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Özet Bu çal mada ortofosfat tayini için çözücü ekstraksiyonu gerektirmeyen, çöktürmeye dayal ,

çöktürücü olarak piridinin kullan ld  bir dolayl  atomik absorpsiyon spektrometrik (AAS) yöntemi

geli tirilmi tir. Bu yöntemde ortofosfat, fosfomolibdik asite (PMA) dönü türülüp piridin ile

piridinyumfosfomolibdat halinde çöktürülmekte, olu an çökelek santrifüjlenerek ayr lmakta, çökele in

çözülmesi sonras  çözeltinin  molibden absorbans  AAS’de nitrözoksit/asetilen alevinde 313,3 nm’de

okunmaktad r. Ayar e risi ortofosfat fosforu deri imine kar  molibden absorbans sinyalini gösterecek

ekilde olu turulmu tur.  Kullan r aral k 5-30 µg/mL P olarak belirlenmi tir. Yöntem kola içeceklerinin

ve çözünür fosfat içeren gübre örneklerinin analizi için uyguland nda do ruluk ve kesinlik aç ndan iyi

sonuçlar elde edilmi tir.

Anahtar Kelimeler: Dolayl  AAS analizi, Fosfomolibdat çökmesi, Fosfat tayini, molibden mavisi

Indirect Atomic Absorption Spectrometric Determination of Orthophosphate

by Pyridiniumphosphomolybdate Precipitation

Summary An indirect AAS method based on precipitation and using pyridine as a precipitating reagent

for the determination of phosphate was developed without need to any solvent extraction procedure in

this work. In this method, phosphate was precipated with pyridine as pyridiniumphosphomolybdate after

converted to phosphomolibdic acid, the precipate was centrifuged, redissolved and was measured the

molybdenium absorbance by AAS. At  313,3 nm, a calibration curve with the working range between 5-
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30 µg/mL P was prepared by plotting the absorbance signal of molibdenium the corresponding

phosphorus concentrations (equvalent to ortophosphate and relation to soluble phosphorus). The

satisfactory results were obtained in view of accuracy and precision when the developed method was

applied to the beverages with cola drinks and fertilizer samples containing soluble phosphorus.

Key Words: Indirect AAS analysis, phosphomolybdate precipitate, phosphate determination,

molybdenum blue.

1. Giri

Fosfat uzun zamandan beri de ik amaçl  ara rmalarda ilgi konusu olan

kimyasal türlerden biridir. Fosfat, baz  endüstriyel ürünlerde (kolal  içecekler, yapay

gübreler, deterjanlar, pestisitler gibi) yer alan,  insan sa na ve di er canl

organizmalara önemli etkileri olan ve çevre aç ndan önemi gittikçe artan bir türdür. Bu

nedenle fosfat tayinleri baz  ürünlerin kalite kontrolünde, besinlerde,  çevre

ara rmalar nda ve çevre mühendisli i uygulamalar nda önemlidir.

Ortofosfat tayininde kullan lan standart (AOAC (Association of Analytical

Chemists)),  yöntemleri gravimetrik quinolinium molybdophosphate yöntemi[1] ve

spektrometrik yöntemdir (UV-VIS ve kolorimetrik). Spektrometrik AOAC fosfat tayin

yöntemlerinde ortofosfat, asitli ortamda fosfomolibdik aside dönü türülür ve olu an

ürün molibden mavisine indirgenir, belirli dalga boylar nda absorbans ölçülür. Bu

lemleri esas alan UV-VIS spektrometrik veya kolorimetrik yöntemler kullan lan

indirgene göre farkl  ad al rlar. Bunlar alfa naftol sülfonik asit yöntemi [2], kalay (II)

klorür yöntemi [2], antimoniltartarat (veya askorbik asit) yöntemi[1] ve indirgen

kullan lmayan ve amonyummetavanadat n eklendi i “molibdovanadofosfat” yöntemidir

[1].

Özellikle gübre analizleri için hala uygulamas  görülebilen gravimetrik AOAC

yöntemi do ruluk ve kesinli i yüksek olsa da yava  ve yorucu olmas  nedeniyle

günümüzde önemi spektrometrik yöntemlerin çok gerisinde kalm r. Spektrometrik

AOAC yöntemlerinin de s rlamalar  vard r. Bunlarda absorbans ölçümü görünür

bölgede olup ortamda renkli türlerin olmas  analizi engeller. Ayr ca olu turulan renk

çok kararl  de ildir.

Fosforun AAS ile do rudan tayini çok zordur [3], ayr ca ortofosfat  ay rt

edemez. Fosfat gibi inorganik anyonlar ile organik türleri tayin etmeyi amaçlayan bir

yöntem s  da dolayl  AAS’dir. Literatürde fosfat  AAS ile dolayl  tayin eden bir
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hayli yöntem çal mas  vard r. [4-12]. Bu yöntemlerin ço u fosfat  fosfomolibdata

(PMA) dönü türmeye dayan r [4-9].  Bunlar n d nda fosfat  MgNH4PO4 halinde

çöktürmeye dayal  [10], Mg ve Zn bile ine dönü türmeye dayal  [11], ve farkl  olarak

fosfat n Zn’nun AAS absorbans sinyalini bast rma etkisini temel alan yöntemler vard r

[12].

Dolayl  AAS yöntemlerinin tamam na yak nda ay rma vard r ve ay rma

genellikle çözücü (s -s ) ekstraksiyonu yoluyla yap r. Analit-metal bile inin

ayr lmas nda çöktürme yolu daha az görülür. Organik çözücülerin pahal  olmas

nedeniyle ay rman n çöktürmeyle yap ld  analizlerin maliyeti daha dü üktür. Ayr ca

çöktürme yöntemlerinin çevre ve insan sa na olumsuz etkisi s -s  ekstraksiyonu

kadar olmaz.  Fosfat tayini için PMA olu umuna dayanan dolayl  AAS yöntemleri

içinde yaln z birisinde çöktürmeyle ay rma vard r. O yöntemde yukarda bahsedilen

AOAC yöntemi gravimetrik quinolinium molybdophosphate yöntemindeki çöktürücü

quimiocianic  reaktifi aynen kullan lm r. Bu reaktif kinolinden yola ç karak 24 saat

bekleme ve süzme gerektiren yorucu bir süreç sonunda elde edilmektedir [1, 4].

Yukarda bahsedilen çal malardan sonra (1994’den 2009’a kadar) literatürde

fosfat n dolayl  AAS yolla tayini ile ilgili bir çal maya rastlanmam r.

Bu çal mada ortofosfat tayini için ekstraksiyon gerektirmeyen,  farkl  bir

çöktürücünün kullan ld  alternatif bir yöntem geli tirilmesi amaçlanm r. Tasarlanan

çal mada fosfat  PMA’a dönü türme sonras  bunu baz-fosfomolibdat halinde

çöktürmek için piridin kullan lm r. Piridin yukar da bahsedilen quimiocianic

reaktifine  göre daha ucuz ve daha kolay bulunabilen bir maddedir. Tasarlanan yöntem

u kimyasal tepkimelere dayan r: Ortofosfat, asitli ortamda molibdat ile sar  renkte

fosfomolibdik asit (PMA) olu turur:

3 H+   +   PO4
3-  +  12 MoO4

2-     H3 PMo12O40

Alkaloid gibi organik bazlar, asidik ortamda fosfomolibdatla çöker [13]:

3B + nH3 PMo12O40   (BHn)3 [PMo12O40]n(k)

Bu çökelek bazik ortamda çözünür (n bazik N atomu say ):

(BHn)3 [PMo12O40]n(k)  3BHn
n+

(suda) + nPMo12O40
3-

(suda)

PMo12O40
-
(suda)

3- +  12OH-  PO4
3- + 12MoO4

2- + 12 H+
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Yukar daki ilk tepkime P’li türlerden ortofosfat için seçicidir, fosfor ta yan

iyonlardan yaln zca ortofosfat  çöktürür. Ortamda di er P’li türler bu tepkimelere

kat lmazlar.

2. Yöntem ve Teknikler

2. 1 Araç Gereç ve Ko ullar

AAS:  Marka Perkin Elmer,  model 400,   N2O/C2H2 alevinde, N2O ak  h  : 5,24 L/dk,

     C2H2   ak  h :6,54 L/dk,

Lamba : Molibden Oyuk katot lambas , Perkin Elmer,  Dalga Boyu: 313.3 nm,

              Lamba  ak : 30 mA

Santrifüj: Hettich Universal Marka, D-7200 Model, maksimum 5900 dev/dk

AAS’nin kalibrasyonu

Mo standartlar  kullanarak yukar da belirtilen çal ma ko ullar nda 100 ppm Mo

deri im aral nda Mo ayar e risi haz rland .

2.2  Reaktifler

1) Standart fosfor çözeltileri, 100 ppm: 0,1405 g K2HPO4 analitik safl kta (Merck)

kat  250 mL hacimde yer alacak ekilde haz rlan r. Bundan seyreltme yoluyla  5, 10,

15, 20, 25, 30 ppm P standart çözeltileri 25 mL hacimlerde haz rlan r.

2) Sülfürik asit çözeltisi, 1.5 M: 83 mL deri ik stok çözeltisi (Merck) al p

dam k su ile   1 L’ e seyrelecek ekilde haz rlan r.

3) Sülfürik asit çözeltisi, 0.5 M: Öncekinde kullan lan stok çözeltiden 27,8 mL

al p dam k su ile 1 L yap r.

4) Na2MoO42H2O Çözeltisi, %6 (w/v): 6,00 g analitik safl kta (Merck)

Na2Mo42H2O 100 mL’lik balon jojede olacak ekilde haz rlan p polietilen eye

aktar r [14].

5) NH3/NH4Cl Tamponu (pH 9): 13,375 g NH4Cl (susuz) 1 L’ lik balon joje

içerisinde bir miktar dam k suda çözülür ve üzerine 35 ml deri ik amonyak stok

çözeltisinden eklenir. Dam k su ile 1 L’ ye tamamlan r ve polietilen ede saklan r

[15].

6) Piridin çözeltisi, % 0.5 (v/v): 0,5 mL %98,5’luk piridin stok çözeltisinden

(Merck) al narak 100 ml’ lik balon jojeye aktar p hacmi çizgiye kadar dam k su ile
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tamamlan r. Sonra renkli eye aktar r. Çözelti karanl k ortamda renkli ede

saklan r.

7) Mo standart çözeltisi, 1000 ppm: 0.2522 g (Merck) analitik safl kta

Na2MO42H2O tuzu 100 mL’ lik bir balon içerisinde çözülecek ekilde haz rlan r. Bu

çözeltiden 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ppm deri imlerde standartlar 25 mL

hacimlerde haz rlan r, önceden balonlar n her birine 20,0 mL tampon (reaktif 4)

konulur.

 2. 3 Optimizasyon

Ba lang ç De erleri

Çöktürme, 10 mL’lik polipropilen tüpte ve çözelti halindeki reaktiflerin toplam

hacmi 6 mL olacak biçimde 1 mL asit, 3 mL örnek, 1 mL molibdat, 1 mL piridin

ras yla eklenecek ekilde tasarland . Molibdat deri imi [14] ve ayr lan çökele in

çözülmesi [15] i lemi literatür verilerine göre uyguland .

Optimum asit deri imi

En fazla çökmeyi sa layan asit deri imini bulmak için her bir tüpe, bir H2SO4

çözeltisinden de ik miktarlar eklendi. Asit deri imi di er reaktiflerin seyreltme etkisi

dikkate al narak  hesapland . Sonra önerilen yöntem uyguland . Ölçümler grafi e

geçirildi ( ekil 2.1)
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denemeye ait ölçülen sinyallerin  ortalamas  al nd )
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ekil 2.1’deki grafikte sinyali maksimum yapan asit deri iminin 0,3 M oldu u

görülmektedir. Bunun üzerinde sinyal h zl  dü  göstermektedir. Asitli in 0,3 M’ a

kadar artmas yla sinyal art , asitli in çökme verimini art rmas  ile aç klanabilir. 0,3 M’

dan sonra azalman n nedeni ise yüksek asit deri imlerinde farkl  yük ve yap larda

de ik molibdat türleri olu mas  ve bunun da çökmeyi azaltmas r [16]. Ortam

asitli inin 0,25 M olmas  kararla ld .

Optimum  piridin deri imi

Fosfat n olmad  asitli ortamda piridinin molibdatla istenmeyen çökelek verip

vermedi ini görmek için çe itli yüzdelerde piridin ile bo  denemeler yap ld . Belli bir

deri imin üzerinde piridinin molibdatla beyaz çökelek verdi i gözlendi. Çökmenin

olmad  en üst deri imin  %0,5 (V/V) oldu u saptand . Emin olmak için en az 6 saat

bekletildi. Sonuç olarak optimum piridin deri iminin bu de er olmas na karar verildi.

2.4 Önerilen Yöntem

Bir dizi 10 mL’ lik polipropilen tüp al r. Her birine 1mL 1,5 M H2SO4, 3 mL P

standard  (5, 10, 15, 20, 25, 30 µg/mL’liklerden s rayla), tüplerden üçüne standart

yerine 3 mL örnek, 1 mL  Na2MoO4 eklenir.  5 dak beklenir. Sonra 1 mL piridin eklenip

5 dak daha beklenir. Tüpler 5900 dev/dk’da 10 dk süre ile santrifüjlenir. Çözeltiler

at r. Her bir çökelek 5 mL 0,5 M H2SO4 ile y kan p tekrar santrifüjlenir. Ayr lan

çökelekler tüplere konulan  5 mL NH3/NH4Cl tamponunda çözülür. Çözeltiler 50

mL’lik balona al r. Daha sonra tüplerin her biri 5 mL tamponla, sonra dam k su ile

kan p  çözeltiler  balona aktar r. Balondaki çözeltiler dam k su ile 50 mL’e

tamamlan r, kapat p kar r, buradan polietilen elere al narak AAS’de nitrözoksit

/ asetilen alevinde 313,3 nm’ de molibden absorbans  okunur.

Kola örne inin haz rlanmas

Kola örne i behere konulup etüvde 40 oC’ nin alt nda en az 6 saat bekletilerek

gaz  uçmas  sa land  [17]. Gaz  uçan stok çözeltiden 2 mL al narak 25 mL’ lik balonlara

aktar p hacim 25 mL’e tamamland . Bu çözeltiden 3 adet e  örnek al p bunlara

önerilen  yönteme ait yukardaki i lemler uyguland .

Gübre örne inin haz rlanmas :

Geli tirilen yöntemin uyguland  çözünür fosfat içeren gübre örne i major

oranda triamonyum fosfat ile dolgu maddesi olarak toprak içeren kat  kar r.
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Örnekler AOAC yöntemine göre haz rland . Buna göre 0,200 g kurutulmu  gübre örne i

tart ld . Bir huninin üzerine mavi bant süzgeç kâ , alt na 100 mL’lik balon joje

yerle tirildi. Tart lan örnek, süzgeç kâ  üzerine konulup üzerine çift dam k su

konulup süzüldü. Ekleme ve süzmeye, süzüntü 100 mL’ye ula nca son verildi [1]. Bu

stok çözelti tekrar seyreltildi; stok çözeltiden al nan 0,75 mL 25 mL’lik balona aktar p

belirtilen hacme tamamland . Seyreltilmi  bu çözeltiden al nan 3 e  örne e önerilen

yöntem uyguland .

Giri  k sm nda da belirtildi i gibi bu yöntemde yaln zca ortofosfat iyonu

çöktü ünden ayar e risindeki fosfor deri imi ortofosfat n ta  P’e aittir ve bulunacak

P deri imi de örnekteki ortofosfat n P deri imi olarak kar r. Gerçi analizlenen

örneklerde ba ka bir fosfat türü de beklenmiyor; koladaki ve analizlenen gübredeki

fosfat n her ikisinin de esas olarak ortofosforik asit oldu u kabul edilmektedir.

3 Bulgular

3.1  Ayar E risi

Ayar e risi P deri imine e de er Mo absorbans  gösterecek ekilde haz rland .

Ayar e risi ile bulunan fosfor deri imi ortofosfat fosforuna aittir; buna ra men

deri imin ortofosfat olarak de il de fosfor deri imi olarak gösterilmesi fosfat

tayinlerinde bir gelenektir. Burada da bu gelene e uyuldu.
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Çizelge 3.1 Ayar e risi ile ilgili özellikler. (A:absorbans, c: deri im (µg/mL)

Lineer regresyon

itli i*

Korelasyon

sabiti (r)

Final hacim

(çökele i çözme

sonras ) (mL)

Kullan r

Aral k (µg/mL)

A= 0,0127c + 0,0000 0,99990 50 5-30

*Çizelge 3.5’deki e itliklerden standartlar n haz rlanma tarihine en yak n olan  al nd .

3.2 Yöntemin Kesinli i / Tekrarlanabilirli i

m 2.3’te belirtilen oranlarda seyreltilmi  durumdaki örneklerin her birinden

3 e de er k m al p  bunlara yöntem uyguland . Ölçülen sinyaller bununla ilgili

hesaplanm  kesinlik de erleri Çizelge 3.2’ de gösterilmi tir.

Çizelge 3.2 Geli tirilen yöntemin sinyallerin kesinli i ile ilgili bulgular; örnek haz rlama ve

seyreltme oranlar  K m 2.4’deki gibi,   e  örnek say  (n) 3

Örnek
Absorbans

De erleri

Sinyal

Standart

Sapmas

Sinyal

%BSS

Pepsi Kola

0,121

0,133

0,127

0,006 4,7

Koka Kola

0,152

0,159

0,148

0,006 3,9

Koka Kola Light

0,140

0,147

0,142

0,004 2,8

Kola Turka

0,174

0,182

0,178

0,004 2,2

Çözünür Fosfatl

 Gübre

0,147

0,136

0,149

0,007 4,8
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Deri im kesinli i ve güven aral

Ölçüm s ras nda belirlenmi  olan  lineer regresyon e itli i kullanarak örne e ait

ölçülen sinyallerin her birine kar k gelen deri imler ve bu deri imlerin sinyal standart

sapmas  bulundu. Örnek haz rlama ve seyrelmedeki de erler dikkate al narak orijinal

örnekteki deri imler hesapland . 3 ölçüm ve %95 güven düzeyi için t de eri al p

istatistiksel hatalar hesapland  ve güven aral klar  belirlendi. Bulunan de erler Çizelge

3.3’de verilmi tir.

Çizelge 3.3 Geli tirilen yöntemin deri im kesinli i ve güven aral  ile ilgili bulgular;

                      n = 3,  G.D = 95 %  t = 4,30

Örnek Bulunan Deri im (orj)

(µg/mL)

Deri im

Standart

Sapmas

Deri im

%BSS’

Güven Aral

(GD = 95 %)

ntsx /

Pepsi Kola 123,1 5,8 4,7 123, 1 14,4

Koka Kola
150,0 5,5 3,7 150,0  13,6

Koka Kola Light 140,1 3,6 2,5 140,1 8,9

Kola Turka 174,7 4,0 2,3 174,7 9,9

Çözünür Fosfatl

Gübre
19,1* 0,9 4,8 19,1 2,2*

*Gübreye ait deri im kat  örnekte yüzde P olarak verildi.

3.3 Do ruluk

Geli tirilen yöntemin do rulu unun test edilmesi  için standart ekleme yoluna

ba vuruldu. Yöntemi uygulama öncesi 2.3’te verilen oranlarda seyrelmi  durumdaki

örnekler bir basamak daha seyreltildi. Önceden 2/25 oran nda seyrelmi  olan kola

örneklerinin her birinden 2 mL’lik 9 e de er k m al narak bunlardan her biri üç tane

olan üç grup yap ld . Her bir gruptaki üç çözeltiye ayn eyler eklendi; bir gruptakilere

yaln z çözücü, di er gruplardan her birine di erlerinden de ik miktarda standart
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eklenip hacimler 25 mL’e tamamland . Gübre stok çözeltisinde ise  önceden 3/100

oran nda seyreltilmi  gübre örne inden yukar daki gibi 2 mL 9 e de er k m al p yine

yukar daki gibi çözücü ve standart eklenip 25 mL’e seyretildi. Elde edilen toplam 60

çözeltiye yöntem uygulanarak ortofosfat fosforuna ait deri im bulundu. Bulunan

de erler Çizelge 3.4.de gösterildi.

Çizelge 3.4 Geli tirilen yöntemin do rulu u ile ilgili bulgular. n=3 (her bir sat r üç e  örnekten elde

edilen de erlerin ortalamas )

Örnek Türü

Eklenen

P deri imi

µgmL-1

Bulunan

P deri imi

µgmL-1

% Geri

Kazan m

0 9,86 -

4 14,16 107,4

8 18,06 102,6
Pepsi kola

12 22,28 103,5

0 12,01 -

4 16,04 101,0

8 20,08 100,9Koka kola

12 24,04 100,2

0 11,22 -

4 15,26 100,9

8 19,29 100,9Koka kola light

12 23, 25 100,2

0 13, 99 -

4 18,03 100,9

8 22,06 100,9Kola Turka

12 26,02 100,2

0 11,46 -

4 15,48 100,4

8 19,50 100,5

Çözünür fosfatl

Gübre

12 23,43 99,8
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3.4 Standartlar n Kararl

Standartlara (yöntem uygulanm , P ve Mo içeren) haz rlama tarihinden de ik

süreler sonunda molibden absorbanslar  AAS’de tekrar okundu ve her seferinde lineer

regresyonlar  yap ld . Elde edilen korelasyon sabitlerine bak larak fosfor standart

deri imine kar  sinyal de iminin lineer ili kiyi muhafaza edip etmedi i kontrol edildi.

Bununla ilgili elde edilen bilgiler Çizelge 3-5’de gösterilmi tir. Bu bilgiler çok önceden

haz rlanm  standartlar n sonradan örnek analizlenece i zaman tekrar kullan labilece ini

bize göstermektedir.

Çizelge 3.5  Standartlar n kararl  ile ilgili veriler.

Standartlar n Haz rland  Tarih: 30.05.2007

Okuma Tarihi Lineer Regresyon E itli i Korelasyon sabiti (r)

9.06.2007 A=0,0127 c + 0,0000 0,99990

16.06.2007 A= 0,0128c + 0,0008 0,99982

19.06.2007 A= 0,0126c + 0,0013 0,99994

26.06.2007 A=0,0127c  - 0,001533 0,99991

4. Tart ma ve Sonuçlar

Geli tirilen bu yöntem kola ve gübre örneklerinde ortofosfat tayini  için

uygulanabilir. Bu yöntem AOAC’e ait  UV-GÖR spektrometrik yöntemi kadar duyarl

de ildir. Fakat ona   kar  standartlar n kararl  aç ndan daha avantajl r. Yöntem

uygulanm  P standartlar  ( Mo’lu) kararl  uzun süre sürdürmektedir. Tekrar analiz

yap laca  zaman tekrar standart haz rlanmas na gerek yoktur. AAS’de okuma, standart

ve örnek için bir arada veya ardarda yap lmas  ko uluyla, (lineer regresyonun örne e

uyguland  s rada yap lmas  ko uluyla) yani standartlara ait  eski okuma verileri

al nmamas  ko uluyla eski standartlar (çok önceden haz rlanm )  tekrar kullan labilir.

Oysa AOAC UV-VIS veya kolorimetrik fosfat tayin yönteminde olu turulan mavi

rengin tonu buna ba  olarak da absorbans de eri h zla de ti inden,  her analizde

standartlar için tekrar taze renk haz rlama, yani P standartlar na tekrar yöntem uygulama

zorunlulu u vard r. Ayr ca örnek ortam nda renkli türlerin olmas  AOAC spektrometrik

ve kolorimetrik yöntemin uygulanmas  engeller.
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Simgeler ve K saltmalar Dizini

AAS: Atomik Absorbsiyon Spektrometresi/Spektrometrisi/Spektrometrik,

AOAC: Association of Analytical Chemists, PMA: Fosfomolibdik asit, bk: bak z,

UV:Ultraviyole / morötesi, VIS: Visible / Görünür

Te ekkür

Bu çal may  destekleyen Cumhuriyet Üniversitesi Ara rma Fonuna ve

AAS’de Mo ölçümlerinde yard mlar  için MTA  ilgililerine te ekkür ederiz.
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