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Özet: Bu çalışmada, elektrotermal atomik absorpsiyon spektroskopisi (ETAAS) ile biyolojik örneklerde
kurşun tayininde nitrik asit ve bazı ortam düzenleyicilerin etkileri incelendi. Farklı nitrik asit derişimleri
kullanılarak Pt + Pd, Pd +  Mg(NO3)2 ve NH4H2PO4 + Mg(NO3)2 ortamlarında piroliz ve atomlaşma
sıcaklığı optimizasyon çalışmaları yapıldı. % 10 HNO3 + NH4H2PO4 + Mg(NO3)2 ortamı en uygun ortam
olarak belirlendi. Yöntemin doğruluğu CRM BCR-397 insan saçı, NIST 2976 midye dokusu ve HIGH
EP-H-1 içme suyu standart referans maddeleri ile kontrol edildi. Ölçülen değerlerin, sertifika
değerlerinden sapmasını göstermek için bağıl hata hesaplandı ve belirlenen ortamda üç standart referans
madde için bağıl hata  % 10’un altında bulundu. Belirlenen koşullarda kurşunun gözlenebilme sınırı
(LOD) 0,67 μg/L, tayin sınırı (LOQ) 2,01 μg/L olarak hesaplandı.

Anahtar kelimeler: Kurşun tayini, ortam düzenleyici, elektrotermal atomik absorpsiyon, LOQ

Investigation of Effect of Nitric Acid and Various Matrix Modifier
on Determination of Lead in Biological Samples by
Electrothermal Atomic Absorption Spectroscopy

Abstract: In this study, determination of lead in biological materials by electrothermal atomic absorption
spectroscopy was investigated. Pyrolysis and atomization temperatures were optimized in Pt + Pd, Pd +
Mg(NO3)2 and NH4H2PO4 + Mg(NO3)2 mixtures using various nitric acid concentrations. % 10 HNO3 +
NH4H2PO4 + Mg(NO3)2 mixtures was designated as the best conditions. The accuracy of the method was
tested by certificated reference standard materials, CRM BCR-397 human hair, NIST 2976 mussel tissue
and HIGH EP-H-1 drinking water. Relative errors were less than 10 % for all of the certificated reference
standard materials. Limit of detection (LOD) and limit of quantification  (LOQ) values were calculated as
0,67 μg/L and 2,01.
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1. Giriş

Gelişen teknoloji ve beraberinde getirdiği endüstrileşme, günümüzde daha modern bir
yaşam sürmenin gerekliliği olarak görülmesine rağmen, toplum sağlığını tehdit eden
çok ciddi sağlık sorunlarını da beraberinde getirmektedir. Bu süreç, bir yandan daha iyi
bir yaşam düzeyi sağlarken, öte yandan doğal dengenin bozulmasına, hava, su ve toprak
kirliliğine neden olmaktadır. Kimyasal çevre kirlenmelerinin neden olduğu çok sayıda
hastalık insan ve toplum sağlığı için büyük risk oluşturmaktadır [1-3]. Söz konusu
kimyasal kirleticilerden biri de en toksik elementlerden biri olan, çevrede ve canlı
organizmasında birikebilmesi nedeniyle birincil kirleticilerden sayılan kurşundur [1].
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Kurşunla kontamine olmuş yiyecekler, içme-kullanma suları ve atmosfer,  alkol, tütün
ve kurşunla sırlanmış çanak-çömlekler ve mesleki koşullar nedeniyle insanda kolaylıkla
biriken kurşunun,  enzimatik aktivite azalmasına, böbrek fonksiyonlarında ve santral
sinir sisteminde bozulmalara yol açtığı rapor edilmektedir [2,4]. Ayrıca bu metal EPA
(The U.S. Environmental Protection Agency) tarafından yapılan sınıflandırmada olası
B2 Grubu kanserojen maddeler arasında yer alır [5]. Çevreyi ve insan sağlığını tehdit
eden böylesi bir zehirin biyolojik olarak izlenmesi önemlidir. Doğal materyaller içinde
çok düşük derişimlerde bulunan bu elementin ölçülebilmesi için günümüzde en çok
kullanılan yöntem elektrotermal atomik absorpsiyon spektroskopisidir (ETAAS) [5-12].
ETAAS, antimon, bizmut, kalay, indiyum ve kurşun gibi uçucu elementleri nanogram
seviyesinde ölçebilecek duyarlığa sahip, hızlı ve rutin analize uygulanabilen
metodlardan birisidir. Ancak, uçucu elementler 300 ºC’nin üzerinde buharlaşmaya
başladıklarından atomlaşma sıcaklıklarında kütle kayıpları ve dolayısıyla analizlerde
hatalar meydana gelebilmektedir. Bu nedenle tayin elementinin termal kararlılığını kül
etme sıcaklığına kadar artırarak ortamda girişim oluşturan moleküllerin, radikallerin
veya bileşenlerin giderilmesini sağlamak ve atomlaşma basamağında tayin elementinin
kütle kaybını önlemek için ortam düzenleyiciler kullanılmaktadır [12-14].

Nitrik asit ise, atomik absorpsiyon spektroskopisiyle yapılan hemen her çalışmada
örneklerin çözünürleştirilmesi gerekliliği nedeniyle ortamda bulunabilen bir maddedir.
Özellikle son yıllarda mikrodalga ile çözünürleştirme işlemleri çeşitli üstünlükleri
nedeniyle çok tercih edilmektedir. Bu işlemlerde en çok tercih edilen asit de nitrik asittir
[15,16]. Analiz örneği veya ölçülecek element derişimi küçükse çözünürleştirilmiş
örneği her zaman seyreltmek mümkün olmayabilir ve ortamın nitrik asit derişimi
yüksek olabilir. Bu da tayin elementi üzerinde olumlu veya olumsuz bir etkiye neden
olabilir.

Bu bilgilere dayanılarak planlanan çalışmada biyolojik örneklerde ETAAS ile kurşun
tayini için farklı ortam düzenleyicilerin ve nitrik asit derişiminin etkisi incelendi.
Belirlenen en uygun koşullarda CRM BCR-397 insan saçı, NIST 2976 midye dokusu ve
HIGH EP-H-1 içme suyu standart referans maddelerinde kurşun tayin edilerek metodun
doğruluğu kontrol edildi.

2. Materyal ve Metot

Deneylerde kullanılan analitik saflıkta kimyasal maddeler ticari olarak temin edildi.
Çalışmada direnci 18,2 MΩ/cm-1 olan deiyonize su kullanıldı. Ölçümler Perkin Elmer
AAnalyst 600 model Zeeman etkili elektrotermal atomik absorpsiyon
spektrofotometresi ile gerçekleştirildi. Örneklerin atomlaştırıcıya enjeksiyonu için
AS800 oto örnekleyici kullanıldı. CRM BCR-397 insan saçı ve NIST 2976 midye
dokusu standart referans maddeleri CEM MARS 5 mikrodalga örnek çözücü sistemi
kullanılarak çözünürleştirildi. Bütün deneysel çalışmalar çizelge 1 ve çizelge 2’de
verilen koşullarda yapıldı.
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Çizelge 1. Atomik absorbsiyon çalışma koşulları

Çizelge 2. Elektrotermal Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresinin Sıcaklık Programı

Basamak Sıcaklık (ºC ) Ramp (s) Hold (s) Gaz akışı (mL/dak.)
Kurutma-1 110 1 30 250
Kurutma-2 130 15 30 250

Piroliz Değişken 10 20 250
Atomlaşma Değişken 0 5 0
Temizleme 2450 1 3 250

Biyolojik örneklerde ETAAS ile kurşun tayini için farklı ortam düzenleyicilerin ve
nitrik asitin etkisinin incelendiği çalışmada, termal kararlıklarını arttırmak ve atomlaşma
sıcaklığında kütle kayıplarını önlemek için ortam düzenleyici olarak Pd + Mg(NO3)2,
NH4H2PO4 + Mg(NO3)2, Pt + Pd kullanıldı. Bu ortam düzenleyicilerle nitrik asitin farklı
derişimlerinde piroliz sıcaklığı ve atomlaşma sıcaklığı optimizasyon çalışmaları
yapılarak belirlenen koşullarda, standart referans maddelerde kurşun tayin edilerek
metodun doğruluğu kontrol edildi.

3. Bulgular

3.1. Nitrik Asit Derişiminin Etkisi

Ortamda bulunan nitrik  asit miktarının etkisini incelemek üzere % 0, % 1, % 2, % 3, %
5, % 10, % 15, % 20 ve % 25 nitrik asit ortamında,  600 oC  piroliz ve 1600 oC
atomlaşma sıcaklığında 50 ng/mL kurşunun absorbans değerleri ölçüldü. En yüksek
absorbans değerinin %10’luk nitrik asit ortamında elde edildiği gözlendi (Şekil 1).

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00

% HNO3

A
bs

or
ba

ns

Şekil 1. 50 ng/mL kurşun üzerine nitrik asit derişiminin etkisi

Dalga boyu 283.3 nm
Lamba akımı 20 mA
Yarık aralığı 0.7 nm
Taşıyıcı Gaz Argon
Örnek hacmi 20 µL
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3.2.  Nitrik Asit Ortamında Optimizasyon

3.2.1. Piroliz Sıcaklığı

Atomlaşma sıcaklığının 1600 oC’de sabit tutulup, piroliz sıcaklığı değiştirilerek,
yapılan çalışmada, nitrik asit dışında başka bir ortam düzenleyicinin olmadığı
koşullarda % 10 nitrik asit ortamında elde edilen absorbans değerleri diğerlerinden daha
yüksek gözlendi (Şekil 2).
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Şekil 2. 50 ng/mL kurşunun farklı nitrik asit derişimlerinde 1600 oC atomlaşma sıcaklığında piroliz
sıcaklığı eğrileri

3.2.2. Atomlaşma Sıcaklığı

Piroliz sıcaklığı 600 oC’de sabit tutularak atomlaşma sıcaklığı değiştirilerek, atomlaşma
sıcaklığındaki değişim izlendi. Nitrik asit derişiminin % 10 olduğu durumda en yüksek
absorbans değeri elde edildi (Şekil 3 ).
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Şekil 3. 50 ng/mL kurşunun farklı nitrik asit derişimlerinde 600 oC piroliz sıcaklığında atomlaşma
sıcaklığı eğrileri
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3.3.  Nitrik Asit ve NH4H2PO4 + Mg(NO3)2 Ortamında Optimizasyon

3.3.1 Piroliz Sıcaklığı

Atomlaşma sıcaklığı 1600 oC’de sabit tutularak piroliz sıcaklığı değiştirildi ve
absorbanstaki değişim izlendi. Farklı nitrik asit derişimlerinde yapılan ölçümler
sonucunda % 10 nitrik asit ortamında elde edilen absorbans değerleri diğerlerinden daha
yüksek bulundu (Şekil 4).
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Şekil 4.  50 ng/mL kurşunun NH4H2PO4 +  Mg(NO3) ortam düzenleyici eklenerek farklı nitrik asit
derişimlerinde 1600oC atomlaşma sıcaklığında piroliz sıcaklığı eğrileri

3.3.2. Atomlaşma Sıcaklığı

Piroliz sıcaklığı 900 oC’de sabit tutularak atomlaşma sıcaklığı değiştirildi ve atomlaşma
sıcaklığındaki değişim izlendi. Nitrik asit derişimi %10 olduğu durumda en yüksek
absorbans elde edildi, absorbans değerinin 2200 oC atomlaşma sıcaklığına kadar hemen
hemen sabit kaldığı gözlendi (Şekil 5).
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Şekil 5.   50 ng/mL kurşunun NH4H2PO4 +  Mg(NO3) ortam düzenleyici eklenerek farklı nitrik asit
derişimlerinde 900oC piroliz sıcaklığında atomlaşma sıcaklığı eğrileri
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3.4. Nitrik Asit ve Pd + Mg(NO3)2 Ortamında Optimizasyon

3.4.1 Piroliz Sıcaklığı

Atomlaşma sıcaklığı 1600 oC’de sabit tutularak piroliz sıcaklığı değiştirilerek
absorbanstaki değişim izlendi. Değişik nitrik asit derişimlerinde yapılan ölçümler
sonucunda % 10 nitrik asit ortamında elde edilen absorbans değerleri diğerlerinden daha
yüksek bulundu (Şekil 6).
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Şekil 6. 50 ng/mL kurşunun Pd +  Mg(NO3) 2,ortam düzenleyici eklenerek farklı nitrik asit derişimlerinde
1600oC atomlaşma sıcaklığında piroliz sıcaklığı eğrileri

3.4.2. Atomlaşma Sıcaklığı

Piroliz sıcaklığı 900 oC’de sabit tutularak atomlaşma sıcaklığı değiştirildi ve atomlaşma
sıcaklığındaki değişim izlendi. Nitrik asit derişimi %10 olduğu durumda en yüksek
absorbans elde edildi, absorbans değerinin 2000 oC atomlaşma sıcaklığının oldukça
üstünde hemen hemen sabit kaldığı gözlendi (Şekil 7).
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Şekil 7.  50 ng/mL kurşunun Pd +  Mg(NO3) 2 ortam düzenleyici eklenerek farklı nitrik asit derişimlerinde
900oC piroliz sıcaklığında atomlaşma sıcaklığı eğrileri



SDU Journal of Science (E-Journal), 2012, 7 (1): 23-33
____________________________________________________

29

3.5. Nitrik Asit ve Pt + Pd Ortamında Optimizasyon

3.5.1 Piroliz Sıcaklığı

Atomlaşma sıcaklığı 1600 oC’de sabit tutularak piroliz sıcaklığı değiştirildi ve
absorbanstaki değişim izlendi. Değişik nitrik asit derişimlerinde yapılan ölçümler
sonucunda % 10 nitrik asit ortamında elde edilen absorbans değerleri diğerlerinden daha
yüksek bulundu (Şekil 8).  Ayrıca şekil 4’de gözlenene benzer şekilde 1000 oC civarına
kadar absorbansda çarpıcı bir düşme gözlendi.
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Şekil 8.  50 ng/mL kurşunun Pt +  Pd, ortam düzenleyici eklenerek farklı nitrik asit derişimlerinde
1600oC atomlaşma sıcaklığında piroliz sıcaklığı eğrileri

3.5.2. Atomlaşma Sıcaklığı

Piroliz sıcaklığı 900 oC’de sabit tutularak atomlaşma sıcaklığı değiştirildi ve atomlaşma
sıcaklığındaki değişim izlendi. Nitrik asit derişimi %10 olduğu durumda en yüksek
absorbans elde edildi, absorbans değerinin 2000- 2200 oC atomlaşma sıcaklığı
aralığında en yüksek olduğu gözlendi (Şekil 9).
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Şekil 9. 50 ng/mL kurşunun Pt +  Pd ortam düzenleyici eklenerek farklı nitrik asit derişimlerinde 900oC
piroliz sıcaklığında atomlaşma sıcaklığı eğrileri
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3.6.  Standart Referans Maddelerin Analizi

Çeşitli ortam düzenleyiciler ve nitrik asitin farklı derişimlerinde yapılan optimizasyon
çalışmaları sonucu standart referans maddelerin (SRM) analizi için en uygun koşulların
% 10 Nitrik Asit ve NH4H2PO4 + Mg(NO3)2 ortamı olduğuna karar verildi ve standart
referans maddelerin kurşun derişimleri bu ortamda ölçüldü. Karşılaştırma amacıyla
diğer ortam düzenleyicilerin bulunduğu koşullarda da SRM ‘lerin kurşun değerleri
ölçülerek % hata hesaplandı.

3.6.1. CRM BCR-397 İnsan Saçı Standart Referans Maddesinin Analizi

Belirlenen koşullarda İnsan Saçı CRM BCR-397 standart referans maddesine ait kurşun
derişimi ve diğer ortam düzenleyicilerle yapılan ölçümlerde elde edilen sonuçlar
Çizelge 3’de izlenmektedir.

Çizelge 3.  CRM BCR-397 İnsan Saçı Standart Referans Maddesinin kurşun derişimleri

Ortam Düzenleyici
Bulunan derişim

(µg/g)*

Sertifika
Değeri
(µg/g) % Hata

NH4H2PO4 + Mg(NO3)2 +%10 HNO3 32.2±0.30 33 2,4

Pd +  Mg(NO2) 2 + %10 HNO3 27.2±0.92 33 17,6

%10 HNO3 22.8±0.47 33 30.9

Pt +Pd%10 + HNO3 28.6±0.19 33 13,3
* Sonuçlar % 95 güven seviyesi ile 20 ölçümün ortalamasıdır ( x ±  t.s/√N )

3.6.2. NIST 2976 Midye Dokusu Standart Referans Maddesinin  Analizi

Belirlenen koşullarda Midye Dokusu NIST 2976 standart referans maddesine ait kurşun
derişimi ve diğer ortam düzenleyicilerle yapılan ölçümlerde elde edilen sonuçlar
Çizelge 4’ de verilmektedir.

Çizelge 4. NIST 2976 Midye Dokusu Standart Referans Maddesinin Kurşun Derişimleri

Ortam Düzenleyici
Bulunan derişim

(mg/kg)*
Sertifika Değeri

(mg/kg) % Hata
NH4H2PO4 + Mg(NO3)2 +%10 HNO3 1.15±0.09 1,19 3,4

Pd +  Mg(NO3) 2 + %10 HNO3 1.07±0.1 1,19 10,1
%10 HNO3 0.41±0.34 1,19 65,5

Pt +Pd + %10 HNO3 0.78±0.16 1,19 34,4
*Sonuçlar % 95 güven seviyesi ile 20 ölçümün ortalamasıdır ( x ± ts/√N )

3.6.3. HIGH EP-H-1 İçme Suyu Standart Referans Maddesinin  Analizi

Belirlenen koşullarda İçme Suyu HIGH EP-H-1 Standart Referans Maddesine ait
kurşun derişimi ve diğer ortam düzenleyicilerle yapılan ölçümlerde elde edilen sonuçlar
Çizelge 5’de verilmektedir.
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Çizelge 5.  HIGH EP-H-1 içme suyu Standart Referans Maddesinin kurşun derişimleri

Ortam Düzenleyici
Bulunan derişim

(mg/L)*
Sertifika Değeri

(mg/L)
%

Hata

NH4H2PO4 + Mg(NO3)2 +%10 HNO3 0.595±0.07 0.63 5,5

Pd + Mg(NO3) 2 + %10 HNO3 0.42±0.18 0,63 33,3

%10 HNO3 0.48±0.05 0.63 23,8

Pt +Pd% + 10 HNO3 0.46±0.43 0,63 27
   *Sonuçlar % 95 güven seviyesi ile 20 ölçümün ortalamasıdır ( x ± ts/√N )

3.7 Gözlenebilme sınırı ve doğrusal çalışma aralığı

Belirlenen koşullarda kurşunun gözlenebilme sınırı 0,67 μg/L, tayin sınırı 2,01 μg/L
olarak hesaplandı. Ayrıca elde edilen kalibrasyon grafiğinin denklemi
y=0.003x+0,0002, r = 0,997981 şeklinde idi ve 140 µg/L’ye kadar doğrusal bir değişim
gösterdi [17].

4. Tartışma ve Sonuç

ETAAS, yüksek duyarlılıkta, hızlı, rutine uygulanabilir olması sebebiyle eser
elementlerin tayininde yaygın olarak kullanılan metotlardan biridir. Küçük örnek
hacimleri ve viskoz sıvılarla da kolaylıkla çalışılabilir olması da biyolojik, özellikle de
klinik örneklerin analizi için ETAAS’nin avantajlı hale gelmesini sağlamaktadır. Ancak,
kurşun gibi uçucu elementler söz konusu olduğunda yüksek sıcaklıklarda buharlaşıp
ortamdan uzaklaşmaları nedeniyle analizlerde hatalar oluşabilir. Analiz elementi
kayıplarını önlemek ve girişim yapan bileşenleri ortamdan uzaklaştırmak amacıyla
analiz elementinin uçucu olmayan bileşiklere çevrilmesi için ortam düzenleyici adı
verilen maddeler eklenir [12,14,18]. Eklenen bu ortam düzenleyiciler analiz koşullarının
mutlaka belirlenmesini, piroliz ve atomlaşma sıcaklıkları için optimizasyon çalışması
yapılmasını gerektirir. Özellikle biyolojik örnekler söz konusu olduğunda, karmaşık
matrikslerinden dolayı çeşitli ortam düzenleyicilerle optimizasyon çalışmaları daha da
önem kazanır [19]. Bu çalışma kapsamında da uçucu bir element olan kurşunun
biyolojik örneklerde ETAAS ile tayini için çeşitli ortamlarda optimizasyonu yapıldı.
Bunun için ortam düzenleyici olarak, % 10 HNO3,  % 10 HNO3 + Pt + Pd, % 10 HNO3
+ Pd + Mg(NO3)2 ve % 10 HNO3 + NH4H2PO4 + Mg(NO3)2 kullanıldı.

Nitrik asit derişiminin seçilmesi özellikle önemliydi. Farklı nitrik asit derişimleri
kullanılarak yapılan çalışmalarda elde edilen veriler (Şekil 1-3) nitrik asit derişiminin
ortamda % 10’dan daha az ve fazla olduğu durumlarda kurşunun absorpsiyon sinyalinin
azaldığını gösterdi. Bu durum tüm ortamlar için aynı şekilde gözlemlendi (Sekil 4-9).

Uygun nitrik asit derişimi seçildikten sonra yukarıdaki ortamlarda piroliz ve atomlaşma
için en uygun sıcaklıklar ve ortam düzenleyici karışımı olarak % 10HNO3 + NH4H2PO4
+ Mg(NO3)2 belirlendi. Belirlenen koşullarda standart referans maddelerde kurşun
derişimleri tayin edildi. Aradaki farkı gözleyebilmek amacı ile ayrıca her bir referans
madde için diğer ortamlarda da kurşun derişimi tayin edildi.
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CRM BCR-397 insan saçında yapılan analizlerde % 10 HNO3 + NH4H2PO4 +
Mg(NO3)2 ortamında belgeli değere göre hata oranı % 2,4 bulundu. Diğer ortamlar için
ise hata oranları % 10’un üzerinde idi (Çizelge 3).

NIST 2976 midye dokusunda yapılan analizlerde % 10 HNO3 + NH4H2PO4 +
Mg(NO3)2 ortamında belgeli değere göre hata oranı % 3,4, diğer ortamlar için ise hata
oranları % 10’un üzerinde hesaplandı (Çizelge 4).

HIGH EP-H-1 içme suyunda yapılan analizlerde % 10 HNO3 + NH4H2PO4 + Mg(NO3)2
ortamında belgeli değere göre hata oranı % 5,5 olarak hesaplandı. Diğer ortamlar için
ise hata oranları % 10’un üzerinde bulundu (Çizelge 5).

ETAAS’de kurşun tayini için optimizasyon çalışmaları ile belirlenen yöntemle elde
edilen sonuçlar ve standart referans maddelerin belgeli değerlerine göre hesaplanan hata
oranları tayin yönteminin doğruluğunun oldukça iyi olduğunu gösterdi.

Çalışmada elde edilen bulgular, aynı zamanda ortamda bulunan nitrik asit miktarının
analiz sonuçlarını doğrudan etkilediğini de açıkça gösterdi. Ancak nitrik asit tek başına
ortam düzenleyici olarak iyi sonuç vermedi. Nitrik asit, atomik absorpsiyon
spektroskopisiyle yapılan hemen her çalışmada örneklerin çözünürleştirilmesi
gerekliliği nedeniyle ortamda bulunabilen bir maddedir. Özellikle son yıllarda
mikrodalga ile çözünürleştirme işlemleri çeşitli üstünlükleri nedeniyle çok tercih
edilmektedir. Bu işlemlerde de en çok tercih edilen asit nitrik asittir. Ortamda bulunan
nitrik asit miktarı analiz örneğinin miktarı ve ölçülecek elementin derişimi ile doğrudan
ilişkilidir. Analiz örneği veya ölçülecek element derişimi küçükse çözünürleştirilmiş
örneği her zaman seyreltmek mümkün olmayabilir ve ortamın nitrik asit derişimi
yüksek olabilir. Bu da tayin elementi üzerinde olumlu veya olumsuz bir etkiye neden
olabilir.

Elde ettiğimiz bulgular nitrik asit ortamında çözünürleştirme yapılan her örnek ve
analizi yapılan her element için en uygun nitrik asit derişimin seçilmesi gerekliliğini
ortaya koymaktadır. Bu çalışmanın sonuçlarına göre, elektrotermal atomik
absorpsiyonla yapılan çalışmalarda analiz koşullarının iyileştirilmesi çalışmaları sadece
ortam düzenleyiciler bakımından değil, aynı zamanda analiz örneğinin hazırlanması
aşamasında kullanılan ve ortamda çok miktarda bulunan nitrik asit bakımından da
yapılmalıdır.
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