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Ozet: Bu calismada, elektrotermal atomik absorpsiyon spektroskopisi (ETAAS) ile biyolojik érneklerde
kursun tayininde nitrik asit ve bazi ortam diizenleyicilerin etkileri incelendi. Farkl nitrik asit derisimleri
kullanilarak Pt + Pd, Pd + Mg(NO3), ve NH4H,PO, + Mg(NOs), ortamlarinda piroliz ve atomlasma
sicakhgr optimizasyon calismalari yapildi. % 10 HNO; + NH4H,PO, + Mg(NOs), ortami en uygun ortam
olarak belirlendi. Yontemin dogruluju CRM BCR-397 insan sa¢i, NIST 2976 midye dokusu ve HIGH
EP-H-1 icme suyu standart referans maddeleri ile kontrol edildi. Olgiilen degerlerin, sertifika
degerlerinden sapmasini gostermek icin bagil hata hesaplandi ve belirlenen ortamda (i¢ standart referans
madde icin badil hata % 10’un altinda bulundu. Belirlenen kosullarda kursunun gézlenebilme siniri
(LOD) 0,67 pg/L, tayin sinirt (LOQ) 2,01 pg/L olarak hesaplandi.

Anahtar kelimeler: Kursun tayini, ortam diizenleyici, 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), and NH,H,PO, + Mg(NOs), mixtures using various nitric acid concentrations. % 10 HNO; +
NH;H,PO, + Mg(NO3), 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 pg/L and 2,01.
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1. Giris

Gelisen teknoloji ve beraberinde getirdigi endistrilesme, giinimizde daha modern bir
yasam strmenin gerekliligi olarak gortlmesine ragmen, toplum saghgini tehdit eden
cok ciddi saglik sorunlarini da beraberinde getirmektedir. Bu sureg, bir yandan daha iyi
bir yasam dulzeyi saglarken, 6te yandan dogal dengenin bozulmasina, hava, su ve toprak
kirliligine neden olmaktadir. Kimyasal ¢evre kirlenmelerinin neden oldugu ¢ok sayida
hastalik insan ve toplum saghg icin buyik risk olusturmaktadir [1-3]. S6z konusu
kimyasal Kirleticilerden biri de en toksik elementlerden biri olan, ¢cevrede ve canli
organizmasinda birikebilmesi nedeniyle birincil kirleticilerden sayilan kursundur [1].
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Kursunla kontamine olmus yiyecekler, icme-kullanma sulari ve atmosfer, alkol, tutln
ve kursunla sirlanmis canak-¢omlekler ve mesleki kosullar nedeniyle insanda kolaylikla
biriken kursunun, enzimatik aktivite azalmasina, bobrek fonksiyonlarinda ve santral
sinir sisteminde bozulmalara yol actigi rapor edilmektedir [2,4]. Ayrica bu metal EPA
(The U.S. Environmental Protection Agency) tarafindan yapilan siniflandirmada olasi
B2 Grubu kanserojen maddeler arasinda yer alir [5]. Cevreyi ve insan sagligini tehdit
eden boylesi bir zehirin biyolojik olarak izlenmesi 6nemlidir. Dogal materyaller icinde
cok dusuk derisimlerde bulunan bu elementin 6lcilebilmesi igin ginimuzde en gok
kullanilan yéntem elektrotermal atomik absorpsiyon spektroskopisidir (ETAAS) [5-12].
ETAAS, antimon, bizmut, kalay, indiyum ve kursun gibi ucucu elementleri nanogram
seviyesinde Olcebilecek duyarliga sahip, hizli ve rutin analize uygulanabilen
metodlardan birisidir. Ancak, ugucu elementler 300 °C’nin Uzerinde buharlasmaya
basladiklarindan atomlasma sicakliklarinda kitle kayiplari ve dolayisiyla analizlerde
hatalar meydana gelebilmektedir. Bu nedenle tayin elementinin termal kararlihgini kil
etme sicakhigina kadar artirarak ortamda girisim olusturan molekdllerin, radikallerin
veya bilesenlerin giderilmesini sajlamak ve atomlasma basamaginda tayin elementinin
kitle kaybini 6nlemek icin ortam diizenleyiciler kullaniimaktadir [12-14].

Nitrik asit ise, atomik absorpsiyon spektroskopisiyle yapilan hemen her calismada
orneklerin ¢ozundrlestirilmesi gerekliligi nedeniyle ortamda bulunabilen bir maddedir.
Ozellikle son yillarda mikrodalga ile c¢ozinurlestirme islemleri cesitli Gstinlukleri
nedeniyle ¢ok tercih edilmektedir. Bu islemlerde en cok tercih edilen asit de nitrik asittir
[15,16]. Analiz 6rnegi veya Olculecek element derisimi kiglkse cozinurlestirilmis
ornegi her zaman seyreltmek mimkin olmayabilir ve ortamin nitrik asit derisimi
yuksek olabilir. Bu da tayin elementi Uzerinde olumlu veya olumsuz bir etkiye neden
olabilir.

Bu bilgilere dayanilarak planlanan calismada biyolojik 6rneklerde ETAAS ile kursun
tayini icin farkh ortam dizenleyicilerin ve nitrik asit derisiminin etkisi incelendi.
Belirlenen en uygun kosullarda CRM BCR-397 insan sacl, NIST 2976 midye dokusu ve
HIGH EP-H-1 igcme suyu standart referans maddelerinde kursun tayin edilerek metodun
dogrulugu kontrol edildi.

2. Materyal ve Metot

Deneylerde kullanilan analitik saflikta kimyasal maddeler ticari olarak temin edildi.
Calismada direnci 18,2 MQ/cm™ olan deiyonize su kullanildi. Olgiimler Perkin Elmer
AAnalyst 600 model Zeeman etkili elektrotermal atomik absorpsiyon
spektrofotometresi ile gerceklestirildi. Orneklerin atomlastiriclya enjeksiyonu igin
AS800 oto oOrnekleyici kullanildi. CRM BCR-397 insan sa¢l ve NIST 2976 midye
dokusu standart referans maddeleri CEM MARS 5 mikrodalga 6rnek ¢oziict sistemi
kullanilarak ¢ozindrlestirildi. Bltin deneysel calismalar gizelge 1 ve cizelge 2’de
verilen kosullarda yapildi.
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Cizelge 1. Atomik absorbsiyon ¢alisma kosullari

Dalga boyu 283.3nm
Lamba akimi 20 mA
Yarik arahigi 0.7 nm
Taslyicl Gaz Argon
Ornek hacmi 20 L

Cizelge 2. Elektrotermal Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresinin Sicaklik Programi

Basamak Sicaklik (°C) Ramp (s) Hold (s) Gaz akisl (mL/dak.)
Kurutma-1 110 1 30 250
Kurutma-2 130 15 30 250

Piroliz Degisken 10 20 250
Atomlasma Degisken 0 5 0
Temizleme 2450 1 3 250

Biyolojik 6érneklerde ETAAS ile kursun tayini icin farkli ortam dizenleyicilerin ve
nitrik asitin etkisinin incelendigi calismada, termal kararliklarini arttirmak ve atomlasma
sicakliginda kitle kayiplarini 6nlemek icin ortam dizenleyici olarak Pd + Mg(NOs)s,
NH4H,PO4 + Mg(NO3),, Pt + Pd kullanildi. Bu ortam duizenleyicilerle nitrik asitin farkli
derisimlerinde piroliz sicakhgi ve atomlasma sicakligi optimizasyon calismalari
yapilarak belirlenen kosullarda, standart referans maddelerde kursun tayin edilerek
metodun dogrulugu kontrol edildi.

3. Bulgular

3.1. Nitrik Asit Derisiminin Etkisi

Ortamda bulunan nitrik asit miktarinin etkisini incelemek tizere % 0, % 1, % 2, % 3, %
5, % 10, % 15, % 20 ve % 25 nitrik asit ortaminda, 600 °C piroliz ve 1600 °C

atomlasma sicakliginda 50 ng/mL kursunun absorbans degerleri dl¢tldi. En yiksek
absorbans degerinin %10’luk nitrik asit ortaminda elde edildigi gozlendi (Sekil 1).
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Sekil 1. 50 ng/mL kursun Uzerine nitrik asit derisiminin etkisi
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3.2. Nitrik Asit Ortaminda Optimizasyon

3.2.1. Piroliz Sicakligi

Atomlasma sicakhginin 1600 °C’de sabit tutulup, piroliz sicakhdi degistirilerek,
yapilan c¢alismada, nitrik asit disinda baska bir ortam dlzenleyicinin olmadigi
kosullarda % 10 nitrik asit ortaminda elde edilen absorbans degerleri digerlerinden daha

yuksek gozlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. 50 ng/mL kursunun farkli nitrik asit derisimlerinde 1600 °C atomlasma sicakhginda piroliz
sicakligi egrileri

3.2.2. Atomlasma Sicakhgi

Piroliz sicakligi 600 °C’de sabit tutularak atomlasma sicakhgi degistirilerek, atomlasma
sicakligindaki degisim izlendi. Nitrik asit derisiminin % 10 oldugu durumda en ylksek
absorbans degeri elde edildi (Sekil 3).
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Sekil 3. 50 ng/mL kursunun farkli nitrik asit derisimlerinde 600 °C piroliz sicaklijinda atomlasma
sicakhg egrileri
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3.3. Nitrik Asit ve NH4H,PO, + Mg(NO3), Ortaminda Optimizasyon

3.3.1 Piroliz Sicakhg!

Atomlasma sicakligi 1600 °C’de sabit tutularak piroliz sicakhgi degistirildi ve
absorbanstaki degisim izlendi. Farkl nitrik asit derisimlerinde yapilan olcumler
sonucunda % 10 nitrik asit ortaminda elde edilen absorbans degerleri digerlerinden daha
yuksek bulundu (Sekil 4).
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Sekil 4. 50 ng/mL kursunun NH4H,PO, + Mg(NO,) ortam diizenleyici eklenerek farkli nitrik asit
derisimlerinde 1600°C atomlasma sicakliginda piroliz sicakhgi egrileri

3.3.2. Atomlasma Sicakhgi

Piroliz sicakligi 900 °C’de sabit tutularak atomlasma sicakligi degistirildi ve atomlasma
sicakligindaki degisim izlendi. Nitrik asit derisimi %10 oldugu durumda en yiksek
absorbans elde edildi, absorbans degerinin 2200 °C atomlasma sicaklijina kadar hemen
hemen sabit kaldigi gozlendi (Sekil 5).

1,4

127 e %0 Nitrik Asit
@ 17 _= %1 Nitrik Asit
©
£ 081 B %5 Nitrik Asit
(o]
2 061 %310 Nitrik Asit
< .»*’ >oo-e

0,4 1 —x— %15 Nitrik Asit

02 - —e— %20 Nitrik Asit

0 T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500
Sicaklik °C

Sekil 5. 50 ng/mL kursunun NH4H,PO, + Mg(NOs) ortam dizenleyici eklenerek farkli nitrik asit
derisimlerinde 900°C piroliz sicakliginda atomlasma sicakhgi egrileri
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3.4. Nitrik Asit ve Pd + Mg(NO3), Ortaminda Optimizasyon
3.4.1 Piroliz Sicakhg!

Atomlasma sicakligi 1600 °C’de sabit tutularak piroliz sicakhgi degistirilerek
absorbanstaki degisim izlendi. Degisik nitrik asit derisimlerinde yapilan o6lcimler
sonucunda % 10 nitrik asit ortaminda elde edilen absorbans degerleri digerlerinden daha
yuksek bulundu (Sekil 6).
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Sekil 6. 50 ng/mL kursunun Pd + Mg(NOs) ,,ortam duzenleyici eklenerek farkli nitrik asit derisimlerinde
1600°C atomlasma sicakhiginda piroliz sicakhgi egrileri

3.4.2. Atomlasma Sicakhgi

Piroliz sicakligi 900 °C’de sabit tutularak atomlasma sicakligi degistirildi ve atomlasma
sicakligindaki degisim izlendi. Nitrik asit derisimi %10 oldugu durumda en yiksek
absorbans elde edildi, absorbans degerinin 2000 °C atomlasma sicakliginin oldukca
ustiinde hemen hemen sabit kaldigi gozlendi (Sekil 7).
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Sekil 7. 50 ng/mL kursunun Pd + Mg(NQs) , ortam diizenleyici eklenerek farkl nitrik asit derisimlerinde
900°C piroliz sicakliginda atomlasma sicakligi egrileri
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3.5. Nitrik Asit ve Pt + Pd Ortaminda Optimizasyon

3.5.1 Piroliz Sicakhg!

Atomlasma sicakligi 1600 °C’de sabit tutularak piroliz sicakhgi degistirildi ve
absorbanstaki degisim izlendi. Degisik nitrik asit derisimlerinde yapilan o6lcimler
sonucunda % 10 nitrik asit ortaminda elde edilen absorbans degerleri digerlerinden daha
yiiksek bulundu (Sekil 8). Ayrica sekil 4’de g6zlenene benzer sekilde 1000 °C civarina
kadar absorbansda carpici bir disme gozlendi.
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Sekil 8. 50 ng/mL kursunun Pt + Pd, ortam dizenleyici eklenerek farkli nitrik asit derisimlerinde
1600°C atomlasma sicakhiginda piroliz sicakligi egrileri

3.5.2. Atomlasma Sicakhgi

Piroliz sicakligi 900 °C’de sabit tutularak atomlasma sicakligi degistirildi ve atomlasma
sicakligindaki degisim izlendi. Nitrik asit derisimi %10 oldugu durumda en yiksek
absorbans elde edildi, absorbans degerinin 2000- 2200 °C atomlasma sicaklig
arahiginda en yuksek oldugu goézlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. 50 ng/mL kursunun Pt + Pd ortam diizenleyici eklenerek farkli nitrik asit derisimlerinde 900°C
piroliz sicakhginda atomlasma sicakligi egrileri
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3.6. Standart Referans Maddelerin Analizi

Cesitli ortam duzenleyiciler ve nitrik asitin farkli derisimlerinde yapilan optimizasyon
calismalari sonucu standart referans maddelerin (SRM) analizi i¢in en uygun kosullarin
% 10 Nitrik Asit ve NH4H,PO, + Mg(NO3), ortami olduguna karar verildi ve standart
referans maddelerin kursun derisimleri bu ortamda 6l¢uldi. Karsilastirma amaciyla
diger ortam duzenleyicilerin bulundugu kosullarda da SRM ‘lerin kursun degerleri
Olculerek % hata hesaplandi.

3.6.1. CRM BCR-397 insan Sag! Standart Referans Maddesinin Analizi
Belirlenen kosullarda insan Sagi CRM BCR-397 standart referans maddesine ait kursun
derisimi ve diger ortam duzenleyicilerle yapilan oOlcimlerde elde edilen sonuclar

Cizelge 3’de izlenmektedir.

Cizelge 3. CRM BCR-397 insan Sagi Standart Referans Maddesinin kursun derisimleri

Sertifika
Bulunan derisim Degeri
Ortam Dizenleyici (ng/g)* (Hg/g) % Hata
NH,;H,PO, + Mg(NOs3), +%10 HNO; 32.2+0.30 33 2,4
Pd + Mg(NO,), + %10 HNO; 27.2+0.92 33 17,6
%10 HNO; 22.8+0.47 33 30.9
Pt +Pd%10 + HNO; 28.6+0.19 33 13,3

* Sonuglar % 95 giiven seviyesi ile 20 6lgiimiin ortalamasidir (x + t.sWVN )

3.6.2. NIST 2976 Midye Dokusu Standart Referans Maddesinin Analizi

Belirlenen kosullarda Midye Dokusu NIST 2976 standart referans maddesine ait kursun
derisimi ve diger ortam duzenleyicilerle yapilan 6lgimlerde elde edilen sonuglar
Cizelge 4’ de verilmektedir.

Cizelge 4. NIST 2976 Midye Dokusu Standart Referans Maddesinin Kursun Derisimleri

Bulunan derisim Sertifika Degeri

Ortam Duizenleyici (mg/kg)* (ma/kg) % Hata
NH;H,PO, + Mg(NOs3), +%10 HNO; 1.15+0.09 1,19 3,4
Pd + Mg(NO3),+ %10 HNO, 1.0740.1 1,19 10,1
%10 HNO; 0.41+0.34 1,19 65,5
Pt +Pd + %10 HNO, 0.78+0.16 1,19 34,4

*Sonuclar % 95 giiven seviyesi ile 20 élgiimiin ortalamasidir ( x £ tsW/N )

3.6.3. HIGH EP-H-1 i¢me Suyu Standart Referans Maddesinin Analizi
Belirlenen kosullarda icme Suyu HIGH EP-H-1 Standart Referans Maddesine ait

kursun derisimi ve diger ortam dlzenleyicilerle yapilan dlgtimlerde elde edilen sonuglar
Cizelge 5°de verilmektedir.
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Cizelge 5. HIGH EP-H-1 igme suyu Standart Referans Maddesinin kursun derisimleri

Bulunan derisim  Sertifika Degeri %
Ortam Dizenleyici (mg/L)* (mg/L) Hata
NH4H,PO, + Mg(NOs), +%610 HNO; 0.595+0.07 0.63 55
Pd + Mg(NO3), + %10 HNO; 0.42+0.18 0,63 33,3
%10 HNO; 0.48+0.05 0.63 23,8

Pt +Pd% + 10 HNO4 0.46+0.43 0,63 27

*Sonuglar % 95 gtiven seviyesi ile 20 dlciimiin ortalamasidir ( x = ts/VN')

3.7 Gozlenebilme sinir1 ve dogrusal ¢alisma araligi

Belirlenen kosullarda kursunun gozlenebilme siniri 0,67 pg/L, tayin sinirt 2,01 pg/L
olarak  hesaplandi. Ayrica elde edilen kalibrasyon grafiginin  denklemi
y=0.003x+0,0002, r = 0,997981 seklinde idi ve 140 pg/L’ye kadar dogrusal bir degisim
gosterdi [17].

4. Tartigsma ve Sonug

ETAAS, vyuksek duyarhlikta, hizli, rutine uygulanabilir olmasi sebebiyle eser
elementlerin tayininde yaygin olarak kullanilan metotlardan biridir. Kicuk 6rnek
hacimleri ve viskoz sivilarla da kolaylikla calisilabilir olmasi da biyolojik, 6zellikle de
klinik drneklerin analizi icin ETAAS’nin avantajli hale gelmesini saglamaktadir. Ancak,
kursun gibi ucucu elementler s6z konusu oldugunda ylksek sicakliklarda buharlasip
ortamdan uzaklasmalari nedeniyle analizlerde hatalar olusabilir. Analiz elementi
kayiplarini 6nlemek ve girisim yapan bilesenleri ortamdan uzaklastirmak amaciyla
analiz elementinin ucucu olmayan bilesiklere ¢evrilmesi icin ortam duzenleyici adi
verilen maddeler eklenir [12,14,18]. Eklenen bu ortam duizenleyiciler analiz kosullarinin
mutlaka belirlenmesini, piroliz ve atomlasma sicakliklari i¢in optimizasyon calismasi
yaptimasini gerektirir. Ozellikle biyolojik érnekler s6z konusu oldugunda, karmasik
matrikslerinden dolayi cesitli ortam diizenleyicilerle optimizasyon calismalari daha da
O6nem kazanir [19]. Bu calisma kapsaminda da ucucu bir element olan kursunun
biyolojik drneklerde ETAAS ile tayini icin cesitli ortamlarda optimizasyonu yapildi.
Bunun i¢in ortam diizenleyici olarak, % 10 HNO3;, % 10 HNO; + Pt + Pd, % 10 HNO3
+ Pd + Mg(NO3), ve % 10 HNO3 + NH4H,PO,4 + Mg(NOs), kullanildi.

Nitrik asit derisiminin secilmesi 6zellikle énemliydi. Farkh nitrik asit derisimleri
kullanilarak yapilan calismalarda elde edilen veriler (Sekil 1-3) nitrik asit derisiminin
ortamda % 10’dan daha az ve fazla oldugu durumlarda kursunun absorpsiyon sinyalinin
azaldigini gosterdi. Bu durum tim ortamlar icin ayni sekilde gozlemlendi (Sekil 4-9).

Uygun nitrik asit derisimi secildikten sonra yukaridaki ortamlarda piroliz ve atomlasma
icin en uygun sicakliklar ve ortam dizenleyici karisimi olarak % 10HNO3; + NH4H,PO,
+ MQg(NOs3), belirlendi. Belirlenen kosullarda standart referans maddelerde kursun
derisimleri tayin edildi. Aradaki farki gozleyebilmek amaci ile ayrica her bir referans
madde icin diger ortamlarda da kursun derisimi tayin edildi.
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CRM BCR-397 insan sacinda yapilan analizlerde % 10 HNOs; + NH4H,PO, +
Mg(NO3), ortaminda belgeli degere gore hata orani % 2,4 bulundu. Diger ortamlar igin
ise hata oranlar1 % 10’un Uzerinde idi (Cizelge 3).

NIST 2976 midye dokusunda yapilan analizlerde % 10 HNOj3; + NH4H,PO, +
Mg(NO3), ortaminda belgeli degere gore hata orani % 3,4, diger ortamlar icin ise hata
oranlari % 10’un Uzerinde hesaplandi (Cizelge 4).

HIGH EP-H-1 i¢me suyunda yapilan analizlerde % 10 HNO3z + NH4;H,PO, + Mg(NOs),
ortaminda belgeli degere gore hata orani % 5,5 olarak hesaplandi. Diger ortamlar icin
ise hata oranlar1 % 10’un Uzerinde bulundu (Cizelge 5).

ETAAS’de kursun tayini icin optimizasyon calismalari ile belirlenen yoéntemle elde
edilen sonuglar ve standart referans maddelerin belgeli degerlerine gore hesaplanan hata
oranlari tayin yonteminin dogrulugunun oldukga iyi oldugunu gosterdi.

Calismada elde edilen bulgular, ayni zamanda ortamda bulunan nitrik asit miktarinin
analiz sonuglarini dogrudan etkiledigini de acikca gosterdi. Ancak nitrik asit tek basina
ortam duzenleyici olarak iyi sonu¢ vermedi. Nitrik asit, atomik absorpsiyon
spektroskopisiyle yapilan hemen her c¢alismada Orneklerin ¢Ozindrlestirilmesi
gerekliligi nedeniyle ortamda bulunabilen bir maddedir. Ozellikle son yillarda
mikrodalga ile ¢ozundrlestirme islemleri gesitli Ustlinlikleri nedeniyle cok tercih
edilmektedir. Bu islemlerde de en ¢ok tercih edilen asit nitrik asittir. Ortamda bulunan
nitrik asit miktari analiz 6rneginin miktari ve 6l¢ilecek elementin derisimi ile dogrudan
iliskilidir. Analiz 6rnegi veya Olculecek element derisimi kigukse ¢ozindrlestirilmis
ornegi her zaman seyreltmek mimkin olmayabilir ve ortamin nitrik asit derisimi
yuksek olabilir. Bu da tayin elementi Uzerinde olumlu veya olumsuz bir etkiye neden
olabilir.

Elde ettigimiz bulgular nitrik asit ortaminda ¢ozlndrlestirme yapilan her 6rnek ve
analizi yapilan her element icin en uygun nitrik asit derisimin secilmesi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Bu calismanin sonuclarina gore, elektrotermal atomik
absorpsiyonla yapilan ¢alismalarda analiz kosullarinin iyilestirilmesi ¢alismalari sadece
ortam dlzenleyiciler bakimindan degil, ayni zamanda analiz érneginin hazirlanmasi
asamasinda kullanilan ve ortamda ¢ok miktarda bulunan nitrik asit bakimindan da
yaptimalidir.
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