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OZET

Bu calismada inorganik arsenik turlerinin (iAs(lll) ve iAs(V)) ayni anda ve on-line
tayini igin hidrtr olusturmali atomik floresans spektroskopisi ile yéntem gelistirildi.
IAs (V) in on-line on-indirgemesi icin tiyoglikolik asit (TGA) kullanildi, tek bir As
formuyla (iAs (lll)) kalibrasyon egrisi cizildi ve arsenik tlrlerinin tayini
gergeklestirildi. Numuneler ve kalibrasyon standartlari segici hidur Uretimi igin 6n-
indirgeme olmadan tris tamponunda (pH: 7,2) hazirlandi. iAs (V) 150 ng/mL
degerine kadar ihmal edilebilirdi. iAs (Ill) ve iAs (V) i¢in tayin limiti (LOD) degerleri
siraslyla 27 pg/mL ve 36 pg/mL olarak bulundu. Yéntemin dogrulugu, geri kazanim
calismalari ve sertifikali referans materyal (TMDA-61) ile test edildi. Geri kazanim
degerleri %94 - %105 arasinda bulundu. TMDA-61 icin sertifikada belirtilen toplam
arsenik derigsimi 33,6 £ 0,4 ng/mL iken geligtirilen yontem ile 33,2 + 0,6 ng/mL
olarak belirlendi. Sonucun sertifika degeri ile uyumlu oldugu gérulda. 9 farkl ice
suyu icin arsenik tayini gergeklestirildi. Tim su orneklerinde iAs (V) ana formdu ve
bazi 6rnekler igin iAs (l1l) derisimi <LOD degerindeydi.
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ABSTRACT

In this study, for the simultaneous and on-line determination of inorganic arsenic
species (iAs (lll) and iAs (V)), the method was developed by hydride generating
atomic fluorescence spectroscopy. Thioglycolic acid (TGA) was used for on-line
pre-reduction of iAs (V), the calibration curve was plotted with a single As form
(iIAs (Ill)) and the arsenic species were determined. Samples and calibration
standards were prepared in tris buffer (pH: 7,2) without pre-reduction for selective
hydride generation. iAs (V) up to 150 ng / mL was negligible. Detection limit (LOD)
values for iAs (Ill) and iAs (V) were 27 pg / mL and 36 pg / mL, respectively. The
accuracy of the method was tested with recovery studies and certified reference
material (TMDA-61). The recovery values were between 94% and 105%. The total
arsenic concentration specified in the certificate for TMDA-61 was 33,6 + 0,4 ng /
mL, while it was 33,2 £ 0,6 ng / mL. The result was found to be consistent with the
certificate value. Arsenic determination was performed for 9 different brand waters.
iIAs (V) was the main form in all water samples and iAs (lll) concentration was
<LOD for some samples.
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1. GIiRiS

Arsenik dogada dogal olarak bulunur. Arsenige maruz kalmak insanlar agisindan
kacinilimazdir. insan sagligi Uzerinde arsenigin toksik etkisi vardir. Arsenik
toksisitesi arsenigin kimyasal formuna baglidir. inorganik arsenik tiirleri organik
arsenik turlerine gore daha toksiktir ve +3 degerlikli arsenik, elementel ve +5
degerlikli arsenikten daha toksiktir. Bu sebepten cevresel etki ve saglik risklerini
anlayabilmek icin arsenigin tek tek tdrlerinin belirlenmesi gerekmektedir. Arsenik
tirlerinden monometil arsonik asit (MMAA) ve dimetil arsinik asit (DMAA) dogal
sularda neredeyse hi¢ yoktur. Bu nedenle dogal sularda inorganik arsenik analizi
ve turlemesi yeterlidir.

Tuarleme igin kullanilan ¢ogu analitik yontem, ayirma tekniklerinin birlestiriimesini,
Ozellikle atomik absorpsiyon (AAS), induktif eslesmis plazma optik emisyon (ICP-
OES) veya induktif eglesmis plazma kutle spektrometrisine (ICP-MS) dayanan
spesifik element detektorleri ile birlestiriimis kromatografiyi (HPLC ve GC) igerir.
Ancak kromatografik olmayan yontemler kromatografi ile yapilan yontemlere goére
dusuk maliyetli, daha az zaman alicidir ve kullanimi daha kolaydir. Arsenik tirleme
calismalarinda yuksek segicilik ve yluksek duyarlilik nedeniyle hidrir olugturmali
atomik floresans spektroskopisi yaygin kullanilan bir ydontem olmustur.

Bu calismada kromatografik olmayan on-line 6n indirgemeli hidrir olusturma
dizenedi ve atomik floresans spektrometresinde inorganik arsenik turleme
yontemi gelistiriimigtir. Geligtirilen bu ydntem ile su numunelerinde iAs(lll) ve
IAs(V) tayini icin hizli ve basit bir alternatif prosedir saglanmistir. iAs(lll)’ Gn on-
indirgeyici varliginda ve yoklugunda, iAs(V) dn-indirgeme sonrasi hassasiyetleri
benzer oldugundan, su Orneklerinde her iki arsenik turinin belirlenmesi icin
iAs(ll1) ile elde edilen tek bir kalibrasyon grafigi kullanilabilmigtir. Bu sekilde, iAs(lIl)
ve iAs(V) tayini tek dlgumle yapiimistir.

Gelistirilen yontem ile yerel marketlerden alinan su drneklerinde inorganik arsenik
turleri tayin edilmistir. Sonugclar, tim su 6rneklerindeki arsenigin iAs (V) formunda
oldugu, bazi su numuneleri igin iAs(lll) derisiminin LOD degeri altinda oldugunu ve
toplam arsenik igeriginin, WHO tarafindan icme suyu igin belirlenen sinir degerden

(10ng/mL) duslk oldugunu gostermistir.






2. GENEL BILGILER
2.1.Arsenik

Arsenik, periyodik tabloda VA grubunda yer alir. Metal ile ametal arasinda bir
Ozellige sahiptir. Arsenik, yiyeceklerde, suda, cevrede, +3 ve +5 oksidasyon
basamaginda bulunur. Jeolojik olarak yaklasik 245 farkli mineralin bilesiminde yer
almaktadir. Yer kabugunun yaklasik % 0,0005’ ini olusturur. Toprakta, bazi kaya
turlerinde, oOzellikle kursun ve bakir igeren mineral ve cevherlerde dogal olarak
bulunur. Normal toprakta arsenik derisimi genellikle 1 - 40 ug/g civarindadir.

Yer alti suyunun toprak ve kaya igerisinden gegerken arsenik gibi bazi bilesikleri
ve mineralleri cozmesinin bir sonucu olarak sularda da arsenik bulunabilmektedir.
Yer alti suyunda arsenik derisimi 20 mg/L’ yi asabilir. icilebilecek bir suda toplam
arsenik derisimi 8-50 pg/L arahdindadir. Deniz suyundaki arsenik derigimi 0,09 -
24 ug/L arasinda degismektedir. Yuzeysel sularda ise bu deger 0,15 — 0,45 ug/L
arasindadir [1].

Deniz urunleri ve tahil gevrekleri gibi gidalar 6nemli arsenik maruziyeti kaynaklari
olarak kabul edilir. icme ve sulama sularl da insanlar igin arsenik maruziyetinin
ana kaynaklarindan olup WHO, 2010 yilinda igme suyunda olabilecek en yuksek
arsenik derigsimini 10 ng/mL olarak belirlemistir.

Arsenik iceren endustriyel Uretimler arasinda ahsap, kereste koruma islemleri,
kozmetikler, boya isletmeleri, ilag sanayi, herbisit sanayi, yar iletken madde
uretimi, dericilik, cam Uretimi, tibbi kullanimlar, kagit ve kagit hamuru uretimi ve
¢cimento isletmeleri bulunmaktadir. Ayrica bakir, nikel, altin madenciligi ve cevher
tasfiye etme islemleri, zirai uygulamalar, fosil yakitlarin kullanimi, didzenli
depolama sahasi sizinti sulari da arsenigin antropojenik kaynaklari arasindadir [2].
Arsenik maruziyetine neden olan en oOnemli insan aktiviteleri, zararli bitki ve
bocekleri yok eden tarim ilaclarinin kullanimi ve madencilik faaliyetleri olarak
gosterilebilir [3, 4]. Bu sebepler 1siginda, gida ve su dérneklerinde arsenik tayini

hala buyuk 6nem tagimaktadir.
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2.1.1 Arsenik toksisitesi

Arsenik tarimda, eczacilikta ve baska endustri dallarinda hammadde olarak
kullanilmaktadir ancak arsenigin insan sagligi Uzerinde toksik etkisi vardir. Arsenik
toksisitesi arsenigin kimyasal formuna baglidir. inorganik arsenik tiirleri organik
arsenik turlerine gore daha toksiktir ve +3 degerlikli arsenik, notral ve +5 degerlikli
arsenikten daha toksiktir [5, 6]. Diger arsenik turlerinden monometil arsonik asit
(MMAA) ve dimetil arsinik asit (DMAA) inorganik arsenik turlerinden daha az
toksiktir [7]. Arsenitin hlcreler tarafindan emilimi daha fazla oldugu icin, arsenata
kiyasla 60 kat daha toksiktir [8].

2.1.2 Suda arsenik

Yaygin dogasi nedeniyle, arsenik tim dogal sularda bulunmaktadir ve derisiminin
0,5 ug/L - 5000 pg/L arasinda oldugu rapor edilmistir.

WHO i¢me sularinda arsenik esik degerini 10 ug/L’ den diusuk olarak tavsiye
etmistir. Igme sularinda arsenigin en sik bulundugu haller arsenat As(V) ve arsenit
As(II)" tar [9]. Arsenat; oksijenli yluzeysel sularda bulunurken, arsenit cogunlukla
yeralti sularinda bulunmaktadir [10].

Deniz uriunlerinde organik formda bulunan arsenik turleri baskindir, sularda ise
arsenit (iAs (Ill), HsAsOs) ve arsenat (iAs (V), HsAsOa) gibi inorganik arsenik tarleri
baskin olarak bulunur [11, 12].

2.1.3 Arsenigin insan saghgi tizerindeki etkileri

Arsenik dogada dogal olarak bulunabildiginden arsenige maruz kalmak insanlar
acisindan kaginilmazdir. Bu durum havadan soluma yoluyla yiyecek ve su
tuketimiyle ve dermal absorpsiyon yoluyla gergeklesebilir.  Arsenik vicuda
alindiktan sonra cilt, solunum, kalp ve damar, bagisiklik, genital ve Uriner
sistemler, Ureme, sindirim sistemi ve sinir sistemini de igeren ¢ok farkli organlari
etkileyebilmektedir [13]. Deri lezyonu, genellikle As duzeylerinin yuksek oldugu
icme suyuna maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikan bir arsenik maruziyeti belirtisidir
[14]. Arsenik absorplandiginda oOncelikle karaciger, akciger, bdbrek ve kalpte
depolanmaktadir. Daha kuguk miktarlarda da kas ve sinir dokusunda
birikebilmektedir. Arsenik alimindan iki veya dort hafta sonra, keratin salfidril

gruplar tarafindan baglanarak tirnak, sa¢ ve ciltte birikmeye baglar [15]. Arsenik



toksik ve kanserojendir, ancak ne kadar alindigi, nasil alindigi ve maruz kalinma

siIkligi saglik etkilerini belirlemektedir [16].

2.1.4 Arsenik kimyasi

Arsenik dogada bolluk olarak 20. sirada yer alan insan vicudunda ise 12. sirada
yer alan bir metaloiddir [3].

Arsenik 4 oksidasyon basamaginda bulunmaktadir; +V (arsenat), +llI (arsenit), O
(arsenik), ve -1l (arsin). Arsenit ve arsenat dogada daha yaygin bulunurken diger
oksidasyon basamaklari nadir olarak bulunmaktadir [17]. Arsenigin arsenit,
arsenat ve metillenmis tlrlerinin yani sira arsenobetain ve arsenokolin (balik
arsenigi) gibi bilegikleri de vardir. Dogada en ¢ok bulunan arsenik turleri inorganik
arseniklerdir. (arsenat ve arsenit) inorganik arsenik ylizeysel su, yeralti suyu ve
deniz suyunda baskin olan tur iken organik arsenik turleri dogalgaz ve petrolde

baskin olan turlerdir [2]. Baskin olarak organik bicimde bulunan deniz Urlnlerinin
aksine, arsenit (iAs(lll), HsAsOs) ve arsenat gibi inorganik arsenikler (iAs(V),

H3AsOa) suda bulunan basglica turlerdir [11, 12].

Cizelge 2.1. Arsenik turleri

Adlandirma Formdal

Arsenit As(OH)3

Arsenat AsO(OH)s
Monometilarsenik asit CH3AsO(OH)2
Dimetilarsenik asit (CH3)3AsO
Arsenobetain (CH3)3As*CH2COOr
Arsenokolin (CH3)3As*CH2CH20H
Trimetilarsin oksit (CH3)3AsO
Trimetilarsin (CHs)3As

Arsenit sulu ¢ozeltilerde dort formda bulunur: H3AsOs, H2AsO3:, HAsO3s?, AsOs®.
Benzer sekilde arsenat da dort formda bulunur: HsAsO4, H2AsO4, HASO4%, AsO43.
Yeralti sularinin en ¢ok bulundugu pH araligi olan 6-9 araliginda baskin olan
arsenit tirt nétral (H3AsOs) iken, baskin olan arsenat tarleri -1 (H2AsOxs) ve -2
(HAsO4*) yukludar [18]. Yukseltgenme durumunda, H2AsOs4 dusuk pH’larda
(yaklasik 6,9’ dan daha dusuk) baskin olan tir iken daha ylksek pH’ larda HASO4*



baskin duruma gelmektedir. H3AsO4 son derece asidik ve AsO4* ise son derece
bazik sartlarda bulunmaktadir. indirgenme durumunda ise; pH'In 9,2’ den daha
dusuk oldugu durumlarda yuksuz olan HsAsOs baskin durumdadir [19].

Arsenit asagida verilen tepkimelere gore iyonlagsmaktadir [20]:

H3AsOz—> H* + H2AsO3 pKa = 9,22

Benzer sekilde, arsenat asagida verilen tepkimelere gore iyonlagmaktadir [20]:
H3zAsOs4~> H* + H2ASO4 pKa = 2,2

Cizelge 2.2. Arsenik tlrleri ve pKa degerleri

Analit Kisaltma Molekul Yapisi pKa
HOm—— ASeme OH
Arsenit As(lll) | 9,2
OH
O
" 2,25
Arsenat As(V) HO— As—OH 7,08
| 11,5
OH
OH
Monometil Arsonik | 4,1
) MMMA H3;C—As—OH
Asit || 8,2
0
Dimetil Arsinik Asit | DMAA H3C-As-OH 6,2
I
CHj3
PGS
| ®
Arseno Betain AsB H 3C\.---As o | 218
/ 0
H3C




Cizelge 2.2. Arsenik turleri ve pKa degerleri

Analit Kisaltma Molekdl Yapisi pKa
H,C
A koli AsC ﬂ{®
rsenokolin S HA,CwAS
32" " 0H
H,C
o
Trimetil Arsin Oksit TMAO HaC—A=s —CH 3 3,6
CH 3

2.2.Atomik Floresans Spektroskopisi

Kesikli veya surekli bir i1sik kaynagindan yayilan i1gimanin absorplanmasi ile
uyariimig enerji duzeyine c¢ikan atomlarin temel enerji dizeyine donerken
yaydiklari igimanin dlgulmesi ilkesine dayanan bir yontemdir.

Atomik floresans spektrofotometrelerinde, yayilan floresans isimasinin siddeti,
uyarmay! saglayan i1sik kaynagina dik bir agida Oolgulir. Atomik floresans
spektrometreleri genellikle uyarma 1sik kaynagi olarak Boosted Discharge Hollow
Cathode Lamp (BDHCL) ile donatiimistir.

t

.. | T ———
HUCRE 4 "
| "k CEORKTER . spepic
o
ARALIK { —
sl b MONOKROMATOR
ISIK KAYNAGI

Sekil 2.1. Atomik floresans spektroskopisi

Absorpsiyon ve emisyon prosesleri atomik turun karakteristik dalga boyunda
gerceklesir. AFS, civa, arsenik, selenyum, bizmut, antimon, tellir, kursun ve
kadmiyum gibi cevresel ve biyomedikal agidan énemli bazi elementlerin tayini igin
¢ok hassas ve segici bir yontemdir.

Atomik floresans tipleri rezonans floresansi, direkt hat floresansi ve basamakli hat
floresansidir. Rezonans floresansi, atomlarin absorpladidi dalga boyu ile ayni
dalga boyunda emisyon yapmasidir ve bu yontem analitik dlgumlerde kullanilan

baskin turdur. Direkt hat floresansinda bir atom temel enerji duzeyinden daha
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yuksek bir enerji dizeyine uyarilir, ardindan temel halin Ustindeki enerji
seviyesine dogrudan radyal bir gecis yapar. Uyarilmis atomlar, dogrudan temel
enerji duzeyine geri donmek yerine, genellikle daha dusuk uyarilmig bir duruma

carpismalar ile gecebilir [21].

1 2 2

REZONANS DIREKT-HAT BASAMAKLI

Sekil 2.2. Atomik floresans tipleri

Atomik absorpsiyon spektroskopisi ile karsilastirildiginda Atomik floresans
spektroskopisi teknigi, cok duguk bir zemin sinyaline sahip oldugundan hassasiyet
acisindan astundur. AFS, ICP-MS ile karsilagtinidiginda, bazi elementler (6rnegin,
As, Bi, Ge, Hg, Se, Sb, Sn, Te, vb.) icin benzer duyarhliga sahiptir ve basit bir
kurulum ve dusuk yatirrm ve bakim maliyetleri gerektirir.

Floresans 1simanin siddeti bir dizi faktére baghdir: uyarma kaynaginin siddeti,
atomlarin derigimleri, islemin nicel etkinligi (yani, birim zamanda floresansta
salinan enerjinin absorplanan enerjiye orani) ve atomlagtiricida kendi kendine
emilimin olgusu.

Floresans 1simasi, doygunluktan kaginildigi surece kaynak i1simasina ve gegisin
floresans kuantum verimliligine dogrusal olarak baglidir. Atomik derisim dusukse,
floresans sinyal toplam atomik derisime karsi dogrusal olarak degisir. Floresans
yogunlugu ayrica numunedeki analit derigimiyle ve cihazin optik verimliligiyle de
orantilidir [21, 22].

Atomik floresans spektrometri dezavantajlari sonumleme ve girisimlerdir.
Sonumleme, uyarilan atomlarin, atomizasyon kaynaklarindaki diger molekduller ile
carpistigi zaman meydana gelir. Hidrtr olusturma ve soguk buhar kullanildiginda
bu dezavantajlar minimum dizeydedir.

AFS cihazlari, dalga boyu segimine bagli olarak, dispersif ve dispersif olmayan
kategorilere ayrilir. Eger bir ¢izgi 1s1k kaynagi kullaniliyorsa dispersif cihazlar igin

dusuk ¢o6zundrlklG bir monokromatdr gerekir, ancak surekli bir 1sik kaynagi igin
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yuksek c¢ozunurlukli bir monokromatdr yeterlidir. Dispersif olmayan cihazlarda
monokromatorler kullanilmaz, bu da daha basit bir tasarim ve daha dusuk maliyet
getirir. Dispersif olmayan cihazlar, atomlagtiricidan gelen bagibos 1sik ve arka plan
emisyonu nedeniyle girisime maruz kalabilir [22]. Cizgi 1sik kaynagi bulunan
dispersif olmayan cihazlarda, bu girisimler belirlenmis bir bant genisliginin
detektdre ulasmasina izin veren bir filtre kullanilarak en aza indirilebilir. Cogu AFS
sisteminde, dalga boyu segimi, kaynak ile dedektor arasinda bulunan bir filtre
kullanilarak gerceklestirilir.

AFS'de, ozellikle spektral ¢izgi kaynaklari ve surekli kaynaklar olmak tGzere bir dizi
uyarma kaynag! kullanilir. Floresans isiginin giddeti, uyarici 1gin ile orantil
oldugundan, iyi hassasiyet ve genis dogrusal aralik elde etmek icin yuksek siddetli
uyarma kaynaklarina ihtiya¢ duyulur. Isik kaynagi, basit ve kullanimi kolay olmali,
kisa ve uzun vadeli saglam olmali ve optimum performans elde etmek igin
minimum bakim gerektirmelidir. YUkseltilmis oyuk katot lambalari bu gereksinimleri
kargilar. AFS igin kullanilan gogu atomlastirici, AAS veya AES'de kullanilanlara
benzerdir. Temel gereklilikler, minimum zemin sinyali guraltisine sahip serbest
atomlarin verimli ve hizl bir sekilde uretilmesi, analitin optik yolda kalma suresinin
uzun olmasi ve dusuk emilim ozellikleridir. Ayrica kullanim kolayhgi ve ekonomik
isletme maliyeti de 6nemlidir [21].

Atomik Floresans Spektroskopisi (AFS) As, Se, Sb ve Hg gibi hidrir olusturabilen
elementlerin tirleme calismalari icin ideal bir tayin teknigidir. AFS’ nin analitik
Ozellikleri, pg/L altinda tespit siniri, mg/L’ ye kadar genis lineer kalibrasyon arahgi
gibi, ¢evre, biyolojik ve gida numuneleri i¢in buyuk bir uygulama gesitliligi saglar.
AFS turleme calismalarinda yaygin olarak kullanilan Atomik Absorpsiyon
Spektroskopisi (AAS) ve indiiktif Eslesmis Plazma Spektroskopisi (ICP-MS) gibi
diger atomik spektroskopi yontemlerine uygun bir alternatiftir [21].

Arsenik turlemesi [23, 24] ve rutin analizlerde selenyum turleme [25] igin AFS,
daha fazla avantaj ile birlikte (basitlik, disik kazanim ve igletme maliyetleri)
duyarllik ve lineer kalibrasyon araligi ile AAS'den daha Ustun [26, 27] ve ICP-MS'

e benzerdir.
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2.3.Hidrur Olusturma Yontemi

Hidrlr olusturma, genel olarak analitin asit ve sodium borhidrirle reaksiyonu
sonucu ugucu bir tire dénustimidir. ik kez 1969 yilinda kullanilan Hidrir
Olusturma [28], ginUmuzde As, Sb, Sn, Te, Se, Ge, Pb, Bi gibi hidrir olusturan
elementler igin olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir numune verme yontemidir.
Hidrdr olusturma yonteminde analit, elektrolitik veya kimyasal yollarla ugucu turlere
donusturilmekte ve olusan ugucu tlrler azot ve argon gibi gazlar yardimiyla
atomlastiriciya tagsinmaktadir.

Teknik, As, Sb, Sn, Se, Bi ve Pb igceren numunelerin bir atomizére gaz fazinda
ulasmasi icin bir yol sunar. Bu elementlerle, hidrir olugturma alternatif metodlara
kiyasla dedeksiyon limitlerini 10 ile 100 kat iyilegtirir.

Hidrlr olusumu, tGmuU bir cam kapta bulunan sulu sodyum borhidrir ¢ozeltisine,
numunenin asitlestiriimis bir sulu ¢ozeltisinin eklenmesiyle olusur.

3BH4(aq) + 3H*(aq) + 4H3AsOa4(aq) — 3H3BOs(aq) + 4AsHs(g) + 3H20()

HO, hidridr olusturan elementler atomik spektrometre ile analiz edildiginde tercih
edilen bir tekniktir [29, 30]. Gaz halinde bir hidrar olarak uguculasmanin avantaji,
analit elementinin ayrilmasi, zenginlestiriimesi ve dolayisiyla girisimlerin
azaltilmasi veya tamamen giderilmesinde yatmaktadir [21].

1974’de Tsujii ve Kuga, dispersif olmayan AFS' ye baglanan hidrar olusturmayi
rapor etmiglerdir [31]. Arsenik tayini igin 2 ng olarak teshis limitini rapor etmiglerdir.
1975 yilinda Thompson ise, dedeksiyon limiti 0,06 ila 0,1 pg/L arasinda degisen
dispersif AFS yontemi kullanarak arsenik, selenyum, antimon ve telllrin hidrdr
olusturmali tayinini gergeklestiren ilk kisidir [32].

Diger yontemlerde oldugu gibi girisimler AFS icin de problemdir. Ancak c¢alismalar
yuksek hassasiyeti ile AFS numunelerinin seyreltiimesinin etkilesimleri 6nemli
Olclde azaltabilecegini veya ortadan kaldirabilecegini gostermigstir [33]. Spektral
girisim HO-AFS i¢in bir problem degildir, ¢cinkd analit atomlastiriciya gaz halinde
hidrur olarak gecerken, girisimler reaksiyon kabinda kalir.

Dedina ve Tsalev hidrir olusturma teknigini Sekil 2.3° te gosterildigi gibi

siniflandirmiglardir.
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Sirekli Akig |

. | Dodrudan transfar Akisa Enjeksiyon |

| Bag tipi |

Hidrdr Olugturma [

| Absorblayicr artamda ‘

Le | Zenginlestirme Basingh ortamda ‘

| S azot otarminda |

Sekil 2.3. Hidrar olusturma teknigi siniflandirmasi

2.3.1. Dogrudan transfer hidrur olusturma yontemleri

Strekli akig hidriir olugturma sistemleri ilk kez 1973 yilinda agiklanmistir. ik akisa
enjeksiyonlu hidrir olusturma sistemi ise 1982'de Astrom tarafindan onerilmistir.
1983 yili oncesinde, manuel bag tipi sistemler kullaniimaktaydi ve uygulamasi
zordu [34]. Cogu uygulamada bag sistemler AAS ve ICP-MS’le birlestirilmistir. Bag
hidrur olugturma duzenegi ilk kez Tsujii ve Kuga [31] tarafindan AFS ile birlikte
uygulanmigtir. Arsenigi arsine donusturebilmek icin asidik ortamda iyodur, kalay Il
ve ¢inko tozu igeren asit karisimi ortami kullaniimiglardir.

Thompson [32] 1975 yilinda bag HO-AFS igin yeni bir yontem gelistirmigstir.
Indirgeyici madde olarak sodyum borhidrir kullanmistir. AAS yéntemine gére daha
dusuk LOD ve daha yluksek dogrusal aralik rapor edilmigtir.

Guo ve arkadaslari [35] akisa enjeksiyonlu AFS ydntemiyle ¢alismiglardir ve bag
sistemi ile kiyaslamiglardir. Sistem bilgisayar kontrolll iki peristaltik pompa ve bir
enjeksiyon valfi icermektedir.

Bag sisteminin dezavantajlari su sekildedir:

e Yorucu prosesler

¢ Aralikli hidrojen Uretimi

e Enjeksiyona bagh duyarlilik

e Harcanan zaman [36]

Cok daha basit ve ucuz dizenekler olmalari ise akis sistemlerine karsi avantaj

saglamaktadir.
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Bahsedilen bu dezavantajlar surekli akis hidrar olusturma sistemlerinin ortaya
cikmasi ile giderilmigtir. Bu sistemde indirgeyici, tasiyici ve numune ¢ozeltileri gok
kanalli bir peristaltik pompa tarafindan génderilmektedir. Oncelikli olarak hidrir
olusum reaksiyonu numune valfinde gergeklesir, olusan hidur surekli olarak bir
gaz- sivi ayiriclya pompalanir, argon gazi yardimi ile taginir ve dedektore ulasir.
Bu yontemin avantajlari sunlardir:

o Reaksiyon kosullari dzerinde tam kontrol

e Surekli hidrojen uretimi

e Tecrubeli operator gerekli degildir.

e YUksek duyarlilik [34]

o Kullanim kolaylhgi

Akisa enjeksiyon yonteminin surekli akis yontemine gore dezavantaji duyarlihidin
biraz daha dusuk ve sistemin biraz daha karmasik olmasidir. Fakat akisa
enjeksiyonlu sistemler o6rnek hacminin arttirimasi ile kolaylikla surekli akis

sistemine donusturtlebilir.

2.4.Hidrur Olusturmali Atomik Floresans Spektroskopisi

Arsenik turleme analizinde hidrir olusturma yontemi ¢ogunlukla As Il / As V,
MMAA / DMAA turleme analizlerinde kullaniimaktadir. Hidrir olusturma
sonucunda kendi hidrarlerine (arsinlerine) ; arsin (AsHs), metilarsin (CH3AsH2)
veya dimetilarsine ((CHs)2AsH) donusurler [37].

Ucgucu arsenik turleri ¢inko/hidroklorik asit veya sodyum borhidrir/asit karigimlari
kullanilarak Uretilirler ve olugan ugucu arsenik turleri argon gazi ile dedeksiyon
sistemine tasginirlar.

AFS’ nin yuksek duyarlilik, genis dogrusal aralik ve diger avantajlar (basitlik, dusuk
maliyet) acisindan rutin analizlerde arsenik ve selenyum turleme calismalarinda
AAS’den Ustin oldugu ICP-MS’ le benzer oldugu belirtiimistir [23, 38].

Sivi orneklerde bulunan arsenik, selenyum, antimon gibi ugucu tarler, hidrur
olusturma (HO) sonrasi, argon taslyici gaz akigi ile bir gaz-sivi ayiriciya
tasinmaktadir ve ardindan argon-hidrojen diflizyon alevi ile atomizasyon
saglanmaktadir.

Civa icinse, soguk buhar olusturma, atomizasyon igin bir aleve gerek olmadan

kullanilabilen bir tekniktir. Hidrir olusturmayan elementlerden ucgucu tirler
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olusturmak icin 6nce bazi ek tirevlendirme adimlari gerekmektedir (foto-

oksidasyon, piroliz veya mikrodalga sistemi gibi) [21].

2.5.Arsenik Turlemesi

Analitik kimyada tlrleme terimi, belirli drneklerde farkli oksidasyon basamaginda
bulunan elementin ya da biyolojik aktivitelerde bilegiklere baglh olan elementin
tayini anlamina gelmektedir. Toksik etkileri arastirildiginda ktg¢ik molekullerin
(organo metalik bilesikler) turlemesi, biyolojik fonksiyonlari arastirildiginda ise
buyuk molekullerin tayini 6nem kazanmaktadir. Toplam element derigiminin tayini,
klinik ve ¢evresel agidan dnemlidir. Elementin toplam derisimini tayin etmek faydal
olmasina ragmen, gergekte, pek ¢ok analitik calismada element tlrlerinin ayri ayri
tayininin énemli oldugu gorulmektedir [39]. Arsenik tirleme galismalari, arsenigin
asagida belirtilen farkh 6zelliklerinden dolayi 6nemlidir:

1. Belirli sartlar altinda birbirlerine dénisebilen farkli oksidasyon basamagina
sahiptir.

2. Kuguk molekulli organo metalik yapilar olusturur.

3. Vucutta degismeden kalan diger organik bilegiklere bagh olarak bulunur.
Arsenobetain (AsB), arsenokolin (AsC), arseno bilesikleri, arseno yaglari gibi.

4. Hemoglobine bagh arsenat gibi makro molekulli biyomolekuller olusturur. As(lIl)
ve As(V) su drneklerinde, toprakta ve sedimentlerde siklikla tayin edilen tarlerdir.
Yukarida verilen bilgilere gore su orneklerinde arsenik tayini ve turlemesinin gok
dnemli oldugu anlagiimaktadir. inorganik arsenik olarak degerlendirilen As(lll) ve
As(V) arasinda, As(lll) digerinden 60 kat daha toksiktir. Su 6rneklerinde toksisite
yonunden onemli olan monometil arsonik asit (MMAA) ve dimetil arsinik asit
(DMAAA) pratikce dogal sularda hemen hemen hi¢ yoktur. Bu ylzden sularda
sadece inorganik arsenik analizi turlerinin tayini yeterlidir.

1973 yilinda Braman ve Foreback arsenit, arsenat, monometilarsenat,
dimetilarsenit turlemesi igin ilk secici hidrir olusturmaya dayali metodu rapor
etmislerdir [40]. Arsenik turleri bir sivi azot tuzaginda toplanmis ve ardindan isitilip
uygun kaynama noktalarina (arsin -55 °C, metilarsin 2 °C, dimetilarsin 55 °C) gore
serbest birakilip DC ark emisyon yontemi ile tayin edilmigtir. Brahman ve Foreback
¢alismalari, tirleme analizlerinin, 6zellikle arsenik tlirleme galismalarinin habercisi
olarak gorulebilir.

Arsenik hidrar olusum mekanizmasi agagidaki gibidir:
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As(OH)3 + 3 BH4 + 3 H* — AsHs + 3 BHs + 3 H20

3 BH3 + 3 H20 — H3BOs + 3 H2

Cozeltideki oksi iyon ve tetrahidroborat (THB) arasindaki reaksiyon pH bagimlidir
ve reaksiyonun seri bir bicimde devam etmesi igin tum analit tdrlerinin tamamen
protonlanmis olmasi gerekmektedir.

pKi arsenat icin 2,3 oldugundan THB ile reaksiyonu ¢ok dusuk pH’ larda
gerceklestiriimelidir. Diger taraftan arsenit (pKi 9,2) dogal sulu ortamlarda
protonlanmaktadir ve hafif asidik kosullarda (ylksek pH’ larda) THB ile reaksiyona

girmektedir.

2.6.Arsenik Turlemesinde Kullanilan Yontemler

IUPAC kilavuzunda, turleme analizi igin; bir numunede bir veya daha fazla
kimyasal turin tayin edilmesi ve miktarlarinin dlgllerek analitik aktivitelerinin
belirlenmesi olarak ifade edilmistir [41]. Kimyasal turler terimi, bir elementin
molekul, kompleks, ¢ekirdek yapisi veya oksidasyon basamagi seklinde spesifik
bir formudur. Bir elementin turleri hakkinda bilgi saglanmasinin, pek ¢ok elementin
reaksiyonunu ve kimyasal tlrlerin 6zelliklerini (biyoyararhlik ve toksisite gibi)
anlamak icin gerekli oldugu saptanmistir [42]. Arsenik toksisitesi de kimyasal
formuna baghdir. Bu nedenle cevresel etki ve saglik risklerini anlayabilmek icin tek
tek turlerinin belirlenmesi dnemlidir [43].

Turleme igin kullanilan ¢ogu analitik yontem, ayirma tekniklerinin birlestiriimesini,
Ozellikle atomik absorpsiyon (AAS), indiktif eslesmis plazma optic emisyon (ICP-
OES) veya kutle spektrometrisine (ICP-MS) gibi spesifik element detektorleri ile
birlestirilerek kullaniimasini (HPLC ve GC) igerir [44, 45]. indlktif eslesmis plazma
kitle spektrometresi ve hidrir olusturmali atomik floresans spektrometresi ile
birlestiriimis ylksek performansli sivi kromatografisi, arsenik tirleme analizi igin en
sik kullanilan tekniklerdir [46-48].

Hidrdr olusturabilen elementler icin HPLC-HO-AAS, HPLC-HO-AFS, HPLC-HO-
ICP—-MS gibi teknikler énerilmigstir [49]. Bu yaklasimlarin en énemli avantaji, tlrlerin
verimli bir sekilde ayrilmasi ve element spesifik on-line tayin yapabilmesidir. Bu
tekniklerden ICP-MS’ in artan karmasiklik, ayni element tirlerinin ayni anda
elisyonu [50] ve organik solvent kullanimina bagh plazma stabilite sorunlari,
poliatomik iyonlardan kaynaklanan girisimler gibi [51] dezavantajlari vardir. Ayni

zamanda maliyet, analiz suresi, kullanim zorlugu agisindan da dezavantajlar
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vardir.

Kromatografik teknikler su orneklerinde arsenik turlerini ayirmak igcin pek c¢ok
olanak saglamaktadir. Ayirma yontemlerinden en ¢ok gaz kromatografisi ve sivi
kromatografisi tercih edilmektedir. Gaz kromatografisinde ugucu turler dretmek igin
oncelikli bir turevlendirme adimi gerektirmektedir ki bu her zaman mumkin
olmayabilir. Buyuk biyolojik molekullerde ise kapiler elektroforez tercih
edilmektedir.

Arsenik tlrleme c¢alismalarinda, AAS ve AES gibi HPLC ile birlegtiriimis
spektroskopik yontemler ile pek ¢ok arsenik turinin ayrilmasi saglanabilse de
dedektor duyarlihginin  daguk biyolojik 6rneklerde sinirh  bir basari elde
edilebilmektedir.

HPLC-HO-AAS ve HPLC-HO-AFS yalnizca hidrir olusturabilen arsenik tarlerinin
tayini i¢cin uygundur ve bu nedenle yalnizca su ve idrar orneklerinin analiz
edilebilmesi ile kisithdir. HPLC-HO-AFS dedektdr duyarlihgi HPLC-ICPMS’le
benzerdir [37].

idrar 6rneklerinde inorganik arsenik tiirlemesi igin Lindberg ve arkadaslari, yaygin
olarak kullanilan ¢ yontem olan HPLC-HO-ICP-MS, HPLC-HO-AFS ve HPLC-HO
AAS yontemlerini kargilastirmiglardir. Ve analitik kaliteler agisindan bu ¢ metodun
benzer oldugunu saptamislardir. Yuksek duyarhlik ve dusuk maliyet agisindan
HPLC-HO-AFS teknigini dnermiglerdir [52].

Gomez-Ariza ve arkadaslari idrarda arsenik tirlemesi icin HPLC-HO-AFS teknigini
tercih etmislerdir. Arsenit, dimetilarsinik asit, monometilarsonik asit ve arsenat igin
LOD degerlerini; 0,17, 0,45, 0,30 ve 0,38 ug/L bulmuslardir. Kromatografi sonrasi
on-line fotooksidasyon basamagi ile arsenobetain derisimi de tayin edilmistir.
Genis dogrusal aralik ve AFS dedektoérin maliyet disukligu nedeniyle bu teknigi
avantajli bulmuslardir [26].

HPLC-ICPMS teknigi saglam ve duyarli bir tekniktir. Arsenik bilegiklerinde iyi bir
ayrim, minimum numune hazirhigr ve mukemmel dedektor duyarhligi saglar. Sulu
ornekler, ¢cevresel ve biyolojik drneklerin sulu ekstratlarinin analizi igin uygundur ve
tim arsenik tirlerinin  tayini  mudmkinddr.  Spektral girisimler meydana
gelebilmektedir ancak kromatografi veya reaksiyon/carpigsma hicresi teknolojisi ya
da vyuksek ¢ozunurliklG kutle analizéri  kullanimi ile  bunun Ustesinden

gelinebilmektedir.
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HPLC-HO-AFS calismalari literatirde zamanla azalmistir. Bunun nedeni ICP-MS
araylzundn basit olmasidir. ICPMS kullanilirken, HPLC-HO-AFS’ de oldugu gibi
on-indirgeme veya oksidasyon basamaklari gerekmemektedir. Ancak pahalilgi
nedeniyle az sayida laboratuvarda kullanim alani bulabilmektedir [53].

ICP-MS yoénteminin diger yontemlere gore baslica avantajlari; disuk tespit siniri
(kuadrupol cihazlarla 1-10 pg/mL), genis dogrusal dinamik aralik, hizli olmasi,
¢oklu element caligilabilmesidir [54]. Tum bu avantajlara ragmen ICP-MS
yonteminin bazi sinirlamalari mevcuttur. ICP-MS’in tek basina kullanimi dogrudan
molekdiler bilgi vermemektedir. Once bir ayirma ydntemi gerekmektedir. [55].
Non-kromatografik yontemler kromatografi ile yapilan yontemlere gére daha az
maliyetli, daha az zaman alicidir ve kullanim olarak daha kolaydir [56].

HO ile birlestirilimis atomik teknikler eser As, Sb, Se, Te duzeylerinin
belirlenmesinde hassas analitik araglardir. Atomik spektrometreler kromatografik
olmayan turleme analizlerinde siklikla kullaniimaktadir. Bu tekniklerin avantaji,
duyarli olmalari ve element spesifik olmalaridir. Hidrur olusturan elementlerin
kromatografik bir ayirma yontemi kullanmadan, farkli oksidasyon basamaklarini
ayirt etme yetenegi sebebiyle HO tekniklerinin kullanimi hala artmaktadir. Uygun
ayirma yontemleri kullanilarak elementel tlre karsilik gelen hidrarler nicel olarak
analiz edilebilirler. Bu ayirma teknikleri, pH ayarlama, tampon, reaksiyon ortami,
matriks modifikasyonu, ekstraksiyon ve secici allkonmaya dayanan segici hidrur
olusumunu icerir [42].

Arsenik turlemede bir diger yontem kriyojenik tuzaklamadir. Kriyojenik
tuzaklamada hidrarler sivi azot sicakliklarinda tuzaklanirlar, daha sonra toplanan
arsinler kendi kaynama noktalarina (AsHs -55°C, CHsAsH2 2°C ve (CHs)2AsH
55°C) isitilarak sirayla tuzaktan ¢ikarlar ve daha sonra bir distilasyon mekanizmasi
ile ayrilirlar. Cam boncuklu tuzak kullaniimis ise sivi azottan direkt gikartilir ancak
eger kromatografik paket materyali kullaniimig ise elektrikle isitiimasi gereklidir.
Akisa enjeksiyonlu sistemlerin  kullaniimasi ile kimyasal, mikrodalga ve
fotokimyasal yontemler kullanilarak verimli on-line 6n—indirgeme yoéntemleri
saglanmistir. Bu teknik ile uguculagsma sirasinda analit kaybi, elementel hale

indirgeme gibi geleneksel off-line yontemlerin dezavantajlari dnlenmigtir [57].
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2.6.1. Hidrur olusturmali atomik floresans spektroskopisi ile kromatografik
ve kromatografik olmayan arsenik tiirleme yontemleri

Arsenik turleme, hem inorganik hem de organik arsenik olmak Uzere birgcok
kimyasal tarQ igerir. Oksitler, arsenit ve arsenat, monometil ve dimetil arsenik
tarleri (MMAA ve DMAA), asidik ortamda NaBHya ile indirgendiginde ugucu arsinler
uretir. Trimetil arsenik oksit, tetrametil arsenik iyonu, arsenobetain ve arsenokolin
gibi baska ugucu olmayan turler de vardir. Bu durumda, molekullerin organik
kisminin tahribi hidrlr olusturma basamagindan dnce gereklidir ve foto-oksidasyon
(bazik ortamda ve UV isiginda gugla bir oksidan K2S20s ile), termik oksidasyon
(bazik ortamda ve kuvvetli oksidan K2S20s ve i1sitma) veya bir mikrodalga destekli
parcalama yoluyla gerceklestirilebilir.

Floresans spektroskopisi arsenik tdrlerinin tayininde siklikla kullanilan bir
yontemdir.  Calismalar  kromatografik veya  non-kromatografik  olarak

yapilabilmektedir.

Kromatografik ayirma ile arsenik tiirlemesi

lyon degisimine dayanan HPLC ydntemi, arsenik tiirlerinin AFS ile tayininde tercih
edilen bir ayirma teknigidir, ¢inkl arsenik tarlerinin ¢ogu, pH' a bagh olarak,
negatif veya pozitif yuklu turler olarak ¢ozeltide bulunurlar. Genellikle glgli iyon
degisim kolonlari [58] veya ters fazli kolonlar kullanilarak HPLC ile ayrilirlar [59,
60].

lyon degistirme kolonlarinin kullanimi, birgok tiirleme calisgmasinda yaygin olarak
kullanilir, ¢unkl ayirma islemi sahip ters fazli kolonlardan daha fazla
tekrarlanabilirdir ve numune matriks girisimlerine daha az egilimlidir.

Bir ornek olarak, As (lll), As (V), DMAA, MMAA ve AsB (bir 6n kolon ve UV foto-
oksidasyon adimi ile) turlerinin her biri i¢in 0,2, 0,1, 0,2, 0,2 ve 0,3 mg/L
dedeksiyon limitleri bildirilmigtir; [26]. Yeni gaz ayirici tasarimlariyla algilama
sinirlarinin iyilestirildigi rapor edilmistir [61, 62].

HPLC-HO-AFS yontemi ise c¢ok cgesitli numunelere basariyla uygulanmistir.
Kaplica suyu, krom-bakirla muamele edilmis tahtadan [63] sizinti suyu [64], atik su
[65]; altin madeni atiklari, asit madeni drenaji [66, 67] veya bira gibi cesitli
numuneler i¢in uygulamalari vardir [68].

AFS' nin idrar numuneleri igin, inorganik turlerin tirlemesinde kullanildiginda [69]

AAS ve ICP-MS ile kargilastirildiginda yararlari gorulmektedir.
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Kromatografik ayirmaya bagka bir alternatif, arsenik tirlerinin kapiler elektroforez
(CE) ile on-line olarak ayrilmasidir. CE-HO-AFS, As (lIl), As (V), DMAA ve MMAA
turlerinin belirlenmesi igin onerilmistir. Arsenik turleri on-line 6n-zenginlestirilerek
(zenginlestirme faktori 37-50 kat), numune c¢ozeltisinin pH' 1 yuksek ve CE
tamponunun pH'I disuk ayarlanarak, 5,0 - 9,3 mg/L [80] araliginda tayin sinirlarina

ulastlir.

Kromatografik olmayan ayirma ile arsenik tiirlemesi

Kromatografik olmayan turleme stratejisi daha ucuz, daha hassas ve daha basit
olmasinin yani sira asil avantaji, kisa bir analiz suresi igerisinde turler hakkinda
yeterli bilgi toplama yetenedidir.

Analitlerin kromatografik olarak ayrilmadan turlemesi, hidrlr Gretimi i¢in kullanilan
reaktiflerin (NaBH4 ve HCI c¢ozeltileri) ayarlanmasiyla gergeklestirilebilir. Bu,
kullanicinin hangi turlerin ugucu bir hidrire donusturilecegini segmesine izin verir.
Bu off-line yaklasim yalnizca inorganik ve metillenmis arsenik turler (As (lll), As
(V), MMA ve DMAA) icin kullaniimaktadir. Bazi ¢alismalar HO basamaginin
asitligini kontrol ederek sudaki As (lll) ve As (V)' in ozelliklerini agiklamiglardir.
Yuksek asitlik, As (Ill) ve As (V) 'in eszamanli olarak belirlenmesine izin verirken,
dusuk asitlik sadece iAs(lll)' Un belirlenmesine izin verir, iIAs(V) notr veya bazik pH'
da hidrir haline dontsmez. As (V) iki 6lgimun farki ile 6lguldr.

Suda iAs(lll) ve iAs(V)' in belirlenmesi i¢in non-kromatografik bir bagka yaklasim
ise, bir multi-port secimli valf ile Multi Syringe Flow Injection analizidir. KI, iAs(V) ‘i
iAs (IlI)" e donustirmek icin gereklidir ve boylece As (V) toplam inorganik arsenigin
farki olarak olgular [70].

Arseniklerin non-kromatografik turlemesi igin bir on-indirgeme reaktifi kullanarak
segici hidrar olusturulabilir. Askorbik asitli veya konsantre HCI iceren potasyum
iyodur (KI) As(V) in As(lll)’ e indirgenmesinde kullaniimistir [70-72].

On-indirgeme igleminin tamamlanmasi icin uzun reaksiyon siresi, ylUksek
derisimlerde reaktiflerin kullaniimasi gerekliligi ve KI’ tn kararhliginin diguk olmasi
nedeniyle Kl yerine, L-sistein (L-cys) gibi tiyol (-SH) grubu bulunan reaktifler tercih
edilir [73].

HCI ortaminda I-cys ile 6n-indirgeme, dar bir asit derisimi araliginda (0,01 — 0,1
mol/L) gergeklestirildiginden numune analizinde bazi riskler dogurabilmektedir [74,

75]. Secici hidrar olusturmanin  bir baska =zorlugu da, arsenik turlerinin
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duyarhliginin farkh olabilecegi ve bunun neticesinde, dodru sonuglar elde etmek
icin birden fazla kalibrasyon egrisi kullaniimasi gerekliligidir [72, 76]. Bu
dezavantajin Ustesinden gelmek igin, reaksiyon ortami olarak Tris tamponu (pH: 6)
Onerilmistir ve homojen olarak tum arsenik turler icin hassasiyet saglanmistir [77].
L-cys disinda, -SH fonksiyonel gruba sahip olan gesitli dn-indirgeyici reaktifler test
edilmistir ve tiyoglikolik asitin (TGA) digerleri arasinda en etkili oldugu bulunmustur
[78]. Ayrica, TGA ile 6n-indirgemenin oda sicakliginda I-cys ile muameleye kiyasla
daha hizl oldugu gérulmastir. As (V)' in As (lll)' e on-line olarak indirgenmesi igin
L-cys kullanildiginda, on-indirgeme kabinin sitilmasi gerektigi ¢lnkd oda
sicakliginda on-indirgeme reaksiyonunun ¢ok yavas oldugu (=60 d) belirtilmigtir
[79]. Boylece hizli 6n-indirgeme 6zelligi TGA' y1 on-line non-kromatografik tirleme
analizi igin 6n-indirgeyici reaktif olarak one ¢ikarmigtir.

Arsenik turlemesinde kromatografik ayirma yontemleri yerine kromatografik
olmayan yontemler kullanmak daha az maliyet, kullanim kolayhgl ve zaman
avantajl saglar. Bu nedenle burada yapilan calisma ile kromatografik yontemlere
avantaj saglayacak alternatif bir yontem gelistirmek dnemlidir.

En uygun deneysel kosullari belirleyerek zamandan tasarruf saglamak ve
kullanimi kolaylastirmak adina tek bir akista hem iAs(lll) hem de iAs(V) tayin
edebilmek ve tek bir arsenik tlrl Gzerinden kalibrasyon grafigi kullanabilmek igin

calismalar gercgeklestirildi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Reaktifler

Kullanilan tim coézeltiler analitik saflikta olup, aksi belirtimedikge tim c¢ozeltiler
minimum 18,2 MQ/cm 6zdirengte Milli-Q sistem (Millipore, Milford, MA, USA)
deiyonize su kullanilarak hazirlandi. YUksek saflikta Argon (Ar) ve Azot (N2)

tasiyici ve kurutucu gaz olarak, Hz difizyon alevini olusturmak igin 80 mL/d akis

hizinda yuksek saflikta hidrojen gazi (H2) kullanilirken tasiyici ve kurutucu gazlar
icin Uretici tarafindan onerilen 250 mL/d Ar, 2 L/d N2 gazi akis hizlari kullanildi.
As(V) ve As(lll) (Fisher Scientific) c¢ozeltileri 1000 mg/L derigsimindeki stok
cozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak gunluk olarak hazirlandi. Tris tamponu,
Tris bazi (Tris(hidroksimetill) aminometan, Sigma) kullanilarak hazirlandi. pH
ayarlamalari HCI (Merck) ile yapildi. Tm numuneler, kalibrasyon standartlari ve
iAs (V) in on-line én-indirgemesi i¢in kullanilan tiyoglikolik asit (TGA, Merck) tris
tampon ortaminda hazirlandi. NaBH4 (en az % 96 saflikta, Aldrich), % 0,1 (a/h)
NaOH (Merck) iginde ¢ozildu ve hidrir Gretimi igin kullanildi. Onerilen yéntemin
dogrulugunu test etmek icin, TMDA-61 Fortified Water (NIWR, Kanada) sertifikali

referans materyal kullanildi.

3.2. Enstrimantasyon

3.2.1. Atomik floresans spektrometre

Calismada Photron (Victoria, Avustralya) arsenik boosted discharge hollow
cathode lamp (BDHCL) ile donatiimis PS Analitik (Orpington, UK) Millenium

Excalibur atomik floresans spektrometresi kullanildi.
Hidrir olusturma reaksiyonu sirasinda Uretilen Hz, hidrojen difizyon alevini

olusturmak igin yeterli olmadigindan, 80 mL/d akis hizinda ilave bir Hz2 gazi gaz
sivl ayiricisina gonderildi. As sinyali 193,7 nm' de olguldi. Tum olgumler Gg
tekrarli olarak yapildi ve analizler boyunca tium ornekler Gg¢ paralel hazirlandi.
Surekli akigh hidrir olusturma sisteminde 1,14 mm i¢ c¢aph peristaltik pompa
tipleri (Tygon) kullanilirken ara baglantilar, reaksiyon sarmali ve 6n-indirgeme
sarmali i¢in 0,8 mm i¢ ¢apli PTFE tuapler kullanildi.

Tum ¢oOzeltiler peristaltik pompa vasitasiyla karistirma odasindan U boru tipindeki

gaz-sivi ayiricisina (GLS) gonderildi. Olusan arsenik hidrur taglyici gaz yardimiyla
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atomlastirlya transfer edildi. Atomlastirma H2-Ar alevinde saglandi. Tim

Olcumlerde pik yuksekligi kullanildi.

3.2.2. Sirekli akisg hidrur olugturma diizenegi

Surekli akig hidrir olugturma (SA-HO) dizeneginde numune ve NaBHas
gOzeltilerinin akisini saglamak igin U¢ kanalli peristaltik pompa ALITEA VS 3
kullanildi. Hidrdr olusturmak igin; pompanin bir kanalindan NaBHa4, bir kanalindan
numune ¢oOzeltisi diger bir kanalindan ise kor ¢ozeltisi 2,2 mL/d akis hiziyla
gonderildi. AFS cihazinda bulunan 6-yollu vana vasitasiyla kor veya analit
¢Ozeltisinin gegmesi saglanarak karistirma odasinda NaBHa ile karistirihp
reaksiyon sarmalindan gaz-sivi ayiricisina (GLS) gonderildi. SA-HO-AFS
yonteminde her dlgimde 6nce 10 s boyunca kor ¢ozeltisiyle NaBH4 karistirilarak
zemin sinyali Ol¢uldi ve daha sonra vananin pozisyonu otomatik olarak
degistirilerek numune ¢ozeltisinin NaBHa ile karismasi saglandi. Analit veya kor
¢Ozeltisinden birisi NaBH4 ile karisirken diger c¢ozelti atiga goénderildi. Olusan
hidrar tarleri GLS’den atomlastirici olarak kullanilan Hz-Ar difiizyon alevine tasiyici
gaz Ar vasitasiyla gonderildi. Surekli akis hidrir olusturma (SA-HO) sisteminin

semasi Sekil 3.1 de gdsterilmektedir.

Numune Reaksi
N eaksiyon

T N

(Tris i¢inde) V4 sarmall

Kér /\\\ > Gaz sivi ayirici

/ (GLS)

AN
> -/

NaBH4
Pompa 1

Sekil 3.1. Surekli akig hidrur olugturma (SA-HO) duzenegi

Off-line surekli akig hidrir olusturma calismasi on-line sistemde yapilacak ¢alisma
icin on optimizasyon calismalarinin yapilarak uygun calisma parametrelerinin

belirlenmesi icin yapilmistir.

3.2.3. On-line én-indirgeme surekli akig hidriir olugturma diizenegi
Calismada iAs (V) turlerini on-line indirgemek igin Sekil 3.1 de gosterilen SA-HO

duzenegdine ikinci peristaltik pompa (pompa 2) Gilson Minipuls 3 (Fransa) ilave
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edilerek on-line 6n-indirgeme islemi i¢in gerekli olan TGA (% 15 h/h) ¢dzeltisini 0,1
mL/d akis hizinda pompalamak igin kullanildi. On-indirgeme sarmalinda TGA
cozeltisi ile numune 3-yollu PTFE konektor kullanilarak karistirildi ve daha sonra
NaBHa4 ile karigtirilarak hidrir olusturuldu. On-line 6n-indirgeme duzenegi Sekil
3.2' de gosterilmigtir. Calismada inorganik arsenik tlrlemesi, pompa 2’ nin agik
veya kapall olmasina bagl olarak gergeklestirildi. Pompa 2 kapaliyken sadece iAs
(1) tarane ait floresans sinyali dlgultrken; pompa 2 agildiginda ise iAs (V) TGA ile
karisarak on-indirgenme sarmalinda As (V) in As (lll)’ e indirgenmesi saglandi.
indirgenen As (V) tirlerinin NaBH4 ile reaksiyonuyla floresans sinyali dlgiilerek
As(Ill) ile hazirlanmig kalibrasyon dogrusu kullanilarak tayin edildi. Bu sekilde iAs

(1) ve iAs (V) tarlerini kisa surede ve tek bir dlgumde tayin edildi. (Sekil 3.3)

TGA
Pompa 2
A\ 4
Reaksi
numune > /N eaksiyon
o N on-indirgeme sarmali
(Tris iginde)
Kor sarmali AN\ > Gaz sivi ayiricl
/ (GLS)
N\
NaBH4 2 /
Pompa 1
Sekil 3.2. On-line on-indirgeme SA-HO-AFS diuzenegi
500
400
g 300+ Pump 2: ON //’ ﬂ_\\“ P’u.’np —— //— 7‘\\
» ‘\\/; : S0 \\{/ 2 / \\\
2004 . 7 | S b4 s <
o \
100 ‘/ As () )
/
Vi
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45
Time(min)

Sekil 3.3. 2 ng/mL iAs (lll) ve iAs (V) iceren ¢ozeltinin analizine ait on-line 6n-

indirgeme SA-HO-AFS sistemi ile elde edilen érnek sinyal profili.
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3.2.4. indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICPMS)
indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS:; Agilent 7800, Agilent
Technologies, ABD), numunelerde toplam As derigiminin tayini i¢in kullanildi. ICP-

MS ile toplam arsenik tayininde 7As izotopu takip edildi ve olasi poliatomik
girisimleri engellemek i¢in helyum (He) modunda calisildi. ?Ge i¢ standart olarak

(IS) kullanildi. ICP-MS yénteminde kullanilan yéntem parametreleri Cizelge 3.1’ de

gOsterilmisgtir.

Cizelge 3.1. ICP-MS ybntem parametreleri

Parametre Optimum Kosul
RF glcu, (W) 1550

Plazma gaz akis hizi, (L/d) 15

Yardimci gaz akig hizi, (L/d) 0,9

Sislestirici gaz akis hizi, (L/d) 1,05
Reaksiyon huicresi gaz akis hizi, (mL/d) 4,3 (He)

tawen, (S) 1

Cozelti akis hizi, (mL/d) 0,35

Takip edilen ktle, (m/z) 5As, 2Ge (IS)

3.3. Numune Hazirlama

Numune analizleri, optimize edilmis analiz parametreleri kullanilarak on-line surekli
akis hidrar olusturma duzenegi ile gergeklestirildi. Farkli markalara ait su ornekleri
marketlerden alinarak son kullanma tarihinden o6nce analiz edilmigtir. Tum
numuneler SA-HO-AFS ile tirleme analizi igin 400 mmo/L Tris (pH: 7,2) tamponu
ile (1:1) seyreltilirken, ICP-MS ile toplam As tayini icin numuneler % 2 (h/h) HNO3s
ile (1:1) seyreltildi. Geligtirilen yontemin dogrulugunu test etmek igin kullanilan
sertifikali referans materyal TMDA-61, tris tamponu ile 10 kez seyreltildi. Tum

numuneler Ug¢ paralel hazirlandi.
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4. BULGULAR

Segcici hidrur olusturma kosullarini saglamak i¢cin NaBHa4 derisimi ve pH en 6nemli
parametrelerdir. Hidrar olusturma kosullarina bagh olarak, hem iAs (Ill) hem de iAs
(V), metodun segciciligini etkileyebilecek hidrarlerini olusturabilir. Bu durumdan yola
cikarak, hidrlir olusturma parametreleri, iAs (V) sinyalinin kor sinyalinden farkh
olmadigi fakat iAs (ll)' Gn duyarlihdinin su numunelerinde arsenik tayini i¢in yeterli
olacak sekilde optimize edildi. Bu amagla, off-line sistemde NaBHa4 derisimi, tris
derisimi, numune pH' 1 ve on-indirgeyici (TGA) derigimi optimize edildi. On-line
sistemde ise TGA akis hizi, derisimi, numune akis hizi ve 6n-indirgeme sarmalinin
uzunlugu optimize edildi. Optimizasyon c¢alismalarinda her defasinda bir
parametre incelenirken diger parametrenin sabit tutuldugu ardisik optimizasyon
yaklagimi kullanildi.

Optimizasyon c¢alismalari sirasinda, iAs (lll) derisimi 3 ng/mL ve iAs (V) derigimi
calismada TGA kullanildiginda 3 ng/mL, TGA kullaniimadigi durumda iAs (V)
tirindn hidrdr olusturmadigindan emin olmak igin derigsimi 50 ng/mL kullanildi.

Optimizasyon calismalarinda numune ve NaBH4 akis hizi 2,2 mL/d kullanildi.

4.1. Off-line On-indirgeme SA-HO-AFS Yontemiyle Yapilan Optimizasyon
Calismalari

Ayirma yontemi kullanmadan arsenik turleme analizi igin secici hidrir olusturma
kosullari optimize edilirken off-line yontem kullanildi. Off-line ydntemde;
numunelerin seyreltimesinde kullanilan tampon derisimi, numune pH’ 1, NaBHa4 ve
TGA derigimi gibi parametrelerin iAs (lll) ve iAs (V) sinyaline olan etkisi incelendi.
Optimizasyon calismalarinda kullanilan iAs (lll) ve iAs (V) ¢ozeltileri tris tamponu

ile seyreltilerek hacme tamamlandi.
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4.1.1. NaBH4 derisiminin optimizasyonu

NaBHa4 derigiminin iAs (lll) ve iAs (V) sinyaline etkisi %1 - %5 (a/h) araliginda
incelendi (Sekil 4.1). NaBH4 derigimi %1 — 3 araliginda iken 3 ng/ml derigimindeki
iIAs (lll) sinyalinin arttigi, %3’ten daha yuksek derigimlerde ise sinyalin dnemli
Olclide degismedidi gozlenmistir. Diger taraftan; %1-5 NaBHa4 derisim araliginda
50 ng/ml derisimindeki iAs (V) sinyalinin ise degismedigi ve kér ¢dzeltisinin sinyal
bayukligune benzer oldugu igin optimum NaBHa4 derisimi %3 secilmistir. NaBHa4
bazik ortamda daha kararli oldugu igin NaBHa ¢ozeltileri %0,1 (a/h) derisiminde

NaOH icerisinde hazirlandi.
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Sekil 4.1. NaBH4 % (a/h) derigimi optimizasyonu. iAs(lll) 3 ng/mL, iAs(V) 50
ng/mL, 400 mmol/L pH 7,2 Tris tamponu, numune akis hizi 2,2 mL/d, belirsizlik, n
= 3 olgum icin standart sapma olarak verildi. As(lll) floresans siddeti sol y
ekseninde, As(V) floresans siddeti sag y ekseninde belirtilmistir.

4.1.2. Numune pH’ inin optimizasyonu

Arsenik tarlerinin hidrir olusturabilmesi igin tirlerin iyonize formda olmamasi
gerekir. Bu kosulu saglamak igin ortam pH’1 hidrur olusturan arsenik tarinan pKa
degerinden daha diisik bir pH degerine sahip olmalidir. Ornegin, +5 oksidasyon
basamagindaki iAs (V), +3 oksidasyon basamagindaki iAs (lll)’ ten (pKa=9,2) ¢ok
daha dusik bir pKa degerine (pKa=2,2) sahiptir. Bu nedenle, iAs(V) tirlerinin

hidrar olusturmasi icin NaBHa4 ile karistiktan sonra ortam pH’ Inin <2 olmasi
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gerekirken, iAs(lll) tirleri daha yutksek pH degerlerinde (pH <9 ) hidrir olusturabilir
[81]. Numune pH degerinin optimizasyonunda iAs (lIlI) sinyal siddetinin yeterince
yuksek oldugu ve ayni zamanda iAs (V) sinyalinin ihmal edilecebilecegi bir pH
degeri belirlemek icin pH 6— 7,5 araligi incelendi (Sekil 4.2.). iAs (lll) sinyalinin pH
6 - 7,2 arasinda sabit kaldigi ve pH: 7,3' te hafif azaldigi gbézlendi. Ayrica, pH: 7,5'
te sinyalde keskin bir disis gozlendi. Ote yandan, pH artisini baglh olarak
50ng/mL derigsimindeki iAs (V)'in sinyal siddetinin azaldigi ve pH: 7' nin Ustinde
sinyalin kor ¢ozeltisinin sinyal siddetiyle benzer oldugu goéruldd. Elde edilen
sonuglar, her bir arsenik tirlG icin farkli hidrir olusturma kosullari olusturarak
gerceklestirilen arsenik turleme analizi calismasi ile uyumlu ¢ikmigtir[81]. iAs (llI)
duyarliiginin yeterli ve iAs (V) sinyali ihmal edilebilir oldugundan, optimum deger
olarak pH: 7,2 secildi.
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Sekil 4.2. Numune pH degerinin optimizasyonu. iAs(lll) 3 ng/mL, iAs(V) 50 ng/mL,
Tris tamponu ve NaBHas derisimi sirasiyla 400 mmol/L ve %3 (a/h), numune akis
hizi 2,2 mL/d, belirsizlik, n = 3 dlgim igin standart sapma olarak verildi. As(lll)
floresans siddeti sol y ekseninde, As(V) floresans siddeti ise sag y ekseninde
belirtilmistir.
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4.1.3. iAs(V) derigim artiginin sinyale etkisi
NaBHs4 derisimi ve numune pH optimizasyonunun ardindan iAs(V) derisimi
artisinin sinyale etkisi 10 ng/mL — 150 ng/mL araliginda incelendi.
iAs(V) derigiminin 150 ng/mL’ ye kadar énemli bir sinyal olusturmadigi goruldu. Bu
durumda segilen numune pH’ inda iAs(V) in iyonik formda oldudu ve hidrur
olusturamadigi goruldu.
50 -
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Sekil 4.3. iAs(V) derisim artisinin sinyale etkisi. Tris tamponu ve NaBH4 derigimi
sirasiyla 400 mmol/L ve %3 (k/h), numune akig hizi 2,2 mL/d, belirsizlik, n = 3
Olcum icin standart sapma olarak verildi.
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4.1.4. Tris tamponu derigsiminin optimizasyonu

Numune pH optmizasyonu tamamlandiktan sonra; numune pH:7,2 degerine
ayarlamada kullanilan tris tampon derigiminin sinyale etkisi 100 mmol/L — 600
mmol/L araliginda incelendi.

iIAs(Ill) floresans sinyali, Tris derisimi 400 mmol/L’ e kadar énemli dl¢lide artti ve
daha yuksek derisimlerde sabit kaldi iAs(V) sinyali ise tUm derigimlerde kor sinyale
benzerdi.

Yayinlanmig bir ¢calismada, Tris tampon derisiminin (pH:7,1) etkisi incelenmis ve
sonuglar, iAs (lll) analitik yanitinin, Tris tampon derisimine bagli oldugunu

gOstermis ve bu calismada elde edilen sonuclari desteklemistir [82].
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Sekil 4.4. Tris tamponu derisiminin optimizasyonu. iAs(lll) 3 ng/mL, iAs(V) 50
ng/mL, Tris tamponu (pH 7,2) ve NaBHa4 derisimi %3 (k/h), numune akis hizi 2,2
mL/d, belirsizlik, n = 3 Olgim igin standart sapma olarak verildi. As(lll) floresans
siddeti sol y ekseninde, As(V) floresans siddeti ise sag y ekseninde belirtilmistir.
4.1.5. TGA Derigimi

Kromatografik yontem kullanmadan vyapilan tdrleme analizlerinde temel
zorluklardan biri hidrar olusturan inorganik arsenik turlerinin duyarhliklarinin farkh
olmasidir. Bu durumda, dogru sonuglar elde etmek igin her arsenik turuyle elde
edilen farkl kalibrasyon denklemleri kullaniimalidir [83-86] [72]. Arsenik tlrleri
arasindaki duyarlihk farkinin  TGA kullanilarak ortadan kaldirilabilecegi

gosterilmistir [87]. Bu nedenle calismada on-line 6n-indirgeme parametrelerini



30

optimize etmeden 6nce, TGA’nin iAs (V) i iAs(lll)’ e indirgeme verimliligi kabiliyeti,
kalibrasyon standartlarina % 1 (h/h) derisiminde TGA eklenerek off-line modda
test edildi.

Cizelge 4.1. Off-line hidrlr olusturma dizeneginde dogrusallik galismasi sonuglari

Element Kalibrasyon Denklemi R?

As (llN2 84,228x + 2,4 0,9981
As (lII)° 86,611x + 3,8 0,9941
As (V)P 88,175x + 2,9 0,9928

a %1 TGA (h/h) olmadan elde edilen kalibrasyon denklemi
b %1 TGA (h/h) varlhidinda elde edilen kalibrasyon denklemi

iAs (1), iAs (II) + TGA ve iAs (V) + TGA ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin
egimleri birbirleriyle karsilastirildi. Sonuglar, edim degerlerinde %95 glven
araliginda anlamli bir fark olmadigini gosterdi (Cizelge 4.1). Off-line modda elde
edilen sonuglardan hareketle; on-line iAs (V) 6n-indirgeme igin uygun kosullar
olusturuldugunda, inorganik As tarlerinin, tek bir As turU ile cizilen kalibrasyon
egrisi ile belirlenmesi mumkundar.

Off-line SA-HO-AFS yontemiyle yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucunda elde

edilen optimum degerler Cizelge 4.2.” de 6zetlenmisgtir.

Cizelge 4.2. Off-line 6n-indirgeme SA-HO-AFS ydntemi igin optimum deneysel
kosullar

Parametre Optimum Kosul

Tampon Derigimi 400 mmol/L Tris Tamponu
Tampon pH'I 7,2

NaBHj4 (a/h) 3

NaOH (a/h) 0,1

Numune Akis, ml/d 2,2

TGA derisimi, h/h %1
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4.2. On-line On-indirgeme SA-HO-AFS Yoéntemiyle Yapilan Optimizasyon
Calismalari

Off-line sistem ile iAs (lll) ve iAs (V) turleme analizini gergeklestirmek igin uygun
hidrar olusturma kosullari belirlendikten sonra on-line 6n-indirgeme ydntemi igin
optimizasyon c¢alismalari yapildi. On-line 6n-indirgeme ile arsenik tlrleme analizi
icin gerekli olan parametrelerin optimizasyonu igin off-line yontem ile belirlenen
hidrar olusturma kosullari kullanilarak (Cizelge 4.2.) optimizasyon g¢aligsmalari
yapildi. On-line c¢aligmada floresans sinyalini etkileyebilecek degigkenler; 6n
indirgeyici derigimi, numune ve on-indirgeyici akig hizi, on-indirgeme sarmalinin
uzunlugu gibi parametrelerdir. Bu parametrelerin optimizasyonlari yapilarak tek bir
arsenik formu ile kalibrasyon egrisi cizilerek iAs(lll) ve iAs(V) turlerinin tayini
yapilabilir. On-line 6n-indirgeme optimizasyon ¢aligmalari boyunca iAs (lll) ve iAs

(V) trlerinin derisimleri 3 ng/mL kullanildi.

4.2.1. TGA derigsiminin optimizasyonu

TGA derigiminin iAs(l11) ve iAs(V) sinyaline etkisi %5 - %20 (h/h) derigim araliginda
incelendi ve optimizasyon esnasinda TGA akis hizi 0,1 ml/d kullanildi.

Sekil 4.5." te gosterildigi gibi, iAs (lll) sinyalinin cahisilan TGA derisim araliginda
degismedigi gozlenirken TGA derigimi arttik¢ca iAs (V) sinyalinin arttigi gozlendi.
Bu sonuglar iAs (V) turinin TGA derisimine bagl olarak indirgenerek iAs (lll)" e
donlstiguni gostermigtir. iAs (V) tarinld on-line indirgemek igin %5 ve %10 TGA
derisimlerinin yetersiz kaldigi gézlendi ancak TGA derisimi %15 e arttirildiginda
on-indirgeme igleminin tamamlandigi ve daha yuksek TGA derigimlerinin sinyali
degistirmedigi gozlendi. Bu sonuglar ¢ergevesinde on-line dn-indirgeme igin %15
TGA derisimi optimum deger olarak segildi.

Ayrica %15 TGA 0,1 ml/d akis hizinda iAs (V) tarini on-line dn-indirgeme igin
kullanildidinda iAs (lIl) ve iAs (Ill) + TGA floresans sinyalleri ile on-line indirgenen
iAs (V) tarunun floresans sinyali arasinda anlamh bir fark olmadigi g6zlendi. Bu
sonuglar cergevesinde inorganik arsenik tlrleme analizinde iAs (lll) ve iAs (V)
thrlerini tayin etmek igin tek bir arsenik formu ile kalibrasyonunun yeterli olacagi

sonucuna varildi.



32

300 -

HH

250 A

200 -

150
—e—As (lll) + TGA akisi

—=—As (V) + TGA akis

Floresans siddeti

100 A

50 4

0 5 10 15 20
TGA derisimi, %

Sekil 4.5. On-indirgeyici derisiminin optimizasyonu. iAs(lll) 3 ng/mL, iAs(V) 3
ng/mL, Tris tamponu (pH 7,2) ve NaBH4 derisimi sirasiyla 400 mmol/L ve %3 (k/h),
TGA akig hizi 0,1 mL/d, numune akis hizi 2,2 mL/d, dn-indirgeme sarmalinin
hacmi 1 mL, belirsizlik, n = 3 6lgim i¢in standart sapma olarak verildi.

4.2.2. TGA akig hizi optimizasyonu

On-indirgeyici akis hizinin iAs(lll) ve iAs(V) sinyaline etkisi 0,05 - 0,15 mL/d
araliginda incelendi.

Sekil 4.6.” da goérlldigu gibi pompa 2 vasitasiyla saglanan TGA akigi, 0,1 mi/d
akis hizina kadar iAs (V) turlerini indirgemek igin yeterli olmadigr ancak 0,1 ml/d
akis hizinda on-line 6n-indirgeme igleminin tamamlandigi ve iAs (Ill) ve iAs (V)
turleri icin 6zdes floresans sinyalleri gézlendi. TGA akis hizinin 0,15 mL/d’ ya
artisiyla olusan seyrelme etkisi nedeniyle sinyallerde dusus gozlendi.

TGA akisinin iAs (lll) sinyal siddetini etkilememesini saglamak icin, pompa 2
acildiginda ve kapatildiginda iAs (lll) floresans siddeti karsilastiriimistir. Sonuglar,
iAs (lll) sinyalinin TGA akisi ile veya TGA akisi olmadan 6énemli olgide farkh

olmadigini gostermigtir.
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Sekil 4.6. On-indirgeyici akis hizi optimizasyonu. iAs(lll) 3 ng/mL, iAs(V) 3 ng/mL,
Tris tamponu (pH 7,2) ve NaBH4 derigimi sirasiyla 400 mmol/L ve %3 (a/h), %15
(h/h) TGA, numune akis hizi 2,2 mL/d, 6n-indirgeme sarmalinin hacmi 1 mL,
belirsizlik n = 3 dlgiim igin standart sapma olarak verildi.

4.2.3. Numune akig hizi optimizasyonu

Numune akis hizinin arsenik sinyaline etkisi 1,8 - 2,7 mL/d araliginda incelendi.
Sekil 4.7’ de gosterildigi gibi numune akis hizinin arttinimasiyla iAs (Ill), iAs(lll) +
TGA' ya ait floresans sinyalleri artmistir. iAs (lll) sinyallerindeki artisa karsilik TGA
ile on-line 6n-indirgeme yapilan iAs (V)'e ait florerans sinyali 2,2 mL/d akis hizina
kadar artmis, ancak daha yuksek akis hizinda sinyalde azalma gozlenmistir. Elde
edilen bu veriler dogrultusunda numune akis hizi dakikada 2,2 mL’ den yuksek
oldugunda TGA’ nin iAs (V) turinU indirgemek igin yeterli olmadigi sonucuna

variimigtir. Calismada optimum numune akis hizi 2,2 mL/d segilmigtir.
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Sekil 4.7. Numune akis hizi optimizasyonu. iAs(Ill) 3 ng/mL, iAs(V) 3 ng/mL, Tris
tamponu (pH 7,2), NaBH4 ve TGA derisimi sirasiyla 400 mmol/L ve %3 (k/h), %15
(h/h), TGA akis hizi 0,1 mL/d, dn-indirgeme sarmalinin hacmi 1 mL, belirsizlik, n =
3 Olcim i¢in standart sapma olarak verildi.

4.2.4. On-line 6n-indirgeme suresinin optimizasyonu

iAs (V) tirinin on-line indirgenme verimliligi; 6n-indirgenme sarmalinda TGA ile
etkilesme suresine baglidir. Bu nedenle 0,8 mm i¢ capa sahip PTFE boru
kullanilarak 0,2, 0,5 ve 1 mL olmak uzere Ug¢ farkli hacimde on-indirgeme sarmali
hazirlandi ve iAs (V) tarunun 6n-indirgeme sarmalinda indirgenmesi igin gerekli
sure optimize edildi. Her bir sarmalin 6n-indirgeme verimi Gzerindeki etkisi, % 15
(h/h) derisimindeki TGA’ nin pompa 2 ile 0,1 mL/d hizinda pompalanmasi ile
incelendi. 0,2, 0,5 ve 1 mL' lik sarmal hacminin on-indirgeme verimliligi sirasiyla %
62 +2,1,% 84 + 1,7 ve% 101 £ 2,3 (n = 3) olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara
gore, 0,2 ve 0,5 ml'lik sarmal hacimleri iAs (V) in indirgenmesi icin yeterli sureyi
saglayamadigi goérilmus olup calismada on-line 6n-indirgeme islemi i¢in 1 ml
sarmal kullaniimigtir. On-indirgeme igin gerekli zaman; 1 ml hacmindeki 6n-
indirgeme sarmali ve numune akis hizi géz 6nunde bulunduruldugunda yaklasik
30 saniye olarak hesaplanmistir. Ayrica, hesaplanan 30 saniyelik 6n-indirgenme
suresi; iIAs (V) in 45 saniyede tamamen indirgendigini gosteren 6nceki calismalar
ile benzerdir. [88]
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Sekil 4.8. On-indirgeme suresinin optimizasyonu. iAs(lll) 3 ng/mL, iAs(V) 3 ng/mL,
Tris tamponu (pH 7,2), NaBH4 ve TGA derisimi sirasiyla 400 mmol/L ve %3 (k/h),
%15 (h/h), TGA ve numune akis hizi sirasiyla 0,1 mL/d, 2,2 mL/d, belirsizlik, n = 3
Olcum i¢in standart sapma olarak verildi.

4.3. On-line On-indirgeme Yéntemi igin Optimum Deneysel Kosullar
Optimizasyon calismalari sonucunda elde edilen en uygun c¢alisma kosullar
Cizelge 4.3." te 6zetlenmisgtir.

Cizelge 4.3. On-line én-indirgeme ydntemi igin optimum kosullar

Parametre Optimum Kosul
Tris 400 mmol/L
Numune pH’i 7,2

NaBHa (a’/h) 3

NaOH (a/h) 0,1

TGA akis hizi, ml/d 0,1

TGA % (a/h) 15

Numune akis hizi, ml/d 2,2

(")n-indirgeme sarmalinin hacmi, ml 1
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4.4. Analitik Figurler

On-line 6n-indirgeme yapilarak ve yapilmadan elde edilen iAs (lll)e ait kalibrasyon
egimlerinde %95’ lik glven sinirinda anlaml bir fark olmadigi goérulmuagtur. Ayrica
on-indirgeme igsleminden sonra iAs(V) ile elde edilen kalibrasyon egimi iAs (lll) ile
elde edilen edim degeri karsilastinildiginda anlamh bir fark gézlenmemistir (Cizelge
4.4). Bu nedenle, iAs (Ill) ve iAs (V) tlrlerinin tayini igin, tek bir As formu (As (1))
ile olusturulan kalibrasyon denkleminin kullaniimasi mumkuin olmustur. Gelistirilen
yontemin dogrusal arahgr 0,1-10 ng/mL arasindadir. 0,1 ng/mL derisimindeki
arsenik icin yontem kesinligi, RSD (n = 11) cinsinden % 3'ten azdir. iAs (lIl) ve
indirgenmis iAs (V) icin tespit limiti (LOD, 30/m) sirasiyla 27 ng/L ve 36 ng/L olarak
hesaplanmigtir.

Cizelge 4.4. Yontem duyarlidinin karsilastiriimasi

Element Kalibrasyon Denklemi R2
As (I3 84.667x+1,3 0,9974
As (lIP 83,350x-0,8 0,9952
As (V)2 - -
As (V)P 85,041x+2,7 0,9982

a On-line dn-indirgeme olmadan elde edilen kalibrasyon denklemi

b On-line 6n-indirgeme ile elde edilen kalibrasyon denklemi

4.5. Yontem Validasyonu Ve Su Numunelerinin Analizi

Gelistirilen yontemin dogrulugunu test etmek igin sertifikali referans madde (TMDA
61, NIWR) ve su numunelerinden elde edilen sonugclari kargilastirmak i¢in ICP-MS
yontemi kullaniimistir. Sertifikali deger sadece toplam arsenik derisimi olarak
verilmigtir. Sertifikali deger ile kargilastirmak amaciyla, toplam arsenik derigimi, iAs
(1) ve iAs (V) derisimleri belirlenerek toplanmigtir. Sonuglar (33,2 £ 0,6 ng/mL, n =
3) % 95 glven araliginda sertifikali degerle (33,6 + 0,4 ng/mL) uyumlu
bulunmustur.

Su numuneleri hem ICP-MS ile hem de on-line SA-HO-AFS ile tayin edilmigtir.
ICP-MS ile toplam arsenik tayini yapilabilmektedir. Sonuglari kargilastirmak
amaciyla SA-HO-AFS ydntemi ile su numunelerinde iAs (lll) ve iAs (V) derisimleri
belirlenip toplanmigtir. Sonuglar Cizelge 4.5 te verilmistir. Tim sonuglar ICP-MS

ile elde edilen sonuglar ile uyumludur. ICP-MS ve TMDA-61 sertifikali referansla
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yapilan dogruluk caligmalari toplam arsenik olarak test edildiginden yontemin
dogrulugunu test etmek icin su numunelerine farkli derigsimlerde iAs (l1l) ve iAs (V)
ilave edilerek geri kazanim c¢alismasi yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.5’ te yer

almaktadir.

4.5.1 Numune analizi ve geri kazanim galigmasi

On-line oOn-indirgeme isleminin inorganik arsenik turleme analizi agisindan
dogrulugunu degerlendirmede, su numunelerine 1 ng/mL iAs (lll) ve iAs (V) ayri
olarak ve karisim halinde ilave edilmis ve geri kazanim calismalari yapiimigtir.
Arsenik turlerinin geri kazanim degerleri (Cizelge 4.5.) % 93 - 105 arasinda
degismekte olup, tirleme analizi sirasinda kalibrasyon igin tek bir arsenik formu
kullanmanin uygunlugunu dogrulamistir.

Yerel marketlerden tedarik edilen 9 igme suyu 6Ornedi gelistirilen yontemle
inorganik arsenik turlemesi igin analiz edilmis ve sonuclar Cizelge 4.5." te
Ozetlenmigtir. Sonuglar, tum su 6rneklerinde iAs (V)" in ana form oldugunu, bazi su
numuneleri igin iAs (lll) derisiminin LOD dederi altinda oldugunu ve toplam As
iceriginin, WHO tarafindan igme suyu igin belirlenen sinir degerden (10 ng/mL)
dusuk oldugunu gostermistir. Ayrica, toplam arsenik derigimi ayni numuneler igin
ICP-MS ile analiz edilmis ve sonuglar geligtirilen yontem ile karsilagtiriimigtir. Su
numunelerinde ICP-MS ile elde edilen toplam arsenik derisimi, gelistirilen on-line
on-indirgeme HO-AFS yodntemiyle hesaplanan iAs (lll) ve iAs (V) degerlerinin

toplamiyla uyumlu gikmigtir.
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Cizelge 4.5. Su o6rneklerinde inorganik arsenik derisimleri ve gelistiriien HO-AFS
ile geri kazanim sonuglari

HO-AFS ICPMS
Derigim? Eklenen? Hesaplanan?® Geri Kazanim % Derigim?
. E! g
5 = — S = — = — = — €
£ s S s s 2 s S S 2 £
2 £ < 2 2 < < < < < 2
1 <LOD 0.14+0.03  0.14+0.03 - - - - - - 0.15+0.02
2 <LOD 0.28+0.02  0.28+0.02 - - - - - - 0.31+0.04
3 <LOD 0.80+0.05  0.80+0.05 - - - - - - 0.74+0.02
4 <LOD 0.54+0.05  0.54+0.05 - - - - - - 0.61+0.03
5 <LOD 0.86+0.09  0.86+0.09 - - - - - - 0.81+0.02
6 <LOD 0.59+0.03  0.59+0.03 - 1.0 - 1.55+0.04 - 96+2.1  0.63%0.05
7 0.34+0.01 1.12#¢0.06  1.5+0.03 1.0 - 1.2840.06 - 94+3.4 - 1.47+0.04
8 0.47+0.06 0.96+0.08  1.47+0.02 1.0 1.0 1.52+0.05 1.89+0.07 105+2.7 93+4.4 1.39+0.06
9 0.17+0.02 1.64+0.12  1.840.1 - - - - - - 1.71+0.03

Sonuglar ortalama + S.S' dir (n = 3).
a ng/ml olarak ifade edilen degerler.
b toplam As derigimi, iAs (Ill) ve iAs (V) derisimleri toplanarak hesaplandi.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

SA-HO-AFS duzenegi ile gerceklestirilen galismalar sonucunda on-line g¢alisma
oncesi optimum kosullar belirlendi. iAs(lll) duyarhliginin yeterli, iAs(V) floresans
siddetinin kor sinyale yakin oldugu optimum kosulu belirlemek ¢alismanin on-line
olarak gerceklestirilebilmesi icin onemliydi. Arsenik turleri ancak iyonik olmayan
formda iken hidrurlerini olusturabilirler. iAs(Ill)’ Gn non-iyonik formda ve iAs(V) in
iyonik formda oldugu pH ortamini saglamak ve o noktada sabit tutmak gerekliydi.
Sekil 5.1’ de goruldiugu gibi iAs(lll) pH 4’ e kadar neredeyse tamamen non-iyonik
formdadir ve hidrur olusturma verimliligi %100’ e yakindir. pH 4’ Un Uzerindeyken
hidrar olusturma verimliligi dismeye baslar ancak pH 9’ dan sonra tamamen iyonik
formda bulunacagi igin hidrir olusturamaz. iAs(V) ise pH 1’ e kadar neredeyse
tamamen non-iyonik formdadir ve %100’ e yakin verimlilikte hidrlr olusturabilir. pH
1" in Uzerindeyken hidrar olusturma verimliligi dusmeye baglar ve pH 5’ ten sonra
tamamen iyonik formda bulundugu igin hidrir olusturamaz. Bahsedilen durum g6z
onunde bulunduruldugunda +3 ve +5 oksidasyon basamaginda olan inorganik
arsenik tirlerinin tayini icin ortam pH>5 kosulu saglandiginda iAs (V) tlridndn
hidrur olusturmadigi diger taraftan iAs (lll) tirinun ise kismen de olsa non-iyonik
formda kaldigi ve duguk verimlilikte hidrir olusturdugu gorulmektedir. Bu noktada
arsenik turleri sodyum borohidrur ile karigtiktan sonraki reaksiyon ortamina ait pH
degerindeki degisimin de dikkate alinmasi gerekmektedir. Gelistirilen yontemde
belirlenen optimizasyon c¢alismalari ile tris tamponuyla numune pH:7,2" ye
ayarlanarak iAs (V) in 150 ng/mL derigimine kadar sinyal olugturmamis ve iAs (lll)

tayininde segcicilik saglanmistir.
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Sekil 5.1. pH’ a baglh olarak nétral ve yUkli arsenit formlarinin dagilimi

Sekil 5.2. pH’ a baglh nétral ve yUklu olarak arsenat formlarinin dagilimi
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Calismada iAs(lll) ve iAs(V) turlerinin tayinin tek bir arsenik tirtine ait kalibrasyon
grafigi Uzerinden belirlenebilmesi igin tlrlerin hidrir olusturma duyarhliklarinin
benzer olmasi gerekliydi. Ancak hidrar olusturma caligmalarinda en buyuk
dezavantajlardan biri arsenik tlrlerinin hidrar olusturma verimliliklerinin farkh
olmasidir. Farkli arsenik tarleri, tiyol grubu igeren bilesikler ile 6nceden reaksiyon
ve komplekslesme reaksiyonlarini vermesi sonucunda Sekil 5.3’ te goruldugu gibi
As (lll) e karsilik gelen tiyolat komplekslerini ve reaktifin oksitlenmis disulfit
formunu vermektedir. Tiyol grubu igeren bilesikler ile dn-indirgeme sirasinda, farkli
arsenik tdrlerinin, tiyol grubu iceren reaktifler ile &én-indirgemesi sirasinda,
arsenigin +3 oksidasyon durumunda oldugu ve bu durumdaki tum arsenik
formunun, ¢ok dusuk asit derisimlerinde ayni verimlilikle karsilik verdigi ilgili tiyolat
komplekslerini olusturmaktadir. Bu nedenle o6n-indirgeyici reaktif olarak TGA
kullanildi. iAs(lll), én-indirgeyici varliginda iAs(V) ve iAs(lll) kalibrasyon egrileri
egimlerinin esit oldugu gézlendi. Bu durumda TGA kullanildiginda iAs (lll)’ Gn on-
line 6n-indirgeme oncesi ve sonrasi, iAs(V) on-indirgeme sonrasi duyarlliklar
benzer oldugundan, su drneklerinde her iki As turunan tayini icin iAs(lll) ile elde

edilen tek bir kalibrasyon grafigi kullanilabildi.

H3As03 4+ 3HS-R — As(SR)3; + 3H20 (1)

H3AsO4 + SHS-R
— As(SR)3 + R-8-S-R + 4H,0 (2)

CH3AsO(OH); + 4HS-R
> CH3As(SR)2 + R-S-S-R + 3H,0 3)

(CH3)2AsO(OH) + 3HS-R
— (CH3)2AsSR + R-S-5-R + 2H,0 )
Sekil 5.3. Arsenik tiyolat kompleks olusum mekanizmasi

SA-HO-AFS dlzenegi ile belirlenmis olan optimum kosullarla, on-line galisma igin
optimizasyon galismalari gergeklestirildi. Belirlenen kosullar ile iAs(V) turinin 6n-
indirgemesinin 30 saniye kadar kisa bir zamanda tamamlandigi goraldu.

Gelistirilen yontem icin en dnemli problem, organik arsenik turlerinin varhgiydi. On-
line on-indirgeme basamag! sirasinda organik turler de indirgeneceginden,
hesaplanan iAs (V) derisiminin fazla hesaplanmasina neden olacakti. Bu durum

metodun seciciligi ve dogrulugunu etkileyebilmektedir. Ancak, icme suyu
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orneklerinde organik arseniklerin olmadigi bilinen bir gercektir. Boylece inorganik
arsenik turleri geligtirilen yontemle dogru bir sekilde belirlenebildi.

On-line SA-HO-AFS duzenegi ile optimum kosullarda 9 farklh markaya ait su
numuneleri i¢in iAs(l1l) ve iAs(V) derisimleri tayin edildi. Calisma tek akista on-line
olarak gerceklestirilebildi. Toplam arsenik icin ydntem dogrulugu sertifikali
materyal ile ve ICP-MS yontemi ile karsilastirilarak test edildi. Sonuglarin uyumlu
oldugu goruldl. Arsenik tarleri igin yontem dogrulugu ise numunelere standart
eklenerek geri kazanim galismasi ile test edild. Geri kazanim sonuglari %94-%105
iAs'lerin (V)

numunelerindeki toplam arsenik derisiminin WHO tarafindan belirtilen sinir degerin

araligindaydi. Numunelerde ana formda oldugu ve su
(10 ng/mL) altinda oldugu bulundu.

2000-2015 yillari arasinda arsenik tlrlemesinde yapilmig olan bazi atomik
calismalar Cizelge 5.1. de verilmigtir. Gelistirilen ¢alismanin, 6rnek calismalar ile
karsilastirildiginda tespit limiti acisindan yakin oldugu goértlmektedir. 2005 ve
2014 yilinda yapilan c¢alismalarda organik arsenik tayini de yapilabilmesi
avantajidir. Ancak gelistirilen on-line SA-HO-AFS ydntemi basit ve on-line bir
¢alisma olmasi nedeniyle avantaj saglamistir.

Cizelge 5.1. Arsenik tirlemesinde yapilan diger atomik calismalar

Matriks Tarler Analitik Teknik (LOD) Yil
On-line Kati Faz

Su As(l11) Ekstraksiyonu As(ll) 3,8 ng/L 2011
(HG-DC-AFS)

As (1), As(V), tiyoarsenit,
Kaplica | monotiyoarsenat,
N N IC-HG-AFS 300-1000 ng/L 2014
sulari ditiyoarsenat, tritiyoarsenat,
tetratiyoarsenat

Cloud Point Ekstraksiyonu | As(lll) 9 ng/L As

Su As(lll), As(V) 2015
HG-AFS (V) 12 ng/L
Mikrodalga destekli As(lll), 26,2 ng/L

Su As(IlN), As(V) ekstraksiyon Toplam arsenik, 2011
HG-AFS 64,6 ng/L
Akisa enjeksiyonlu on-line

Su As(lll), As(V) As(lll), 7.4 ng/L 2009
HG-AFS

Su As(lll), As(V), DMA, MMA HG-AAS 500-1700 ng/L 2005

Su As(lll), As(V) HG-AFS 5-20 ng/L 2000
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