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GAZLI AROMALI iCECEKLERIN iYON KROMATOGRAFI-
KONDUKTIVITE DEDEKTORU iLE ANYON TAYINi

OZET

Gazli ve gazl igecekleri kapsayan alkolsiiz i¢eceklerin son on yilda diinya ¢apinda
tiikketimi biiylik oranda artis gostermektedir. Yapilan arastirmalar sonucu elde edilen
veriler, diinyadaki niifusun giderek artmasi, insanlarin daha saglikli bir yasam
stirdirmek icin alkolli icecek tuketimini azaltmak istemeleri ve bu dogrultuda
tiikketicilerden gelen alkolsiiz icecek iiriin yelpazesinde gesitlilik talepleri ve yerkiirenin
sicakliginin artmasi nedeniyle insanlarin artan su ihtiyaglarini su ve ¢esitli aroma ve
tatlarin bulundugu su veya mineral su bazli igecekleri tiikketerek karsilama talepleri gibi
parametreler goz oniinde bulunduruldugunda alkolsiiz igecek tiikketimindeki bu artisin
daha da katlanacagini1 6ngdriilmektedir.

Popiiler ve dogal olarak kaynak sularindan elde edilen kopiiren sularin taklit
edilmesiyle 17. yiizy1lda Avrupalilar tarafindan gazl i¢ecekler ve sular iiretilmistir. Ik
olarak, 1767 yilinda karbondioksit gazinin igeceklere eklenmesi sonucunda alkolsiiz
icecekler kategorisinde yer alan gazli igecek tirlin grubu olusmustur. Gazli igecekler;
su veya mineralli su, karbondioksit, seker gibi ana hammaddelerden ve antimikrobiyal
bilesenler, asit diizenleyiciler, tatlandiricilar, aroma vericiler ve renklendiriciler gibi
yardimci bilesenlerin Tiirk Gida Kodeksi Alkolsiiz Igecekler Tebligi’ne uygun iiretim
kosullarinda bir araya getirilmesiyle tretilen alkolstiz igeceklerdir. Tuketiciler
tarafindan genellikle ferahlamak, serinlemek, su ihtiyacim1 karsilamak ve enerjik
hissetmek amaciyla kullanilan gazli igeceklerin insan sagligini riske atmayacak sekilde
uretilmesi 6nemlidir. Bu hususta, gazli igecek liretiminde kullanilan bilesenlerin
yuksek saflikta ve gida kalitesinde olmas1 gerekir. Tiirk Gida Kodeksi’ne gore gazl
icecekler; meyveli, meyve aromali, kola ve tonik gibi farkli gruplara ayrilmaktadir.

Insan saglig: icin gerekli mineralleri igeren mineralli sulardan yapilan meyveli ve
meyve aromali dogal mineralli gazli igecekler 6zellikle yaz aylarinda diger gazlh
icecek cesitlerine gore daha ¢ok tercih edilmektedir. Tiirk Gida Kodeksi Alkolsiiz
Icecekler Tebligi’ne gore; meyve aromali dogal mineralli gazli icecekler, dogal
mineralli su, aroma maddeleri ve/veya diger bilesenler ile seker ilave edilerek veya
edilmeden teknigine gore gazli olarak iiretilen igecek; meyveli dogal mineralli gazli
icecekler ise, meyve suyu ve/veya meyve piiresi ve/veya bunlarin konsantresi ve/veya
meyve tozu, dogal mineralli su ve/veya diger bilesenler ile seker ilave edilerek veya
edilmeden, teknigine gore gazli olarak iiretilen igecek olarak tanimlanmaktadir. Bu
igeceklerin liretimi; karistirma, gazlama, dolum, pastOrizasyon, etiketleme, kasalama
ve depolama olarak adlandirilan yedi asamanin tamamlanmasi sonucu
gerceklesmektedir.

Tiirk Gida Kodeksi Alkolsiiz Icecekler Tebligi’ne gére meyveli ve meyve aromali
dogal mineralli gazli igeceklerini kapsayan gazli icecekler tiiketime uygun olmasi igin
baz1 sartlara uygun iiretilmesi gerekmektedir. ilk olarak iiretilen gazli igecekler, tipine
0zgl tat, koku, renk ve goriinliste olmalidir ve yabanci koku ve tat igermemelidir.
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Uretilen gazli igecegin iiretim ortamindan kaynakli olarak i¢inde bulunma durumu
olan bilesenlerden; etil alkol miktarinin en ¢ok 3,0 g/L, laktik asit miktar1 en ¢ok 0,6
g/L, ucucu asit miktari en ¢ok 0,4 g/L olmasi gerekir.

Bu teblige gore, gazli igeceklerdeki karbondioksit miktari en az 2 g/L ve meyveli dogal
mineralli iceceklerde meyve orani, gazli olanlarda agirlik¢a en az %4 olmalidir. Gazli
igeceklerin liretiminde kullanilan yardimci bilesenlerden aroma maddeleri, "Tiirk Gida
Kodeksi Yonetmeligi"nin Gida Aroma Maddeleri Bolimiine uygun; katki
maddeleri 25/8/2002 tarihli ve 24857 sayili Resmi Gazete'de yayimlanan "Tiirk Gida
Kodeksi-Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler Tebligi", 21/9/2006 tarihli ve 26296
sayili Resmi Gazete'de yayimlanan "Tirk Gida Kodeksi - Gidalarda Kullanilan
Tatlandiricilar Tebligi" ile 22/12/2003 tarihli ve 25324 sayili Resmi Gazete'de
yayimlanan "Tiirk Gida Kodeksi-Renklendiriciler ve Tatlandiricilar Disindaki Gida
Katki Maddeleri Tebligi"ne uygun olmalidir.

Bu ¢alismada piyasadaki meyveli ve meyve aromali dogal mineralli gazli icecekler
icerisinde bulunan diisiik konsantrasyonlari insan sagligi i¢in gerekli fakat yiiksek
konsantrasyonlart metabolizmay1 olumsuz etkileyebilen floriir, nitrit, nitrat, siilfat,
stilfit, oksalat ve fosfat anyonlariin tayini i¢in segici, giivenilir ve hassas bir yontem
gelistirilmeye calisilmistir. Bu dogrultuda baskilayict ve iletkenlik dedektorii ile
donanimlandirilmis, Dionex IonPac® AS20 analitik kolon (2x250 mm) ve Dionex
lonPac® AG20 Guard (Koruma) kolonu (2x50 mm) bulunan Dionex marka iyon
kromatografi cihazinda gradient ve izokratik NaOH eluenti kullanilarak metot
gelistirilmistir.

1000 mg/L florur, nitrit, nitrat, sulfat, stlfit, oksalat ve fosfat standart ¢ozeltileri
kullanilarak bu anyonlarin karisimlarindan olusan kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu standartlarin 6l¢limiinden elde edilen kalibrasyon egrilerinde lineer
aralik floriir, nitrit, nitrat, siilfat, siilfit, oksalat ve fosfat anyonlar1 i¢in sirasiyla 0,01-
5,0 mg/L; 0,01-5,0 mg/L; 0,05-5,0 mg/L; 0,05-10,0 mg/L; 0,05-10,0 mg/L; 0,05-5,0
mg/L ve 0,03-5,0 mg/L konsantrasyonlar araligindadir ve tiim anyonlarin kalibrasyon
grafiklerinde R? olarak ifade edilen kolerasyon degeri ise 0,999 olarak elde edilmistir.
Tekrarlanabilirlik ¢alismalari, incelenen meyveli ve meyve aromali dogal mineralli
gazli igecek numunelerinin ayni giin i¢inde 3 tekrarla yapilan analizleri ile
gerceklestirilmistir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada 6rnegin hazirlanmasi oldukga kolay, ucuz ve basit
rutin olarak gergeklestirilen analizler i¢in hizli, hassas olarak yapilan ve giivenilir bir
analiz yontemi gelistirilmistir.

XX



ANION DETERMINATIN OF CARBONATED FLAVORED BEVERAGES
WITH ION CHROMATOGRAPY — CONDUCTIVITY DEDECTOR

SUMMARY

Worldwide consumption of soft drinks that include sparkling and sparkling beverages,
has grown significantly over the past decade. Some researches shows that the
increasing population in the world, the desire of people to reduce the consumption of
alcoholic beverages in order to maintain a healthier life, and accordingly, the demand
for diversity in the non-alcoholic beverage product range from consumers and the
increase in the temperature of the earth that gives rise to increase the need of water or
mineral water with various aromas and flavor. According to the given parameters, this
increase in non-alcoholic beverage consumption is predicted to be further multiplied.

In the 17" century, carbonated beverages and waters were produced by Europeans by
imitating the sparkling waters that were obtained from popular and natural spring
waters. First try is made in 1767 by adding carbon dioxide gas to the beverages. By
the way, carbonated beverage that is in the non-alcoholic beverages category, was
produced. Carbonated drinks which are soft drinks produced by combining main raw
materials such as water or mineral water, carbon dioxide, sugar and auxiliary
components such as antimicrobial components, acidity regulators, sweeteners,
flavorings and colorants under production conditions that are suitable for the Turkish
Food Codex Non-Alcoholic Beverages Communiqué. It is important that carbonated
beverages, which are generally used by consumers to refresh, cool off, meet water
needs and feel energetic, are produced in a way that does not risk human health. In this
regard, the components used in the production of carbonated beverages must be high
purity and food quality. According to the Turkish Food Codex, carbonated drinks are
divided into different groups such as fruity, fruit flavored, cola and tonic.

Fruity and fruit flavored natural mineral carbonated beverages made from mineral
waters that contain minerals in low concentrations that is necessary for human health,
are more preferred than other carbonated beverages, especially in summer. According
to the Turkish Food Codex Communiqué of Non-Alcoholic Beverages, fruit flavored
natural mineral carbonated beverages are described as carbonated beverages that is
made of natural mineral water, flavoring substances and/or other ingredients and sugar
or no sugar. Fruity natural mineral carbonated drinks are defined as carbonated
beverages including fruit juice and/or fruit puree and/or fruit concentrate and/or fruit
powder, natural mineral water and/or other ingredients with or without sugar.
Production of these beverages is occurred with completion of seven stages that are
called mixing, gassing, filling, pasteurization, labeling, casing and storage,
respectively.

According to the Turkish Food Codex Non-Alcoholic Beverages Communiqué,
carbonated beverages including fruity and fruit flavored natural mineral carbonated
beverages must be produced in accordance with certain conditions in order to be
suitable for consumption. First of all, produced carbonated beverages should have a
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type-specific taste, odor, color and appearance, and should not contain any foreign
odor or flavor. Ethyl alcohol, lactic acid and volatile acids are the components that can
be found in carbonated beverages due to the production environment. The amount of
ethyl alcohol should be at most 3.0 g/L, the amount of lactic acid should be at most
0.6 g/L, the amount of volatile acid should be at most 0.4 g/L. According to this
communiqué, the amount of carbon dioxide in carbonated beverages should be at least
2 g/L and the ratio of fruit in fruity natural mineral carbonated beverages should be at
least 4% by weight. Aroma substances that is one of the auxiliary components used in
the production of carbonated beverages, are in compliance with the Food Flavoring
Materials Section of the "Turkish Food Codex Regulation™; additives "Turkish Food
Codex-Communiqué on Colorings Used in Foods" published in the Official Gazette
dated 25/8/2002 and numbered 24857, "Turkish Food Codex Communiqué on Flavors
Used in Foods" published in the Official Gazette dated 21/9/2006 and numbered 26296
"and" Turkish Food Codex - Communiqué on Food Additives Excluding Coloring and
Sweeteners "published in the Official Gazette dated 22/12/2003 and numbered 25324.

Fluoride, nitrite, nitrate, sulfate, sulfite, oxalate and phosphate anions are commonly
present in most of carbonated beverages. The low concentrations of fluoride, nitrite,
nitrate, sulfate, sulfite and phosphate anions are necessary for the body, but oxalate
anions that are not needed. Besides, intake of high concentrations of all these seven
anions into the body affects health negatively. Firstly, high concentrations of fluoride
anion cause serious health problems such as tooth decay, osteoporosis and damage to
kidney, bone, muscle, nerve and productive proportions. Secondly, excessive amounts
of nitrate, nitrite anions and their metabolites in the body cause carcinogenic diseases
such as methemoglobinemia, hypotension and hypertension, and gastric cancer.
Thirdly, intake of high amounts of sulfate and sulfide anions causes to the loss of
osmotic water, diarrhea with ulcerative colitis and asthma. Fourthly, excess amount of
oxalate anion in the body can cause oxalate poisoning, kidney stone formation and
even death. Lastly, high concentration of phosphate anion in the blood causes fatigue,
shortness of breath, nausea, vomiting, sleep disturbance, hyperphosphatemia and
anorexia in some individuals. Thinking of benefits and adverse effects these ions on
human body, it is important to determine the amount of these ions in the beverages.

In this study, it was tried to develop a selective, reliable and sensitive method for the
determination of fluoride, nitrite, nitrate, sulfate, sulfite, oxalate and phosphate anions.
In order to this target, the method is developed using gradient and isocratic NaOH
eluent in Dionex ion chromatography system that is equipped with a suppressor and
conductivity detector, includes a Dionex lonPac® AS20 analytical column (2x250
mm) and a Dionex lonPac® AG20 Guard (2x50 mm) column.

Calibration solutions containing different concentration levels of mixtures of these
anions were prepared using 1000 mg/L fluoride, nitrite, nitrate, sulfate, sulfite, oxalate
and phosphate standard solutions. The linear range in the calibration curves obtained
from the measurement of these standards is for fluoride, nitrite, nitrate, sulfate, sulfide,
oxalate and phosphate anions, respectively; 0.01-5.0 mg/L; 0.01-5.0 mg/L; 0.05-5.0
mg/L; 0.05-10.0 mg/L; 0.05-10.0 mg/L; 0.05-5.0 mg/L and 0.03-5.0 mg/L and the
correlation value expressed as R? in the calibration graphs of all anions was obtained
as 0.999. Fruity and fruit flavored natural mineral carbonated beverage samples have
undergone some pre-treatment to make them suitable for analysis. After completing
the analysis of calibration standards, fruity and fruit flavored natural mineral
carbonated beverage samples were analyzed by ion chromatography system. The
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repeatability studies were carried out by analyzing the samples of fruity and fruit
flavored natural mineral carbonated beverages in 3 repetitions in the same day.

As a result of this study, a fast, precise and reliable analysis method was developed for
the analysis that is very easy to prepare, cheap and simple routine analysis.
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1. GIRIS

Kromatografi yontemi, hizli, basit ve etkili bir ayirma yontemi oldugu i¢in giiniimiizde
yaygin olarak kullanilmakta olup kompleks karisimlardaki maddeleri birbirinden
ayirip tanimlamaya ve maddeleri saflastirmaya olanak saglayan son yillarda ciddi
anlamda gelisme gosteren bir tekniktir. [ 1] Bu 6zellikleri sayesinde nitel ve nicel analiz

amaciyla kullanilabilen aletli bir analiz yontemi olarak da nitelendirilmektedir.

Kromatografik yontemler farkli kategorilere gore siniflandirilabilmektedir ve ayirma
mekanizmasina gore siniflandirilacak olursa; adsorpsiyon, dagilma, jel gecirgenlik ve
iyon kromatografisi olmak tizere dorde ayrilmaktadir. Bu ¢aligmada yapilan analizler,

iyon kromatografi yonteminden faydalanilarak gergeklestirilmistir.

Iyon kromatografisi, birbirine cok benzemekte olan nadir toprak katyonlarmin katyon
degistirici reginelerin kullanimiyla ayrilmasi i¢in gelistirilen Manhattan projesi
esnasinda ortaya c¢ikan iyon-degistirme kromatografinin gelismis hali olarak da
bilinmektedir.[2] Iyon kromatografinin ilk gelistirilmeye baslandig1 yillarda belirleme,
genellikle iletkenlik  Olglimleriyle yapilmaktaydi; fakat gilinlimiizde iyon
kromatografiyle ayirma ve belirleme igin baska dedektorler mevcut olup

kullanilmaktadir.

Iyon degisim tekniginde temel olarak, ¢dzeltideki iyonlarin ¢dziinmemis yiiksek
molekiil agirlikli bir katimin yiizeyindeki benzer iyonlarla degisim dengesine
dayanmaktadir. Burada inorganik ve organik kati maddeler kullanilmaktadir.
Inorganik iyon degistiriciler cok uzun zamandan beri kullanilmakta olup en yaygin
olarak kullanilanlar1 kil ve =zeolitlerdir. Giinlimiizde ise, organik olan iyon

degistiriciler, inorganik iyon degistiricilere kiyasla daha fazla kullanilmaktadir.

Iyon kromatografisi bilimin birgok alaninda kullanilmaktadir. Toksikoloji, adli tip,
icme suyu ve atik sulardaki kirlilikler, hava kirliligi, endiistriyel atiklarin ve biyolojik
cozeltilerdeki iyonik tirlerin belirlenmesi iyon kromatografi tekniginin kullanildigi

alanlardan bazilaridir.[3]



Gecgmisten giinlimiize her donem insan ve toplum tarafindan diizenli ve fazla
miktarlarda tiiketilen alkolsiiz ve alkollii icecekler insan saglig1 agisindan olumlu ve
olumsuz etkilere sahip olabildiginden bu igeceklerin analizleri yapilmaktadir.
Alkolsiiz gazli i¢ecekler igerisinde bulunan mineraller belli bir degere kadar gerekli
fakat o degeri iizerindeki miktarlarda alinmasi ciddi saglik problemlerine yol
acabilmektedir. Bu yuzden alkolsiiz gazli i¢eceklerin analizleri toplum agisindan

bliyiik 6nem tasimaktadir.

Bu ¢alismada iyon kromotografisi cihazi ile meyve aromali dogal mineralli gazh
icecek numunelerinde bulunan ve limit degerlerinin iizerindeki konsantrasyonlarinin
insan saglig1 acisindan zararl olabilecek olan flor, nitrit, nitrat, siilfit, siilfat, oksalat
ve fosfat anyonlarinin tayini i¢in segici, giivenilir ve hassas bir yontem gelistirilmeye

calisiimistir.

2007 yili 26 teblig numarali Alkolsiiz Icecekler Tebligi kapsaminda olan dogal
mineralli gazli igecekler, dogal mineralli su, aroma maddeleri ve/veya diger bilesenler
ile seker ilave edilerek veya edilmeden teknigine gore gazli olarak {iretilen icecekler
olarak tanimlanmaktadir. Meyve aromali dogal mineralli gazli icecekler en ¢ok

tiikketilmekte olan alkolsliz gazli i¢ecekler arasinda yer almaktadir. [4]



2. KROMATOGRAFI

2.1 Kromotografi

2.1.1 Giris

Kimyasal ve fiziksel yontemler, analizi yapilacak ¢ozelti yani analit i¢ginde bulunmak
istenen ya da engelleyici etkisi olup uzaklagtirnlmak istenen maddeleri
ayirabilmektedir. Kristalizasyon, kati-s1v1 ve sivi-sivi ekstraksiyonlar ve ¢oktiirme en
cok kullanilan ayrim yontemlerdendir fakat analitik islemler esnasinda reaksiyona
girebilecek maddelerin ayrilmasinda bu tekniklerde ¢ogu zaman zorluklarla
karsilasilmaktadir. Bu durum, ¢ok fazla bilesen i¢eren karmasik maddeleri ve fiziksel
ya da kimyasal nitelik bakimindan birbirine benzeyen yapilar1 analitten ayirabilmek
icin daha gelismis, spesifik sonuglarin alinabilecegi bir teknik ihtiyact dogurmustur.
1906 yilinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett, bir cam kolonu toz haline getirilmis
kalsiyum karbonatla doldurarak klorofil ve ksantofil gibi ¢ok sayida bitki pigmenti
iceren ¢ozeltiyi bu kolondan gegirmistir ve ¢ozeltideki tiim pigmentleri saf olarak elde
etmistir. Ayrim sonucunda, renkli bolgeler halinde grup olustugu gézlemleyen Tswett
buldugu ayrim yontemini renkli fotograf anlamina gelen kromatografi olarak
isimlendirmistir. Tswett tarafindan bulunan kromatografi yontemi bu eksikligi

gidererek bilimin her alaninda olarak kullanilan bir yontem halini almistir. [5]

Kromatografi yontemi giinlimiizde yaygin olarak kullanilmakta olup c¢ok benzer
ozellikte oldugu icin diger yoOntemlerle ayrilamayan bilesenleri ve karmagik
karigimlardaki maddeleri birbirinden ayirip tayin etmeye ve maddeleri saflastirmaya

olanak saglayan gelismis modern bir tekniktir. [1]

2.1.2 Genel tanim

Kromatografi, birbirinden ayrilmasi miimkiin olmayan bilesenler iceren maddelerin
her birinin bileseninin saf olarak tayin edilmesi i¢in kullanilan bir tekniktir.

Kromatografik yontemlerin tamami, bir karisimda bulunan iki ya da daha fazla



bilesenin hareketli (tasiyici) bir faz yardimiyla sabit (duragan) bir faz arasindan degisik
hizlarla hareket etmesi esasina dayanir. Yani, ayirim karisim igerisindeki bilesenlerin

hareketli ve sabit faz ilgilerine gore degismektedir.

Analizde etkin olan mekanizmalara gore ¢esitli kromatografik yontemler
gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontemler birbirinden farkli olsalar bile, hepsinde
bilesenlerine ayirilacak karigimi sabit ve hareketli fazla etkilestirilerek ayrim
gergeklestirilir. Bilesenlerine ayrilmasi istenen karisim kati veya kati1 bir destek
lizerine emdirilmis siv1 tabakasi olan sabit faza konulur. Sabit faza konulan karigim
tizerinden, sivi veya gazdan olusan siiriikleyici olan hareketli bir sivi gegirilir.
Bilesenler, ilgisine gore hareketli ya da sabit faza tutundugu hareketli ve sabit faz
numuneye uygun olarak secilir. Durgun faz tarafindan daha ¢ok tutulan madde
hareketli faz tarafindan daha az siiriiklenirken; durgun faz tarafindan daha az tutulan
madde hareketli faz tarafindan daha ¢ok siirtiklenir. Numunenin igerisindeki bilesenler
sabit ve hareketli faza olan ilgisine gore siirtiklenecegi igin bilesenler sabit fazi farkl

siirelerde terk ederler ve birbirinden ayrilmis olurlar. [1]

2.2 Iyon-Degistirme Kromatografisi
2.2.1 Genel bilgi

Genellikle iyon kromatografisi olarak bilinen iyon-degistirme kromatografisi, iyon
degistirici reginelerde ger¢eklesen iyon degisim mekanizmasina dayanarak maddelerin
icinde bulunan pozitif ve negatif iyonlar olan anyon ve katyonlarin kalitatif ve
kantitatif olarak belirlenmesi saglayan modern bir kromatografik tekniktir. Iyon
degisimi mekanizmasi benzer yiiklii iyonlarin tersinir olarak yer degistirmesi olarak

tanimlanmaktadir.

Iyon kromatografi, uzun yillar boyunca yapilan ¢aligmalarda elde edilen bilgi birikimi
ile gelismis olan modern bir analiz yéntemidir. lyon degisim reginelerinin kullanimima
dayanan iyon kromatografi i¢in ilk adim 1935 yilinda Holmes ve Adams tarafindan
organik iyon degistirici reginelerin sentezlenmesiyle atilmistir. Spedding ve Powell
iyon degisim kromatografi yontemini nadir toprak elementlerinden olan neodimiyum
ve praseodimyum elementlerini ayirmak ic¢in kullanarak 1947 yilinda teknigin
kullaniminmi baglatmistir. 1950 yillarinin baslarinda Kraus ve Nelson klor, flor, nitrat

ve siilfat iyonlarindan olusan kompleksleri anyon kromatografisine dayanarak



ayrilabildigini gostermistir. Stein, Moore ve Spackman iyon degisim kromatografisi
teknigini kullanarak 1958 yilinda otomize aminoasitlerin ve Green 1966 yilinda
otomize karbonhidratlarin iyon degisimi kromatografi ydntemiyle analizlerini
gergeklestirmistir. 1960’11 yillarin sonuna dogru HPLC tekniginde gelisim gozlenmeye
baslamistir fakat bu teknik iyonik tiirlerin tayininde yetersiz oldugu i¢in daha gelismis
yonteme ihtiya¢ duyulmustur. Bunun iizerine, 1970’li yillarin ortalarina dogru Dow
Kimya Sanayi calisanlarindan Small, Stevens ve Bauman iletken dedektorlii iyon
kromatografi cihazini tasarlamislar ve ardindan 1975°te yine katyon degisimli iyon
kromatografiyi kesfetmisler. iletkenlik dedektorlii iyon kromatografi ydntemi, anyon
ve katyonlarmm baskilanmis iletkenlik algilama sistemiyle ayrilmasma olanak
saglamistir. Bulunan bu teknik sayesinde iyonik tiirlerin tayinindeki eksiklik
giderilmistir. 1985 yilinda da, Dionex de g¢alisan bir arastirmaci olan Pohl iyon
kromatografide mikromembran baskilayicilarini bulmustur. Iyon kromatografi teknigi
damitma, adsorpsiyon ve filtrasyon dahil kimya alaninin bircok kisminda

uygulanabildigi i¢in hizli bir sekilde en ¢ok kullanilan tekniklerden biri olmustur. [6]
[71[8] [9] [10].

2.2.2 Tyon degisimi

Iyon kromatografi teknigiyle yapilan ayrimlarin dayandirildig iyon degisimi, yiiksek
molekiil agirlikli bir kati madde tarafindan ¢ozeltide bulunan art1 ve/veya eksi yiiklii
iyonlar1 yapisina katip bu iyonlar yerine kati maddenin yapisinda bulunan esdeger
miktarda baska bir iyonun ¢ozeltiye gectigi fizikokimyasal reaksiyondur. Iyon degisim
reaksiyonlari denge reaksiyonu oldugundan geri doniislii olarak gerceklesir ve bundan

dolayi regineye baglanan iyonlar ¢ozeltiye geri gegebilmektedir. [11]
2.2.3 Iyon degistiriciler

Iyon degisim mekanizmasinda kullanilan ¢éziinmeyen yiiksek molekiil agirlikli kat:
maddeler iyon degistiriciler olarak adlandirilir ve bu regineler yapisal ayrimina gore

inorganik ve organik ikiye ayrilmaktadir.
2.2.3.1 Organik iyon degistiriciler

Gilintimiizde en ¢ok kullanilan inorganik iyon degistiriciler kil ve zeolittir. Kil ve zeolit

dogal iyon degistiricilerdir. Zeolitler, volkanik killerin su ortaminda kimyasal



degisime ugramasi sonucunda milyonlarca yil 6ncesinde olustugu kabul edilen dogal
minerallerdir ve oksijen atomlariyla birbirine baglanmis dortyiizlii aliimina
silikatlardir. Na2Al,SisO12 kapali formiiliine sahiptirler.[12] Iyon degisimi sirasinda
zeolitlerin yapisinda bulunan sodyum iyonlarini Fe*?, Mn*2 ve Mg*? gibi iyonlari ile

degistirirler.
2.2.3.2 Sentetik iyon degistiriciler

Yapilarinda ¢ok fazla sayida anyon ve katyon bulunduran, su ve bir¢ok organik ¢oziicii
sisteminde ¢6zlinmeyen biiyiik molekiillii maddeler organik iyon degistiriciler ya da
recine olarak tanimlanmaktadir. Kullanilan organik iyon degistiriciler, kat1 regine ya

da kat1 yiizeyine film halinde tutturulmus sivi halinde regine olabilirler.

Organik iyon degistirici regineler; katyonik, anyonik ve amfoterik (selektif) iyon
degistirmede kullanilmaktadir. Katyon degisimi icin katyon degistirici, anyon
degisimi i¢in anyon degistirici re¢ineler kullanilmaktadir. Amfoterik iyon degistiriciler

de, hem anyon hem de katyon degisimi yetenegine sahip olan reginelerdir.

Anyonik iyon degistiriciler kuvvetli baz olarak bilinen ve (-N(CHz)3*OH") olarak
gosterilen tersiyer amin fonksiyonel gruplarini veya zayif baz olarak siniflandirilan ve
(-NH3"OH") olarak gosterilen primer amin gruplarini igermektedir. Katyon
degistiriciler recinelerin aktif kisimlar1 ise, kuvvetli asit kategorisi olarak
siniflandirilan ve (-SOs'H) ile ifade edilen silfonik asit ve (-COOH") ile gosterilen

zay1f asit fonksiyonel grubunu icermektedir.

M** katyonunu igeren bir sulu ¢6zeltinin en genel aktif bolge kismu siilfonik asit (-SO3”
H™) olan katyon degistiriciyle reaksiyonu sonucunda gergeklesen yer degistirme

tepkimesi denklem 2.1°de gosterilmistir.
XRSO3H" (katny + M** (cozeltiy <> (RSO3)x M** (katry + XH* (cozelti) (2.1)

AX anyonunu igeren bir sulu ¢ozeltinin en genel aktif bolge kismi kuvvetli bazik
tersiyer amin (N(CHs)3s*OH") olan anyon degistirici regineyle reaksiyonu sonucunda

gerceklesen yer degistirme tepkimesi denklem 2.2°de gosterildigi gibidir.[12]

XRN(CHz3)3 OH" (kat) + A* (ozeltiy <> [RN(CH3)3" ]x A* (katy + XOH™ (gozeltiy  (2.2)



2.2.3.3 Iyon degistirici dolgular

Iyon kromatografi tekniginde kullanilmak iizere duyulan ihtiyactan dolayr 1935
yilinda siilfonatlanmig komiir iyon degistirici regine olan ilk sentetik iyon degistirici
Leibknecht gelistirmistir. Bu sirada, Adams ve Holmes de sentetik fenolformaldehit
iyon degistirici regineyi {retmislerdir. Sentetik iyon degistiricilerin {retilme
nedenlerinin en basinda su yumusatma, su deiyonizasyonu ve ¢ozelti saflastirma
islemleri gelmektedir. Sentetik regineler, dogal recinelere gore daha kararli, yliksek

kapasiteli ve rejenerasyona direnclidir.

Sentetik iyon degistiriciler yapisinda bulundurdugu fonksiyonel grubun ¢esidine gore

kuvvetli asidik 4 farkli sekilde siniflandirilmaktadir:
v Kuvvetli Asidik Katyon Degistiriciler
v’ Zayif Asidik Katyon Degistiriciler
v Kuvvetli Bazik Anyon Degistiriciler
v’ Zayif Bazik Anyon Degistiriciler

Sentetik katyon degistiriciler yukarida da goriildiigi gibi kuvvetli asidik ve zayif asidik
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Siilfonik fonksiyonel gruplarini igerenler kuvvetli
asidik katyon degistiriciler; karboksil gruplarini igerenler zayif asidik katyon
degistiriciler ise olarak tanimlanmaktadir. Zayif ve kuvvetli asidik katyon
degistiricilerde gerceklesen reaksiyonlar tersinir reaksiyonlardir. denklem 2.3 ve
denklem 2.4°te iki farkli kuvvetli asidik katyon degistirici ve denklem 2.5 ve denklem

2.6’da zay1f asidik katyon degistirici reaksiyonu gosterilmektedir.

2RSOsH + CaCl; S (RSOs)2Ca?* + 2HCI (2.3)
2RSOs'Na* + CaCl; s (RSOg3).Ca?* + 2NaCl (2.4)
2RCOOH + Ca(HCO3)?? S (RCOO),Ca®* + 2H,COs (2.5)
RCOOH + Na(HCOs) S (RCOO)Na* + H,COs (2.6)

Tiikenmis kuvvetli asidik katyon degistiriciler asit rejenerasyonu ile hidrojen ya da

sodyum, zayif asidik katyon degistiriciler ise hidrojen formuna doniisebilmektedir.



-SOsH fonksiyonel grubuna sahip olan kuvvetli asidik katyon degistiriciler i¢in iyon

degisim kuvvetleri asagidaki gibidir:

H*<Na'<NH;'<K*<Cu'<Ag'<Mn?*<Mg?*<Zn?*<Cu?*<Cd?*<Ni?*<Ca?'<Fe?*<Pb?*

< Ba*'< AP*<Cr¥*<Ti#

Sentetik anyon degistiriciler yukarida da goriildiigli gibi kuvvetli bazik ve zayif bazik
olmak (zere ikiye ayrilmaktadir. Sulu ¢ozeltilerde bulunan SOs*, ClI* NOs gibi
kuvvetli asit anyonlarin1 ve HCO3™ ve SiOs? gibi zayif asit anyonlarin1 bulunduran
anyon degistiriciler kuvvetli bazik olarak siiflandirilirken; birincil, ikincil, tigiinciil
ve bazen de kuarterner amonyum gruplarini yapisinda bulunduran anyon degistiriciler
ise zay1f bazik anyon degistiriciler olarak siniflandirilmaktadir. Kuvvetli bazik anyon
degistiriciler, kuvvetli ve zayif asitlerle tepkimeye girdiginde nétiirlesme gerceklesir

ve bu notiirlesme reaksiyonlar: denklem 2.7 ve denklem 2.8°de gosterilmektedir.
2RsNTOH" + H,CO; S (RaN*)2COz% + 2H.0 (2.7)
2RsN'OH" + H3SiO; S (RaN*)2Si042 + 2H20 (2.8)

Kuvvetli bazik anyon degistiricilerin kapasiteleri, zayif bazik anyon degistiricilerin
kapasitelerinin yarist kadardir. Bu yiizden organik kirlenmeye kadar maksimum
diizeyde koruma saglamak amaciyla zayif bazik anyon degistiriciler kuvvetli bazik
anyon degistiricilerden dnce kullanilmaktadir. Ayrica, zayif bazik anyon degistiriciler
CI, SO4* ve NOg3 gibi kuvvetli asit anyonlarmin bulundugu sularin temizlenmesinde
de kullanilmaktadir ve bu degistiricilerde gerceklesen reaksiyonlar denklem 2.9 ve
denklem 2.10°da verilmektedir:

2RNTOH + H2S0s S (ReN)2 S04 + 2Hz0 (2.9)
RN*OH + HCISRN'CI + H,0 (2.10)

2.2.3.4 Inorganik iyon degistiriciler

Iyon degisim kromatografisinde kullanilmak iizere, ok sayida farkli dogal ve sentetik
iyon degistirici bulunmasina ragmen divinilbenzenle ¢apraz baglanmis polistiren ve
fenol formaldehit regineleri en ¢ok kullanilan iki regine tipidir. Kuvvetli bir asit
recinesi olan divinilbenzenle ¢apraz baglanmis polistiren recinesi, divinilbenzenin

stiren ile emiilsiyon kopolimerizasyonu teknigiyle iiretilmektedir. Bu polimerizasyon



sonucunda kiigiik ve gdzenekli polimerler olusmaktadir. Bu polimerizasyonun ¢apraz
baglanarak yapilmasi, olusan polimer taneciklerinin mekanik dayanikliligin
arttirmaktadir. Kuvarterner aminler ve siilfonik asit gibi bazik ve asidik fonksiyonel
gruplar polimerin yapisina kimyasal olarak baglanarak olusan polimer iyonlara kars1
aktif hale getirilir. Divinilbenzenle ¢aprazlanarak olusturulan polistiren reginesinin

yapisi Sekil 2.1°de gdsterilmistir. [1]

H Ha Hj H
c C
e T+
SCH SO H
H H Hy H Ha H
C C C C
T+ T+
SC'BH SOEH
H Ho v H Hy 0 Ha

Sekil 2.1 : Capraz-bagli polistiren iyon degistirici re¢inenin yapisi [1].

Divinilbenzen ¢apraz bagl polistiren reginesinde bulunan —SOs H* fonksiyonel
grubu yerine, —COO™H*, —NH3"OH™ ve —N(CH3)3"OH" gibi fonksiyonel gruplari

baglayarak benzer regineler de elde edilebilmekte ve kullanilmaktadir.

Ilk ticari sentetik iyon degistirici recine olan fenol formaldehit regineleri, fenol ve
formaldehitin asidik veya bazik kosullarda zincir biiyiime polimerizasyonu teknigiyle
sentezlenmesi sonucu elde edilir. Reginenin 6zelligi ortamin asit ve baz olmasina gore
degisir. Asidik kosulda gergeklesen polimerizasyon sonucu elde edilen regine novalak,
bazik ortamda gerceklesen polimerizasyon sonucu elde edilen regine ise rezol olarak
adlandirilir. Asidik veya bazik kosulda gerceklesen polimerizasyon reaksiyonu Sekil

2.2’de gosterilmektedir: [13]



OH Asidik veya

Bazik CH2
4+ HCOH o

Sekil 2.2 : Fenol formaldehit recinelerin sentez reaksiyonu ve yapisi [13].

2.2.4 Kutlelerin etkimesi kanununun iyon degisim dengesine etkisi

Katyon iyon degistirici kolonu olan siilfonik asit reginesi ile tek yikli B* katyonu
arasinda gerceklesen reaksiyon ele alinarak Kiitlelerin Etkimesi Kanunu’nun iyon-
degistirme dengesine etkisini inceleyelim. Kolona verilmis olan néotral bir ¢ozeltide
bulunan B* iyonunun denklem 2.11’deki reaksiyonu nedeniyle kolonun {ist kisminda

tutuldugu goriiliir:
RSO3 'H" () + B (suda) > RSO3 B*(x) + H(suda) (2.11)

Yukaridaki reaksiyonda k sembolii, yanina yazilmis olan maddenin kat1 oldugunu
ifade etmektedir. Kolonda gergeklesen eliisyon hidroklorik asitle ger¢ekleseceginden
dolay1, durgun fazda bulunan B* iyonu hareketli faza aktarilir ve bu yiizden tepkimede
denge tepkenlere dogru kayacaktir. Daha sonra sabit ve mobil faz arasinda ger¢eklesen
hizli aktarim sonucunda buradaki iyonlar kolondan asagi dogru hareket eder.
Yukaridaki reaksiyon i¢in Kgeg olarak tanimlanan denge sabiti yazilacak olursa

denklem 2.12°deki gibi ifade edilir:
Kdeg = ([RSO3” B*lk [H]suda) / ([RSO3 H'Jk [B*]suda) (2.12)

Denge sabitini bulmak i¢in olusturulan formiilde yer alan [RSO3 B*]x ve [RSO3H]x,
B* ve H" ifadeleri bu maddelerin/iyonlarin kati fazdaki derigimlerini ifade etmektedir
(en dogru anlamda aktiviteleridir). Denge sabiti formiiliinde yer alan ifadeler

duizenlenecek olursa denklem 2.13’teki hale doniisecektir:
Kaez = [RSO3 B™Jk/ [B*Jsuda = [RSO3 H* ]k / [H'Jsuda (2.13)

Hidrojen iyonlarinin sulu fazdaki derisimleri ellisyon sirasinda B+ iyonlarinin
derisimleri hidrojen iyonlarinin sulu fazdaki derisimlerine gore ¢ok daha azdir. Ayrica,
B+ sayis1 yaninda, re¢inedeki yer degistirme bolgesi sayisi cok daha yiiksektir. Bundan
dolay1, [H']suda Ve [RSO3'H']« derisimleri denklem 2.13’teki kaymalardan fazla
etkilenmeyecektir ve bu durum goz oniinde bulunduruldugunda [RSO3H™]« ve [H]suda

>> [B*]suda Olacaktir ve denklem 2.14’{in sag tarafi hemen hemen sabit olur.
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K=[RSOs B*]x/ [B*]suta= Cs/ Cm (2.14)

seklinde ifade edilebilir. Yukarida verilen ifadede yer alan K sembolii dagilma

katsayisi sabiti olarak tanimlanmaktadir.

Kat1 faz acisindan denge sabitinin durumunu inceledigimizde; Kgez. ’in biiyiik
olmasinin nedeni B* iyonunu reaksiyon ortamindan alikoymak i¢in yiiksek bir meyil
icerisinde olmasidir. Kge’in kiiglik oldugunda ise, bu durumun tam tersi gecerli

oldugu ifade edilir.

Referans iyon secerken H* gibi genel bir iyon segilirse verilen tipteki re¢inede farkli
iyonlar i¢in dagilma oranlar1 deneysel olarak karsilastirmak miimkiin olacaktir. Bu tiir
deneyler, cok yiiklii iyonlar: tek yiiklii iyon tiirleriyle karsilastirdigimizda ¢ok daha
kuvvetli oldugu gostermektedir. Fakat hidratlagsmis iyonun diger ozellikleri kadar
boyutundan kaynakli olarak bazi farkliliklar olur. Sonu¢ olarak, alisilagelmis bir
stilffolanmis katyon degistirici recine igin, tek yukli katyonlar i¢in denge sabiti (Kdez)

degerleri biiylikten kiigiige dogru asagida verildigi gibi siralanmaktadir.
TI"™> Ag™> Cs™> Rb™> K> NHs"> Na"™> H™> Li".
Denge sabiti degerleri iki yiiklii katyonlar igin biiyiikten kiigige dogru siralamasi
sOyledir:
Ba**> Pb*" > Ca®" > Ni%* > Cd** > Cu?* > Co?* > Zn** > Mg*".

Anyonlarda, kuvvetli bazik regineler icin Kqez degerleri biiylikten kiictige siralamasi
asagidaki gibidir:
SO4# >1">NOs > Br > Cl'> HCO3 > CHsCOO™> OH™> F,

Anyon ve katyonlarin denge sabiti siralamalari, bazi durumlarda reginenin tipine ve

reaksiyon sartlarina bagli oldugundan, sadece bir varsayim olarak kabul edilmelidir.[1]
2.2.5 Iyon kromatografi etkinligini etkileyen parametreler

2.2.5.1 pH

Mobil fazin tiiriine gére pH degerinde farklilik olacaktir ve bu farklilik mobil fazin
iyon sayis1 ve kimyasal 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Anyon degistirici ve katyon
degistirici reginelerde pH alikonma zamanini etkilemektedir. Mobil faz pH artisi,
katyon degistirici reginelerde alikonma siiresini azaltirken; anyon degistirici

reginelerde artirmaktadir. [14]
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2.2.5.2 Iyonik gii¢

Mobil fazin iyonik giicii ¢oziicii kuvvetini 6nemli dlgiide etkilemektedir. Iyonik giiciin
artmasiyla ¢oziicii kuvveti de artacaktir. Coziicti kuvvetinin artisini optimum diizeyde
tutabilmek icin kapasite faktoriinin 2-20 araligindaki bir degerle optimize edilmesi
gerekir. [14]

2.2.5.3 Sicakhik

Iyon degisim sistemindeki sicaklik degisimi mobil fazin viskozitesini etkiler ve buna
bagl olarak sabit ve hareketli faz arasinda gerceklesen iyon degisim miktarini ve
alikonma siiresini degistirir. Sicakligin artmasiyla hareketi faz ¢oziiclistiniin
viskozitesini artirir. Viskozite artigi, hareketli ve sabit faz arasindaki iyon degisim
oranini artirir. Ayrica, sicaklik artmasiyla artan viskozite iyonlarin alikonma stresini

azaltacaktir. [14]

2.2.5.4 Akis hiza

Iyon kromatografi tekniginden iyonlarn ayrim etkinligini degistiren parametrelerden
biri hareketli fazin akis hizidir. Akis hizinin fazla olmasi, temas siiresini azaltir ve bu
ylizden, iyon aktarimi yeterli diizeyde ger¢eklesmez. Akis hizinin az oldugu durumda

ise, yeterli yiizey temasi saglanamaz ve kanallagmalarin olusumu goézlenir.

Iyon kromatografide mobil fazin akis hizinmn diger yiiksek performansli/basingli sivi
kromatografi tiirlerindeki akis hizina kiyasla daha diisiik olmasi tercih edilir.
Maksimum kiitle transferi ger¢eklesmesine olanak saglayacak diizeyde diisiik akis hiz1

saglanarak verimli bir ayrim gerceklestirilmelidir. [14]

2.2.5.5 Organik modifiye ediciler

Hareketli fazin yapisina katilan organik yapilar olarak tanimlanan organik modifiye

ediciler mobil fazin viskozitesini azaltarak kiitle transfer kinetiginin artirirlar. [14]

2.25.6 Tuz

Iyon degisim sistemi igerisinde yer alan her tiir iyonik tiirden hareketli fazin ¢oziicii
kuvvetinin etkileyecektir. Cozucuye tuz eklenmesi, pH degerinde degigsmesine neden
olur ve pH degerinin artig ya da azalisina bagl olarak recine tiirline gore alikonma

stirelerinde degisiklik gerceklesir. [14]
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2.2.6 Metot validasyonu

Metodun gecerli kilinmast olarak tanimlanan metot validasyonu, belirli bir amag
dogrultusunda uygulanan metodun performans kriterlerine uygunlugunu saptamak i¢in
metot parametrelerinin belirlenerek incelendigi ve metodun bilimsel olarak her
kosulda uygulanabilecegini gosterme amaciyla yapilan gegerlilik caligmasidir.
Validasyon caligsmalari, tek bir laboratuvar veya pek ¢ok laboratuvarin katilmig oldugu
laboratuvarlar arasi ¢alisma ile gergeklestirilebilir. Tek laboratuvar tarafindan yapilan
validasyon i¢ validasyon olarak tanimlanmaktadir. i¢ validasyon ve laboratuvarlar
arasi validasyona ek olarak dis validasyon da yapilmaktadir ve bu validasyon tiiriinde,
kapsamli gecerli kilma ¢aligmalart s6z konusudur. Kapsamli gegerli kilma
calismalarinin yapildigir dis validasyonda, rutin kullanim 6ncesi metot performans
Kriterlerinin timi veya belirli bir kismimin incelenir ve dokiimantasyon islemi
yapilarak tiim performans kriterleri degerlendirilir. Gergeklestirilecek olan ¢alismada
yapilmasi belirlenen metodun amaca uygun olup olmadigini belirlenen siire¢ olarak

tanimlanan metodun gegerli kilinma siireci Sekil 2.3’de gosterilmektedir.[15]

Cozilecek miigteri
problemi. Analitik

gereklilikleri belirle

Y

Metvcut mgtnﬁll D‘i:tfg;nmmm . Metodu daha
belirle/degistir veya ’ 5 serlendi - fazla geligtir
yeni metot gelistir egeriendir

Analitik
gereklilikleri
esnet ?

Daha fazla
gelistime
mimkiin mii?

Metot
amaca

uygun thu?

Gegerlikilma Analitik gereklilikleri
raporunu yaymla yenidenbelirle

Metodu kullan Metot
kullanilamiyor

Sekil 2.3 : Metodun gecerli kilinca siireci.

Bir metodun validasyonunu gergeklestirmek icin yapilmasi gereken metot performans
parametreleri sirasiyla; secicilik (spesifiklik), algilama smir1 (LOD) ve tayin limit
(LOQ), lineerlik ve calisma araligi, analitik duyarlilik, dogruluk, kesinlik, 6l¢tim

belirsizligi ve saglamlik olmak iizere sekiz adimdan olusmaktadir.
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2.2.6.1 Secicilik (Spesifiklik)

Segicilik, metodun matris igerisinde girisim olusturabilecek diger bilesenlerin
varliginda hedef analiti ayirabilme ve dogru olarak tanimlayabilme olarak ifade
edilmektedir. Bir metodun segiciligini incelemek igin kullanilan matristeki hedef
analitle benzer 6zellik gosteren bilesen olup olmadig1 eger varsa bu bilesenin etkisi
incelenir. Bu dogrultuda, genellikle dnce kor matrisin dl¢iimii alinir; sonrasinda
hedef analitle girisim yapacak madde bilinen konsantrasyonda eklenip 6l¢iim
yapilir. Ekleme Oncesi ve sonrasi Ol¢limler karsilastirilarak, kullanilan matrisin
analit igin seciciliginin ne kadar oldugu belirlenir. Girisim olup olmadiginin agik
olmadigi durumlarda ise; metodun seciciligi, ilgilenilen analiti Olgebilme

yeteneginin diger bagimsiz metotlarla kiyaslanmasiyla incelenebilir. [15]

2.2.6.2 Algilama simir1 ve 6lgim limiti

Cihaz kullanilarak yapilan ¢alismalarda cihazin algilama sinir1 ile metodun algilama
siirint olmak tizere iki farkli algilama sinirt terimi bulunmaktadir ve bu ifadeleri
birbirleriyle karistirmamak gerekir. Cihazin algilama sinir1, dogrudan cihaza verilen
bir drnegin analizin ya da analiz sonucu elde edilen bir kromatogramin sinyal/giiriiltii
orani ile elde edilebilir. Bir metodun algilama/go6zlenebilirlik sinir1 ise, analiz edilen
matris icinde bulunan hedef analitin en kiciuk konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir ve genellikle LOD olarak ifade edilmektedir. Metot algilama sinirt,
cok diisiik konsantrasyonlarda yapilan analizler i¢in biiylik 6nem tasiyan metot

validasyon parametresidir.

Olgiim limiti, analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak
miktarinin  tayin edilebilecegi dogrusallik smnirlart igerisine girmeyen veya
dogrusalligin en alt derisimini olusturan diizeyi olarak tanimlanan metot validasyon

parametresidir ve LOQ ile ifade edilmektedir.

EUROCHEM tarafindan hazirlanan kilavuzda verilen ve denklem 2.15 ve denklem
2.16’da gosterilen esitlikler kullanilarak metodun algilama siir1 (LOD) ve 6l¢lim
limiti (LOQ) elde edilir. Bu kilavuza gore, LOD ve LOQ degerleri tekrarlanabilirlik
kosullar1 altinda elde edilen bos numune Slgiimlerinden elde edilen ilgili degerler
kullanilarak hesaplanir. [15] [16]
Algilama Sinir1 (LOD) = X + 3 x Standart Sapma. (2.15)
Olgiim Limiti (LOQ) = X + 10 x Standart Sapma. (2.16)
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2.2.6.3 Dogrusallik ve calisma arahgi

Belirli bir konsantrasyon arali§inda analitten alinan cevabin analit konsantrasyonuyla
orantili olmas1 metodun dogrusalligi olarak tanimlanmaktadir. Eurochem kilavuzuna
gore, metot dogrusalligr alt smirn1 LOQ degeri olan kalibrasyon egrisinin
olusturulmasiyla gerceklestirilir. Analitin bilinen konsantrasyonu ile analiz yapilarak
kalibrasyon egrisi olusturulur. EUROCHEM kilavuzuna gore, c¢izilen kalibrasyon
egrisi kor nokta hari¢ en az 6 farkli konsantrasyon noktasini i¢cermelidir ve her
noktadaki tekrar sayis1 3 olmalidir. ISO 11095°¢ gore, kalibrasyon egrisi en az 3 farkl
konsantrasyonda referans 6rnek noktasi bulundurmalidir ve her noktadaki analiz tekrar
sayist en az 2 olmast gerektigi belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi sonucunda y=ax+b
seklinde grafik formilii ve R? olarak ifade edilen kolerasyon sayisi elde edilir.
Metodun dogrusal olmasi i¢in, kolerasyon sayisi 0,99’a esit ya da 1’e yakin olmasi
gerekmektedir.

Metot ¢alisma araligi, alt limiti 6l¢iim limiti ve tst limiti analitik duyarlilikta belirgin
bir bozulmanin gézlendigi derigim olup dogrusal aralikta bulunan farkli derigimlerdeki
noktalar1 igeren aralik olarak tanimlanmaktadir. Metot ¢alisma aralig1 grafigi 6rnegi

Sekil 2.4’de gosterilmektedir. [15] [16]

100 +— Calisma Arallfi ————»
B0
60

40 -

20 7

0 20 40 &0 80 100
X

% : Test drneginin konsantrasyonu
y : Olgiilen konsantrasyon

Sekil 2.4 : Metot ¢alisma aralig1 [16].

Cihaz kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, metot ¢alisma araliginin disinda cihaz
caligma aralig1 terimi de bulunmaktadir. Cihaz ¢alisma araligi, kor ve seri seyreltmeler

halinde hazirlanan standart ¢ozeltiler en az ikiser kere cihazda okutulmasi sonucu elde
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edilen araliktir. Bu araligin + %10-%20’si de ¢aligmaya dahil edilebilir. Cihaz ¢aligma
aralig1 icin elde edilen grafik ve belirlenen aralik ornegi Sekil 2.5’de gosterildigi

gibidir:[15] [16]

10 . -— Calisma Aralig —
§ <+ Lineer Aralik —
l Analitik
6 Hassasiyet
v s g
B l
> | l
f= - - —"-
~
’ﬁ*
0 =
I I | | | |
0 2 4 6 8 10 12

x : Kalibrasyon standartlanimin konsantrasyonu
y : Cihazin sinyali

Sekil 2.5 : Cihaz ¢aligsma araligi [16].
2.2.6.4 Dogruluk

Dogruluk, bir 6l¢iim sonucunun referans degere yakinligi gosteren validasyon

parametresidir. Dogruluk; kesinlik ve gergeklik parametrelerinden olugsmaktadir.

Gerceklik, bir analiz sonucu elde edilen sonuglarin kalitesini ifade etmek i¢in
kullanilan performans 6zelliklerinden biri olan gergeklik, sistematik hata hesaplanarak
belirlenir. Sistematik hata, analiz metodunun gergek sonu¢ verebilme yetenegini
ortaya ¢ikarir. Sistematik hatanin hesaplanabilmesi i¢in 6ncelikle, dogru oldugu kabul
edilen referans yani gergek deger bilinmesi gerekir. Bu gergek degeri elde etmek igin
bir ¢ok farkli yontem bulunmaktadir. Sertifikali referans madde kullanimi, gecerli
kilinmis metodun 6l¢iim sonucunun veya yeterlilik testleri sonucunun kullanimi bu
yontemlerden {i¢ tanesidir. Bu yontemlerin ortak 6zelligi, gercek degerin bir ¢ok
laboratuvarda gerceklestirilmis analizler sonucunda elde edilmesidir. Sistematik hata,
gercek deger ile numunenin analiz sonucu elde edilen deger arasindaki farkin
hesaplanmasiyla bulunur. Bu hatanin kabul edilebilecek diizeyde olup olmadigi t-testi
veya z-skoru yapilarak belirlenebilir. [15] [16]

Sertifikali referans materyal, referans metot ve yeterlilik testinin bulunmadigi
durumlarda geri kazamim calismalar1 yapilarak da gerceklik parametresi

belirlenebilmektedir. Geri kazanim sonuglarinin %80-110 araliginda bulunmasi
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yapilan analizin basarili olarak gerceklestigini gdstermektedir. Eurochem tarafindan
hazirlanan kilavuza gore, geri kazanim ¢alismasinin en az 6 tekrarla ve birkag farkli
derisimde yapilmasi Onerilmektedir. Geri kazanim calismasi i¢in gergeklestirilen
analizler sonucu elde edilen veriler kullanilarak %geri kazanim denklem 2.17°de

verilen formiille hesaplanmaktadir:
%Geri Kazanim (%RSD) = (Qz — Qo) / Q. (2.17)

%RSD olarak ifade edilen %geri kazanim formuliinde, Q; zenginlestirilmis numune
derisimini, Qo orjinal 6rnek derisimini ve Qzk zenginlestirme konsantrasyonunu ifade
etmektedir.
Kesinlik, dl¢lim sonuglarinin birbirine ne kadar yakin oldugunu ifade eden metot
performans 6zelliklerini giivenilir bir sekilde tespiti i¢in 6nemli olan parametredir ve
bu parameter dogrulugun bilesenlerinden biridir. Bagimsiz analiz sonuglar1 arasindaki
tutarliligi ve buna ek olarak, rastgele hatalarin dagilimin1 gostermektedir. Kesinlik
Olclimiinii degiskenligine neden olan dort faktor asagidaki gibidir:

v’ Zaman (kisa ve uzun zaman araligi),

v' Kalibrasyon (ayni ekipmanda dahi 6l¢limler arasinda yeniden kalibrasyon

yapilip yapilmadigy),
v" Operator (ayn1 veya degisik operatorler),
v' Ekipman (6l¢limlerde aymi veya farkli ekipmanlarin kullanilip

kullanilmadig)

Metodun kesinligi, metodun tekrarlanabilirligi ve metodun tekrariiretilebilirlik olmak
tizere iki bilesene baglhidir. Tekrarlanabilirlik; bir metodun ayni laboratuvarda, ayni
cihazla veya metotla, ayni uygulama kosullar1 altinda, analist degistirilmeksizin ¢ok
uzun zaman araligi olmadan ayni ya da benzer matrikslerde elde edilen 6l¢iim
sonuglarinin birbirlerine ne kadar yakin oldugunu gosteren dl¢tidiir. Tekrariiretebilirlik
ise, tekrarlanabilirlik ¢alismasinda izlenen yolun tam zitt1 olacak sekilde bir metodun;
farkli laboratuvarda, farkli cihaz ve kimyasallar kullanilarak, farkl kisi tarafindan ve

farkli giinlerde yapilan 6l¢iim sonuglariin birbirine ne kadar yakin oldugunu gosteren
6lcuddr. [15] [16]

2.2.6.5 Olgum belirsizligi

Olgiim belirsizligi lgiilen biiyiikliik ile anlamli olarak iliskilendirilebilen degerlerin

dagiliminm1 gostermektedir. Tiim materyal ve kosullar ayni olsa bile, tekrar analiz
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yapildiginda tamamen ayni1 sonuglar elde edilmeyecegi i¢in dl¢lim belirsizligi araligi
belirlenmesi gerekir. Belirsizlik araligi ne kadar dar olursa metot daha iyi olur.
Numune alma, 6rnek hazirlama, sertifikali materyal kullanimi, cihaz kalibrasyonu,
analiz, verilerin islenmesi(hesaplanmasi), sonuglarin raporlanmasi ve sonuglarin
sunumu belirsizlik bilesenleridir. Birlesik ve genisletilmis olmak iizere iki farkli
belirsizlik tiiri mevcuttur. Tim belirsizlik bilesenlerinin bileskesinden elde edilen
belirsizlik birlesik belirsizlik olarak tanimlanirken; bilesik belirsizligin k faktori ile
carpilmasiyla  elde edilen  belirsizlik  genisletilmis  belirsizlik  olarak

tanimlanmaktadir.[15]

2.2.6.6 Saglamhk

Bir metodun veya analiz prosediiriiniin saglamhgi, laboratuvar ortamindan
kaynaklanabilecek olan sapmalarin 6ngérmek icin belli faktorlerin degistirilerek bu
degisimin etkisinin incelendigi metot validasyon calismasidir. Ornek kompozisyonu,
tiretim tarihi farkli kimyasallar, pH, ekstraksiyon siiresi, sicaklik, basing, akis hizi,
ucuculuk, kolon sicakligr gibi faktorler degistirilerek bu ¢aligmalar1 yapilir. Sonuglar
onemli Olciide etkileyen faktorlerin metot acgiklamasinda acik bir sekilde
tanimlanmalidir. Metot parametrelerinde rutin islem sirasinda yapilan degisikliklerin

analiz sonucuna etkisi ne kadar az ise metot da o kadar saglam olacaktir.[15]

2.2.7 iyon kromotografi uygulama alanlar

Iyon kromatografi giris kisimda anlatildigi gibi iyon degistirme kromatografisi,
ayrilmalar1 ¢ok gilic olan bazi iyonlar igeren ¢ozeltilerin iyonlarint birbirlerinden
ayirmay1 ve kompleks bir numune i¢indeki maddelerin kalitatif ve kantitatif olarak
tayin edebilmeyi miimkiin kilmaktadir. Bu olanaklarindan kaynakli olarak iyon
degisim kromatografi bir¢ok farkli alanda kullanilmaktadir. Bunlar;
v Toksikolojide,
v Adli tipta,
v' Igme suyu ve atik sulardaki kirliliklerin, hava kirliliginin, endiistriyel
atiklarin, biyolojik ¢ozeltilerdeki iyonik tiirlerin belirlenmesinde
v Gida ve icecek analizlerinde,
v' Kitle spektrometresi veya diger spektroskopi yoOntemlerden &nce
karigimlardaki ~ bilesenlerin ~ ayrilmasinda,  iyonik  safsizliklarin

tanimlanmasinda,
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v" Degisik numunelerdeki inorganik anyonlarin ve katyonlarin, organik
asitlerin, aminlerin, amino asitlerin, karbonhidratlarin veya niikleik

asitlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. [5] [17]
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3. 1CS-3000 Sistemi

3.1 ICS-3000 Sistemi ve Parcalari

Dionex marka 1CS-3000 cihazi, anyon ve katyonlarin kalitatif ve kantitatif tayinini
verimli ve yiiksek performansl olarak gerceklestiren bir sistemdir. Dionex ICS-3000
cihazi daha Once iretilen Dionex markali iyon kromatografi cihazlariyla
karsilagtirildiginda,  analiz i¢in gereken ayarlamalarin daha kolay yapildigi
goriilmektedir. Bu kolaylik ise, yeni sistemin igerdigi tiim modiillerin bilesenlere kolay

bir sekilde ulasilabilmesine yonelik tasarim sayesinde saglanmistir.

ICS-3000 Iyon Kromatografi cihazinda, izokratik pompadan eluent Ureticiye gelen
ultra saf su gradient olarak hidroksit veya karbonat/bikarbonat mobil faza
dondistiirtiliir. Cihazda bulunan pompa ¢ift pompa oldugu icin hem izokratik hem de
gradient pompa bulundurur ve istenilen pompa c¢alistirilabilir. Otodrnekleyici,
Ornekleri kromatografik sisteme sirayla ya da istenirse eszamanli gonderir.
Otoornekleyiciden ¢ikan orneklerin kromatografik sistemde ilerleme asamalar Sekil

3.1’de gosterilmistir.

Enjeksiyon
Vanasi
Baskilayic

Veri

Toplayici

Sekil 3.1 : Orneklerin kromatografi sisteminde ilerleme asamalar.
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ICS-3000 sistemi ana bilesenleri; otodrnekleyici, dedektdr, eluent Uretici, ikili pompa,
eluent diizenleyici ve Chromeleon bilgi ekranindan olusmaktadir ve sistem

parcalarinin yerlesimi Sekil 3.2de gdsterilmistir.

ICS-3000 Dual

Pump
—% ") ..q
; .- : -

1CS-3000 Eluent
Generstor

Detector/Chromatography
AS Autosampler Module

Sekil 3.2 : ICS-3000 sisteminin ana pargalart.
3.1.1 I1CS-3000-AS otodrnekleyici

Tam Ozellikli gucli bir olan 1ICS-3000 otodrnekleyici, 0,1 pL ‘lik artiglarda 1,0-99,9
uL veya 1 pL’lik artiglarda 100-1000 pL 6rnegin injeksiyon kapagina kesin olarak
taginmasini saglar. Otodrnekleyici yollar1 ve orneklerin konuldugu vialler inert ve
hazne bolmesi sicaga karst duyarli 6zellikte olduklari i¢in 6rnek bilesimleri belli bir

sicakliga kadar korunabilmektedir.

ICS-3000 otodrnekleyicisi, derisik, es zamanli, ardisik, ardisik derisik gibi farkli mod
kullanilarak calisilabilmektedir. Es zamanli mod otodrnekleyici modlarindan en ¢ok
kullanilanlardan biridir. Es zamanli mod sayesinde Sekil 3.3’de gosterildigi gibi ayn
anda iki analiz takibi yapilabilmektedir. [18]
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Sekil 3.3 : Otodrnekleyiciden es zamanli yapilan iki analiz takibi.
3.1.2 ICS-3000-DC dedektdr/kromatografi modulu

Dedektdr/Kromatografi Moduli, 1CS-3000 kromatografi bilesenleri igin sicaklik
kontrollii ortam olusturur. Iletkenlik dedektdrii, elektrokimyasal dedektorii, injeksiyon
kapagi, koruma ve ayrim kolonu, baskilayict ve ICS-3000 otomasyon yoneticisi
dedektore yiiklenebilen bilesenlerdir. Dedektor/Kromatografi modiiliiniin i¢ kismu tist
ve alt olmak iizere ikiye boliinmiistiir. Ust bolmede, otomatik yonetici bilesenleri,
iletkenlik dedektorii ve baskilayici veya elektrokimyasal dedektor ve hicreler; alt
kisimda ise, kolon ve enjektdr kapaklart bulunmaktadir ve bu kisimlar Sekil 3.4’de

gosterilmistir. [18]

Ust Bolme:

| 1) Otomasyon
Yonetici
Bilegenleri

2) Elektrokimyasal
Dedektor ve
Hiicreler

3) Iletkenlik
Dedektori ve
Baskilayict

Alt Bélme:

| 4) Kolonve
Enjeksiyon
Kapaklari

Sekil 3.4 : Dedektor/Kromatografi modiiliiniin i¢ kisimdaki bilesenleri [18].

Dedektoriin iist kismimin ilk bileseni olan otomasyon ydnetici bilesenleri, matriks
eliminasyonu, konsantrasyon oncesi biiyiilk hacmi ve kolon sonrasi reaktif ekleme
uygulama ve diger fonksiyonlar i¢in gerekli bilesenleri icerir. Otomasyon yoneticisi

bilesenin alt kisminda bir veya iki dedektor bulunur. Bu dedektorler iletkenlik ve/veya
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elektrokimyasal detektorleridir. Deneyde kullandigimiz ICS-3000 cihazinda sadece
iletkenlik dedektdrii bulunmaktadir. iletkenlik dedektorii ¢ift sinyal algilama yetenegi
saglayan entegre hiicreye sahip modiiler bir dedektordiir. Iletkenlik dedektdrii 15,000
uS’e kadar sinyal algilama kapasitesine sahiptir. Iletkenlik dedektdrii bulunan ICS-
3000 cihazlarina baskilayici bileseni eklenmektedir ve bu bilesen iletkenlik
dedektoriiniin bulundugu bélmede hemen altinda yer almaktadir. Kendini rejenere
edebilen baskilayicilar olan SRS baskilayicilari, elektrolitik baskilayicit olan AES
baskilayicilart ve mikromembran baskilayicilar olan MMS baskilayicilar
kullanilabilen baskilayict tiirleridir. Dinamik kapasiteye ve gradient eliisyon i¢in daha
elverigli olan mikromembran baskilayicilar (MMS) 1985 yilinda Dionex tarafindan
tretilmistir. 1992 yilinda ise kendini rejenere edebilen baskilayicilar (SRS)
gelistirilmistir ve SRS baskilayicilar sayesinde rejenerant kaynagi olarak elektroliz
kullanana korozif rejenerantlarin hazirlanmasina ihtiya¢ duyulmamaya baglanmistir.
SRS ve MMS baskilayicilart yapisal olarak birbirine ¢ok benzemektedirler. Lakin SRS
baskilayicilarda elektrotlar rejenerant odalarina yerlestirilmistir. Rejenerant odalardan
sabit hizla su gegirilir ve buradaki elektrotlara bir gii¢ kaynagi baglanip akim gegirilir.
Boylelikle baskilayicida sudan rejenerant iyonlari iiretilir. Sudan rejenerant iyonlarinin
tiretildigi bu sistem otomatik baskilama olarak adlandirilmaktadir. Baskilayicinin
kimyasal olarak calisma siireci Sekil 3.5’de gosterilmistir. Bu siiregte ilk olarak
kolondan ayrilan anyonlar eluentin i¢inde bulunan Na* veya K* gibi katyonu ile tuz

halinde baskilayiciya ulasir ve burada katyon degisimi gerceklesir.

Analit
Anot . % Katot
Na* OH™ Eluent
Attke Aitike
H20&02 Ma* OH_&H2
OH™
A
Ht Nat
Y H,+ 01
<("'+ +0y H' OH > H,0 ;
H,0 _ H0
Analit & HEO
{ Katyon J "~ Eatyon {
Degigtirici Dregistirici
H,0 Membran | DEDEKTORE | Membran H,0

Sekil 3.5 : Baskilayicida kimyasal olarak gerceklesen iyon degisimi.
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Baskilayicida bulunan anyonlar ise yiiksek iletkenlige sahip asit formuna doniistirler
ve NaOH ile tepkimeye girerek su olustururlar ve dedektore gegerler. NaOH’dan gelen
iletkenlik sinyalleri olusan su tarafinda Onlenir ve anyonlarin asidik formlarinin
iletkenlikleri artmis olur. Bunun sonucunda da ilgili anyonun pikinde artig goriiliir. Bu
yilizden de baskilayict olmayan ve baskilayiciya sahip iyon kromatografi sonucundan
elde edilen kromatogramlarda farklilik olusacaktir ve bu farklilik Sekil 3.6’da
goriildigi gibidir:

Suppressionsuz
Eluent Generalor  Omek

(NaOH) | F.0-, 502" Karjit 1yon
6? — .
F-  Cr 80¢2-
Anyon L it :
Kolon \
NaOH
'
NaOH iginde  To—
(o NaCl NaF ve v
Suppressérx ! N32S04 Suppression ile
7 (
D 1 Nq__. e ; |
Atik H- Atk | )
—t - l
19 _ | |
v S | }
HF HCL H | » I
H.0
v
Dedektor Zaman ——
h 4

Sekil 3.6 : Baskilayicili ve baskilayicisiz iyon kromatografi sisteminden alinan
kromatogramlarin karsilagtirilmas.

Iyon kromatografi ile yapilan anyon ve katyon analizlerinde sinyal/giiriiltii oran1 5nem
arz etmektedir ve baskilama yontemi sinyal/giiriiltii oranin 6nemli 6l¢iide arttiran bir
tekniktir. Analizi yapilacak tiire gore baskilayici segimi yapmak gereklidir. Baskilayici
secimi yapilirken gbéz Oniinde bulundurulmasi gereken bazi parametreler vardir.

Bunlar; eluentin organik bir ¢6ziicii olup olmadigi ve analit ve matriks derisimleridir.

Dedektoriin alt kisminda dort kolondan olusan iki kolon seti vardir. Bu kolonlar 1-9
mm genisliginde ve 100-250 mm uzunlugundadir. Kolonlara ek olarak bir ya da iki
enjeksiyon kapagi vardir ve bu iki injeksiyon kapagi alti veya on girigse sahiptir.
Kolonlar anyon ve katyon analizlerine gore 6zellestirilmektedir. Anyon analizleri igin

ICS-3000 iyon kromatografi cihazlarinda lonPac AS20 kolonu kullanilmaktadir ve bu
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kolon yiiksek kapasitede seg¢ici anyon degistirici kolondur. AS20 anyon degistirici

kolonu su ve benzeri 6rneklerde ¢ok ylksek konsantrasyonlardaki klorur, florir, stlfat,

fosfat, karbonat gibi anyonlarin tayini i¢in kullamishidir. AS20 anyon degistirici

kolonunun seg¢iciligi 35 °C’ye optimize edilmis olup 310 peqg/kolon degerinde yiiksek

bir kapasiteye sahiptir.

lonPac AS20 kolonu oldukga hidrofilik ve hidroksit eluentlerinde segici bir polimer

baglama teknolojisi ile gelistirilmis ve tretilmistir. Bu teknoloji sayesinde eluent

derisiminin yiliksek olmasi gereksinimi ortadan kalkmistir. IonPac AS20 kolonunu

yapist Sekil 3.7°de, lonPac AS20 kolonu kullanilarak yapilan anyon analizi sonucu

elde edilen kromotogram Sekil 3.8’de gosterilmektedir:

~ ~

Yiizey Modifikasyonunun
Kavramsal Omesgi

Sekil 3.7 : ITonPac AS20 kolon dolgusunun yapist.

Column: lonPac AG20, ASZ0, 4 mm Peaks: 1.
Eluent: Potassium hydroxide: 2.
5 mMh from O to 5 min, 3.
530 mM from 5 to 15 min, 4.
3055 mM from 15 to 20 min 5.
Eluent Source: EGC Il KOH with CR-ATC 6.
Temperature: 30 =0 T.
Flow Rate: 1.0 mLAmin .
Inj. Wolume: 10l 9.
Detection: Suppressed conductivity, 10.
ASRS ULTRA 1L, 4 mm, 11.
AutoSuppression recycle mode :llg
14.
15.
16.
Ll s 17.
18.
. B 19,
20
i 21
4 =
11 17 23
| 10 18
us al | 1 al\ 2y 22
1 5 | | [ %
2 19 | [}
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Fluoride
Acetate
Butyrate
Formate
Chlorite
Eromate
Chiloride
Mitrite
Chlorate
Bromide
Mitrate
Carbonate
Sulfate
Selenate
Oxalate
Phthalate
Fhosphate
Chromate
lodide

. Arsenate

. Citrate

. Thiocyanate
. Perchlorate

mgsL {ppm)

21114

Sekil 3.8 : AS20 kolonunda ayrimi1 yapilmis yirmi {i¢ anyon kromatogrami.
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3.1.3 ICS-3000-EG eluent uretici

ICS-3000 EG olarak gosterilen eluent dretici modulti RFIC sisteminin en dnemli
bilesenidir. Eluent iiretici, deiyonize sudan yiiksek safliga sahip asit ve baz eluent
otomatik olarak hazirlar. Boylelikle manuel olarak hazirlandiginda olusabilecek
hatalar ortadan kalkmis olur. Eluent {iretici, eliisyonu gradient ve izokratik olmak
tizere iki farkli sekilde gerceklestirebilmektedir. Eluent iiretici, eluenti dereceli olarak
otomatik ayarlayabilmektedir ve buna gradient eliisyon adi verilir. Gradient eliisyon
sayesinde, daha iyi ayrimi daha yiiksek hassasiyet, daha diisiik tespit sinirlar1 ve anyon
analizlerinde optimum analiz siiresine daha kisa siirede elde edilir. Eluent iiretici sabit
bilesimli bir eluent hazirlayarak izokratik eliisyonu gerceklestirir. izokratik eliisyon
gradient eliisyona uygulanmak istenirse bu islem RFIC sistemi sayesinde kolaylikla

gerceklestirir. Ellisyon i¢in gerekli tek sey ultra saf sudur.

Eluent kartusu, RFIC eluent gaz giderici, elektrik baglantilari, CR-TC (CR-ATC ve
CR-CTC), atik hatti, damlama tablasi1 ve siirgiili agma mandal1 bilesenleri eluent

ireticinin i¢ bilesenleridir ve bu kisimlar Sekil 3.9°da gosterilmistir:

Eluent Kartugu

RFIC Eluent Gaz Giderict

Elektrik Baglantilars

CR-TC (CR-ATC ve CR-CTC)

Atsk Hatts
Damlama Tablas1

Stirgild Agma Mandals

Sekil 3.9 : Eluent iireticinin i¢ bilesenleri [18].

Eluent Uretici, iki kartustan olusmaktadir ve bu kartuslarinda birinde hidroksit;
digerinde karbonat/bikarbonat eluentleri bulunmaktadir. Bu kartuglardaki eluentler,
istenilen zaman ve derisimde ayarlanarak kullanilabilmektedir. RFIC Eluent Gaz

Giderici, elektroliz gazindan taze iiretilen eluentin ayirict kolona yonlendirilmeden
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Once temizlenmesini saglayan tlipli iceren bilesendir. Elektrik baglantilari, eluent
gidericiye yliklenmis bilesenlerden eluent iiretici giic kaynagina baglanmasini saglar.
CR-TC olarak kisaltilan siirekli rejenere edilmis tuzak kolonu, yiiksek basingh
elektrolitik olarak rejenere edilen tuzak kolonudur. Surekli rejenere edilen tuzak
kolonu eluent ve deiyonize suda bulunan anyonik ve katyonik safsizliklar1 yok eder ve
gradient ayirma boyunca siiriiklenmeyi azaltir. CR-TC igin kullanabilecek iki farkli
tiir bulunmaktadir. Bu tiirlerden biri, siirekli rejenere edilmis anyon tuzak kolonu;
digeri ise siirekli rejenere edilmis katyon tuzak kolonudur. Atik hatti, RFIC eluent gaz

gidericiden gelen siv1 ve gaz atiklarin bosaltimini saglar.

3.1.4 1CS-3000-DP ¢ift pompa ve 1CS-3000-SP tekli pompa

ICS-3000 iyon kromatografi sistemlerinde bulanan tek ve ¢ift pompa, standart delik
ve mikro delik uygulamalarinda 0,001 — 10,0 mL/dk aralifinda degisen akis hizlarinda
ve 35 MPa (5000 psi)’lik basinca kadar calisabilecek sekilde tasarlanmistir. Tekli
pompa, bir izokratik pompa veya bir gradient pompa icerir. Cift pompa ise, iki
izokratik pompa, iki gradient pompa ya da bir gradient ve bir izokratik pompa icerir.
[zokratik pompa, bir eluent saglarken; gradient pompa dért adede kadar eluent
bilesenden olusan gradient karigim saglayabilmektedir. Cift pompa bulunduran DP
bolmesinin i¢ kismu alt ve tist olmak tlizere iki bolmeye ayrilmistir ve alt kismi gradient
iist kismi izokratik pompadir. Gradient ve izokratik pompa igeren ¢ift pompanin

mekanik bilesenleri Sekil 3.10°da gésterilmektedir. [18]

Durum gubugu

Tkincil Pompa Bag

Hava Cikarma Valfi

Basing doniigtirict

Birincil Pompa Bagt

Peristaltik Pompa

Vakum Gaz Giderici Hazne

(Tek Kanall)

Eluent Saglayic: Agma

Kapama Valfi

9) Izokratik Pompa Olugu

10) Tutma yeri

11) Piston Yikama Su Deposu

12) Vakum Gaz Giderici Hazne
(Dé&rt Kanally)

13) Statik Kangtirict

14) Miktar Bélme Valfi Diizent
15) Gradient Pompa Oluzu

- 16) S1zint: Sensorii

Sekil 3.10 : Cift pompanin i¢ bélmesinde bulunan mekanik bilesenler [18].
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3.1.5 ICS-3000-EO eluent duzenleyici

Eluent diizenleyici, dokiilmeleri ve sizintilari igeren eluent rezervuarlarini tutar. Iki
adede kadar eluent diizenleyici DC’nin lizerine konumlandirilabilmektedir. Her eluent
diizenleyici dort adede kadar bir veya iki litrelik rezervuari ya da iki adede kadar dort
litrelik rezervuar1 barindirir. Eluent diizenleyicilerin tuttuklari eluent rezervuarlar,
tek/cift pompa ile kullanmak i¢im basin¢landirilabilir fakat bu basinglandirma icin

eluent diizenleyici, diizenleyici aksesuari ve sehpasi gereklidir. [18]

3.1.6 Chromelon-Chromelon Express ekrani

ICS-3000 sistem kontrolu bilgisayara Chromelon Chromatography Management
System veya Chromelon Xpress kurulur ve tiim islemler bu program {izerinden
gerceklestirilir. Chromelon Chormatography Management Sistemi, tiim cihaz
kontroliinii, veri toplama ve yonetiminin yapilmasini saglar. Chromelon Xpress ise,
gercek-zaman kontroliinii ve Dionex kromatografi cihazini kontrol etmeyi saglar fakat
veri  yOnetiminin  kontroliinii  gergeklestiremez. Pompa, eluent iiretici,
dedektor/kromatografi modiilii, otodrnekleyici ve iletkenlik degeri panelleri Sekil

3.11°deki gibi Chromelon’un ana ekraninda goriilmektedir. [18]

1CS-3000 1 20 o
Wome | Saarscn Cortit | Sturas | At ampser | Gt Prary | Dbt Grmertcn | Dctentin Cumpaet | Cored Dotoctn 1|
System
Show Audi Trall | 5t 19 | 5302 Down| Erapsed Tove Total Time e ———
» Doywmpos 1 | @ >
100 v
Pump_1_Pressure 200 psi
&0 CO_1_Totw :
o €D} 0.100 mUmin
W - O
Phn-Cﬂ
T T T T T T 1 —r
200 28 il % 400 450 s00
R
@Cmt!od DC 6 EG
COwt {
546833 1S [Fewnan o B- | B
|- On (=2
0% "
o Hom A = £.00 mM
AL setpont

Q000000000
Q000000000
Q000000000
Q000000000
Q000000000
0000000000
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‘ EGC.1 EGC2

1]

Sekil 3.11 : ICS-3000 Chromelon Ana Ekran Paneli [18].
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4. GAZLI ICECEKLER

Su, karbondioksit, seker, asitlik diizenleyici, aroma, meyve 0ziitii ya da konsantresi ve
koruyucu maddeler igeren ferahlik verici ve serinletici 6zellikte olan i¢ecekler gazl
icecekler olarak siniflandirilmaktadir. Tarim ve Koy Isleri Bakanligi tarafindan
yaymlanan Tiirk Gida Kodeksi Alkolsiiz Icecekler Tebligi’ne gore gazli icecekler
aromal1 gazli igecek, aromali1 dogal mineralli gazli icecek kolali igecek, meyveli gazli
icecek, meyveli dogal mineralli gazli igecek tonik, yapay soda olmak iizere farkli
cesitlere ayrilmaktadir. Bu ¢alismada, Tiirk Gida Kodeksi Alkolsiiz igecekler Tebligi
kapsamina giren gazli iceceklerden meyveli ve meyve aromali dogal mineralli gazli
icecekler incelenmistir. Bilesiminde meyve icermeyip meyve kokusu veren aroma
maddeleri igeren dogal mineralli su kullanilarak yapilmis gazli igecekler meyve
aromali dogal mineralli gazli igecekler olarak tanimlanirken; meyve suyu, meyve
piiresi gibi direkt meyve bileseni ya da karisimi iceren dogal mineralli su kullanilarak
yapilmis gazli icecekler meyveli gazli igecekler olarak tanimlanmaktadir. Bu
maddelere ek olarak, meyveli ve meyve aromali dogal mineralli gazli i¢ceceklerin

iiretim esnasinda yardimcei bilesenlerde eklenmektedir. [4]

4.1 Meyveli ve Meyve Aromah Dogal Mineralli Gazh Icecek Hammaddeleri

Meyveli ve meyve aromali dogal mineralli gazli iceceklerin iiretiminde kullanilan ana
hammaddeler sirastyla dogal mineralli su, seker, karbondioksittir. Ana hammaddelerin
yaninda yardimci bilesenler olarak asitlik diizenleyici, aroma verici, renklendirici,
koruyucu, antioksidan ve tatlandiric1 kullanilmaktadir. Meyveli dogal mineralli gazli
iceceklerde meyve aromali gazli igeceklerden farkli olarak meyve suyu, meyve piiresi

veya meyve konsantresi kullanilmaktadir.[4]

4.1.1Su

Gazli i¢eceklerin tliretiminde kullanilan baglica bilesenlerden biri sudur. Meyveli ve

meyve aromall dogal mineralli gazli iceceklerin iiretiminde su olarak dogal mineralli
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su kullanilmaktadir. Su/mineral suyu, iiretilen gazli igecegin biiyiik bir kismini

olusturmaktadir. [20]

Gazli igecek kullaniminda kullanilan su/maden sularinda bulunan anyonlarin
miktarlarina gore sular siiflandirilmaktadir. Bikarbonat derisimi 600 mg/L’de fazla
oldugunda bikarbonath su, siilfat derisimi 200 mg/L.’de fazla oldugunda siilfath su,
klor derisimi 150 mg/L’de fazla oldugunda klorlu su, floriir derisimi 1 mg/L’de fazla
oldugunda floriirlii su, kalsiyum derisimi 150 mg/L’den fazla oldugunda kalsiyumlu
su, magnezyum derisimi 50 mg/L’den fazla oldugunda magnezyumlu su, +2 yiikli
demir derisimi 1 mg/L’den fazla oldugunda demirli su ve sodyum derigimi 200
mg/L’den fazla oldugunda sodyum suyu olarak adlandirilir. Sodyum miktar1 20

mg/L’den diisiik oldugunda ise, diisiik sodyum suyu olarak isimlendirilir. [21]

4.1.2 Seker

Seker, gazli igeceklerin iiretiminde kullanilan baslica bilesenler olup meyveli ve
meyve aromali dogal mineralli gazli igeceklerde en ¢ok kullanilan seker sakkarozdur.
Sakkaroz disinda glikoz, fruktoz, laktoz ve maltoz gibi dogal sekerler ya da seker
pancarindan elde edilmis seker de bu tiir gazli igeceklerin iiretiminde kullanilmaktadir.

[19] [20]

4.1.3 Karbondioksit

Renksiz, kokusuz ve havadan agir bir gaz olan karbondioksit gazi tiim gazli iceceklerin
yapiminda kullanilan ana hammaddelerden biridir. Sulu ortamda karbonik asit
olusturan karbondioksit gaz1 karbonik asidin susuz formu olarak tanimlanmaktadir.
Gazli igeceklerin tiiketimi esnasinda hissedilen serinlenme karbondioksit gaz
kabarciklarinin genilerken ¢evreden 1s1 almasindan kaynaklanmaktadir. Karbondioksit
gazinin serinletici etkisine ek olarak, kapali kaplarda karbondioksit gaz basinci
mikroorganizma gelismesini durdurucu etki yapmaktadir. Bu sayede 7 atm basing
altinda iceceklerde en ¢ok bulunan fermantasyona yol acan mikroorganizmalarin
cogalmasini 6nemli oranda engelleyerek gazli igeceklerin dayanikliligini artirir ve raf

omrii uzamis olur. [20]

Gazl igeceklerin tiretiminde kullanilan karbondioksit gaz1 TS 2603’de tanimlanmis
olan saflik kosullarina uygun olmasi gerekmektedir. Bu standarda gore, gazli icecek

tiretiminde kullanilacak karbondioksit gazi; maksimum 10 mg/L konsantrasyonunda
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karbon monoksit, 5 mg/L konsantrasyonunda kukdrt, 0,5 mg/m3 konsantrasyonunda
arsenik, 5 mg/L. konsantrasyonunda yag ve en az %99 karbondioksit icermeli ve

hacimce en fazla %0,015 su oranina sahip olmalidir. [20]

4.1.4 Asit duzenleyiciler

Gazli iceceklerde asit diizenleyici olarak en ¢ok sitrik asit kullanilmaktadir. Tartarik
asit, fumarik asit, laktik asit ve ortofosforik asit de asitligi diizenleyici olarak kullanilan

asitlerdir.

Asit diizenleyici olarak kullanilan sitrik asit, renksiz, karboksilik asitler grubunda
bulunan kristal yapili organik bir bilesiktir ve limon tuzu olarak da adlandirilmaktadir.
Kimyasal yapist Sekil 4.1°de verilmistir. Meyveler ve 6zellikle turunggiller ¢cok fazla
miktarlarda sitrik asit icerir. Gazli iceceklere eklenerek pH kontrol saglar ve
antioksidan igeren gazli igceceklerde antioksidanin ¢alismasimi giiglendirir. Ayrica,

sitrik asit sekerleri stabilize ederek sekerin kristallesmesini onler. [20]

C}WGH

HO

HO OH

0

Sekil 4.1 : Sitrik Asit Yapis1 [20].

4.1.5 Aroma vericiler

Aroma vericiler dogrudan tiiketilemeyen maddeler olup gazli igecek iiretiminde
kullanilan yardime1 bilesenlerden biridir. Eklendigi {irline tat ve koku kazandirmak,
mevcut tadi ve kokuyu kuvvetlendirmek amaciyla kullanilan maddeler veya karisimlar
aroma verici maddeler olarak tanimlanmaktadir. Istenmeyen koku ve tadi elimine
etmek i¢in de aroma verici maddelere basvurulmaktadir. Aroma vericiler; aroma

verme Ozelligine sahip tanimlanmis kimyasal maddeler olan aroma maddeleri, aroma
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verici preperatlar, 1s1l islem aroma vericileri, tiitsli aroma vericileri, aroma Onciilleri,

diger aroma vericiler ya da bunlarin karisimlarindan olugsmaktadir. [20]

Aroma maddeleri elde edilme yontemlerine gore siiflandirildiginda dogal aroma
maddeleri, dogal aroma maddelerine 6zdes aroma maddeleri ve yapay aroma
maddeleri olmak tizere iige ayrilmaktadir. Uygun fiziksel, enzimatik ve/veya
mikrobiyolojik yontemlerden yararlanilarak bitkisel ya da hayvansal kaynaklardan
elde edilen aroma maddeleri dogal aroma maddeleri siifina girmektedir. Kimyasal
yollarla sentezlenerek dogal aroma maddeleri ile ayn1 olan maddelere dogal aroma
maddelerine 6zdes aroma maddeleri ad1 verilmektedir. Yapay aroma maddeleri ise,
dogal aroma maddeleriyle benzer kimyasal yapisi olmayan kimyasal yollarla

sentezlenen aroma maddeleridir. [20]

Meyve aromali dogal mineralli gazli igecekler meyve tat ve kokusunu veren aroma
vericiler igerirler. Meyveli dogal mineralli gazli igeceklerin bazilarina aroma vericiler
eklenmektedir fakat burada aroma vericilerin ilave edilmesinin amaci koku ve tat

kazandirmak degil mevcut meyve koku ve tadin1 kuvvetlendirmektir. [20]

4.1.6 Renklendiriciler

Gazli igecek liretiminde yardimcr madde olarak kullanilan renklendiriciler tiriine renk
arttirict veya renk diizenleyici olarak katilan madde olarak tanimlanir. Renklendiriciler
tek basma gida olarak tiiketilmez. Gazli igecekler kapsaminda yer alan meyveli ve
meyve aromali dogal mineralli gazli iceceklerin iiretiminde renklendiriciler Resmi
Gazete’de yayimlanan "Tiirk Gida Kodeksi-Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler

Tebligi" ne uygun olarak iiriine eklenmelidir.[22]

Meyveli ve meyve aromali dogal mineralli gazli iceceklerde en ¢ok kullanilan
renklendirici beta-karotendir. Karamel renklendiriciler de gazli igeceklerde bazen
kullanilan renklendiricilerdendir. A vitaminin 6ncii maddesi olan beta-karoten meyve
ve sebzelerde bulunur ve serbest radikallerin nétralize edilmesini saglayan gii¢lii bir
antioksidandir. Karamel renklendiriciler, alkali, amonyak, siilfat veya bunlarin

karisimi varliginda sekerin kuru 1slatilmasi ve yakilmasi sonucu olusmaktadir. [20]

4.1.7 Koruyucular

Meyveli ve meyve aromali dogal mineralli gazli igeceklerin iiretiminde kullanilan

yardimer bilesenlerden biri de koruyuculardir. Koruyucu olarak en ¢ok sodyum
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benzoat ve potasyum sorbat kullanilmaktadir. Sorbik asidin potasyum tuzu olan
potasyum sorbat, Avrupa dag agacinin meyvesinde dogal olarak bulunan koruyucudur.
Potasyum sorbat farkli kimyasal yollarla iiretilir. Potasyum sorbat, mantar ve
mayalara karsi koruyucu olup bakterilere karsi etkili degildir. Sodyum benzoat ise,
benzoik asidin sodyum tuzu olup meyvelerin ¢ogunda, mantarlarda, targinda,
karanfilde ve bakteriyel fermantasyon sonucu bazi siit iiriinlerinde dogal olarak
bulunan koruyucudur. Sodyum benzoat da potasyum sorbat gibi mantar ve mayalara

kars1 koruyucudurlar. [20]

4.1.8 Antioksidanlar

Yaglarin acilasmasi ve renk degisikligi gibi oksidasyonun neden oldugu bozulmalari
Onleyerek, gidalarin raf Omiirlerinin uzatilmasim1 saglayan maddeler olan
antioksidanlar gazli i¢ecekler sinifinda yer alan meyveli ve meyve aromali dogal
mineralli gazli i¢eceklerin tiretilmesinde kullanilan yardimci bilesenlerden biridir. En
¢ok kullanilan antioksidan olan askorbik asit yesil sebze ve turunggillerde dogal olarak
bol miktarda bulunan, suda eriyebilen bir vitamindir. Oksijen tutma 6zelligi sayesinde

askorbik asit gazli iceceklerin raf dmriinii uzatir. [20]

4.1.9 Tatlandiricilar

Tiketilen yiyecek ve iceceklerin igerisindeki seker miktarinin fazla olmasi
tilketicilerden bazi hastaliklara yol ag¢tifindan dolayr dogal seker kullanimi
sinirlandirildigi i¢in tath tat ihtiyacini gidermek amaciyla besin degeri olmayan
tatlandiricilar - kullanilmaktadir. Bu tatlandiricilar yapay tatlandiricilar olarak
nitelendirilmektedir ve ayn1 miktardaki sekerden daha tatli olup daha az enerji igeren
kimyasal bilesiklerdir. Asestilfam-K, Aspartam, Aspartam-Acestlfam Tuz, Siklamat,
Neohesperidin dihidroklikon, Neotam, Sakarin, Sukraloz, Steviosid ve Taumatin
yiyecek ve iceceklerde kullanimi onaylanmis yapay tatlandiricilardir. Bu yapay

tatlandiricilardan sakkarin ve aspartam en ¢ok kullanilanlaridir. [20] [23]

4.2 Meyveli ve Meyve Aromah Dogal Mineralli Gazh iceceklerin Uretimi

Meyveli ve meyve aromali dogal mineralli gazli igeceklerin iiretimi; Sekil 4.2°de
gosterildigi gibi karistirma, gazlama, dolum, pastorizasyon, etiketleme, kasalama ve

depolama olmak (zere yedi asamadan olusmaktadir. [20]
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Sekil 4.2 : Meyve ve meyve aromali dogal mineralli gazli i¢eceklerin tiretimi.
4.2.1 Kanistirma

Meyve aromali dogal mineralli gazli igecek hazirlamada kullanilan seker, aroma
verici, sitrik asit, renklendirici, koruyucu, dogal mineralli su degisik tekniklerdeki
karistirma tanklarindan biri kullanilarak yapilmaktadir. Meyveli dogal mineralli gazli
icecek hazirlamada meyve aromali dogal mineralli gazli icecekte eklenen maddelere
ek olarak meyve suyu, piresi ya da konsantresi eklenerek karistirma islemi
gerceklestirilir. [19] [20]

4.2.2 Gazlama

Meyveli ve meyve aromali dogal mineralli gazli icecekler liretiminin bu agamasinda
irlinii gazhh hale getirmek amaciyla gazlama cihazlar1 kullanilir. Gazlama islemine
baslanmadan 6nce karbondioksit gaziyla gazlanacak iceceklerin mikrobiyel 6zelliklere
uygun olup olmadig: ilgili degerlere bakilarak kontrol edilir. Eger uygun oldugu
goriilmiisse gazlama islemi yapilir. Karistirma asamasinda hazirlanan karigima

gazlama aygitlartyla belirlenen miktardaki karbondioksit gazi verilir.

Gazli iceceklerin gazlama islemini gerceklestirmede farkli gazlama aygitlar
kullanilmaktadir. Bunlar; kolon tip, piiskiirtmeli ve plakali olarak iice ayrilmaktadir.
Kolon tip ya da Valora tip olarak bilinen gazlama aygitlar1 basing altinda ve gaz alici
sistemle calisan cihazdir. Gazlama islemine tabi tutulacak karisima yiiksek basingli

enjektor yardimiyla 6n gazlama yapilir ve ardindan gaz alici sistem igerisinden
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gecirilir. Bu islem sirasinda %0,4 CO; kaybolmaktadir. Gaz1 alinan sivi karisim bir
puskiirtme basligiyla altindan CO2 gazi giren bir kolona alinarak gazlama islemi
gergeklestirilmis olur. Pliskiirtmeli gazlama aygitlarinda, hazirlanmis karisim vakum
bolmesine piiskiirtiilerek vakum hiicresinden genis bir yiizeye yayilmasi saglanir ve
boylelikle gazlama islemi gergeklestirilmis olur. Son olarak, plakali gazlama
aygitlarinda ise, karistirma asamasi sonucunda elde edilen sivi karigim ve CO2 gazi
birbirine paralel olan gaz degistirici plakalar arasindan gegirilerek sivi karisim ve CO2
gazinin iyice karigmasi saglanir. Bu islemin tamamlanmasi sonucunda gazlama islemi

gercgeklestirilmis olur.

Kolon, piiskiirtmeli ve plakali gazlama sistemlerinden farkli isleyise sahip ve
birbirlerinden de farkli olan iki gazlama sistemi bulunmaktadir. Bunlardan biri premix
gazlama sistemi olarak adlandirilmaktadir. Premix gazlama sistemlerinde iiretilecek
gazli icecegin igerisinde bulunan karbondioksit de dahil olmak iizere tiim bilesenler
onceden bir araya getirilerek siseye doldurularak gazlama islemi gerceklestirilir. Diger
gazlama sistemi ise Postmix gazlama aygitidir. Postmix, daha cok eskiden
kullanilmakta olan bir gazlama aygitidir. Bu teknikte, CO2 ve su (meyve ve meyve
aromal1 gazli iceceklerde dogal mineralli su) hari¢ bilesenlerin tamami karistirilip
hesaplanan miktar sise igerisinde siseye doldurulur ve lizerine CO> gazi ile gazlanmis
su/dogal mineralli su konularak kapatilir. Kapatilan siseler, sise icerisindeki fazlarin
birbirine karigmasi i¢in dondiiriici aygittan gegirilir ve bu islem sonunda icecek

gazlanmis hale gelir. [19] [20] [24]

4.2.3 Dolum

Gazli igeceklerin dolumu diger sivi iceceklerin dolumuna gore farklilik
gostermektedir. Gazli igeceklerin icerisinde bulunan karbondioksit miktar basing
azaldiginda azaldigindan igecegin niteligi degisecektir ve bu ylizden de gazlh
igeceklerin dolumu siirekli basing altinda calisan dolum makinalar1 kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Gazli igeceklerin dolumu sirasiyla karsi basincin saglanmasi,
dolum, son akis, dengeleme ve basing kaldirma olmak {izere bes asamadan olusur ve

bu islemlerin yapilmasiyla tamamlanir. [19] [20]

4.2.4 Pastorizasyon

Siv1 gidalarin iiretiminde uygulanan bir 6n islem olan pastdrizasyon gidalarin raf

omriinli uzattig1 gazli igecekler iiretiminin en O6nemli asamalarindan biridir. Gazh
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iceceklerde pastdrizasyon islemi genellikle karbondioksitle koruyucu madde katilarak
gerceklestirilir. Koruyucu madde olarak, sorbik asit, benzoik asit, benzoik asit ya da
sorbik asidin sodyum ve potasyum tuzlar1 veya sorbik ve benzoik asidin karigimlari
kullanilmaktadir. Ayrica pastorizasyon islemleri koruyucu madde kullanilmadan da

gerceklestirilebilmektedir.

Gazli iceceklerin pastorizasyon islemi ic¢in genellikle tiinel tipi pastorizatorler
kullanilmaktadir. Isitma ve sogutma islemi aym tiinel igerisinde farkli sicakliktaki
suyun piiskiirtiilmesiyle gergeklestirilir. Pastorizasyon igin ¢ikis, kalis ve inis siireleri
sirastyla, 20 dakika, 20-30 dakika ve 15 dakikadir. Pastorizasyon sicakligi yaklasik
olarak 75 °C'dir. Gazli igeceklerde i¢inde gaz bulundurdugu igin genellikle %3-4
civarinda bosluk birakilmaktadir. Oda sicakligindaki igecegin sicakligi yaklasik 20
°C’dir ve pastdrizasyon islemi sirasinda 75 °C'ye 1sitilmast durumunda sicakligin fazla
artis1 nedeniyle %4 oraninda bosluga sahip sisenin i¢i basmci 7.5 kg/cm?ye
ulasmaktadir. Bu basing %3,3 sise bosluguna sahip siselerde 11,7 kg/cm? olmaktadir.
I¢ basing artis1 goz oniinde bulundurularak yaklasik 12 kg/cm?lik basinca dayanikli
olan cam kullanilmalidir ve kapama islemi de bu basinca kars1 dayanikli olacak sekilde

gerceklestirilmelidir.[20]

4.2 .5 Etiketleme

Karistirma, gazlama ve dolum asamalarindan gecen icecekler kapatildiktan sonra
dolum makinasinda ilerleme hiziyla kendi etraflarinda donerek etiketleme makinasina
gelmektedirler. Etiket bulundugu bolgeden hava emis giicii ya da tutkal yardimiyla
alinir ve bir vals yardimiyla ¢izgi seklinde veya noktali olarak tutkal kullanilarak

yapistirilir. Siseye etiket yapistirilirken siinger veya firga basinci kullanilir. [20]

4.2.6 Kasalama

Biiyiik isletmelerde gergeklestirilen kasalama islemi, siseleme isleminin ardindan
vakum emisli cihazlarla otomatik olarak yapilir. [20]

4.2.7 Depolama

Siselerin kasalama islemi tamamlandiktan sonra kasalar depoya alinir ve depoda
ortalama 3-5 giin bekletilir. Bu bekleme siireci sirasinda mikrobiyolojik, kimyasal ve

fiziksel analizleri tamamlanir. Ardindan triinlerin ¢ikis islemi yapilir. [20]
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5. ANYONLAR VE ANYON ANALIZLERININ ONEMi

Anyonlar, negatif yiiklii iyonlar olmakla beraber asitlerin veya tuzlarin iyonlasmalari
sonucu olusurlar. Anyonlar i¢erdikleri atom sayilarina gore tek atomlu ve ¢ok atomlu
olmak tiizere iki gruba ayrilirlar. F~, CI, Br~ gibi anyonlar tek atomlu anyonlar; NOs,
S04* ve HCOO" gibi anyonlarda ¢ok atomlu anyonlar grubunda yer alirlar. Bazi
anyonlar viicut i¢in faydali bu yiizden de gerekli iken; bazi anyonlar ise, viicut i¢in
oldukga zehirli oldugundan dolayi zararlidir. Viicuda alinan her anyonun metabolizma
tarafindan tolere edilme diizeyi birbirinden farklidir ve bu yiizden anyonlarin dogru ve

guvenilir olarak analiz edilmesi oldukga 6nem arz eden bir husustur.

Gazli igecekler icerisinde bulunan floriir anyonu, kemiklerin olusumu ve katilagmasi
icin 6nemli olup dis ciirlimelerini engelledigi i¢in insan viicudu tarafindan alinmasi
gereken bir mineraldir. Florir anyonunun, alinan disiik konsantrasyonlari insan
viicudu i¢in faydaliyken; yiliksek konsantrasyonlari diglerin ¢iliriimesi, osteoporoz ve
bobrek, kemik, kas, sinir ve liretici oranlara hasar verme gibi ciddi saglik sorunlarina

neden olabilmektedir.[25]

Gazli i¢eceklerde bulunan ve birbirine doniisebilen nitrat ve nitrit anyonlariin diisiik
konsantrasyonlarinda viicuda alimi insan sagligini olumlu yonde etkilemektedir. Ag1z
icerisinde bulunan bazi bakteriler, daha ¢ok sebze tiiketimiyle alinan nitrat ve nitrit
anyonlarmi nitrit ve nitrik okside doniistiirerek kardiyovaskiiler sisteminin
korunmasina katkida bulunur. Anne siitiinde 6nemli oranda bulunan nitrat anyonlari,
bebegin immiinolojik ve sindirim sisteminin korunmasinda 6nemli besleyici unsur
olarak bilinmektedir. Nitratin su ile reaksiyonu sonucu olugan azotmonooksit
hipertansiyonun diismesini saglar. Tiikiirlik sivisinda bulunan nitrit anyonlar1 ise, mide
asidinin anti-bakteriyel etkisini biiyiik lciide arttirmaktadir. Insan viicuduna yararli
etkileri olan nitrat ve nitrit anyonlarinin yiiksek konsantrasyonlar1 ¢ok ciddi hasarlara
neden olabilmektedir. Bu ylizden, viicuda alinan nitrit ve nitrat diizeyleri biyik 6nem
arz etmektedir. Nitrat, nitrit ve metabolitlerinin insan sagligina olumsuz etkileri

kanserojen olmayan ve kanserojen etkiler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Nitratin
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indirgenmesi sonucu olusan ya da nitritin viicuda fazla alimi sonucu viicutta bulunan
nitritten N-nitrozo bilesiklerinin olusumu mide kanserine neden olabilmektedir. Nitrit
ve nitratin viicuda fazla alinmasinin kanserojen olmayan olumsuz etkilerden biri,
hemoglobin yapisinda bulunan demirin  oksitlenmesi olarak tanimlanan
methemoglobin  olusumuna neden olarak methemoglobinemi adi verilen
zehirlenmedir. Bu zehirlenme, giiclilkle nefes alma ve daha da yiiksek miktarlar
Oliime sebep olmaktadir. Nitrit ve nitrat miktarinin viicutta fazla bulunmasi venoz

basincinin diismesine neden olur ve bu diisiis, hipotansiyona ve hipertansiyona neden

olur. [26][27][28]

Siilfiir kaynaklar1 olarak bilinen siilfat ve siilfit anyonlarinin diisiik konsantrasyonlari
insan viicudu tarafindan ihtiya¢ duyulan minerallerdir. Siilfat, safra kesesini ¢alistirict
ve safra yapimini arttirdigi i¢in sindirim sisteminin g¢aligmasinda olumlu katki
saglamaktadir. Siilfat ve siilfit anyonlarinin yiiksek konsantrasyonlari insan viicuduna
negatif etki gostermektedir. Yiiksek miktarda siilfat ve siilfit anyonlarinin alimi
sonucunda ozmotik su kaybi ve {ilseratif kolit olan ishale neden olmaktadir. Siilfit

anyonlarinin fazla alimi astima da sebep olmaktadir.[29] [30]

Gazli iceceklerin i¢inde bulunan oksalat anyonunun viicut i¢in ¢ok gerekli olmamasina
ragmen yiiksek miktarlarda alimi insan saghigimni olumsuz yonde etkilemektedir.
Oksalat anyonunun viicuda fazla konsantrasyonda alimi kalsiyuma baglanarak diger
minerallerin emilimini engelleyerek bobrek tasi olusumuna neden olur. Viicutta
yiiksek konsantrasyonda oksalat anyonunun bulunmasindan kaynaklanan oksalat
zehirlenmesi, istah kaybi bas agrisi ve mide bulantis1 gibi belirtilerle kendini

gostermektedir [31]

Kemik ve dislerinde yapisinda bulunan, olusumunda gerekli ve RNA ve DNA
tiretiminde enerjiyi saglayan fosfat anyonu insan viicudu i¢in en 6nemli minerallerden
biridir. Fosfor kaynaklarindan biri olan fosfat anyonunun kanda fazla bulunmasi
hiperfosfatemi hastaligina neden olmaktadir. Buna ek olarak, fosfat mineralinin fazla
alim1 yorgunluk, nefes darligi, mide bulantisi, kusma, uyku bozuklugu ve bazi

bireylerde anoreksiya gibi rahatsizliklara yol agmaktadir. [32] [33]

Tiirk Gida Kodeksi Alkolsiiz Icecekler Tebligi’'nde anyon limit degerleri
bulunmamaktadir. Bu ¢calismada incelenen meyveli ve meyve aromali dogal mineralli

gazli icecekler mineralli su kullanarak yapildigi i¢in bu i¢eceklerin igerisinde bulunan

40



anyon limit degerleri “Dogal Mineralli Sular Hakkinda Y6netmelik” ten alinmistir. Bu
yonetmelige gore florilir, nitrit, nitrat, anyonlarinin maksimum konsantrasyonlari
sirastyla; 5,0 mg/L, 0,1 mg/L, 50 mg/L’dir. Tiirk Gida Kodeksi Alkolsiiz I¢ecekler
Tebligi’nde, dogal mineralli su igeren iiriinler i¢in floriir anyon limitliyle ilgili ek bir
uyar1 yer almaktadir. Bu maddeye gore; igecek 1,0 mg/L’den fazla floriir i¢eriyorsa
"Floriir ihtiva eder"; 1,5 mg/L’den fazla florir i¢eriyorsa "0-7 yas grubundaki ¢ocuklar
icin uygun degildir." ifadesi {riiniin altinda goriiniir bir sekilde yer almalidir. Tiirk
Gida Kodeksi, WHO veya USEPA tarafindan siilfat anyonu i¢in maksimum kabul
edilebilir limit belirlenmemistir; fakat siilfat anyonunun gastrointestinal sisteme olan
katartik etkisinden dolay1 saglhk yetkilileri tarafindan igme sularinda 500 mg/dm?
konsantrasyonunun iizerine ¢ikmamasi gerektigi belirtilmektedir. FAO tarafindan
belirlenen alkollii olmayan icecekler kodeksine gore; su bazli aromali gazli igeceklerde
stilfit ve fosfat anyonlarinin maksimum kabul edilebilir konsantrasyonlari sirasiyla 70
mg/kg ve 1000 mg/kg olarak belirtilmektedir. Tirk Gida Kodeksi igme suyu, maden
suyu, alkolsiiz ve alkollii icecek tebliginde, WHO, USEPA veya FAO’da mg/L ya da
mg/kg cinsinden oksalat anyonu i¢in limit degeri belirtilmemistir. [34] [35] [36]

5.1 Anyon Analizinde Kullanilan Cihazlar

Alkollii, alkolsiiz, gazli ve gazsiz olmak iizere tiim igecek grubuna yapilan anyon
analizlerinde birbirinden farkli bir¢cok ydntem ve cihaz kullanilmaktadir. Dogal
mineralli gazli igeceklerde yapilan anyon analizlerinde ise yapilan caligmalar
incelendiginde genel olarak kapiler elektroforez ve ICP-MS gibi cihazlar kullanildigi
goriilmiistiir. Bu ¢alismada anyon analizinde kullanilan diger bir teknik olan, Iletkenlik
Dedektorlii Iyon Kromotografisi cihazi ile aromali dogal mineralli gazli igeceklerde
bulunan anyonlarin kalitatif ve kantitatif olarak tayini {izerine yeni bir metot

gelistirilmistir.
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6. DENEYSEL KISIM

6.1 Kullamilan Kromatografi Sistemi

Bu ¢alismada giris kisminda pargalar1 anlatilmig olan DIONEX ICS-3000 (Dionex
Corporation, USA) Iyon Kromotografi Sistemi kullanilmistir. Bu sistem, DP-1 Giftli
pompa (calismada izokratik ve gradient pompa kullanildi), tek ve ¢ift pompa
sistemlerine uygun EG-2 eluent Urete¢, DC-2 Dedektdr-Kromatografi Modull ve AS
otomatik ornekleyici kisimlarindan olusmaktadir. Yapilan optimizasyon denemeleri
sonucunda kolon sicakligi, dedektdr hiicre sicakligi, baskilayici (suppresor) akimi,

mobil faz akis hiz1 ve enjeksiyon hacmi asagidaki degerler olarak belirlenmistir:

v" Kolon Sicaklig: 35 °C

Dedektor Hiicre Sicakligi: 40 °C
Baskilayict (Supressor) Akimi: 8 mA
Mobil Fazin Akis Hizi: 0,25 mL/min.
Enjeksiyon Hacmi: 40 pL

NN

Sample Loop Hacmi: 10 pL

Eluent tireteci kartusu, RFIC-Eluent gaz giderici ve surekli rejenere olan anyon tuzak
kolonu CR-ATC bilesenlerine sahip EG yani eluent (reteci istenilen zamanda ve
konsantrasyonda eluenti hazirlayarak gazi giderilmis ve anyonlarindan arindirilmis
sekilde kolona verir. Bu calismada eluent olarak NaOH kullanilmakta olup cihaz
tarafindan gradient eliisyon yapilmistir. Eluent programi; 0-7. dakikalar arasinda 5
mM, 7-7,1. dakikalar arasinda 5 mM’dan 12 mM’a, 7,1-30. dakikalar arasinda 12 mM,
30-30,1. dakikalar arasinda 12 mM’dan 5 mM’a ve en son 30,1-35. dakikalar arasinda
dengeye ulagsmis olup SmM NaOH seklindedir.

Dedektdr/Kromatografi Sistemi modiiliiniin kromatografik ayirim boliimiinde, 2x250
mm Ol¢iilerine sahip anyon degistirici kolon olan RFIC TM IonPac®AS20 Analitik
kolonu ve 2x50 mm olgllerine sahip 0n-koruma kolonu olan kolonu RFIC TM

lonPac® olan AG20 Guard kolonu bulunmaktadir. AS20 kolonunun reginesi por
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biyiikligii 7,5 pm olup, kuarterner amonyum grubu fonksiyonel grubuna sahip
divinilbenzen ile ¢apraz-bagli siipermakropordz polivinilbenzil amonyum polimeridir.
AG20 kolonunun reginesi por biytikligi 11 um olup mikropor6z polivinilbenzen ve

fonksiyonel grubu kuarterner amonyum grubundan tiretilmistir.

AG20 kolonu, AS20 analitik kolonun 6n kismina takilarak kolonun kirlenmesini
Onlemektedir ve mikropordz yapist sayesinde uzun siire optimum performans
gosterebilmektedir. Dedektor bolimiinde ise, kendini rejenere edebilme 6zelligine
sahip ASRS ULTRA II MM baskilayic1 (suppresor) ve iletkenlik dedektorii

bulunmaktadir.

6.2 Kullamlan Kimyasallar ve Araglar

Eluent olarak kullanilan NaOH, sistemde c¢evrimi¢i durumda bulunan EG-2
(DIONEX, USA) elektrolitik eluent iirete¢ modiiliinde c¢ok egimli bir bigcimde
olusturulmustur. Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan alinan 1000 mg/L
konsantrasyonlarina sahip floriir, nitrit, nitrat, siilfit, siilfat, oksalat ve fosfat sertifikali
standart sivi gozeltileri kullanilmistir. Kullanilan standart c¢ozeltilerin hepsi hava
almayacak sekilde kapatilmis polipropilen siselerde +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Kullanilan tiim kimyasallar analitik kaliteye sahiptir.

Kati1 kimyasal tartimi virgiilden sonra dordiincii haneye kadar tartim yapabilme
ozelligine sahip Precise marka elektronik hassas terazide (Precisa XB 220A, Swiss)
yapildi. Standart ¢ozeltiler hazirlandiktan ve numuneler NaOH ile muamele edildikten
sonra homojen olarak karisimi elde edebilmek igin Wisd marka vorteks (Wisd

Laboratory Instruments, Wisemix VM-10) kullanilmistir.

Analizi yapilacak olan gazli igecek numuneleri igerisinde asili olarak bulunan
tanecikleri eliminasyonu i¢in WiseSpin (Wisd Laboratory Instruments) markali
santrifiij cihaz1 kullamlmigtir. Ornek hazirlama isleminde kullamlmak iizere, Agilent
Technology (USA) firmasinda C18 kati faz ekstraksiyonu kartuslari (500 mg, 3 mL)
ve Analytical Columns (New Addington, Croydon, CR0O 9UG, England) firmasindan
0,2 um por biiytikliigline sahip 17 mm ¢ap1 olan Polieter Siilfon (PES) filtre alinmistir.

Standart ¢Ozeltiler ve eluent i¢in kullanilmakta olan ve direnci 18,2 MQ/cm’dan az
olmayan ultra saf su, New Human Power | Scholar UV (Human Corporation, Seoul,

Korea) su saflastirma sisteminden elde edilmistir.
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6.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

6.3.1 Ana stok ¢6zeltinin hazirlanmasi

Hazir ¢ozelti olarak temin edilmis olan 1000 mg/L’lik sertifikali floriir, nitrit, nitrat,
slfit, sulfat, oksalat ve fosfat standartlar1 kullanilarak kalibrasyon ¢o6zeltilerini
hazirlamak i¢in 20 mg/L’lik ana stok ¢ozelti hazirlanir. Bu ara stok ¢ozeltiyi
hazirlamak i¢in 1000 mg/L’lik 7 standardin her birinden 200 pL alinir ve 8600 pL ultra

saf su eklenerek 10 mL’ye tamamlanir.

6.3.2 Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Flordr, nitrit, nitrat, stlfit, stlfat, oksalat ve fosfat karisimlarindan olusan 20 mg/L’lik
ana stok cozeltisi kullanilarak 9 adet kalibrasyon ¢dzeltileri hazirlanmistir. Bu
¢ozeltilerin derisimleri sirastyla 0,01 mg/L, 0,05 mg/L, 0,1 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 2
mg/L, 4 mg/L, 5 mg/L ve 10 mg/L’dir. Her bir standart ¢ozelti cihaza ikiser kez
enjekte edilmistir. 10 mg/L’lik standart ¢ozeltiyi hazirlamak igin; 2500 uL. 20 mg/L’lik
standart karigimi ve 2500 pL ultra saf su; 5 mg/L’lik standart ¢6zeltiyi hazirlamak igin;
1250 pL 20 mg/L’lik standart karisimi1 ve 3750 pL ultra saf su; 4 mg/L’lik standart
¢ozeltiyi hazirlamak icin 1000 pL 20 mg/L’lik standart karisimi ve 4000 pL ultra saf
su; 2 mg/L’lik standart ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 500 uL 20 mg/L’lik standart karigimi
ve 4500 pL ultra saf su; 1 mg/L’lik standart ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 250 pL 20
mg/L’lik standart karisimi ve 4750 pL ultra saf su; 0,5 mg/L’lik standart ¢ozeltiyi
hazirlamak i¢in 125 pL 20 mg/L’lik standart karigtmi ve 4875 pL ultra saf su; 0,1
mg/L’lik standart ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 25 uL. 20 mg/L’lik standart karisimi ve
4975 pL ultra saf su; 0,05 mg/L’lik standart ¢6zeltiyi hazirlamak i¢in ise, 12,5 puL 20
mg/L’lik standart karigimi ve 49875 upL ultra saf su eklenir. 0,01 mg/L
konsantrasyonuna sahip kalibrasyon ¢o6zeltisinin derisimi ana stok c¢ozeltinin
derisimine gore cok kiigiik oldugu i¢in ana stok ¢ozeltiden 5 mg/L’lik ara stok
hazirlanir ve bu 5 mg/L’lik ara stok ¢ozeltiden 10 pL alinip 4990 pL ultra saf su
eklenerek 0,01 mg/L’lik standart ¢ozelti hazirlanir. Hazirlanan cozeltiler viallere

konulup vorteks kullanilarak karistirilir ve 4 °C’ de muhafaza edilir.

6.3.3 Gazh icecek numunelerinin hazirlanmasi

18 adet ¢esitli aromalar iceren dogal mineralli gazli icecek drneklerinin ICS-3000 iyon

kromatografi cihaziyla gerceklestirilecek anyon analize uygun hale getirilmek {izere

45



bazi islemlere tabi tutulmustur. Oncelikle numuneler plastik kisa tiipe konulup
icerisinde bulunan gazin giderilmesi i¢in ultrasonik banyoda 15 dakika boyunca
bekletilmistir. Bu sirada numunelerin muamele edilecegi 5 mM NaOH ¢ozeltisini
hazirlamak igin Oncelikle ultra saf su cihazindan temin edilen saf su kaynatilir.
Kaynamis saf su sogumaya birakilir ve 250 mL’lik balon jojeye 5 mM NaOH c¢ozelti
hazirlamak i¢in NaOH katis1 tartilir. Su soguduktan sonra bir miktar su ve tartilan
NaOH katis1 balon jojeye aktarilip tamamen c¢oziinme elde edilen kadar iyice
karistirilir. Sonrasinda balon jojenin ¢izgisine kadar saf suyla tamamlanir. Ultrasonik
banyodan alinan gazli icecek numuneleri oda sicakligina gelene kadar bekletilir ve 5
mM NaOH ile 20 ve 50 kat seyreltilir. Seyreltme islemi gergeklestirildikten sonra
vorteks cihaziyla karistirilarak homojen bir ¢ozelti elde edilir ve oda sicakliginda 5
dakika boyunca bekletilir. Ardindan numuneler, 1350 rpm hiziyla 3 dakika boyunca
santrifiijlenir. Santrifilleme isleme tamamlandiktan sonra dibe ¢dken kalintilardan
kurtulmak icin dekante edilir. Vakum sistemiyle donanimlandirilmis C18 kat1 faz
ekstraksiyon sistemi kullanilarak numunelerin renk, aroma ve bunun gibi bilesenlerin
elimine edilmesi saglanir. Bu islemden once kat1 faz ekstraksiyon kartuglari sirasiyla
3 mL metanol, 3 mL hekzan ve 3 mL deiyonize su ile sartlandirilirlar. Sartlandirma
bittikten sonra, tiim numuneler kat1 faz ekstraksiyona tabi tutulur ve her numune i¢in
farkli kat1 faz ekstraksiyonu kartusu kullanilir. Eger yeterli kartus yoksa kartuglar
temizlenerek diger numune i¢in kullanilir. Tiim numunelerin kati1 faz ekstraksiyon
1slemi bittikten sonra PES filtreden gecirilir ve viallere konulara analiz i¢in hazir hale
getirilmis olur. Numuneler analiz uygun hale getirilirken yapilan 6n islemler Sekil

6.1’de Ozetlenmektedir.

= Ultrasonik banyoda numunelerin 15 dakika boyunca degaze edilmesi

= Ultra saf su kaynatilmas: ve oda sicaklifina sofutulmas:

« 5 mm NaOH ¢ézeltisi hazirlanmasi

* NaOH g¢ozeltisiyle numunelerin seyreltilmesi

= Vorteks cihazivla karstirilmasi

+ Dekantasyon

- + C18 kan faz ekstraksiyonu

= PES filtreyle filtrasyon iglemi

= Viallere doldurma

(S el oludad (-4

= Bekletilen numunelerin sanrifiijlenmesi ]

M = Analiz i¢in 6rneklerin cihaza verilmesi

Sekil 6.1 : Numunelerin analize uygun hale getirilmesi igin yapilan 6n islemler.
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6.4 Kalibrasyon Grafikleri

7 adet standart ¢ozeltinin iyon kromatografi cihazinda yapilan analizinden elde edilen
sonuglar kalibrasyon grafiklerinde degerlendirilmistir. Cihazdan ¢ikan sonuglardan
flor, nitrat, nitrit, sulfat, stlfit, oksalat ve fosfata anyonlarina ait kalibrasyon grafikleri
Sekil 6.2 - Sekil 6.8 gosterilmektedir:

) . .. =0.7438x - 1E-05
Florlr Kalibrasyon Grafigi Y e = 0,999

Alan (uS*dk)
N

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 6.2 : 0,01-5,0 mg/L floriir kalibrasyon grafigi.

Nitrit Kalibrasyon Grafigi y =0.282x - 1E-05
R =0.999
16

14 .

12

Alan (uS*dk)
o o o
S o)) oo [

o
o

.

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 6.3 : 0,01-5,0 mg/L nitrit kalibrasyon grafigi.
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y = 0.1505x + 1E-05

Nitrat Kalibrasyon Grafigi R?=0.999
0.8
.0
0.7
__ 06 °
4
P05
wn
204
&03 o
< o2 .
=
01 e
0o &
0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (mg/L)
Sekil 6.4 : 0,05-5,0 mg/L nitrat kalibrasyon grafigi.
Sulfat Kalibrasyon Grafigi y = 0.3171x - 26-05
35 R2=0.999
3 e ¢
g 25 T
A
=0 .o
= 15 e
< L
05 . o
.o
0 ®®
0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon (mg/L)
Sekil 6.5 : 0,05-10,0 mg/L siilfat kalibrasyon grafigi.
Sulfit Kalibrasyon Grafigi y = 0.0145x - 5E-07
R2 = 0.999
0.16
0.14 L
0.12 '
~
T 01
2008
= .o
S 006 o
0.04 .
0.02 o
. ....'
0o ®®
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 6.6 : 0,05-10,0 mg/L siilfit kalibrasyon grafigi.
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1.6

14
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Alan (uS*dk)
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Alan (uS*dk)

0.2

0.1

0

y =0.2718x + 1E-05

Oksalat Kalibrasyon Grafigi R?=0.999
-".
..'.‘.'
.'.'..
.;"'..
o
1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 6.7 : 0,05-5,0 mg/L oksalat kalibrasyon grafigi.

Fosfat Kalibrasyon Grafigi Y= 0 08 SF
-'.
i
.
--'..'.
.
1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 6.8 : 0,03-5,0 mg/L fosfat kalibrasyon grafigi.

Standart ¢ozeltilerinin SmM’dan 50 mM’a NaOH eluent kullanilarak 35 °C’ de alinan

kromatogramlari st iiste konulmus hali Sekil 6.9°da gorilmektedir.
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25 Florir

— .05 mg/L std.
— 0.1 mg/L std.
20 S 0.5 mg/L std.
— 1 mg/L std.
—_ 2 mg/L std.
a —— 4mg/L std.
=z 154 5 mg/L std.

Siilfat

Fosfat

L
21 24 27

Sekil 6.9 : 0,05-5 mg/L flor, nitrit, nitrat, sulfat, stlfit, oksalat ve fosfat iceren
standart ¢ozeltilerinin multistep gradient 5 mM’dan 12 mM’a NaOH
eluenti ile st iiste alinan kromatogramlari.

Kalibrasyon ¢alismasi sonucunda grafik cizilmesine ek olarak, standartlardan alinan
degerler olan LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. LOD; makul istatistiksel kesinlik
icerisinde deneysel calismada olglim yapilan cihazin dedekte edilebildigi en kiiciik
derisim olarak tanimlanmaktadir. LOD hesabmi yaptigimiz1 6lgiimler igerisinde
dogruluk acisindan en kiigilk ve en biiylik degerlerden se¢cmek yerine yapilan
Olctimdeki ara degerler tercih edilerek hesaplanmalidir. [11,12] LOQ); kabul edilebilir
diizeyde tekrarlanabilirlik ve dogruluk ile 6l¢iim yapilan cihaz tarafindan saptanabilen
en kiiciik derisimdir. LOQ hesabini1 yapacagimiz derisim segilirken LOD degerini
hesaplarken de sectigimiz gibi dogruluk acisindan deneysel ¢alismada yapilan 6l¢iim
degerlerinden aradaki degerlerden tercih edilmelidir.[11,12] LOD ve LOQ
parametreleri hesaplanirken standart kalibrasyon c¢ozeltilerindeki mg/L ve S/N
(Signal-to-Noise Ratio) degerleri baz alinmigtir. LOD degerinde S/N degeri 3, LOQ

degerinde ise S/N degeri 10 olur ve buna gore hesaplama yapilmistir.

Kalibrasyon grafikleri ve kromatogramlardan elde edilen verilerle bulunan metot

performans parametreleri Cizelge 6.1°de verilmistir
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Cizelge 6.1 : Standart ¢ozeltideki ayonlarin metot performans parametreleri.

Lineer

) ) LOD LOQ
Analit Aralik Regresyon Denklemi R? . .
3 (lgL™)  (ngL™)

(mg L)

Florir 0,01-5,0 y =0,7438x — 10 0,999 2,99 9,97

Nitrit 0,01-5,0 y =0,2820x — 10°® 0,999 2,99 9,97
Nitrat 0,05-5,0 y =0,1505x + 10° 0,999 15,90 53,00
Silfat 0,05-10,0 y =0,3171x — 2x10®° 0,999 14,94 49,80
Sulfit 0,05-10,0 y =0,0145x — 5x10" 0,999 14,98 49,93
Oksalat 0,05-5,0 y =0,2718x + 10° 0,999 15,00 50,00
Fosfat 0,03-5,0 y =0,1083x - 3x10°° 0,999 9,93 33,10

Hazirlanan standart ¢ozeltilerin analizleri sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri
ve kromatogramlar1 kullanilarak meyve aromali dogal mineralli gazli igecek
numunelerinde bulunan flor, nitrit, nitrat, siilfat, siilfit, oksalat ve fosfat anyonlar
kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilmistir. Analiz edilen numunelerden 1:20
oraninda seyreltilmeye tabi tutulmus 10 numarali 6rnege ait kromatogram Sekil

6.10°da verilmistir:

15 - Siilfat

12

iletkenlik(uS)

St
T Oksalat

L

Zaman(dk)

Sekil 6.10 : 1:20 oranda seyreltilmis 10 nolu 6rnegin kromatograma.
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Analiz edilen meyve aromali dogal mineralli gazli i¢cecek numunelerine yapilan
kantitatif analizler sonucunda numunelerde bulunan flor, nitrit, nitrat, stlfat, stlfit,
oksalat ve fosfat anyonlarin miktarlart mg/L cinsinden Cizelge 6.2’de verilmektedir.
Analiz sonucu numunelerde bulunmayan anyonlar ¢izelgede dedekte edilememis

anlamina gelen ND ifadesiyle belirtilmistir.

Cizelge 6.2 : Iyon kromatografi ile analizleri yapilan meyve aromali dogal mineralli
gazli iceceklerdeki floriir, nitrit, nitrat, siilfat, siilfit, oksalat ve fosfat
anyonlariin konsantrasyonlari.

Analit

Florir Nitrit Nitrat Silfat Silfit Oksalat Fosfat
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/l) (mg/L) (mg/L)  (mg/L)

1 3,85 2,56 4,78 13,38 0,46 12,94 ND
2 3,9 2,66 11,35 20,66 0,76 15 ND
3 2,7 1,92 5,18 80 1,65 19,1 ND
4 2,76 1,98 5,4 15,48 0,4 21,75 ND
5 2,72 2,44 5,44 69,5 3 16,45 ND
6 0,42 2,28 8,05 24,95 2 4,8 ND
7 0,9 2,65 3,45 109,05 1,45 ND ND
8 1,66 1,9 1,26 152 0,6 1,64 ND
9 2,48 2,6 2,9 150,6 0,7 0,98 ND
10 1,46 3,55 2,55 157,6 1,3 58 ND
11 0,32 2,2 4,84 25 1 5,16 ND
12 2,3 2,6 4,6 35,2 1,75 5 ND
13 2,1 3,6 5,34 29,3 1,55 2,86 ND
14 2,3 2,24 4,3 33,72 0,96 0,96 ND
15 2,92 2,4 14,04 106 0,8 5,64 ND
16 ND 2,5 7,6 146,75 1,65 15,12 ND
17 0,62 0,92 7,44 53,84 1,32 2,12 ND
18 1,12 1,92 8,7 58,36 1,04 12,94 ND
19 3,15 2,7 12,85 125,05 1,65 53 ND
20 3,76 2,78 8,7 54,26 0,62 11,2 ND
21 1,3 2,85 17,4 36,3 ND 16,55 ND
22 0,94 0,68 7,34 56,18 ND 3,12 ND
23 4,98 ND 14,2 38,85 ND 5,94 ND
24 1,5 ND 8,66 12,1 ND 9,4 ND
25 ND ND 5,06 98,78 ND 16 ND
26 ND ND 16,5 68,55 ND 13,92 ND
27 ND ND 17 99,15 ND 14,95 ND
28 1,82 ND 5,24 56,6 ND 14,5 ND
29 4,6 ND 13,34 36 ND 13,05 ND
30 4,16 2,1 14,4 56,7 ND 16,04 ND
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6.5 Tekrarlanabilirlik Calismalari

Tekrarlanabilirlik, ayni laboratuvarda, ayn1 metotla, ayni cihazla, aynt numune
lizerinde, ayni1 analizci tarafindan alinan deney sonuglarindan (olabildigince homojen
sartlarda yapilan analizler i¢in) herhangi ikisi arasindaki farkin %95 ihtimalle en fazla
r kadar olacagini ifade eder. Yani aym1 metotla ayn1 maddeden alinan analiz
sonuclarindan herhangi ikisi arasinda, %95 ihtimalle en az veya en ¢ok ne kadar fark

olacagini gosterir.

Yontem gegerliligi denetiminin en Oonemli ayaklarindan bir tanesi de hi¢ siiphesiz
tekrarlanabilirlik ¢aligmasidir. Burada ayni laboratuvarda, aynmi kisi, ayni Ornegi
kullanarak istatistiksel sonug yaratacak kadar, yani kez deneyi tekrarlamalidir. Elde
edilen sonuglar belli bir matematiksel anlam i¢cermeli, sonuglar mantik yoluyla degil,

dogrudan matematik kurallar a¢isindan degerlendirilmelidir.

Tekrarlanabilirligi kontrol edebilmek icin ise, rolatif standart sapma hesabi yapilmasi

gerekmektedir ve bu hesap asagidaki gibidir:
%RSD = (Standart Sapma / Ortalama) * 100

Her Ornek i¢in {i¢ tekrar yapilmistir ve t derisimine sahip 6rnek icin rolatif standart

sapma hesabi yapilirsa sonug Cizelge 6.3°deki gibidir.

Cizelge 6.3 : Iyon kromatografi ile analizleri yapilan meyve aromali dogal mineralli
gazli igeceklerdeki floriir, nitrit, nitrat, siilfat, siilfit, oksalat ve fosfat
anyonlarinin %rolatif standart sapma (%RSD) sonuglari.

Florir Nitrit Nitrat Silfat Sulfit Oksalat Fosfat
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

RSD% RSD% RSD% RSD% RSD% RSD% RSD%
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

1 0,78 0,78 0,32 0,28 1,26 0,47 -
2 0,65 0,57 0,22 0,22 1,32 1,68 -
3 1,13 0,79 0,3 0,25 0,93 0,42 -
4 1,27 0,77 0,28 0,16 1,46 0,28 -
5 11 0,82 0,74 0,27 0,51 0,33 -
6 1,36 0,67 0,62 0,76 0,76 1,67 -
7 1,11 0,99 1,16 0,52 0,69 - -
8 1,52 1,33 2,79 1 0,83 2,15 -
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Cizelge 6.3 (devam): Iyon kromatografi ile analizleri yapilan meyve aromali dogal
mineralli gazli iceceklerdeki floriir, nitrit, nitrat, siilfat, siilfit, oksalat ve fosfat
anyonlarinin % rolatif standart sapma (%RSD) sonuglari.

Florir Nitrit Nitrat Silfat Salfit Oksalat Fosfat
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

RSD% RSD% RSD% RSD% RSD% RSD% RSD%
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

9 1,02 0,59 1,21 1,06 0,82 1,55 -
10 1,05 1,13 1,38 0,22 1,17 0,7 -
11 0,63 0,94 0,52 1,44 2,07 0,68 -
12 1,32 0,59 0,33 0,58 0,87 0,5 -
13 0,73 0,97 0,94 0,86 0,49 0,53 -
14 0,67 0,68 0,58 0,43 0,38 2,08 -
15 0,86 0,86 0,39 1,89 0,72 0,53 -
16 ND 0,83 0,59 0,58 0,35 0,26 -
17 1,61 2,17 0,27 0,18 1,15 1,19 -
18 1,79 1,31 0,37 0,75 0,28 0,23 -
19 0,49 0,74 0,51 0,28 0,3 0,76 -
20 0,41 0,55 0,24 0,49 1,61 0,4 -
21 1,17 0,7 0,55 0,54 - 0,21 -
22 1,62 0,88 0,48 0,55 - 1,12 -
23 0,2 - 0,63 0,37 - 0,34 -
24 1,02 - 0,66 0,79 - 0,37 -
25 - - 0,91 0,32 - 0,39 -
26 - - 0,51 0,44 - 0,25 -
27 - - 0,44 0,22 - 0,17 -
28 0,84 - 0,95 0,31 - 0,28 -
29 0,43 - 0,34 0,57 - 0,35 -
30 0,24 0,67 0,31 0,28 - 0,28 -
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7. TARTISMA VE YORUM

Meyve aromali dogal mineralli gazli igeceklerde bulunan anyonlar insan viicudu
tarafindan ihtiya¢ duyulurken, belli bir konsantrasyondan fazla alindiginda insan
sagligint olumsuz yonde etkiledikleri icin meyve aromali dogal mineralli gazl
iceceklere yapilan anyon analizlerinin dogru ve hizli 6l¢iimii 6nemlidir. Bu ¢alismada,
meyve aromali dogal mineralli gazli icecek numunelerinde floriir, nitrit, nitrat, siilfat,
stilfit, oksalat ve fosfat tayini icin giivenilir, hizl1 ve basit bir kromatografik yontem
gelistirilmistir. Literatiirdeki diger kromatografik yontemlerle karsilastirildiginda;
gelistirilen yontem uzun 6rnek hazirlama ve matriks temizleme gibi islemlerine ihtiyag
duymaz. Ayrica mobil faz olarak organik ¢oziicli icermemektedir ve bu yiizden
cihazdan 6l¢limler sonunda ¢ikan atiklar ¢evreye zararli degildir. Gelistirilen yontem,
kolay olmasi, yiiksek hassasiyete sahip olmasi ve dogruluga uygun olmasi agisindan
avantajlara sahiptir. Metot meyve aromal1 dogal mineralli gazli i¢eceklerde; floriir,

nitrit, nitrat, siilfat, siilfit, oksalat ve fosfat anyonlarin analizleri i¢in uygundur.

Yapilan bu ¢alismada, gradient ve isokratik eliisyon kullanilan farkli kromatografik
sartlar denenmistir. Kromatografik sartlar en 1yi ayrimin gozlenebildigi ve en kisa
stirede cevap veren analiz gergeklestirilene kadar gelistirilmistir. Sonug olarak; Eluent
konsantrasyonu 0-7. dakikalar arasinda 5 mM NaOH, 7-7.1. dakikalar arasinda 5 mM
NaOH’dan 12 mM NaOH’a, 7.1-30. dakikalar arasinda 12 mM NaOH, 30-30.1.
dakikalar arasinda 5 mM NaOH’dan 12 mM NaOH’a ve en son 30.1-35. dakikalar
arasinda dengeye ulasmis olup 5mM NaOH seklinde olup, baskilayici (suppresor)
akimi 8 mA, kolon sicakligi 35 °C, dedektor hiicre sicakligr 40 °C, akis hiz1 0,25
mL/dk, enjeksiyon hacminin 40 pL ve sample loop hacminin 10 pL oldugu 5 mM’dan
12 mM’ a multigradient eltisyon yontemi en uygun metot olarak belirlenmistir. Bu
yontemle, meyve aromali ve meyveli dogal mineralli gazli igeceklerde kalitatif ve

kantitatif analizler yapilmistir.

Flor, nitrit, nitrat, siilfat, siilfit, oksalat ve fosfat anyonlarini iceren standart ¢ozeltiler

kullanilarak kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu standartlarin Slgiimiinden elde
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edilen kalibrasyon egrileri degisen konsantrasyonlarda lineer aralik gdstermistir.
Flordr, 0,01-5,0 mg/L; nitrit 0,01-5,0 mg/L; nitrat 0,05-5,0 mg/L; slfat 0,05-10,0
mg/L; sulfit 0,05-10,0 mg/L; oksalat 0,05-5,0 mg/L ve fosfat 0,03-5,0 mg/L
konsantrasyon araliginda iyi bir lineerlik gostermistir ve R? degeri ise, her bir anyon
icin 0,999 olarak elde edilmistir. Yapilan bu analizde farkli meyve aromali dogal
mineralli gazli igecek numunelerinin ile tekrarlanabilirlik ¢aligmasi yapilip yasal

limitlere uygunlugu degerlendirilmistir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada 6rnegin hazirlanmasi oldukga kolay, ucuz ve basit
rutin olarak gergeklestirilen analizler i¢in hizli, hassas olarak yapilan ve giivenilir bir

analiz yontemi gelistirilmistir.
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