fazin sulu ¢ozeltiye alinmasi

DLLME’de ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak sudan daha yiiksek yogunluga sahip,
genellikle klorlu (kloroform, karbon tetra kloriir vb.) organik coziiciiler kullanilir. Bu
durum ICP-OES ve ters faz HPLC gibi bazi cihazlarda ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
sisteme verilmesi problemini yaratmaktadir. Bu nedenle bazi uygulamalarda organik
faz buharlagtiritlir ve kalintt dlciim sistemine uygun coziicii ile ¢ozeltiye alinarak

tayin edilir (Rezaee ve dig., 2010).

DLLME ile Ni(Il) iyonlarinin deristirilmesinde sulu faz damlalikla alindi. Tiipiin
dibinde toplanan organik faz (kloroform) AAS’ye verildiginde alevin sondiigii ve
kloroformun hava/asetilen alevi i¢in uygun bir ¢oziicii olmadigr goriildii. Bu nedenle
organik faz su banyosunda buharlastirildi. Bu islem sonrasinda dipte ¢okelek kaldig
goriildii. Ekstraktantin 6l¢iim sistemine uygun bir ¢oziicii ile ¢oziilerek c¢ozeltiye
almmas1 son derece Onemlidir. Bunun icin sediment faz kalintisinin
cOziiniirlestirilmesinde 0,1 mol L! HNO3, 1 mol L! HNO3, 2 mol L! HNOs;,
etanolde 0,5 mol L' HNOs, ve 2,8 mol L' HNOs ¢ozeltileri kullanildi. HNO;
derisimi 2,8 mol L' den daha az oldugunda dipte kalan cokelek tam olarak
coziilmediginden geri kazanim degerleri diisiik, etanolde 0,5 mol L' HNO;
kullanildiginda ise ¢okelek tamamen ¢dziinmesine ragmen nikel i¢in geri kazanim
degeri % 48,61 olarak bulunmusgtur. Kalint1 2,8 mol L' HNO; ile coziildiigiinde
cozeltideki Ni(Il) iyonlarinin geri kazanim degeri kantitatiftir (% 99,6). Bu nedenle

kalintinin ¢6ziiniirlestirilmesinde ¢oziicii olarak 2,8 mol L HNOj; kullanilmustir.

6.3.8 Yabanci iyon etkisi

Gelistirilen yontemin optimum kosullarda dogal sulara uygulanmasi1 amaclanmistir.
Dogal su orneklerinin temel bilesenlerinden olan bazi alkali (Na*, K") ve toprak
alkali (Ca®*, Mg”") katyonlar ile bazi anyonlarin (CI" ve NOs’), DLLME ile Ni
ekstraksiyonuna etkileri incelendi. Na*, NaCl; K*, KCI; Ca**, Ca(NOs),.4H,0; Mg™*,
MgCly.6H,0; Ba®*, BaCly.2H,0; CH;COO" , CH3COONa.3H,0; COs> , Na,COs;
olarak alind1. Ayrica ligant ile etkilesme olasiligi olan Co**, Cu**, As*, Mn**, Zn*",

Pb**, Fe®*, Cd** ve Cr’* gibi katyonlarin da etkisi incelendi (Tablo 6.13).
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Tablo 6.13: Ni(Il) iyonlarinin geri kazanimina yabanci iyon etkisi (n:3, sulu

cozeltideki Ni derigimi: 0,033 mg L', 1yon/Niz+: derigim orani)

iyonlar Civon/ CNi(II) R% iyonlar Civon/ CNi(II) R%
Na* 118000 99,4 Cu*™ 50 99,3
354000 99,8 100 91,9
590000 97,6 150 95,7
708000 100,6 200 53,1
1000000 99,4 500 22,6
K* 500 98,1 As™ 50 97,2
1000 86,0 100 99,2
2000 97,5 150 96,6
3000 96,0 200 92,4
5000 85,6 500 98,9
Mg”™* 500 98,1 1000 100,9
750 85,6 2000 96,5
1000 86,2 Mn** 50 99,6
2000 83,1 100 95,6
Ca™ 1000 96,4 150 99,1
2000 95,4 200 94,3
3000 95,3 500 95,8
5000 57,1 1000 94,2
Ba™ 500 99,1 1200 94,8
1000 92,8 Zn 50 99,4
2000 93,8 100 96,2
3000 97,8 150 97,5
5000 80,6 200 91,0
Cr 182000 99,4 300 86,0
546000 99,8 500 66,6
910000 97,6 Pb”* 50 97,6
1091000 100,6 100 94,4
1540000 99,4 150 98,4
NO5 3100 96,4 200 81,0
6200 95,4 500 85,8
9300 95,3 Fe'* 50 96,1
15500 57,1 100 92,0
CO;~ 1000 100,2 150 89,9
1500 84,3 200 41,2
2000 91,7 500 13,7
3000 88,3 cd* 50 98,2
CH;COO | 1000 99,5 100 98,9
1500 85,2 150 96,2
2000 87,5 200 83,9
3000 89,2 500 82,0
Co™ 50 99,0 Cr* 50 99,1
100 95,8 100 97,8
150 99,9 150 97,9
200 82,9 200 73,5
500 82,6 500 74,9

108




Elde edilen bu verilerden DLLME ile Ni iyonlarinin tayininde bulunan tolerans

sinirlar1 Tablo 6.14’te verilmistir.

Tablo 6.14: DLLME- FAAS ile sulu ¢ozeltideki 0,033 ug L™ Ni(ID) iyonlarinin geri
kazaniminda yabanci iyonlarin tolerans sinirlari

Yabanci Iyon Tolere edilebilir degerler

(Yabanci iyon/Ni(Il) orani)
Na* 1000000
K, Ca™, Ba™ 3000
Mg* 500
Co™, Cu™, Zn*™, Pb**, Fe’*, Cd*, Cr'* 150
As™ 2000
Mn** 1200
Cr 1540000
CO;”, CH;COO 1000
NO5 9300

Maksimum tolere dilebilir matriks iyon miktarlar1 ile genel olarak dogal sulardaki
iyon derigimleri dikkate alindiginda, yontemin bu iyonlarin bulundugu ortamlara

kolaylikla uygulanabilecegi anlagilmaktadir.

6.4 Yontemin Analitik Degerlendirilmesi

Nikel deristirilmesi ve tayini i¢in optimize edilen DLLME-AAS yontemi, lineerlik,
gozlenebilme siniri, geri kazamim, kesinlik ve dogruluk gibi kantitatif analizdeki

onemli degiskenler dikkate alinarak analitik acidan degerlendirilmistir.

Analizlerin yapildigi atomik absorpsiyon spektrometresinin calisma araligini
belirlemek amaciyla Ni i¢in 0,1-10 mg L' derigim araliginda ¢ozeltiler hazirlandi ve
dogrusal kalibrasyon araligin1 belirlemek i¢in AAS ile tayin edildi. Kalibrasyon
grafigi 5 mg L'l’ye kadar dogrusaldi (Sekil 6.16). Dogrusal calisma araliginda
kullanilan c¢ozeltilere karsilik gelen seyreltik sulu Ni kalibrasyon c¢ozeltilerine

DLLME yo6ntemi uygulanarak 6nderistirmeli kalibrasyon grafigi cizildi (Sekil 6.17).
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0,12 -

y = 0,0215x + 0,0019
R? = 0,9995
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Sekil 6.16: Ni(Il) iyonunun 6nderistirmesiz kalibrasyon grafigi

Absorbans
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0

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
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0,12

Deneysel zenginlestirme faktorii Er Onderistirmeli ve Onderistirmesiz olusturulan

kalibrasyon dogrularinin egim oranlarindan hesaplanir. Ex, DLLME ile ulasilan

Sekil 6.17: Ni(II) iyonunun 6nderistirmeli kalibrasyon grafigi

duyarliktaki artis oranin1 gosterir. Buna gore, deneysel zenginlestirme faktorii;

Ni(Il) icin Egp= 1,1286 /0,0215 = 52,5 olarak hesaplanmstir.

Teorik zenginlestirme faktorii ise, ornek hacminin, deristirme sonrasi elde edilen
cozelti hacmine oranlanmasiyla bulunur. Deneyde 6rnek hacmi 7,5 mL, son ¢ozelti

hacmi 0,15 mL oldugu i¢in teorik zenginlestirme faktorii 50,0’dir. Buna gore teorik
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ve deneysel zenginlestirme faktorii arasinda 6nemli bir fark yoktur. Deneysel
zenginlestirme faktoriiniin bagil hatas1 + % 5.0’dir. % 5.0’lik bagil hata, kantitatif

geri kazanma degerleri (2% 95) ile uyumludur.

Nikelin gozlenebilme simirini tayin etmek icin, 7,5 mL’lik c¢ozeltiler kullanildi. Son
hacim 0,15 mL’dir. 16 tane koér numune Olgiimlerinin absorbans degerlerinin
ortalamasi standart sapmasiin 3 kati ile toplanarak elde edilen absorbans degeri
onderistirmeli kalibrasyon denkleminde yerine konuldu. Gozlenebilme sinir1 Ni (II)
icin 1,04 pg L olarak bulunmustur. Kantitatif tayin sinir1 2,99 ug L' (100, n=16)
dir.

Belirlenen optimum sartlarda DLLME ile sulu ortamdan sediment faza gecen Ni i¢in
geri kazanma verimleri ve geri kazanma verimlerinin tekrarlanabilirligi arastirildi.
Bu amagla, 33 pg L nikel ¢ozeltisinin 10 tekrar 6l¢iimiinde geri kazanma degeri

9%99,6 + 1,0, bagil standart sapma degeri 0,97 % olarak bulunmustur.

Ormekleme siklig1, bir saatte ekstrakte edilebilen ornek sayisidir. Aym anda

santrifiijlenen 4 ornek i¢in hesaplanmistir.

Tiiketim indeksi, bir birim zenginlestirme faktorii elde etmek igin tiiketilen, mililitre
cinsinden 6rnek hacmi olarak tanimlanir (Baliza ve dig., 2009). Nikel iyonu iceren
sulu 6rnek cozeltisi hacminin deneysel zenginlestirme faktoriine oranlanmasiyla
hesaplanmistir. DLLME-FAAS yOnteminin analitik verileri Tablo 6.15°te

Ozetlenmistir.

Tablo 6.15: DLLME-FAAS ile Ni tayini i¢in analitik veriler

Degiskenler

Lineer aralik (ug L") 2-100
2 0,9994
Deneysel zenginlestirme faktorii 52,5
Teorik zenginlestirme faktorii 50
Gozlenebilme sinir1 (LOD, pg L'l) (30, n=16) 1,04
Kantitatif tayin simr1 (LOD, pug L™ 2,99
Tekrarlanabilirlik (R.S.D.,%)(Ni(II) derisimi 0,033 mg L'l, n:10) 0,97
Ornek Hacmi (mL) 7,5
Ornekleme siklig1 (6rnek sayist saat™) 24
Tiiketim indeksi (mL) 0,14
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6.5 Gercek Ornek Analizleri

6.5.1 icme suyu analizi

Optimize edilen DLLME yontemi musluk suyu ve farkli firmalara ait bazi sise

sularinin analizine uygulandi. Su Ornekleri herhangi bir 6n islemden gecirilmeden

Boliim 6.2.4°te aciklanan DLLME yontemi uygulandi. Son ¢6zelti hacmi 0,15 mL’ye

tamamlandi. Cozeltideki nikel, alevli AAS-mikroenjeksiyon teknigi ile tayin edildi.

Elde edilen analiz sonuglari, Tablo 6.16’da verilmistir. Geri kazanmim degerleri %

90,7 ile % 103,4 araliginda, bagil standart sapma degerleri ise % 0,36-7,44 araliginda

bulunmustur. Su orneklerine ilave edilen Ni gelistirilen yontemle kantitatif olarak

tayin edilebilmistir.

Tablo 6.16: igme suyu drneklerindeki Ni(II) iyonlarinin geri kazanim degerleri (n:4)

Eklenen, Bulunan, Geri kazanim,
Ornek gL' ug L7, xort+s %
Musluk Suyu 0 <LOQ -

10 9,81 £0,73 98,1

20 19,67 £ 1,45 98,4

40 40,40 £ 2,83 101,0
Danone Hayat Su 0 <LOQ -

10 10,251 0,31 102,5

20 19,85+ 0,47 99,2

40 40,32 £ 1,79 100,8
Nestle Pure Life Su 0 <LOQ -

10 9,92 + 0,64 99,2

20 19,23 £ 0,07 96,1

40 40,29 £ 1,24 100,7
Pinar Su 0 <LOQ -

10 10,34 £ 0,40 103,4

20 20,02 £ 0,32 100,1

40 39,87 £ 0,31 99,7
Saka Su 0 <LOQ -

10 10,16 £ 0,31 101,6

20 20,29 + 0,24 101,4

40 40,58 £ 0,09 101,4
Damla Su 0 <LOQ -

10 9,07 £0,10 90,7

20 19,94 + 0,80 99,7

40 38,48 £0,53 96,2
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6.5.2 Atik su analizi

Denizli Belediyesi Atik Su Aritma Tesisi’nden alinan tesis giris suyu cok Kkirli
oldugundan ornek once adi siizge¢ kagidindan, sonra siyah ve mavi bant siizgec
kagidindan siiziildiikten sonra siiziintii 0,45 wm goézenekli seliilloz nitrat membran
filtreden (Sartorius GmbH, Germany) siiziildi. Atik suyun tesiste aritilmasindan
sonra tesis c¢ikisindan alinan aritilmis atik su Ornegi sadece 0,45 um gozenekli
seliiloz nitrat membran filtreden (Sartorius GmbH, Germany) siiziildii. Siiziilen atik
su orneklerinden 7,5 mL alinarak Bolim 6.2.4°te aciklandign sekilde DLLME
yontemi uygulandi. Son ¢ozelti hacmi 0,15 mL’ye tamamlandi. Cozeltideki nikel,
mikroenjeksiyon orneklemeli alevli AAS ile tayin edildi. Ayrica atik su orneklerine
analit ekleme de yapildi (Tablo 6.17). bagil standart sapma degerleri %1,17-5,80

araliginda degismektedir.

Tablo 6.17: Atik su 6rneklerindeki Ni(Il) iyonlariin geri kazanim degerleri (n:4)

Ornek Eklenen, Bulunan, Geri kazanim,
ug L' ug L' xort+s o
Atik Su — Giris Suyu 0 12,60 £ 0,31 -
10 21,44+ 0,47 94,9
20 30,79 £ 0,67 94,4
40 48,31 £1,32 91,8
Atik Su-—Cikig suyu 0 5,16 £ 0,30 -
5 9,84 +0,22 96,8
10 14,84 £ 0,30 97,9
20 24,81 + 0,29 98,6
40 44,55+ 0,73 98,6

6.5.3 Tel analizi

Nikelin AAS ile tayininde dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon ile onderistirilmesi
yonteminin bir uygulamasi olarak 0,30 mm nikel kapli tel analizi gerceklestirildi. Bu
amagla 0,0020 g tel ornegi tartilarak 3-4 damla derisik HNOj’te ¢6ziildii ve hacim
saf su ile 1 L’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 7,5 mL’lik Ornekler alinarak analit
ekleme ile deristirme gerceklestirildi (Tablo 6.18). Geri kazanim degerleri kantitatif

olarak bulunmugtur. Bagil standart sapma degerleri % 1,99-4,18 araligindadir.
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Tablo 6.18: Tel 6rnegindeki Ni(Il) iyonlarinin geri kazanim degerleri (n:4, Xort + s)

Eklenen, Bulunan, Geri kazamim,
Ornek ug L' ug L, xort £ o
0,30 mm Ni kaplitel 0 29,21 £1,22 -
10 38,19 £ 0,76 97,4
20 49,00+ 1,76 99,6
40 69,38 + 1,57 100,2

6.5.4 Standart referans madde analizi

Yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla, gelistirilen yontemin diger bir
uygulamasi sertifikali BCR-715 Endiistriyel Atik Su o6rneginde gerceklestirildi.
Bunun i¢in alinan 0,1 mL su 6rnegi tizerine 7,4 mL ultra saf su eklendi ve gelistirilen
DLLME-AAS yontemi uygulandi. Analiz sonucu 1,18 + 0,03 mg L™ (xort + ts/\/n)
olarak bulundu.Sertifikali deger olan 1,2 mg L™ ile bulunan deger karsilastirlldiginda
bagil hata -% 1.67 olarak bulunmustur.

Yontem BCR-403 deniz suyuna da uygulandi. 20 kat seyreltilen deniz suyu
Orneginin pH’1 notrallestirildikten sonra ¢ozeltiden alinan 7,5 mL 6rnege gelistirilen
DLLME yo6ntemi uygulandi. Deney sonunda Ni i¢in geri kazanim degeri yaklagik

%10 civarinda bulundu.

Gelistirilen yontem ayrica SRM 1515 Apple Leaves’e uygulandi. Bolim 6.2.2°de
verilen ¢oziiniirlestirme islemi ile 6rnek ¢ozelti fazina alindi. Bu ¢ozeltiden 7,5 mL
almarak DLLME yontemi uygulandi. Deney sonunda bulunan nikel miktari,
sertifikali degerle karsilagtirildiginda, bulunan deger sertifikali degerin yaklagik 3
katidir (Sertifikali deger 0,91 mg kg'l , bulunan deger 2,75 mg kg kg'ldir). Geri
kazanim degeri iyi olamamakla birlikte 8 tekrar 6l¢tim icin bulunan Ni miktarinin

bagil standart sapma degeri % 2,69’dur.

Gelistirilen yontem BCR-715 endiistriyel atik su 6rneginde oldukc¢a iyi sonug
vermesine karsin daha karmasik matrikse sahip olan BCR-403 deniz suyu ve SRM
1515 Apple Leaves orneklerinde sonuglar belgeli degerle uyumlu ¢ikmamistir.
DLLME’nin en bilyiikk dezavantajlarindan biri olan karmasik matriksli ortama

uygulanamama, deneysel sonug¢lardan da anlagilmaktadir.
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7. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda 6nerdigimiz ve analitik olarak degerlendirdigimiz RP-HPLC-
DAD ve DLLME-FAAS yontemleri, tayini diisiiniilen metal iyonlariyla hazirlanan
model ¢ozeltilerle optimize edilmistir. Optimize edilen bu yontemler cesitli su
orneklerine uygulanmistir. Elde edilen bulgular ve yontemin Orneklere

uygulanmasina iligkin deneysel sonuclar agsagida tartigitlmstir.

I. Boliim: RP-HPLC ile Co(II), Fe(II) ve Ni(II) Tayini

Tezin ilk boliimiinde Co(II), Fe(II) ve Ni(II) gibi metal iyonlarinin cesitli biyolojik
ve cevresel orneklerdeki miktarlarinin aynmi anda ¢oklu element tayini i¢in bir yiliksek
performanslh sivi kromatografik yontem gelistirme amaglanmistir. Calismada ligand
olarak, daha once pek ¢ok metal iyonu ile kompleks olusturdugu bilinen ve gerek
spektrofotometrik gerekse kromatografik tayinlerinde kullanilmis olan 4-(2-
piridilazo) rezorsinol (PAR) kullanmilmistir. Tayinler DAD detektorii ile yapildigindan
karistm  halindeki numunenin sisteme enjeksiyonundan sonra metal-PAR
bilesiklerinin 200-900 nm araliginda spektrumu alinarak her bir kompleksin

maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boylar belirlenmistir.

Kromatografik sartlarin belirlenmesi ve yontemin optimizasyonu icin PAR ile
kompleks olusturan metal iyonlarmin ve bu iyonlarin Inertsil ODS-3 kolonda
alikonma zamanlarinin belirlenmesine c¢alisildi. Bunun i¢in metanol: THF:Su
(60:5:35, v/v) hareketli faz ve 0,9 mL dk' akis hizinda farkli derisimlerde analit
veya analitler iceren cozeltiler hazirlanarak HPLC’ye enjekte edildi. Elde edilen
kromatogramlar Sekil 5.2-5.8’de verilmistir. Bu deneyler sonunda PAR kompleksi
seklinde tayini gerceklestirilebilen metal iyonlar1 Co(Il), Fe(Il) ve Ni(Il) olarak
belirlenmistir. Bu metal iyonlar1 i¢cin DAD dedektor ile maksimum absorpsiyonun
gozlendigi dalga boylart Co-PAR i¢in 525 nm, Ni-PAR i¢in 517 nm, Fe-PAR i¢in
484 nm’dir. Kromatogramlarin anlasilir olmasi i¢in caligmada tek bir dalga boyunda,

525 nm’de alinan kromatogramlar gosterilmistir.
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Kompleks olusumunda pH etkisini incelemek igin, asetik asit/amonyum asetat
tamponu kullanilarak hareketli faz pH’1 degistirilmistir. Yiiksek pH’larda (pH>7.5)
kolon dolgusunun bozulmas1 ve parcalanmasina sebep olan siloksanin hidrolizinden
dolay1 kullamilan C;3 kolunu ile pH 3-6 aralign calisilmistir. Degisen pH ile
ayiriciliklarin ¢cok fazla degismedigi (Tablo 5.3), Fe-PAR selatinin pik alaninda
onemli bir degisiklik olmazken pH 5’e kadar Co(Il) ve Ni(II)- PAR komplekslerinin
pik alanlarinin arttigi, sonrasinda azaldigi goriilmiistiir (Tablo 5.4). PAR genellikle
pKa (p-OH)=5.46) degerine yakin pH’ta mono anyonik formdadir ve pH 3-6
arasinda metal iyonlan ile dayamikli selatlar olusturmaktadir (Marczenko and
Balcerzak 2000). pH 6’dan sonra, PAR’1n mono anyonik formunun azalmasiyla
metal-PAR selatlarmin miktar1 azalmaktadir. Sonug¢ olarak hareketli faz igin en

uygun pH 5.0 olarak belirlenmistir.

Calismada optimize edilen bir diger degisken, kolonun ayirma giiclinii arttiran
faktorlerden birisi olan hareketli faz akis hizinin etkisidir. Hareketli faz akis hiz1 0,3-
1,2 mL dk™! araliginda degistirilmis ve elde edilen kromatogramlardan bazilar1 Sekil
5.9°da verilmistir. Tablo 5.5°de goriildiigii gibi hareketli faz akis hizinin artmasiyla
analitlerin alikonma zamanlar1 kisalmig, fakat teorik tabaka yiiksekligi artmustir.
Diisiik akis hizlarinda ise pik alami degerleri artmakta fakat analiz siiresi
uzamaktadir. Kromatografik ayirmalarda teorik tabaka yiiksekligi ne kadar diisiikse
ayrim o kadar iyi olmaktadir. Ayrica analiz siiresinin de kisa olmasi istendiginden

akis hizi 0,6 mL dk' secilmistir.

Hareketli fazdaki ligand derisiminin etkisi incelenirken PAR derisimi 5x10*, 5x107
ve 5x10° mol L' olarak degistirilmistir (Sekil 5.10). PAR derisiminin artmasiyla
metal-PAR komplekslerinin pik alanlarinin artmasina karsin (Tablo 5.6), piklerin
aymcihiklarinin daha iyi oldugu 5x10° mol L', optimum PAR derisimi olarak

belirlenmistir.

Kromatografik kolonda ayirmayi iyilestirmek i¢in, hareketli fazdaki metanol yiizdesi
degistirilmistir (Sekil 5.11). Metanol miktart %40 oldugunda analiz siiresi uzamis
(Sekil 5.11.A), %80 oldugunda ise pikler iist iiste cakismistir (Sekil 5.11.C).

Hareketli fazdaki optimum metanol miktar1 %60 olarak bulunmustur.

Hareketli fazdaki ligand derisimi etkisinden sonra numuneye eklenen ligand
derisiminin etkisi incelenmistir. Numuneye ligand ilave edilmeden (kolon ici

tirevleme) ve ilave edilerek (6n kolon tiirevleme) kromatogramlar alindi (Sekil
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5.12). Analitlere ait pik verileri incelendiginde kolon oncesi tiirevleme yapildiginda
Fe(Il)’ye ait pik alaninda yaklasik %23 oraninda artis olurken Co(Il) ve Ni(I)’e ait
piklerin alanlarinda Onemli bir degisiklik olmamustir (Tablo 5.7). Kolon igci
tirevlemede ise Fe(Il)’ye ait pik alanindaki azalmanin nedeni muhtemelen PAR’da
safsizlik olarak bulunabilecek demirden dolayidir. Bu verilerden numuneye PAR

eklenmesine gerek olmadigina karar verilmistir.

Co(II), Fe(Il) ve Ni(Il) iyonlarinin es zamanli tayinlerine V(V), Ti(I), Pb(II), Mn(II),
Mo(II), Cd(I), As(I), As(V), Cu(l), Au(lll), HgdI), Cr(II), Cr(VI) metal
iyonlarinin etkileri incelenmistir. Bu iyonlardan V(IV) ve V(V) disindaki diger tiim
iyonlar, 1-5 pg araliginda, calisilan sartlarda PAR ile kompleks olusturmamalari
yada olusan komplekslerinin calisilan dalga boyunda absorpsiyon yapmamalarindan
dolay1 kromatogramda pik vermemis ve c¢alisilan analitlerin pik alanlar1 {izerine
herhangi bir etkilerinin olmadig1 goriilmiistiir. V(IV) ve V(V) iyonlar1 varliginda ise
Fe(II)-PAR ve Ni(I)-PAR komplekslerine ait piklerin alan ve yiiksekliklerinde
herhangi bir degisiklik olmazken Co(II)-PAR kompleksine ait pikin catallandigi
goriilmiistiir (Sekil 5.13.A). Bu nedenle hareketli fazdaki metanol yiizdesi azaltilarak
Co(I), FedI) ve Ni(Il) iyonlarinin yaninda vanadyum iyonunun da tayin
edilebilecegi diisiiniilmiistiir. Hareketli fazdaki metanol yiizdesi 50 ve 40 olarak
degistirilmis ve Co, Fe, Ni ve V iyonlarim igeren ¢ozelti pH’1 5’e tamponlanarak
HPLC’ye enjekte edilerek es zamanli olarak tayin edilebilen analit sayis1 arttirilmaya
calisilmistir. Elde edilen kromatogramlar (Sekil 5.13) incelendiginde hareketli
fazdaki metanol miktar1t %50 oldugunda vanadyumun da kromatografik olarak tayin
edilebilecegi ongoriilmiistiir. Bu nedenle calismanin devaminda, daha 6nce hareketli
faz bilesimi %60 metanol: %5 THF: %35 su ve akis hizi 0,6 mL dk' oldugunda
optimize edilen hareketli faz akis hizi, pH’1 ve bilesimi, numuneye ilave edilen PAR

etkisi gibi parametreler, belirlenen yeni hareketli fazda tekrar optimize edilmistir.

Hareketli faz %50 metanol icerdiginde oOncelikle hareketli fazin akis hizi
degistirilerek Co, Fe, Ni ve V tayin edilmeye calisilmistir. Akis hiz1 0,3-0,8 mL dk!
araliginda degistirilmistir (Sekil 5.14). Hareketli fazin akis hizinin azalmasiyla
analitlerin alikonma siireleri artmis ve analiz siiresi uzamistir (Sekil 5.16 A). Fakat
analitlerin pik alanlan diisiik akis hizinda arttigindan (Sekil 5.16 B), duyarlifin ve
resoliisyonun daha iyi oldugu 0,3 mL dk.! akis hizi, HPLC ile tayin i¢in en uygun

akis hiz1 olarak secilmistir. Bu akis hizinda vanadyum iyonu varliginda kalibrasyon
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egrileri ¢izilmeye caligilmistir (Sekil 5.15). Yiiksek derisimde V(IV) iyonuna ait
pikteki kuyruklanma giderilemediginden bu iyona ait pik alan1 tam olarak
hesaplanamadigindan ve V(IV)iyonu derisimi arttikca Co(Il) piki de etkilendiginden

kromatografik vanadyum tayininden vazgecilmistir.

Belirlenen yeni hareketli faz bilesimi ve akis hizinda analitlerin alikonma zamant,
pik yiiksekligi ve pik alanlarina hareketli faz pH 1nin etkisi arastirildi. pH degisimi
ile analitlerin alikonma zamanlarinda 6nemli bir degisiklik olmamistir (Sekil 5.17).
pH 5’e kadar Co ve Ni iyonlarinin pik alanlar1 artmis, sonra azalmistir. Co, Fe ve Ni

iyonlarinin ayrilmasinda hareketli faz optimum pH’1 5 olarak bulunmustur.

0,3 mL dk™ akis hizinda hareketli fazdaki metanol yiizdesi degistirilmis ve azalan
metanol miktar1 ile analitlerin alikonma zamanlari uzamustir (Sekil 5.19-5.20).
Ayrica RP-HPLC’de yaygin olarak kullanilan hareketli faz MeOH:su karigimi
oldugundan hareketli faza THF eklenmeden de deneyler yapilmistir. THF icermeyen
hareketli fazda analiz siiresi uzamis ve Ni(Il) iyonuna ait pik skalanin disinda
kalirken (Sekil 5.20.C), Co(II) ve Fe(Il) iyonlarmin pik alanlarinda herhangi bir
degisiklik olmamistir. Elde edile bu verilerden en uygun hareketli faz bilesimi %50
MeOH: %5 THEF: %45 su(v/v) olarak belirlenmistir.

Belirlenen diger optimum kromatografik sartlarda kolon i¢i selatlama ve kolon
oncesi selatlama ile metal-PAR kompleksi olusumlart karsilagtirlmistir (Sekil 5.21).
Elde edilen kromatogramlar incelendiginde her iki sekilde selatlamada Co(Il) ve
Ni(Il) iyonlarina ait piklerin alanlarinda herhangi bir degisiklik olmadig1 fakat kolon
oncesi tirevleme yapildiginda Co(Il) pikinin omuz verdigi (Sekil 5.21.B), kolon ici
tiirevleme ile selatlamada ise bu omuzun olmadig (Sekil 5.21.A) goriilmiistiir. Elde
edilen bu sonuclardan kolon Oncesi tiirevlemeye gore daha hizli ve kolay olan kolon

i¢i tiirevleme yapilmis ve boylelikle numuneye PAR eklenmemistir.

Kromatografik calismada ayrica Fe tiirlemesi yapilmaya calisilmis ve bunun igin
oncelikle belirlenen optimum sartlarda Fe(Il) ve Fe(Ill) iyonlar iceren ¢ozeltilerin
kromatogamlart alinmistir (Sekil 5.22). Her iki iyonun alikonma zamanlarn ayni
oldugundan Fe(III)’iin Fe(Il)’ye indirgenmesi icin SnCl, kullanilmistir (Sekil 5.23).
Elde edilen sonucglardan ve muhtemelen yapisinda bulunan resorsinol grubunun
okside olmasindan dolayr PAR’in indirgeyici olarak gorev yapmasindan dolayi
(Oszwaldowski ve Okada, 1999) bu yontemle su orneklerinde ve asitle pargalama

sonrasi kat1 6rneklerde toplam Fe tayini yapilabilecegi sonucuna varilmistir.
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Yontemin analitik degerlendirmesi icin belirlenen optimum sartlar altinda lineerlik,
gozlenebilme siniri, geri kazamim, tekrarlanabilirlik gibi kantitatif analizdeki bazi
Oonemli parametreler incelendi. Metal-PAR selatlar1 i¢in kalibrasyon dogrular her bir
metal iyonu derisimine kars1 pik alanlar ile ¢izildi (Sekil 5.24-5.26). Kalibrasyon
verileri ve analitik sonuglar Tablo 5.8’de Ozetlenmistir. Go6zlenebilme sinirlar

Co(II), Fe(IT) ve Ni(Il) icin sirastyla 0.50, 9.07 and 2.00 ug L™ olarak bulunmustur.

Gelistirilen yontemin dogrulugu BCR-715 endiistriyel atik su standart referans madde ile
test edilmistir (Sekil 5.27). Fe ve Ni icin bulunan degerler sertifikali degerler ile
karsilastirildiginda Fe ve Ni i¢in sirasiyla % bagil hata degerleri -5,3 ve -5,8 olarak
bulunmustur (Tablo 5.9).

Optimize edilen RP-HPLC/DAD yo6ntemi ¢esitli su drneklerinin analizine uygulandi.
Musluk suyu, Belediye atik suyu, Pamukkale ve Karahayit sularina standart ekleme
ile yontemin dogrulugu test edildi. Su orneklerine ilave edilen analitler kantitatif
tayin edilebilmistir. Tablo 5.10’dan da goriilecegi gibi geri kazanim degerleri %92 ile
9%106,1 arasinda, bagil standart sapma degerleri Co, Fe ve Ni i¢in sirasiyla 4.0, 4.9

ve 4.3 % bulunmustur.

Kobalt, demir ve nikelin es zamanh tayinleri i¢in gelistirilen bu yontem secici ve
duyarlidir. Bu yontemle Co, Fe ve Ni’in 6nderistirme basamagi gerektirmeden tayin
edilebilecegi belirlenmistir. Ayrica bu yontemin metal tayinleri icin pahali olan ICP-

AES ve ICP-OES aletlerine gore daha ekonomik bir yontem oldugu sdylenebilir.

Gelistirilen RP-HPLC-DAD yontemi diger yontemlerle karsilastirildiginda, elde
edilen diisiik gbzlenebilme sinirlar1 nedeniyle 6rnekler onderistirilmeden Co,Fe ve Ni
tayin edilebilecektir. Fakat daha diisitk gozlenebilme sinir1 elde edilebilmesi igin
gelistirilen bu yontem bir onderistirme yontemi ile de kullanilabilecektir. Bunun igin
XAD-7 kolonu ile onderistirme islemi uygulanan numuneler gelistirilen yontemle
analiz edildi (Sekil 5.28-5.30). Kat1 faz ekstraksiyonu uygulanan numunelerde HPLC
ile tayin sonucu bulunan Ni miktar1 (Tablo 5.12) ve Fe miktar1 (Tablo 5.13), AAS
sonucglar1 ile karsilastirllmis ve sonuglar birbirleriyle uyumlu bulunmustur. Bu
sonucglardan gelistirilen RP-HPLC-DAD yontemi uygun sartlarda SPE ile birlikte

eser metal iyonlarinin deristirilmesi ve tayininde kullanilabilir.

Ayrica 1,3 difenil guanidin varliginda metal-PAR kompleksleri iceren cozeltiye

DLLME yontemi uygulanmistir. DLLME sonrast elde edilen sediment faz
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buharlastirilarak kalintidaki analitler saf su icersine alinmistir ve bu ¢ozeltiden 10 puL
HPLC’ye enjekte edilmistir (Sekil 5.33). Analitlerin geri kazanim degerleri, referans
cozeltideki (Sekil 5.31) analitlerin pik alanlar ile karsilagtirilarak hesaplanmaya
calisilmistir. Kromatogramlar incelendiginde numunedeki Fe(II)-PAR ve Ni(II)-PAR
komplekslerinin alikonma zamanlarinda (7.3 ve 7.9 dk) gelen piklerin kor ¢ozeltide
(Sekil 5.32) de oldugu, bu nedenle Fe(Il) ve Ni(Il)’nin geri alinamadig: anlagilmistir.
Numunede goriilen Co(II)-PAR kompleksine ait pikin (alikonma zamani 4.798) alani
referans cozeltideki Co(II)-PAR kompleksinin pik alanina oranlandiginda oldukca
diisilk geri kazanim (%3,83) elde edildigi gozlenmistir. Buradan anlasiliyor ki,
DLLME sartlar1 veya kromatografik sartlar degistirildiginde DLLME-HPLC

kombinasyonu metal iyonlarinin tayininde kullanilabilecektir.

II: Boliim: DLLME ile Nikel Onderistirilmesi ve AAS ile Tayini

Caligsmanin bu boliimiinde eser miktardaki nikel, demir ve kobaltin deristirilmesi ve
atomik absorpsiyon spektrometrik tayini i¢in bir dnderistirme yontemi gelistirilmesi
amaglanmistir. Bunu i¢in 6nderistirme yontemi olarak, sivi faz mikroekstraksiyon
yontemlerinden dispersif sivi-sivi  mikroekstraksiyon yOntemi secilerek eser
miktardaki analitlerin uygun ligand ile kompleksi olusturulmus ve analitlerin sulu
fazdan organik faza ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ligand olarak kullanilan 8-

hidroksikinolin ($ekil 6.1) mono protik iki disli liganttir.

DLLME yonteminin optimizasyonunda MINITAB 13.1 istatistik programi ile
faktoriyel tasarim yapilarak degiskenlerin rastgele kombinasyonu ile olusturulan
deneysel sartlarda deneyler gerceklestirilmistir. Bunun icin Plackett Burman
tasarimda degiskenler ornek hacmi, pH, ekstraksiyon coziiciisii ve hacmi, dispersif
coziici ve hacmi ve ekstraksiyon siiresidir (Tablo 6.2). Tasarimda segilen
degiskenlerin alt (-) ve iist (+) seviye degerleri ile olusturulan tasarim matriksi
toplam 12 deney yapilmasini 6nermistir (Tablo 6.3). Tablo 6.4’de verilen deney
sonuclarina gore degiskenlerin etki degerlerinin boyutu Pareto kart diyagramindan
belirlenmistir. Buna gore ekstraksiyon ¢oziiciisii, dispersif ¢oziicii hacmi ve ornek
hacminin Ni iyonlarinin geri kazaniminda etkili oldugu belirlenmistir. Tablo 6.4’de
verilen tasarimda pH faktoriiniin etki degerinin negatif olmasindan dolay1 pH’1 tekrar
degerlendirmek ve daha diisiikk pH’da, asidik bolgede de calismak i¢in pH faktorii
icin diisiik seviye 4, yiiksek seviye 8 olacak sekilde diger degiskenler sabit tutularak

yeni bir Plackett-Burman tasarim yapilmistir (Tablo 6.5). Aymi tasarim kosullarinda
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demir ve kobaltin geri kazanma degerleri de degerlendirilmis olup yapilan ikinci
tasarim sartlar1 ve analitlerin geri kazanim degerleri Tablo 6.6’da verilmistir. Her iki
tasarim karsilastirildiginda Ni iyonlarimin geri kazaniminin pH:6’da daha iyi oldugu

goriilmiistiir.

Analitler icin elde edilen geri kazamim degerlerinin %95 giiven seviyesinde
faktoriyel tasarimda varyans analizleri yapilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 6.7°de
verilmistir. P degerinin 0,05’ten kiigiikk olmasi o faktoriin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Pareto kart diyagramlan ile degiskenlerin etki degerlerinin boyutu
belirlenir ve DLLME yonteminin analitlere uygulanmasinda degiskenlerin hangi
diizeylerinin segilecegine karar verilir. Degiskenlerinin etki degerleri pozitif
oldugunda deneysel tasarim verilerine gore bu degiskenlerin daha yiiksek
seviyesinde, negatif oldugunda ise bu degiskenlerin daha diisiik seviyesinde
calisilmasi gerekmektedir. Ni ve Fe iyonlar1 i¢in Pareto kart etki degerlerine (Sekil
6.3-6.4) bakildiginda pH, referans hattin1 gectigi i¢in, ekstraksiyon veriminde en

Oonemli degiskendir.

Degisken etkilesim grafikleri (Sekil 6.5-6.6) incelenirken, degiskenler arasindaki
etkilesim egrisi birbirine paralel ise; degiskenler arasinda etkilesim olmadigi,
etkilesim grafikleri cakisiyor ise; degiskenlerin birbirini etkiledigine karar verilir.
Buna gore Sekil 6.5’te Ni(Il) ekstraksiyonunda ekstraksiyon coziiciisiiniin, pH ve
dispersif ¢oOziicii hacmi ile etkilesimleri Snemsizken, dispersif c¢oziicii tiirii ile
etkilesimi onemli goriinmektedir. Sekil 6.6’daki etkilesimler incelendiginde Ni(II)
iyonlarinin ekstraksiyonuna benzer sekilde Fe(Il) ekstraksiyonunda, ekstraksiyon
¢oziicii hacminin hem 6rnek hacmi hem de dispersif ¢oziicii hacmi ile etkilesiminin

onemli oldugu goriinmektedir.

Tablo 6.6 incelendiginde 7 ve 11 numarali deneylerde dispersif ¢oziicii tiirli disindaki
tim faktorler aym1 oldugunda Ni ve Fe’in kantitatif olarak geri kazanildigi
goriildiigiinden dispersif ¢oziicii olarak iki ¢ozeltinin karisimi kullanilarak MINITAB
13.1 istatistik programinda 2-seviyeli faktoriyel secilerek tam (full) faktoriyel
tasarim yapilmistir. Tasarim faktor, seviye ve deneyleri Tablo 6.8 ve 6.9°da
verilmistir. Deneyde pH:6, ekstraksiyon coziiciisii hacmi 300 pL, dispersif ¢oziicii
hacmi 1000 (500+500) pL, ekstraksiyon siiresi 3 dakika ve ornek hacmi 7,5 mL

olarak sabit tutulmustur.
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Tablo 6.9°de 2, 7 ve 8 numarali deneylerde Ni icin kantitatif geri kazanim degeri elde
edilirken Fe kantitatif geri alimamamustir. Sonraki deneyler icin ekstraksiyon
coziiclisi olarak kloroform, dispersif ¢oziicii olarak da metanol secildi. Coziicii
tiirlerinin optimize edilmesinden sonra da ekstraksiyon ve dispersif ¢oziicii hacimleri
ve ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimi {izerine etkisi incelenmistir (Tablo
6.10 ve 6.11). Degiskenlerinin etki degerlerinin boyutu Pareto kart diyagramlarindan
anlagilmaktadir (Sekil 6.7 ve 6.8). Ni ve Fe iyonlarinin geri kazanimi i¢in en 6nemli
etkinin ekstraksiyon ¢oziiciisii hacmi (Sekil 6.7-6.8) oldugu goriilmektedir. Ni ve Fe
icin etki degerleri porzitif oldugundan yiiksek seviye olan 300 pL, ekstraksiyon
coziicii hacmi olarak belirlenmistir. Dispersif ¢6ziicii hacmi de 1000 pL olarak
belirlenmistir. Ekstraksiyon siiresinin ¢ok énemli olmadig1 goriilmiistiir.

Sekil 6.9’da ekstraksiyon zamaninin hem dispersif ¢oziicii hacmi ile hem de
ekstraksiyon coziiciisii hacmi ile etkilesiminin Ni iyonlarinin geri kazaniminda etili
olmadigi, Sekil 6.10’da ise Fe(Il) iyonlarinin ekstraksiyonunda her bir degiskenin
birbirleri ile etkilesimlerinin 6nemli oldugu goriilmektedir. Sekil 6.11 incelendiginde
Ni iyonunun ekstraksiyonu icin ekstraksiyon ¢oziiciisii oldukca biiyiik bir etkiye

sahiptir. Ekstraksiyon ¢oziiciistiniin hacmi arttik¢a geri kazanim artmaktadir.

Yapilan her iki tasarrm pH i¢in bizi farkli yonlendirdiginden ve metal
komplekslerinin olusumunda en 6nemli degisken pH oldugundan tampon cozeltiler
kullanilarak pH’1n ekstraksiyon verimine etkisi incelenmis ve Ni tayini i¢in optimum
pH 6 olarak belirlenmistir. Yapilan faktoriyel tasarim ve pH taramasi sonucunda Fe
ve Co, Ni ile birlikte tayin edilemediginden ¢aligmalara sadece Ni tayini i¢in devam
edilmistir. Ni icin optimum sartlar: pH:6 (Asetik asit/Amonyum asetat tamponu)
ekstraksiyon ¢oziiciisii ve hacmi: klorofom, 300 pL; dispersif ¢oziicii ve hacmi:

metanol, 1000 pL; ekstraksiyon siiresi: 3 dakika olarak belirlenmistir.

Calismada ligand derisimi ve ilave seklinin etkisi (Sekil 6.13), tuz etkisi (Sekil 6.14)
ve santrifiij devrinin ekstraksiyon verimi {iizerine etkileri incelenmistir. Deneyler
sonucunda optimum ligand derisimi 0,01 mol L™'; ligand ¢ozeltisinin, dispersif ve
ekstraksiyon ¢oziiciisii karisimindan ©nce Ornek c¢ozeltisine ilavesinin uygun
olduguna karar verilmistir. Tuz ilavesinin ekstraksiyon verimi iizerine herhangi bir
etkisi olmadigindan deneylerin devaminda sulu ¢ozeltiye tuz eklenmemistir. Ancak

elde edilen sonuca gore ortamda belirli bir miktara kadar bulunabilecek tuz
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miktarinin da olumsuz etki gostermedigini soylemek miimkiindiir. Optimum santrifiij

devri 1000 rpm olarak belirlenmistir.

DLLME yonteminde sediment fazin sulu ¢6zeltiye alinmasi olduk¢a 6nemlidir ve Ni
iyonlarinin kantitatif geri kazanimi i¢in sediment fazin ¢oziiniirlestirilmesinde 2,8

mol L! HNO; kullanilmistir.

Gelistirilen yontemin dogal sulara uygulanmasi amaglandigindan, dogal su
orneklerinde bulunabilecek bazi iyonlarin etkileri incelenmistir (Tablo 6.13). Tablo
6.14’te verilen maksimum tolere dilebilir matriks iyon miktarlar ile dogal sulardaki
iyon derigimleri dikkate alindiginda, yontemin bu iyonlarin bulundugu ortamlara

kolaylikla uygulanabilecegi anlagilmaktadir.

Gelistirilen yontem analitik acidan degerlendirilmis ve elde edilen veriler Tablo
6.15’te  gosterilmigtir. Ni icin godzlenebilme simir1 1,04 pg L', deneysel

zenginlestirme faktorii 52,5 olarak bulunmustur.

Gelistirilen yontem musluk suyu ve bazi sise sularinin analize uygulanmis ve geri
kazanim degerleri % 90,7 ile % 103,4 araliginda, bagil standart sapma degerleri ise
% 0,36-7,44 araliginda bulunmustur (Tablo 6.16). Su 6rneklerine ilave edilen Ni
gelistirilen yontemle kantitatif olarak tayin edilebilmistir. Yontem ayrica atik su
ormegine (Tablo 6.17) ve tel o6rnegine (Tablo 6.18) de uygulanmis ve kantitatif
sonuclar elde edilmistir.

Yontemin dogrulugu BCR-715 endiistriyel atik su standart referans madde ile test
edilmis ve elde edilen sonug sertifikali deger ile karsilagtirildiginda bagil hata -%1,67
olarak bulunmustur. Ayrica BCR-403 deniz suyu ve SRM 1515 Apple Leaves
referans maddelerine de gelistirilen yontem uygulanmis fakat kantitatif sonuclar elde
edilememistir. Bu sonuclar, DLLME’nin en biiylik dezavantaji olan karmasik

matrikslere uygulanamamasindan kaynaklanmaktadir.

Gelistirilen DLLME-FAAS yo6ntemi ¢esitli su drneklerine basariyla uygulanan hizli,

basit ve ekonomik bir yontemdir.
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EKLER

EK-A.1: Baz1 Degiskenlerin Ni(II) Iyonlarimn Geri Kazamimina Etkileri

Tablo A.1.1: Ni iyonlarinin geri kazanimina pH etkisi (N:4)

el
s

Geri kazamim, %

15,8
37,8
96,2
87,3
86,9
49,1
20,0
17,9

—_— 0 00 J O\ L

—_ O

Tablo A.1.2: Ni iyonlarinin geri kazanimina ligand derisimi etkisi

Ligand Derigimi, mol L7 Geri kazamim, %
0 26,5
0,0025 29,8
0,005 55,6
0,010 94,7
0,02 95,3
0,05 83,6

Tablo A.1.3: Ni iyonlarinin geri kazanimina santrifiij devrinin etkisi

Santrifiij devri, rpm Geri kazamim, %
1000 98,8
1500 974
2000 97,8
2500 94,4
3000 95,0
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Tablo A.1.4: Ni iyonlarinin geri kazanimina NaCl ilavesinin etkisi

NaCl miktar1, %ow/v Geri kazanim, %
0 99,8

0,5 98,2

1 99,4

2 99,6

3 99,8

4 100,9

5 97,6

6 100,6
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