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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ISPARTADAKI ICME SUYU VE KAYNAKLARINDAN ALINAN SU
NUMUNELERININ iCERDIGI BAZI ANYONLARIN KAPILER
ELEKTROFOREZ CiHAZI iLE iNCELENMESI

Ali Serol ERTURK

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Doc. Dr. Fethiye GODE

Bu tez ¢alismasinda, Isparta’daki cesitli igme suyu ve kaynaklarindan alinan su
numunelerinin kapiler elektroforez (CE) cihazi ile analizi yapildi. Analizleri
yapabilmek i¢in, kapiler alan elektroforezi ile dolayli tespit yontemi (CZE-IPD)
kullanildi. Bu yoOntem vasitasiyla icme suyu numunelerinde bulunan en yaygin
inorganik anyonlarin (floriir, bromiir, kloriir, siilfat, nitrat, fosfat gibi), miktar
tayinleri ve tespitleri yapildi.

Tespit edilen inorganik anyonlarin CZE-IPD yontemiyle ayristirtlmasi, 4,5
dakikadan daha kisa siirede gerceklestirildi. Uygulanan CE yonteminin gegerliliginin
gosterilmesi amaciyla kesinlik, standart sapma ve tayin smir1 gibi parametreler
hesaplandi. Bu hesaplamalar sonucunda elde edilen veriler istatistiksel olarak
incelendi. Alinan g¢esitli su numuneleri, igerdikleri anyon miktarlart agisindan
kiyasland1 ve TSE 266 (2005) i¢cme suyu standartlarina uygunlugu arastirildi.

Anahtar Kelimeler: Kapiler elektroforez, igme suyu, su analizi, anyonlar

2009, 87 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF SOME CONSTITUENT ANIONS OF WATER
SAMPLES WHICH ARE TAKEN FROM DRINKING WATER AND ITS
SOURCES IN ISPARTA BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS
INSTRUMENT

Ali Serol ERTURK

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Chemistry Department

Supervisor: Assoc. Prof. Fethiye GODE

In this thesis, analysis of water samples taken from variety sources of drinking
waters in Isparta was done by capillary electrophoresis (CE) instrument. Indirect
photometric detection with capillary zone electrophoresis (CZE-IPD) method was
used in order to make analysis. By means of this method, quantitative analysis and
detections of most common inorganic anions (fluoride, bromide, chloride, sulphate,
nitrate, phosphate, eg.) which are present in drinking water samples were done.

Separation of detected anions by CZE-IPD method performed in less than 4.5
minutes. In order to show the validity of the used CE method, parameters like
precision, standard deviation and confidence limit were calculated. Statistically
investigation and comparison of the taken water samples in terms of anion quantity
ingredients were done by using these calculations. Detected anion quantities were
investigated by TSE 266 (2005) drinking water standards.

Key Words: Capillary electrophoresis, drinking water, water analysis, anions.

2009, 87 pages
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1. GIRIS

Kapiler elektoforez, sulu c¢ozelti ve tiirlerini ayirmada kullanilan, basit, yiiksek
derecede verimli bir analitik ayirma teknigidir. Enjeksiyon hacimleri pikolitreden
nanolitreye kadar olan aralikta degisen kiigiik hacimde numunelerin kullanilmasini
gerektiren kapiler elektroforez, giin gegtikce birgok alanda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmis ve analitik ayristirmalar1 ¢oziimleyici olmasinin yani sira,
bazi durumlarda, diger kromatografik tekniklere kiyasla ilgi ¢ekici ¢oziimler sunar

hale gelmistir (Arce et al., 1997).

Kiigiik anyonlarin kapiler elektroforez kullanilarak ayristirilmasi son yillarda biiyiik
ilgi kazandi. Yiiksek ¢oziiniirliik, kisa analiz zamanlar1 ve az miktarda elektrot ve
numune kullanilmasi kapiler elektroforez tekniginin temel avantajlaridir (Kuban et

al., 1999).

Bu calismada, Isparta’daki bazi igme suyu ve kaynaklarindan alman su
numunelerinin kapiler elektroforez (CE) cihazi kullanilarak, secilen CE yontemiyle,
icerdikleri anyonlarin incelenmesi ve miktar bakimindan tayinlerinin yapilmasi
amaclanmistir. Caligmalar sonucunda, uygulanan CE yonteminin gegerliliginin
gosterilmesi amaciyla, kesinlik, standart sapma, tayin simiri gibi parametreler
hesaplanmistir. Bu hesaplamalar sonucunda elde edilen veriler istatistiksel olarak
incelenmis ve alinan su numunelerin igerdikleri anyon miktarlar1 agisindan aralarinda

anlamli bir fark olup olmadig arastirilmistir.

1.1. Kapiler Elektroforez (CE)

Diger bir adiyla kapiler alan elektroforezi (CZE) olarak bilinen CE, iyonik tiirleri,
yiik ve siirtlinme kuvvetlerine gére ayirmada kullanilir. Elektriksel olarak ytliklenmis
analitlerin, iletken bir ortam igerisinde, elektriksel alan etkisiyle hareketi geleneksel
elektroforez olarak bilinir. CE teknigi tiirleri yiik/kiitle oranina gore, igerisi elektrot
dolu kiictik bir kapiler tiip i¢erisinde ayirmak i¢in tasarlanmistir (Engelhardt et al.,

1996). CE’de kullanilan ayirma teknikleri Cizelge 1.1.’de gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Kapilerlerde meydana gelen ayirma sistemlerinin 6zeti ( Engelhardt et

al., 1996).
Kapiler Alan Miseller Kapiler Jel | izoelektrik Kapiler Elektro
Elektroforez | Elektrokinetik Elektroforez |Odaklanma| Izotakoforez |Kromatografi
(CZE) Kromatografi (CGE) (IEF) (ITP) (EO)
(MEKC)
Degistirilmis/  |Degistirilmemis Degistirilmis ve  [Degistirilmis/ [Degistirilmemis Doldurulmus
Degistirilmemis [kapilerler doldurulmus Degistirilmem|Kapilerler kapilerler
kapiler kapilerler is kapiler
EOF EOF var Bastirilmis EOF  |Bastirilmig  |[EOF var EOF var
kontrollii/kontrol EOF/ Zayif¢a
siiz var
Elektroforetik  |Elektroforetik gé¢ ve [EOF nin etkisi Numunenin |Elektroforetik go¢ ve istasyon
g6¢ ve EOF EOF etkisiyle, olmadan, eleme |izoelektrik ~ |[EOF etkisiyle faziyla
etkisiyle numunelerin miseller |etkisiyle noktasina ayrigtirma etkileserek
ayrigtirma ve tampon arasinda  |elektroforetik gore pH ayristirma
boliimlenmesi ile gbcle ayristirma  |meyiline gore ’
EOF pompa
ayrigtirma ayristirma olarak hizmet
eder
Kiigiik ve biiyiik |Kiigiik, notr ve yiiklii [DNA molekiilleri |[Amfoterik Uygulama alani HPLC’de
yikli molekiiller igin genig |ve SDS- denature (analitlerin pI [kisith, CE’den 6nce |o]dugu gibi
molekiillerin uygulama alani proteinler i¢in degerlerine  |seyreltik ¢ozeltilerin ayni uygulama
ayristirilmasinda jmiimkiin molekiil gore zenginlestirilmesi alanlart
bir cok biiyiikliigiine bagh |ayristirma
uygulamasi olarak ayristirma
miimkiin

1.1.1. CE’de kullanilan ayirma yontemleri

1.1.1.1. Kapiler alan elektroforezi (CZE)

Kapiler alan elektroforez (CZE)’de ayirma yoOntemi, ¢oziinenlerin taginabilirlilik

farkliliklarina bagli olarak, i¢i tamamen elektrolit doldurulmus kapiler tiip

kullanilmasi vasitasiyla gerceklestirilir ve CE’nin en ¢ok kullanilan metodu olma

Ozelligini gosterir ( Engelhardt et al., 1996).




1.1.1.2. Kapiler jel elektroforez (CGE)

CGE’de kapiler tiip polimer cozelti veya jelle doldurulur. Makro molekiillerin
elektroforetik gbcleri jel matrisi tarafindan engellenir. Coziinmiis maddelerin kapiler
boyunca transferi, makro molekiillerin tagimis olduklar yilike bagli olmasina ragmen,

ayirma molekiillerin boyutuna baglidir ( Engelhardt et al., 1996).

1.1.1.3. Miseller elektrokinetik elektrokromatografi (MEKC)

Yiiksiiz molekiiller, MEKC araciligiyla ayristirilir. Deterjanlar tampon ¢ozeltiye
eklenir ve ndtr molekiiller, misel ve tampon ¢ozelti iginde hidrofobik karakterlerine
gore dagilirlar. Ayirma, en ¢ok negatif yiiklii misellerin taginabilirliliklerine ve
miselin disinda ¢oziinen maddelerin elektroosmatik akis araciliiyla transferine bagl

olarak yapilir ( Engelhardt et al., 1996).

1.1.1.4. Izoelektrik odaklanma (IEF)

[zoelektrik odaklanma (IEF), elektriksel alan igerisinde bulunan tampon ¢dzeltisine
amfolit eklenmesiyle pH’da meydana gelen degisime bagh olarak yapilir (Engelhardt
et al., 1996).

1.1.2. CE’nin ozellikleri

e Elektroforez, dar bor ve 25-75 pum arasinda i¢ capa sahip eritilmis silika
kapilerler kullanilarak gergeklestirilir.

e Kapiler boyunca 10-30 kV arasinda yiiksek voltajlar ve 100-500 V/cm arasinda
yiiksek elektriksel alanlar uygulanabilir.

e Kapilerlerin yiiksek dayanikliligi, istenmeyen akim olusumlarini ve i¢ 1sinmay1
onler.

e Yiiksek verimlilik (N> 105-106) ve kisa analiz siireleri sunar.

o Tespit kapilerlerde (on capillary) gerceklestirilir. Herhangi bir dis tespit
hiicresine gerek yoktur.

¢ Kiiclik numune hacimleri kullanilmasini gerektirir (1-50 nl).

e Seciciligi degistirmek i¢in bir¢ok modu ve uygulama alan1 vardir.



e Sulu ortamlarda ¢alisir.

e Otomatik olarak ¢alisma miimkiindiir (Heiger, 2000).

1.1.3. CE’nin ana bilesenleri

CE’nin ana bilesenleri Sekil 1.1.°de gosterildigi gibi, anot ve katot elektrotlar, bu
elektrotlara bagli tampon c¢ozelti kaplari, maksimum 30 kV yiiksek voltaj giic
kaynagi, dedektor (UV, floresans veya Kkiitle spektroskopisi-MS), 20-100 cm
uzunlugu arasinda degisebilen ve iki tampon ¢ozelti kabini birbirine baglayan kuarz
(amorf SiO,, 25-100 um i¢ capa sahip) kapiler tiip ve verilerin analizini
gerceklestirmek tizere CE cihazina baglanmis bir bilgisayardan olusmaktadir (Marina

et al., 2005).

Program

Yiikseltici

Kapiler e G',f Ty
, 0
Anot (+) - t” Dedekisr
Tampon
Numune/ Tampon
O
Yiiksek Voltaj Kaynag

Sekil 1.1. CE’nin ana bilesenleri (Marina et al., 2005)

1.1.4. CE’de numune enjeksiyonuna genel bakis

CE’de yaklasik olarak c¢ok kiigiik 6lgeklere sahip olarak bir ka¢ nLL numune, kapiler
tiipiin anot ucundan enjekte edilir. Bu enjeksiyon islemi; enjeksiyonun yapilmakta
oldugu kabin indirilmesi veya kaldirilmasi, basing yontemi, tampon ¢ozeltisinden
vakum yontemi kullanilarak, ya da basit olarak kapilerin i¢indeki madde 6rneklerinin

elektroforetik gocii sayesinde gerceklestirilebilir (Engelhardt et al., 1996).



1.1.5. CE’de numune bilesenlerinin kapiler icerisinde tasinma ve ayristirilma

ilkesi

Kapiler igerisindeki tampon c¢ozelti icerisinde bulunan numune bilesenlerinin
ayristirllmasi, tampon ¢ozeltiye kapiler boyunca uygulanan potansiyel yardimiyla
basarilir. Potansiyel uygulanmasi sonucu olusan elektriksel alan, ¢6ziinen maddelerin

gd¢ etmesine sebep olur. Ust iiste devam eden elektroforetik goc (K, ),¢0zlinen

maddelerin taginmasina pasif olarak katkida bulunurken ayristirilmasina herhangi bir
katkis1 bulunmayan bir elektroosmatik akis (EOF) tir. Bu (EOF); tampon ¢6zeltinin
pH’ma ve kapilerinin yiizey 6zelliklerine siki sikiya baghdir. EOF, o kadar biiytik
olabilir ki sadece nétr olan molekiiller degil; ayrica negatif yiiklii iyonlar da goc

yollarinin zit tarafinda bulunan dedektdre taginabilirler (Skoog et al., 2007).

Cogu tampon ¢ozeltide, kuvars kapiler ylizeyinde var olan negatif yiikler, ylizey
silanol gruplarinin ayrismasi sonucunda olusur ve kapilerinin duvarina yakin olan
kisimda bulunan ¢ozeltide pozitif bir yiik olusumuna sebep olur. Sonug olarak, EOF
katot yoniinde hareket eder ve dedektor aragsal yapilandirma olarak, cihazin katot
boliimiine daha yakin olan bdliimiine yerlestirilir. EOF, ¢o6ziinen madde
boliimlerinin, kapiler tiip icerisinde dedektére dogru tasinmasina yardimci olur.
Bunun sonucunda, yeteri kadar yiliksek bir EOF’ye sahip olunmasiyla birlikte,

anyonlar da katoda dogru transfer edilebilir. Sekil 1.2.’de bu durum gosterilmistir.



Sekil 1.2. EOF’nin kapiler tiip igerisindeki yon gdsterimi

1.2. CE’nin Prensipleri

1.2.1. Elektroforezin tarihi gecmisi ve gelisimi

Elektroforez farkli yiiklii tiirlerin bir elektriksel alan icerisinde birbirlerini itme ve
cekmeleri sonucunda olusan farkli hareketleri olarak tanimlanir. Elektroforez ayirma
teknigi olarak ilk defa 1937°de Tiselius tarafindan duyuruldu. Tiselius protein
karisimlarini tampon ¢ozeltileri arasina bir tiip igerisinde koyduktan sonra bu tiipe
elektriksel alan uygulayarak, numune bilesenlerinin yiikleri ve tasmabilirlikleri
tarafindan belirlenen bir oranla, bir yonde hareket ettiklerini buldu. Bu ¢alismasindan

dolayi1 Tiselius Nobel ddiilityle 6diillendirilmistir.

Acik tiip elektroforez, ilk olarak Hjerten tarafindan 1967°de tanimlandi. O siralarda,
sadece milimetrik bor kapilerler elde edilebildigi i¢in, Hjerten, kapilerleri boylamsal
aksisleri dogrultusunda 1s1 yayilimi etkisini minimuma indirmek i¢in dondiirdii. Daha
sonradan Virtanen ve sonrasinda Mikkers elektroforezi yaklasik olarak 200 um i¢

capta sirasiyla cam ve teflondan yapilmis kapilerlerde gerceklestirdi. 1980’lerde




Jorgenson ve Lukacs, teknigi 75 pm i¢ capta slika kapilerler kullanarak gelistirdi.
Jorgenson ayrica teoriyi agikladi, calisma parametreleri ve ayirma kalitesi arasindaki
iligkiyi tarif etti ve yliksek performansli kapiler elektroforezin (HPCE) potansiyelini,
analitik bir teknik olarak gosterdi. O zamandan giiniimiize ise kapiler elektroforezin

cesitli yonlerini aciklayan pek cok dergi ve birkag kitap yazilmistir (Heiger, 2000).

1.2.2. Yiiksek Performansh Kapiler Elektroforez (HPCE)

CE, elektroforeze enstriimantal bir yaklasim olarak diisiiniilebilir. Plaka jeller yerine
kapiler kullanilmasma baglt olarak performansta meydana gelen gelismeler,
kromatografinin diiz yatak formatinda gergeklestirilmesi yerine, kolonlarda
uygulanmasiyla, performansta meydana gelen gelismelere bir¢ok agidan benzerdir.
Ayrica; CE formatinda ayristirma mekanizmalarinin fazlasiyla genislemesine bagl
olarak elektroforezin uygulama alam1 da genislemektedir. Bunun sonucunda;
elektroforez makro molekiillerin ayristirilmasi ile daha fazla sinirli kalmamakta ve
katyon, anyon ve ndtr molekiillerin bir analizde aynstirllmasinda da

kullanilabilmektedir (Heiger, 2000).

1.2.3. Elektroforez

Elektroforezle ayirma bir elektriksel alan igerisindeki ¢oziinen hizi farkliliklarina

dayanir. Bir iyonun hiz1 asagidaki gibi verilebilir.

Vo = U E (1.1)

V, =iyonhizi

., = elektroforetik taginabilirlik

E =uygulanan elektriksel alan

Elektriksel alan, basitce uygulanan voltaj ve kapiler uzunlugunun fonksiyonudur
(volt/cm). Verilen bir iyon ve ortam i¢in tasinabilirlilik, o iyonun karakteristigi olan
bir sabittir. Tasiabilirlik, molekiiliin uyguladigi ve ortam igerisindeki siiriiklenme

stirtiinmesi tarafindan dengelenen elektrik kuvveti tarafindan belirlenebilir.



_ Elektrik kuvveti ( ;)

uep

Elektrik kuvveti;

F, =qE

olarak ifade edilir.

Kiiresel bir iyon i¢in siirtiinme kuvveti ise

F. =-6mnrv,

iy

dir. Burada;

q =iyon yuki
n=c¢ozelti viskozitesi
r = iyon yarig¢api

Vv, =lyonhizi

dir.

~ Siirtinme Kuvveti (F.)

(1.2)

(1.3)

(1.4)

Elektroforez esnasinda, bu iki kuvvetin dengede oldugu duragan bir hale ulasilir. Bu

noktada, bu iki kuvvet esit fakat zit yondedir ve

qE = 6mnrv,,
dir.

(1.5)

Bu denklem, iyon hiz1 i¢in ¢oziiliir ve (1.5) denklemi, (1.1) denkleminde yerine

yazilirsa, fiziksel parametreler acisindan tasinabilirlik (1.6) denklemindeki gibi tarif

edilebilir.

(1.6)



(1.6) denklemi, kiigiik, yiiksek ytiklii tlirlerin yiiksek tasinabilirlige sahipken biiyiik,
diisiik yiikli tiirlerin diisiik tasiabilirlige sahip olduklarinin kanitidir (Heiger, 2000).

1.2.4. Elektroosmotik akis (EOF)

CE’nin ¢alismasinin temel bileseni elektroosmatik veya elektroendoosmatik akis
(EOF)’tir. EOF kapilerin igerisinde toplu sivi akisidir ve kapilerin i¢ duvari
tizerindeki yiizey yiikii sonucu olusur. EOF, kapilerin duvarindaki ¢ozelti cift
katmanina uygulanan elektriksel alanin etkisinden kaynaklanir (Sekil 1.3.). EOF
kapiler igerisinde kalan ¢dzlinenlerin kalma zamanini, ¢dziinenlerin tasinabilirligi
tizerine akis yerlesimi ile kontrol eder. Bu, kapiler uzunlugunun arzu edildigi gibi

degistirilebilmesi ile olusturabilir; fakat seciciligi etkilememektedir.
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Sekil 1.3. Kapiler duvarindaki ¢ift katmanin gosterimi (Heiger, 2000)

Sulu kosullar altinda, ¢ogu kat1 yiizey, fazla miktarda negatif yiik tasir. Bu, yilizeyin
iyonlagsmasindan dolayr veya yiizeydeki iyonik tiirlerin adsorpsiyonundan
kaynaklanabilir. Erimis silika i¢cin, EOF her ne kadar daha kuvvetli olarak SiO
anyonik (SiO’) formunda var olabilen cesitli silanol gruplar1 (SiOH) tarafindan
kontrol edilse de, iki siirecten de kaynaklanmasi miimkiindiir. Bu durum Sekil 1.4.
a’da gosterilmistir. Erimis silikanin tam pl (izoelektrik noktas1) degerini belirlemek

zor olmasina ragmen, EOF pH=4"iin lizerinde anlamli olur.
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Sekil 1.4. Elektroosmotik akisin olusmasi (Heiger, 2000)
a) Negatif yiikli erimis silika yiizeyi (Si-O").

b) Hidratlasmis katyonlar yiizeyin yakininda toplanmas.
c¢) Katoda dogru elektriksel akim uygulanmasi tizerine y18in akis1 (EOF).
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Yiik denkligini saglamak i¢in yiizeyin yakininda biriken kars1 yiikler (¢ogu durumda
katyonlar), ¢ift tabakay1 olusturur ve duvara ¢ok yakin bir potansiyel fark olusturur.
Bu durum Sekil 1.2. b’de gosterilmistir ve zeta potansiyeli olarak bilinir. Kapiler
boyunca voltaj uygulandigr zaman, yaygin ¢ift tabakay1 olusturan katyonlar katoda
dogru ¢ekilirler. Ciinkii katyon tabakasi ¢dzlinmeye ve bu tabakanin hareketleri y1igin
¢Ozeltiyi katoda dogru siirtiklemeye baglar. Bu durum sematik olarak Sekil 1.2. ¢’de

gosterilmistir.

EOF nin biiyiikliigii hiz ve taginabilirlik agisindan

VE0F=(8—§)E (1.7)
n

veya

Heor= (=) (1.8)

olarak ifade edilebilir. Burada;

Veor = EOF'nin hizi
Weor = EOF "tasinabilirlik"

{ = zeta potansiyeli
¢ = dielektrik sabiti
dir.

C , genellikle kapiler duvar {izerindeki yiizey yiikii tarafindan belirlenir. Bu yiik ¢cok
kuvvetli bir sekilde pH’a bagli oldugundan dolayi, EOF’nin biiylikligi pH’a bagh
olarak degisir. Yiiksek pH’larda genellikle silanol gruplar1 proton kaybederken, EOF
genellikle proton kazanilan diisiik pH’lara oranla daha yliksektir. Baz1 durumlara
bagli olarak, EOF pH 2 ile 12 arasinda degisiklik gosterebilir. Sekil 1.5.’de bu durum

erimis silika ve diger malzemeler i¢in gosterilmistir.

11
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Sekil 1.5. EOF’ye farkli kapiler materyallerinde pH’1n etkisi (Heiger, 2000)

C , ayrica tampon ¢ozeltinin iyonik giiciine baghdir. Artan iyon giicii, ¢ift tabakanin

stkigmasina, ¢ ’nin diigmesine ve EOF’nin azalmasina sebep olur.

EOF’nin essiz bir 6zelligi ise Sekil 1.6.’da gosterildigi tizere diiz akis profilidir.
Akisa sebep olan kuvvet, kapilerin duvarlari boyunca diizgiin bir sekilde
dagitildigindan dolayi, kapiler igerisinde herhangi bir basing diismesi gozlenmez ve
bunun sonucunda akis neredeyse kapiler boyunca ayni sekilde olur. Diiz akis profili
¢Oziinen bolgelerinin dagilmasinda herhangi bir dis pompa tarafindan olusturulan
kuvvetin duvarlar tarafindan paylasilmasi sonucu olusan laminar veya parabolik bir
akiga direk katkida bulunmamasindan dolay1 yararhdir. Sekil 1.6. a duvarlardaki hizl
akis orani diisiisiinii gostermektedir. Bu ¢ozelti bolgesi, yiizeyde akisa karsi olan

stirtinmeden kaynaklanir.

12
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Sekil 1.6. Akis profili ve ilgili ¢dziinen bolge

EOF, biitiin tiirlerin yiikiine bakmaksizin ayn1 yonde hareketine sebep vermektedir.
Normal kosullar altinda (negatif yliklenmis kapiler yiizeyi), akis anottan katoda
dogrudur. Anyonlar kendi sahip olduklari elektroforetik tasinabilirlikten daha biiyiik
bir akisla katoda dogru siiriiklenirler. Bunun sonucu olarak anyonlar, katyonlar ve
notr molekiiller ayn1 yonde gog ettikleri igin bir seferde elektroforezlenebilirler. Bu
durum Sekil 1.7.°de gosterilmistir. Sekil 1.7.’de goriindiigii iizere katyonlar, katoda
dogru bir elektroforetik ¢ekim oldugundan ve EOF’nin yoniiniin de katoda dogru
olmasindan dolay1 daha hizli gé¢ ederler. Notrler EOF ile ayni hizda tasinirlar; fakat
birbirinden ayristirilamazlar. Anyonlar anoda dogru ¢ekildiklerinden dolayr daha
yavas go¢ ederlerken ayni zamanda EOF tarafindan katoda dogru tasinmaya devam

etmektedirler.

Kii¢iik anyonlarin analizlerinde (6rnegin, sodyum, potasyum, kloriir) genellikle EOF,
¢Oziinenlerin tasinabilirliginden biiyiik degildir. Ayrica, Kapiler duvarinin yiikiiniin
degismesi, ¢Oziinen tagmabilirliginin degistirmeksizin EOF’yi diisiirebilir. Bu

durumlarda, anyonlar ve katyonlar zit yonlerde hareket edebilir (Heiger, 2000).

13



Sekil 1.7. CE’de farkli ¢oziinen goglerinin EOF ile iliskili gosterimi (Heiger, 2000)

1.2.5. EOF kontrolii

EOF, genelde yararli olsa da, ¢ogu zaman kontrol edilmeyi gerektirir. Yiiksek
pH’larda, EOF ¢ok hizli olabilir. Bunun sonucunda, heniiz ayristirma islemi
tamamlanmadan, ¢0ziinenin eliisyonuna neden olabilir. Aksine, diisiik pH’larda ise,
negatif yiiklii duvar, katyonik ¢o6ziinenlerin kolombik etkilesimler sonucu
adsorpsiyonuna neden olur. Bu durum genellikle protein ayrisimlari i¢in problem
olusturmaktadir. Ek olarak, IEF, CGE gibi diger -elektroforetik ayrigtirma
yontemlerinde siklikla EOF nin diistirtilmesi gerekmektedir.

Temel olarak, EOF’nin kontrolii, kapiler ylizey yiikiiniin veya tampon ¢dzeltinin
viskozitesinin degistirilmesiyle miimkiin olmaktadir. EOF kontrolii i¢in ayrica bir¢ok
metot vardir. Bunlardan bazilar1 Cizelge 1.2.°de gosterilmistir. Kapiler duvarinin
yiizey yiikiinii etkileyen kosullar genellikle ¢oziinen maddeyi de etkiler (Ornegin
pH). Basarili ayrisimlar, genellikle sartlar hem EOF hem de ¢6ziinen tasinabilirligi

ozellikleri i¢in optimize edildigi zaman saglanir.
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Cizelge 1.2. Elektroosmotik akis1 degistirmek i¢in kullanilan metotlar (Heiger, 2000)

Degisken Sonuc¢ Yorum
Verimlilik ve secicilik azaltildig:
Elektrik alam ES)F’de orgntlll degisim Zaman az?labilir. .
gozlemlenir. Arttirildig1 zaman joule 1sinmasi
olusabilir.
EOF’yi degistirmek i¢in en uygun
Tampon pH1 Diisiik pH’da EOF diiser, ve kullanigli metottur.
yiiksek pH’da artar. Coziinenin yukii ve yapisi

degisebilir.

fyon giicii veya
tampon derisimi

Arttig1 zaman { ve EOF
yi diistirir.

Yiiksek iyonik gii¢ yiiksek akim
olusturur ve joule 1sinmasina
sebep olabilir.

Diisiik iyonik giic numune
adsorpsiyonu i¢in problem
olabilir.

Iletkenlik numune iletkenliginden
farkli olursa pik sekli bozulabilir.
Azaltilirsa numune istifini
bozabilir.

Viskoziteyi "C basma %

Cihazsal olarak sicaklik kontrol

Sicakhik 2-3 degistirir. edilebildiginden dolay1 genellikle
kullanighdir.
Zeta potansiyeli ve o
Organik viskoziteyi genellikle Kompleks Qeglslmler
Co e . e . gerceklesebilir.
degistirici degistirir(Genellikle Secicilizi desistirebili
EOF’yi dilsiiriir.) eciciligi degistirebilir.
Hidrofobik ve/veya Anyonik ylizey aktifleri EOF’yi
.. . iyonik etkilesimler arttirabilir.
Y ktifi .
uzey aktifi vasitastyla kapiler Katyonik yiizey aktifleri de
duvarina emilir. EOF’yi arttirabilir.
Notr hidrofilik Hidrofobik -etklleslmler Y.uzey.yuk.unu ve artan .
. sonucu kapiler duvarina viskoziteyi perdeleyerek, EOF’yi
polimer - e
emilir. diisiirtir.
Kapiler duvarma Birgok degisiklik (hidrofiliklik
Kovalent kimyasal baglanma veya yilik) miimkiin olabilir
kaplama Y & yayu )

olusur.

Kararlilik genelde problemlidir.

EOF’nin orani, elektriksel alan disiiriilerek kolayca azaltilinabilinir. Fakat, bu

yontemin analiz siiresi, verimlilik ve segicilik (ayirma giicli) agisindan ¢esitli

dezavantajlara sebep olmaktadir. Pratik olarak EOF’de en etkili degisiklik, en basit

yolla tampon ¢ozeltisinin pH’1 degistirilerek yapilabilir (Bkz. Sekil 1.5.). pH’1

ayarlamak ayrica ¢Oziinen maddenin yiikiinii ve tasinabilirligini de etkileyebilir.

Diisiik pH’a sahip tampon ¢ozeltileri hem kapiler yiizeyini hem de c¢oziineni

protonlarken, yiiksek pH’a sahip tamponlar her ikisinden de proton uzaklastirir.
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EOF, tampon ¢06zeltinin derigimi ve iyonik giiciin ayarlanmasindan da etkilenir. Bu
etkinin biiytikliigi Sekil 1.8.’de gosterilmistir. Yiiksek tampon derisimleri ¢éziinenin
kapiler duvari ile duvarlardaki etkili yiikii diislirerek kolombik etkilesimlerini
sinirlamasinda kullanighdir. Kapiler icerisindeki 1sinma, yiiksek tampon ¢ozeltilerin
kullanilmasini smirlandirmaktadir. Genel tampon derisimleri, 100 ile 500 mM ve

daha fazlasi kullanilmasina ragmen, 10 ile 50 mM arasinda siralanmaktadir.

Peoe | = 107 em?iVs)
8

A

i

20 25 30 35 40 45 50
Infconcimid)]

I |
Iyonik Giig (mM)]

Sekil 1.8. Elektroosmotik akis tasinabilirliginin tampon derigimi ve iyon giicli
fonksiyonu olarak gdsterimi (Heiger, 2000)
Cemberler: borat tamponu
Kareler: fosfat tamponu
Uggenler: karbonat tamponu, pH=38
Son olarak, EOF dinamik veya kovalent kaplama yapilarak kapiler duvarinin
degistirilmesi ile kontrol edilebilir (tampon eklentileri). Bu kaplamalar yiizey yiikiinii
arttirabilir, distlirebilir veya ters c¢evirebilir. Bunun sonucu olarak EOF’yi de

degistirmektedir (Heiger, 2000).

Katyonlarin ve anyonlarin go¢ yonleri Sekil 1.9.°da gdsterilmistir. Katyonlar igin,

elektroforetik tasinabilirlik ve EOF’nin yonii katoda dogru yoOnlenmistir. Kiiciik
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katyonlarin gogii géz oniine alindiginda, go¢ yonii degismez (Sekil 1.9. a). Anyonlar
i¢cin ise durum farkhidir. Kloriir ve siilfat gibi yiiksek taginabilirlige sahip anyonlar,
yiksek EOF’ye ragmen, anoda dogru go¢ ederler (Sekil 1.9. b). Daha az
taginabilirlige sahip olan hekzan sulfonat gibi anyonlar EOF etkisi altinda katoda

dogru stirtiklenirler.

Biitiin anyonlar1 bir seferde tespit edebilmek i¢in, EOF, setili trimetil amonyum
hidroksit veya protonlagsmis poli amin dietilen triamin (DETA) gibi bir katyon ylizey
reaktifi kullanilarak ters c¢evrilmelidir (Sekil 1.9. ¢). EOF bir kere anoda dogru
cevrildiginde, biitiin anyonlar bu yonde hareket etmektedir (Weinberger, 2000).

iz — + +
________________ +——EOF
(a)
- G C6S03 O] w4
,,,,,,, QuuemmEOF ..
(b)
- 5 +
G SO
(©)

Sekil 1.9. Kiigiik anyonlarin go¢ yonlerinin slika kapiler ve EOF yonii degistirilmis
kapiler i¢in gosterimi (Weinberger, 2000)
(a),(b):slika kapiler, (c): EOF degistirilmis kapiler
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1.3. CE’nin Temel Teorisi

1.3.1. CE’nin analitik parametreleri

CZE, CE’nin en basit yontemidir ve CE i¢in gerekli alan analitik parametreler kolon

kromatografisine benzer olarak tarif edilebilir.

1.3.1.1. Tasmabilirlik ve go¢c zamani

Coziinen maddenin CE dedektoriine ulastigi noktaya kadar gegen zamana gog

zamant (t,) denir. Bu mesafe ve goriinen ¢dzinen tasinabilirligi (p,,,) (1.9)

denklemindeki gibi hesaplanabilir.

Harn t E t
Burada;
uapp Zuep +MEOF
V  =uygulanan voltaj
1 =etkin kapiler uzunlugu

L =toplam kapiler uzunlugu
t ~ =gdg siiresi
E =elektrik alan1

dir.

(1.9)

EOF’nin varhiginda 6lgiilen taginabilirlige goriinen taginabilirlilik (w,, ) denir. p, -,

EOF’ye esit hizda hareket eden nétr bir isaretleyici kullanarak, EOF’yi bagimsizca

Olcerek, gozlemlenen tasinabilirlikten ¢ikarilabilir. Notr isaretleyicilere 6rnek olarak

aseton verilebilir. Buna 6rnek bir hesaplama Sekil 1.10.’daki gibi verilebilir.
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mAU 92,1 5] Céziinen sii?:fm-i Bagp (cm¥/Vs)  ep (cm*/Vs)
Katyon 384 305 = 10° 7.40 = 10*
Niitr 507 231 =107 2.31 = 107
Anyon %21 126x 107  -1.05x 107
S | Katyon:pzpp = L: —{50'] (58.5) =305 x 109
(50.7 5) Vim (25,000 (38.4)
’ |‘ Nitr: peor = _ (50) (58.5) =231 <109
| (25,000) (50.7)
! I e e
. Moy Magp- PEOF= (3.05 = 107 - (2.31 = 10% = 7.40 = 10°*
05 1.0 1.5 n
Laman (dak.) Not: L., anvonlar icin negatiftir

Sekil 1.10. Elektroosmotik akis taginabilirliginin (ugor) ve etkin ¢oziinen
taginabilirliginin (up) hesaplanmasi (Heiger, 2000)
iki farkli kapiler uzunlugu olan etkin ve toplam kapiler uzunlugu Sekil 1.11.’de
sistematik olarak tarif edilmistir. Etkin uzunluk (I), enjeksiyon noktasindan tespit
noktasina kadar olan boliimdiir. Dedektor CE iizerinde (on capillary) tespit
yonteminde, bu uzunluk toplam kapiler uzunlugundan yaklasik olarak 5-10 cm daha
kisadir. Kiitle Spektroskopisi-MS (Off colon) gibi tespit yontemi i¢in ise iki uzunluk
birbirine esittir. Elektrik alani (E) toplam uzunluk agisindan tanimlansa da, her iki

uzunluk birimi, gb¢ siiresi, etkin uzunluk acisindan tanimlandigi i¢in Snemlidir

(Heiger, 2000).

~— L:Toplam uzunluk

1: Etkin uzunluk DR .

Giris kah ‘ Cilas kah

Sekil 1.11. Etkin ve toplam kapiler uzunlugu tanimlamasi (Heiger, 2000)
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1.3.1.2. Dispersiyon (Sa¢ilma)

Elektroforez ile ayirma, ¢dziinen tasinabilirligindeki farkliliklara dayanir. iki bdlgeyi
birbirinden ayirt etmek igin gerekli fark, bolgelerin uzunluklarina baglidir. Bolge
uzunlugu O6nemli derecede bolgenin iizerine etkiyen sagilim siirecine baglidir.
Sacilim (wp,) bolge uzunlugunu ve ayristirma islemini basarabilmek i¢in gerekli olan

taginabilirlik farkini arttirdigindan dolay1 kontrol edilmelidir.

w, =40 (1.10)

Burada;

o= pikin standard sapmasi

(zaman, uzunluk veya hacim)

dir.

Verimlilik (N), teorik tabaka sayisi olarak ifade edilebilir. N, (1.11) denklemindeki
gibi ifade edilir.

N= l)2 (1.11)
(@)

Burada;

|= kapiler etkin uzunlugu

dur ve Bir teorik tabakaya esdeger yiikseklik (HETP) ile iliskilendirilebilir.
HETP=H, (1.12) denklemindeki gibidir.

H:(%) (1.12)

Normal kosullar altinda (kii¢iik enjeksiyon fis uzunlugu, ¢oziinen ve duvar arasinda
etkilesim yok, v.b.) CE’de ¢Ozlinen bolge genislemesine tek katki, boylamasina
(kapiler boyunca) diflizyondur. Radyal difiizyon (kapiler genisligince), diiz akis
profilinden dolay1 énemli degildir. Ayni sekilde, konveksiyonel genisleme, kapiler

anti konveksiyonel ozelliklerinden dolay1 6nemsizdir. Biitiin bunlarin sonucunda,
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verimlilik kromatografideki molekiiler diflizyon kosuluna baglidir. Bu kosul (1.13)

denkleminde gosterilmistir.

*=2D =""— (1.13)

Burada;

D= Coziinen maddenin difiizyon katsayis1

dir.

(1.13) denklemi, (1.10) denkleminde yerine yazilirsa, tabaka katsayist (N) i¢in temel

bir elektroforetik ifade elde edilmis olur. Bu ifade (1.14) denkleminde verilmistir.

. uele _ uepEl
2DL 2D

(1.14)
(1.13) denklemi yiiksek elektriksel alanin neden uygulandiginin kanitidir. Bunun
sebebi ¢oziinen maddenin yiiksek elektrik alanda kapiler igerisinde daha kisa siire
bulunmasi ve bunun sonucu olarak difiizyon i¢in daha az zamana sahip olmasidir.
Ayrica, protein ve DNA gibi yiiksek difiizyon katsayisina sahip olan molekiillerin
kiicik molekiillere oranla daha az sagilim sergilediklerini (1.13) denklemi
gostermektedir. Miimkiin olan difiizyon katsayilarinin genis aralig1 Cizelge 1.3.’de

gosterilmistir.
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Cizelge 1.3. Segilen molekiillerin difiizyon katsayilar1 (Heiger, 2000)

Molekiil D(x10°cm’/s)
HCI 3,05
NaCl 1,48
Glisin 1,06
Sitrat 0,66
Saytokrom C 0,11
Hemoglobin 0,069
Tabakko mozaik virusii 0,0046

Teoriksel plaka sayis1 elektroferogram kullanilarak direkt olarak belirlenebilir.

N=5,54(—m)’ (1.15)

Win
Burada;

t = gO¢ zamani

m

w,, = yarl yiikseklikteki gegici pik genisligi
dir.

(1.15) denkleminde, pratikte dlciilen verimlilik; (1.14) denkleminde, hesaplanabilen
verimlilikten daha azdir. Bunun sebebi, teorik hesaplamalarin, sadece boyuna

difiizyona bagli bolge genislemelerini hesaba almasidir (Heiger, 2000).

1.3.1.3. Verimligi (N) etkileyen faktorler

CE’de sagilmaya, boyuna difiizyonun yani sira bir siirii etken neden olabilir. Bunlarin
arasindan en Onemlileri joule 1sinmasina bagli olarak olusan sicaklik degisimleri,
enjeksiyon fisi uzunlugu ve kapiler duvariyla ¢oziinen etkilesimleridir. Bu olgular
genellikle kontrol edilebilir. Bunlar ve diger bolge genisletici mekanizmalar Cizelge

1.4.”de gosterilmistir.
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Cizelge 1.4. CE’de sagilmaya neden olan etkenlerden bazilar1 (Heiger, 2000)

Kaynak Yorum
Verimliligin temel verimini tanimlamaktadir.
Boyuna difizyon Diisiik difiizyon katsayili ¢oziinenler, daralmis bolgeler

olusturmaktadir.

Joule 1si1nmasi

Sicaklik degisimlerine ve Laminar akisa sebep olur.

Enjeksiyon uzunlugu

Enjeksiyon uzunlugu difiizyon kontrollii bdlgelerin
uzunlugundan daha az olmaktadir
Tespit limiti zorluklari, siklikla idealden daha uzun

enjeksiyon uzunluklari gerektirmektedir.

Numune adsorpsiyonu

Coziinenin kapiler duvarn ile etkilesimi ciddi pik

kuyruklanmalarina sebep olmaktadir.

Diizgiin olmayan

tampon kaplari

Laminar akisa sebep vermektedir

Dedektor hiicre boyutu

Pik genisligiyle iligkili olarak kii¢iik olmalidir.

(1.13) denkleminde tarif edildigi iizere sacgilma, tek etkenin molekiiler difiizyon

oldugu varsayimm lizerine elde edilir. Varyans daha c¢ok sistemin toplam varyansi

(¢”;) tarafindan daha iyi ifade edilir. ¢”;, katkida bulunan varyanslarin toplami

olarak (1.16) denklemindeki gibidir.

2

Burada, alt simgeler;

DIF= difiizyon
INJ= enjeksiyon

TEMP= sicaklik degisimi

ADS= adsorpsiyon
DET= Tespit etme

_ 2 2 2 2 2 2
o T Y DIF Y INJ Y TEMP Y ADS +o DET Y Electrodisperison o (1 . 1 6)

23




ve elektro dispersiyondur. (1.16) denklemindeki sagilma siireclerinden herhangi biri
eger baskin gelirse, teorik limitler elde edilemez ve (1.14) denklemi gecgerli olamaz.
Bu durumda, voltajin arttirilmasiyla, verimlilikte ve segicilikte minimum gelismeler

elde edilebilir (Heiger, 2000).

1.3.1.4 Joule 1sinmasi ve sicakhk degisimi

Elektroforezi, dar bor kapilerlerde gerceklestirmenin temel avantaji 1sinma etkisinin
azaltilmasidir. Isinma, diizglin dagilmayan sicaklik degisimlerine, viskozitede yerel
degisikliklere ve bant genislemesine sebep oldugundan dolayr problem
olusturmaktadir. Verimlilik ve segicilik igin, teorik denklemler miimkiin oldugu
kadar yiiksek elektrik alanin kullanilmasini savunurken, joule i1sinmasi, kapilerin
boyutlarint ve sicaklik kontrol dl¢limlerini gbz Oniine almaksizin bu yaklasimin

yararini sinirlandirir.

Elektrik akiminin ge¢cmesi esnasinda olusan 1siya joule 1s1 denir. Sicaklik artisi,
olusan giice (Voltaj ve akimin iriinli) bagli olarak artar ve kapilerin boyutlari,
tampon ¢dzeltinin iletkenligi ve uygulanan voltaj tarafindan belirlenir. Onemli
yiiksek sicaklik artislari, giic olusumu harcanmasii astigi zaman meydana gelir.

Tipik gili¢ olusturma araliklar1 0,5 ile 5 W/m araliklaridir.

Genellikle mutlak sicaklik artiglar1 zararli olmamasina karsin, sicaklik degisimleri
zararhdir. Kapiler duvarlari boyunca 1sinin termal dagilimi duvarlardan ziyade daha
cok kapilerin merkezinde sicakliklara sebep olabilir. Bu sicaklik degisimleri ¢alisma
tamponunda viskozite farkliliklarina ve bdlge deformasyonuna neden olabilir.
Sicaklik farklihig1 kontrolii, sicaklikta meydana gelebilecek 1 °C artis, viskozite de %
2-3 degisime (ve % 2-3 tasinabilirlikte degisim) sebep verdiginden dolay1 kritiktir.

Kapilerin merkezi ve ¢evresinde meydana gelen sicaklik degisimi Sekil 1.12.°de

gosterilmistir.
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Siwcakhk

Poli amid
Kapiler Ka]n.}er. Kapiler |- kaplama
duvar merkezi duvar1
’....._-_-.-““

_..-/-_ \
Cevre f \ Cevre
390 37 25 (1] 25 3715 390

d [pum]

Sekil 1.12. Kapiler merkezinden ¢evresine dogru sistematik 1s1 degisimi
(Heiger, 2000)
d=i¢ ¢ap
Sekil 1.12.°de gosterildigi tizere sicaklik farkliligi i¢ capa, duvarin kalinliina,

poliamid kaplamaya ve cevrenin sicaklik transfer katsayisina baghdir. Analitik

olarak bu durum (1.17) denklemindeki gibi ifade edilebilir.

2
ATT:QYI dToleli yls +l(l) (1.17)
2 | x I, K, r, h

Burada;

Q = gii¢c yogunlugu

r = yarigap

k = termal iletkenlik

h = kapilerden ¢evresine termal transfer orani

Alt karakter 1, 2 ve 3 tamponu gostermektedir.

dir.

I¢ kapiler duvar ile kapiler merkezi arasindaki hesaplanmis bazi sicaklik farklari

ornekleri Cizelge 1. 5.’de gosterilmistir.
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Cizelge 1.5. Kapiler duvar sicaklig1 ve merkezden duvara sicaklik farki gésterimi
(Heiger, 2000)

Yaricap (L m) Duvar sicakhgi, K Sicakhik farki, K
25 299,0 0,53
50 301,2 1,39
75 304,2 3,14
100 307,7 5,58
125 311,6 8,72

(1.17) denklemi, kii¢iik i¢ ¢apa sahip genis dis ¢apli kapiler kullanmanin avantajli
oldugunu gostermektedir. Disiik hacim limitleri, santimetreye yiizlerce volt
uygulansa bile olusturulan 1s1 miktarini sinirlandirmaktadir. Ayrica, yiiksek i¢ ylizey
hacim orani, olusan 1sinin kapiler duvarlarinda, diizgiin dagilmasina yardimci olur.
Poliamidin izolasyon ozelliklerinde azalma ve gevreye 1s1 transferi aktarilmasina
bagli olarak genis dis capa sahip olan kapilerler avantajlidir. Poliamid kaplama
sadece birka¢ mikron kalinliginda olsa da, poliamidin diislik termal iletkenligi, 1s1

yayilimini 6nemli derecede Onler.

Asirt 1s1 olusumunu ve miimkiin olan sicaklik degiskenliklerini bildiren bir¢ok metot
vardir. EOF’de veya taginabilirlilikte artan voltajla meydana gelen oransiz artig

sicaklik artigini belirtmektedir (Sekil 1.13.).

Adca [uA)
200 4

= S1vl termostat

250 . 10 mss hava Termostaty
» Termostatsiz
200 4
150
100 -] g

50 -

Sekil 1.13. Joule 1sinmasin1 gézlemlemek i¢in Ohm kurali isaretleri (Heiger, 2000)
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Joule 1sinmasin1 Onleyebilecek c¢esitli metotlar Cizelge 1.6.’da verilmistir. (1.17)
denklemine gore sicaklik degisimi giicteki orantili kiiciilmeyle azaltilabilmektedir.
Bu, ya uygulanan voltajin diisiiriilmesiyle ya da iyonik giiciin veya tampon iyon
taginabilirliginin diisiiriilmesinin sonucu olarak tampon iletkenliginin diisiiriilmesiyle
basarilabilir. Diger metotlar kullanigli olmasina ragmen wuygulamada sinirh
kalabilmektedir. Azaltilmig tampon derisimi, tampon kapasitesini diisiirebilir ve

ayrica ¢oziinen duvar etkilesimlerini arttirabilir.

Cizelge 1.6. Joule 1sinmasin1 ve sicaklik degisimini kontrol etmek i¢in metotlar
(Heiger, 2000)

Degisken Etki

e Is1 olusumunda orantili disis
Elektrik alam diisiirme gozlenir.

e Verimlilik ve seciciligi diistirtir.

e Akimda etkin diisiis olur.
e Duyarlilik diiser.

Kapiler i¢ ¢capini kiiciiltme
e Artmis numune adsorpsiyonuna

sebep olabilir.

e Akimda orantil diisiis gézlenir.
Tampon iyonik giiciinii veya
e Artmis numune adsorpsiyonuna
derisimini diisiirme
sebep olabilir.

e Isiy1 dengeler ve kapilerden 1s1y1
Aktif sicaklhik kontrolii
uzaklastirir.

Sicaklik farkliliklarindaki belirgin diisiis, alanin karesine yarigapla bagli olarak
(bunun sonucunda elektirik akimi) kapilerin i¢ capini diisiirerek gergeklestirilebilir.

Kapiler i¢ capt 5-10 pm kadar kiigiik olan kapilerler kullanilabilir. Fakat bu tarz

kapilerler, rutin kullanimlar i¢in baglica tespit, numune yiikleme ve kapiler tikanma

zorluklarina bagli olarak pratik degildirler. 25-50 pm i¢ ¢aplar daha pratik kullanima

sahiptir.

27




Isinin dis kapiler duvarindan uzaklastirilmasi ayrica onemlidir. Bu, genellikle
kapilerin cevresindeki sicakliga duyarli bir fan kullanilmasi ile basarilmaktadir.
Dramatik gelismeler sogutma sistemleri kullanilarak yapilabilir. Siviyla sogutma

teorik olarak daha verimliyken (%, >%,..,). 5 -7 W/m gii¢ olusumunda daha az tipik

S1v1

kosullar altinda, yiiksek hizli hava sogutmasi yeterlidir (Bkz. Sekil 1.12.).

Aktif sicaklik kontrolii sadece 1s1 yayilimi i¢in degil ayn1 zamanda sabit bir kapiler
calisma sicaklig1 saglayabilmek i¢in de 6nemlidir. Joule 1sinmasi olaymin olmadigi
durumlarda bile go¢ zamanindaki degiskenlikler, ¢evre sicakliginda meydana gelen
degisimlerden kaynaklanabilir ve °C basma viskozitede % 2-3 degisime neden
olabilir. Bunun yani sira; numune yiikleme ayrica sicakliga baghdir ve kiiciik

degisimler enjeksiyon miktarinda 6nemli etki olusturabilir (Heiger, 2000).

1.3.1.5. Enjeksiyon fisi uzunlugu

Enjeksiyon siirecinde numune tipast uzunlugu minimuma indirilebilir. Eger numune
tipast uzunlugu diflizyon tarafindan kaynaklanandan daha uzunsa, verimlilik ve

secicilik kayba ugrayacaktir. Bu durum Sekil 1.14.’de gosterilmistir.

]

0 02 04 06 08 1.0

Enjeksivon genisligi [cm]

Sekil 1.14. Secicilikte enjeksiyon fisi uzunlugu etkisi (Heiger, 2000)
Kullanilan hesaplamalar: Ust egri= 20 kV, alt egri= 10 kV
= 3,0x107* em®/ Vs, p,=3,15 cm’/Vs, pyor=3,0x107 cm?/Vs,

Difiizyon katsayisi= 7x10” cm?/s
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Enjeksiyonun toplam varyansa katkisi, (1.18) denkleminde gdsterilmistir.

o= i (1.18)

Burada;

w, = enjeksiyon fisi uzunlugu

dur.

12 standart

Standard olarak enjeksiyon fisi uzunlugu, difiizyondan kaynaklanan (2Dt)
sapmadan daha az olmalidir. Tam uzunlugun hem ¢6ziinenlerin difiizyon katsayisina
hem de analiz siiresine etkisi vardir. Makro molekiiller, kii¢iik molekiillerden 100 kat
daha az difiizyon katsayisina sahip olabilir ve daha kisa numune tiplarina gereksinim
duyar. Diflizyon katsayis1 ve enjeksiyon kanal uzunlugu ve bunlarin verimlilik

tizerine etkisi Cizelge 1.7.’de gosterilmistir.

Cizelge 1.7. Enjeksiyon uzunlugu ve difiizyon katsayisinin verimlilik tizerindeki
etkisi (Heiger, 2000)

Enjeksiyon uzunlugu N N
(mm) (D=10" cm?/s) (D=10"° cm?/s)
1 238.000 1.400.000
2 164.000 385.000
10 81.000 112.000

Enjeksiyon uzunlugunun pratik sinir1 kapiler uzunlugunun toplaminin % 1-2 sidir. 70
cm kapiler i¢in, % 1 uzunluk 7 mm’ye karsilik gelmektedir (veya 50mm i¢ cap igin
14nl ). Tekrarlanabilir olarak su anki cihazlar bu kii¢iik hacimdeki numuneleri
yukleyebilirken, tipik kosullar altinda tespit sinir1 zorluklar1 genellikle daha uzun

enjeksiyon uzunluklarini gerektirir (Heiger, 2000).
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1.3.1.6. Coziinen-duvar etkilesimi

Coziinen ile kapiler duvar arasindaki etkilesim CE i¢in zararhidir. Etkilesimin
uzunluguna bagli olarak, pik kuyruklanmasi hatta ¢6zlinenin toplam adsorpsiyonu
meydana gelebilir. Erimis kapiler duvarlarindan adsorpsiyonun temel nedenleri,
katyonik c¢oziinenlerle negatif yiiklii duvar arasindaki iyonik ve hidrofobik

etkilesimlerdir.

Adsorpsiyona bagli varyans (1.19) denkleminde verilmistir.

, ”
Gzads:kv—E'Ole ﬂ-pi (119)
(+k)’ | 4D K,

Burada;

k' = kapasite faktorii

Vior = elektroosmotik akis hizi

D = ¢dziinen diflizyon katsayisi
1 = kapiler etkin uzunlugu

K, = birinci deece ¢oziinme katsayisi

dir.

Kapasite faktorii (1.20) denklemindeki gibi tanimlanir.

Lty (1.20)

Burada;

t = tutulmus ¢6zeltinin eliisyon siiresi

t,= tutulmamis ¢6zeltinin eliisyon siiresi

dir.
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(1.19) denklemi, hem enine difiizyonu hem de adsorpsiyon-desorpsiyon kinetigi
(Kg)'ni tarif eder. Varyans kapasite faktoriiniin biiyiikliigiine siki sikiya baglidir.
Sekil 1.15. ve Cizelge 1.8.’de goriildiigii tizere kiigiik etkilesimler verimde dramatik
etkilere sebep verebilir. 0,1’den daha az kapasite faktorleri bile ¢ok kotii sonuglar

verebilir.

H, pm
T
ki = 0% k=07
Dm = 104emes
k=03
— .y
- _ - e
"‘"'\—-_.....__, — ———————— — k'=|]|:|1

T T T T T T T T T 1
00 020 030 040 0 050 OG0 070 0D 080 .00
V.emfs

Sekil 1.15. Protein duvar etkilesimlerinin HETP, H, {izerindeki etkisi (Heiger, 2000)

Cizelge 1.8. Adsorpsiyonun verimlilik tizerindeki etkisi (Heiger, 2000)

Kk H N
0,001 0,58 1,7x10°
0,005 1,00 1,0x10°
0,010 1,54 6,5x10°
0,05 6,78 1,5x10°
0,100 15,7 6,4x10°

D=5x%10"cm’/s, vy, =1 mm/s,1=50cm, L =60 cm

Pratik olarak, protein ayrigimlar1 0,01 ile 0,1 arasinda kapasite faktorleri sergiler.

Bunun sonucunda; 1 ile 5x10° arasinda tabaka hesabi beklenilebilinir.

Cozlinen-duvar etkilesimini azaltmak i¢in uygulanan birgok yontem vardir.

Bunlardan bazilarin1 uygulamak ¢ok kolaydir ve genellikle istisna sonuglar verir.
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Tamponun derisiminini arttirmak, (6rnegin, etkin ylizey yiikiinii azaltarak) ¢oziinen
etkilesimlerini azaltir. Yiiksek iyon yiikii ayrica EOF’yi diisiiriir. Boylece
coziinenlerin kapilerde kalma siiresi artar. Bu durum Sekil 1.16.°da Ornekle

gosterilmistir. Bu yaklasim artan akim ve buna bagli olarak joule 1sinmasi tarafindan

sinirlandirilabilir.
mAL
‘ L
l\t '-l".l'l.lu;ll "IIPIL" T AN 10 mM
) blll'\' - e F”J\ML-'—
) u}L' 1 Al
H'Il. 1! AL NV T/ l A 50 mM
| e
| il
| Ml |
I ] | _
Jlnkl_ {#, W " *A.‘ LWL ¢|, .Ilr I 0 mhd

T ] L] T T T T T

.00 2.00 10,00 1200 1400 16.00 1800 2000

Sekil 1.16. Tampon derisiminin BSA triptik sindirim ayrisimlarina etkisi
(Heiger, 2000)
Kosullar: Fosfat tamponu pH=7, V=25 kV, i= 9,36, ve 71 n A, sirasiyla, 1=50 cm,
L=58,5 cm, 50 pm i¢ ¢ap, 375 um dis ¢ap, BSA derisimi 2 mg/ml,
enjeksiyon= 100 mbars

Adsorpsiyonu simirlamak igin diger bir yaklasim ise yiiksek pH’larda ¢alismaktir.
Diisilk pH’larda (<2-3), erimis silikanin silanol gruplar1 temel olarak yiiksiiz
olacaktir. EOF hemen hemen sifirken, proteinler (ve diger tiirler) yiiklenmis ve
pozitif yiikli olduklar1 i¢cin katoda dogru hareket edeceklerdir. Aksine, yiiksek

pH’larda (>9-10) ise, hem duvar hem de numune proton kaybetmis olacak ve negatif
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yuklenecektir, bunun sonucunda ise ¢oziinen duvar etkilesimleri yiik itismeleri

sonucunda sinirlanmis olacaktir (Heiger, 2000).

1.3.1.7. Elektro-dispersiyon

Numune bolgesi ve ¢alisma tampon iletkenlikleri ii¢ temel etkiye yol agabilir: 1) egri
pik sekilleri; 2) Coziinen derisimi veya odaklanmasi (diisiik iletkenlikli numune),
veya ¢oziinen odaklanamamasi (yliksek iletken numune); 3) bazi iyonlarin asiriligina

bagli olarak (6rnegin, CI'), gegici esforetik durumlar.

Cozilinen bolge; calisma tamponundan daha yiiksek bir taginabilirlige sahip oldugu
zaman, c¢oOziinen bolgenin 6nde olan tarafi difiiz edecek ve kuyruk kismi keskin
olacaktir. Aksine, ¢Ozlinen bolge, c¢alisma tamponundan daha diisiik bir
taginabilirlige sahipse, 6nde olan kisim keskin ve kuyruk kismi difiiz edecektir.
[letkenliklerin esit oldugu durumda ise, herhangi bir pik degisikligi ortaya

ctkmayacaktir. Bu durum sistematik olarak Sekil 1.17.”de gosterilmistir.

Di-i-}i-i]’: al D‘I'.i-}'ll.i]f. b Yiiksek cl Yiiksel
iletkenlik vep o1 iletkenlik . ilatlcenlilke iletkenlik
+ - | - | = iletkenlik —
® ® ® e
@ @
© D ®
® ®
23] ®
Numune bilgesi Numune bilgesi

Sekil 1.17. Numune ve tampon iletkenlikleri uyusmazliklarina baglh elektro-
dispersiyon gosterimleri (Heiger, 2000)
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Bu pik seklindeki degisiklikler, iletkenlikteki degisiklikler ve bu degisiklikler sonucu
her bolgedeki elektriksek alan farkliliklardan dolayr meydana gelmektedir. Coziinen
bolge, calisma tamponundan daha yiiksek tasinabilirlige (yani: yiiksek iletkenlik ve
diisiik direng) sahip oldugu zaman, go¢ edilen taraf dogrultusunda olan ¢dziinenin 6n
tarafi, tampon bolgesine girerken daha yiiksek bir voltaj diismesiyle karsilasir. Bu
difiiz eden ¢6zlinenin, numune bolgesinden uzaklasarak ivme kazanmasina sebep
olur. Kuyruk bolgesindeki ¢dziinen ¢aligma tamponuna difiize ederken ayrica voltaj
diismesinde bir artigla karsilagir. Fakat, go¢le ayn1 yondeyken kuyruk kismini keskin
tutarak, ¢oOziinen bolgeye dogru geri ivmelenme kazanir (Sekil 1.17.a). Aym
nedenler, zit durumun ve zit yiike sahip olan iyonlarin keskin 6nce gelen ve difiiz
eden kuyruk olusturmasina neden olur (Sekil 1.17.c). Notr tiirler iletkenlik

farkliliklarindan etkilenmezler (Sekil 1.17.b).

Bu degisimler her zaman olusmasina ragmen, difiizyonu da igeren diger dagitici
etkilerle c¢ok kiiclik derecede baglantili olabilirler. Degisimlerin olusmasi, diger
taraftan c¢ok genis aralikta tasinabilirlikli ¢Ozlinen igeren numune oldugunun
kamtidir. Inorganik anyonlarm ve organik asitlerin ayrisimmnin bir rnegi Sekil

1.18.’de gosterilmistir.

Absorbans AU
0.001

0,000

0,001 | I
00 =g | |
0,003 | H

0,004

EOF

QL0005

10 2
Zaman (dak.}

Sekil 1.18. Elektro-dispersiyona bagli olarak ¢oziinenlerin bas ve kuyruk olusumu
(Heiger, 2000)
1) Kloriir, 2) Klorat, 3) Floriir, 4) Asetat, 5) Propionat, 6) MES
Kosullar: Tespit = Indirect UV
Tampon= 0,01 M benzoik asit, pH= 8,Trisli, Tespit dalgaboyu= 254 nm, V=25 kV,
=50 cm, L= 57 cm, 75 um i¢ ¢ap
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Yiiksek tasinabilirlige sahip hizli ayrisan iyonlarda bas olusumu goézlemlenirken,
normal tasiabilirlige sahip iyonlar Gausyen pik sekli olusturur. Diger taraftan diisiik
taginabilirlikli gec¢ ayrisan iyonlar, kuyruk kismi olusturur. En iyi pik sekilleri, eger

elektolit ve ¢dzlinen anyonlari esit taginabilirliklere sahiplerse olugsmaktadir.

Pik sekli degisimleri sadece secicilik kayboldugu zaman zararhidir. Bu olaylar
azaltmanin  Olglileri  tampon  bilesenlerinin  tasinabilirliklerini  numune
taginabilirlikleriyle kiyaslama veya yaklasik olarak numune derisimininkinden iki kat

daha fazla biiyiikliikte calisma pH’1 saglamay1 icermektedir (Heiger, 2000).

Mikkers vd. (1977), elektrolit anyonundan daha ¢ok tasinabilirlie sahip olan
¢Oziinen anyonlariin elektroferograminda, pik bas sekillenmesi olusurken, elektrolit
anyonlarindan daha digiik tasnabilirlige sahip olan ¢oziinen anyonlarinin
elektroferogramlarinda, pik kuyruk sekillenmesi olustu§unu gostermislerdir

(Romano et al., 1991).

1.3.1.8. Ayiricihk

Numune bilesenlerinin segiciligi, ayirma biliminde en son hedeftir. Segicilik en basit

sekliyle (1.21) denklemindeki gibi ifade edilir.

R= 2(t2-t1):t2-t1 (1.21)
w,tw, 4o

Burada;

t= gd¢ zamani
w=anahat pik genisligi (zaman igerisinde)
o= gegici standart sapma

altyazi 1 ve 2, 2 tane ¢ozilinen oldugunu gdosterir.

dir.

(1.21) denklemindeki pay, ayirma islemini farkli gogler agisindan; payda ise ona

kars1 gelen dagitici islemler agisindan tarif eder.
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CE’de ayirma, oOncelikle secicililige degil verimlilie dayanir. Kromatografide
genellikle bunun zittt dogrudur. Cok keskin ¢oziinen bolgelerine bagli olarak,
¢oOziinen tasinabilirliklerinde kiiciik farkliliklar (<%0,05 baz1 durumlarda), genellikle
tam bir secicilik i¢in yeterlidir. Elbette, dagilmanin boyutu, yeterli tasinabilirlik

farkliliklar gergeklestirilebilirse sorun degildir

Iki bilesenin seciciligi verimlilik agisindan, (1.22) denklemindeki gibi ifade
edilebilir.

R= LN [@J (1.22)
4 K
Burada;
Ap= py-py,
— _ By
=
dir.

(1.14) denklemi, (1.22) denkleminde yerine yazilirsa, verimliligin kesin olarak
hesaplanmasini1 gerektirmeyen, segicilik icin yayginca referans gosterilen, teorik bir
denklem elde edilmis olur. Bu durumda ayrica EOF’nin segicilik lizerindeki etkisi de

tanimlanmis olur. Bu durum ( 1.23) denkleminde gosterilmistir.

1 V 1/2
R=——(AW)| —— 1.23
oz A )(D(WEOF)J (129

Uygulanan voltajla dogrusal olarak artan verimlilige kiyasla, karekok iligkisine bagl
olarak secicilikte benzer bir fayda bulunamamustir. Segiciligi iki kat arttirabilmek
icin voltaj dort kat arttirllmalidir. Bu durumdan kazanilan fayda genellikle joule

1sinmasi tarafindan sinirlandirilir.
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(1.23) denklemi sonsuz segiciligin ftve . esit fakat birbirine zit olugu zaman elde

edilmis olacaginin kanitidir. Yani iyonlar EOF’ye zit yonde ve ayni oranda gog
ettikleri zaman bu durum gergeklesmis olacaktir. Bu durumda, diger taraftan ise,
analiz siiresi sonsuza yaklasir. Kisacasi, ¢alisma parametreleri, secicilik ve analiz

stiresini dengeleyebilmek i¢in kontrol edilmelidir (Heiger, 2000)

1.4. CE’de Numune Enjeksiyonu ve Enjeksiyon Yontemleri

Tekrarlanilabilir numune enjeksiyonu gerceklestirebilmek, CE’de karsilagilan en
bliyiik problemlerden biridir. Numune boyutu o kadar kii¢iik tutulmalidir ki, bant
genislemesine sebebiyet verilmemelidir. Bunu basarabilmek i¢in, 2-20 nL. numune
hacimleri tekrarlanilabilir olarak enjekte edilebilmelidir. Asir1 miktarda numune
hacimleri kullanilmasi, ¢ok hizli bir sekilde pik bozulmalarina sebep olmakta ve

ayiriciligl (R) yok etmektedir ( Engelhardt et al., 1996).

Kapiler elektroforezde kullanilan iki enjeksiyon teknigi vardir. Bunlar, hidrodinamik
ve elektrokinetik enjeksiyon teknikleridir. Hidrodinamik enjeksiyon basitce
uygulanir ve genellikle kapilere uygun miktarda numune enjekte edilmesini garanti
eder. Elektrokinetik enjeksiyon ise, tampon c¢ozelti ile iligkili olarak numunenin
iletkenligi kapilere giren iyonlarin miktarmi etkiler. Eger kantitatif sonuglar
isteniyorsa bu parametreler dikkatli bir sekilde kontrol edilmelidir (Weinberger,

2000)

CE’de enjeksiyon voltaj kapaliyken yapilir. Enjeksiyondan sonra voltaj ¢alisma
potansiyeline getirilir. Eger tam voltaj artis1 uygulanirsa kapiler igerisindeki tampon
1sinir ve genlesir. Sivi genlesmesinin orant eger ¢dziinen go¢ oranindan daha
fazlaysa, numunenin bir miktar1 kapilerin giris kabina geri bosalabilir. Uygun

voltajda calismak bu durumun olugmasini engellemektedir (Weinberger, 2000).
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1.4.1. Hidrodinamik enjeksiyon

Hidrodinamik enjeksiyon,

1) Kapileri numune girisi tarafindan yiikselterek (Hidrostatik enjeksiyon),

11) Numune kabina tek basina basing uygulanarak (Basing enjeksiyonu),

1i1) Dedektor tarafindaki tampon kabina vakum uygulanarak (Basing enjeksiyonu),
iv) Siringayla enjekte ederek ve kapilere giren numune hacmini azatlamak i¢in bir

boliicli uygulayarak, dort farkli yolla gergeklestirilebilir (Weinberger, 2000).

Hidrostatik enjeksiyonda tampon c¢ozelti ve numune kabi arasindaki fark kiigiik
numune hacimlerinin enjekte edilmesine olanak saglar. Bu sekilde numune ¢6zeltisi
ayirma kapilerinin igerisine c¢ekilir. Uygulanan numenin miktar1, yikseklikler
arasindaki farka (genellikle 5-10 cm), zamana (5-45 sn) ve elektrolit ¢ozeltisinin
hidrodinamik 6zelliklerine (viskozite, yogunluk) baglidir. Bunun sonucu olarak,
numune ve elektrolit ¢ozeltisi arasindaki yogunluk ve viskozite farkliliklar1 ihmal
edilebilir. Enjekte edilen maddenin miktar1 sadece yiikseklik farkina ve enjeksiyon

stiresine baglidir (Engelhardt et al., 1996).

Basing enjeksiyonunda ise numune, numune kabi ve kapiler tiipiin diger ucu arasinda
basing farkliliklar1 uygulanarak enjekte edilir. Bu yontemle, numune enjeksiyonu,
numune kabindaki basinct arttirarak veya kapilerin diger ucundaki basinci
vakumlayarak yapilabilir. Enjekte edilen maddenin miktar1 sadece basing farkliligina

ve enjeksiyon siiresine baglidir (Engelhardt et al., 1996).

Genel anlamda, en yaygin olarak, hidrodinamik enjeksiyonda tampon kabi numune
kab1 ile yer degistirilir ve daha sonrasinda belirli bir yiikseklige kadar belirli bir
zaman icin yiikseltilir. Bu sayede, numune ve tampon kab1 icerisinde bulunan sivilar
arasinda yiikseklik farki olusturulur. Bu ytikseklik farki, hidrostatik bir basinca neden
olur ve numunenin kapiler igerisine girmesini saglar. Coziinen -elektroforetik
taginabilirligi veya numune ¢0Ozeltisinin igerigi CE’de bu tiir enjeksiyonu
etkilememektedir. Bu teknik vasitasiyla enjekte edilen ¢ozlinen miktar1 (Q), (1.24)

denklemindeki gibi ifade edilir. i-iii enjeksiyon metotlarini kullanarak birim zamanda
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(V,, nL/s) enjekte edilen maddenin hacmi ise Poiseuille esitligi tarafindan belirlenir

ve (1.25) denklemindeki gibi gdsterilmektedir (Marina et al., 2005).

_ APrr*Ct,

B — 1.24
Q Sl (1.24)
4
Vt:APr mt (1.25)
128nL
Burada;
AP = kapiler boyunca basing farki
r = kapiler i¢ ¢ap1
n = tampon vizkositesi
L = kapiler uzunlugu
t = zaman
dir. Yergekimi dayanakli enjeksiyonlardan ise;
AP = pgAh, (1.26)

p =numune ¢dzeltisinin yogunlugu
g = yercekimi sabiti
Ah = numune kabi ve detektor tarafindaki tampon

kaplarinda bulunan sivilar arasindaki fark

tir.

Hidrodinamik enjeksiyon genellikle i¢ ¢ap1 25- 100 pm arasinda olan kapilerler icin
kullanighdir. Daha kiiclik i¢ c¢aplarda, yiiksek basingli enjeksiyonu, enjeksiyon
stiresini miimkiin olabildigi kadar kisa tutabilmek i¢in kullanilmalidir. Enjeksiyon
basinci, genis i¢ ¢capl kapilerler i¢in ise, 1 s lizerinde enjeksiyon siireleri uygulanarak
azaltilmalhdir. Ciinkii, daha kisa enjeksiyon siireleri dogrulugu koti yonde

etkileyebilmektedir.
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Kapilere enjekte edilen madde miktarinin kaplar arasindaki yiikseklik seviyesini ve
enjeksiyon siiresini nasil degistirilebilecegi (1.24) denkleminde ifade edilmektedir.
Hidrodinamik enjeksiyon yonteminde, basing ve vakum ayrica kullanilir. Bu iki

yontem genellikle ticari CE enstriimanlarinda mevcuttur (Weinberger, 2000).

1.4.2. Elektrokinetik enjeksiyon

Bu metotta kapilerin igerisine daldirildigi numune kabi, giic kaynagina baglanir ve
voltaj uygulanir. Voltaj uygulanmasina bagli olarak gegen kisa bir zaman dilimi
icerisinde numune bilesenleri ayirma kapilerinin igerisine dogru go¢ ederler. Enjekte
edilen maddenin miktari, uygulanan potansiyelin biiylikliigiine ve voltaj uygulama

zamanina baglhidir (Engelhardt et al., 1996).

Elektrokinetik enjeksiyon, yiiksek voltajin uygulanacagi ucta yerlestirilmis olan
tampon kabiin, numune igeren bir kapla degistirilmesini gerektirmektedir.
Sonrasinda, kisa siire i¢in (genellikle birkag¢ sn) voltaj uygulanir (genellikle ayirma
voltajindan 3-5 kat daha az ). Bu kisa voltaj uygulamasi, numunenin dar bir bandinin
kapiler igerisine go¢ etmesine neden olur. Numune kabi tekrar tampon igeren kapla
yer degistirilir. Daha sonra ayirma voltaji uygulanir ve elektroforetik iglem baglamig

olur (Marina et al., 2005).

Bu metot basit ve etkilidir. Minimum bant genislemesine sebebiyet vermektedir.
Bununla birlikte; farkli tasmabilirliklere sahip ¢esitli numune bilesenleri, en
tagiabilir tiirler daha az tasinabilir olanlardan ¢ok miktarda enjekte edildiginden
dolay1, ayirt edebilir. Elektro gogle enjeksiyon, ayni zamanda numune c¢ozeltisi
iletkenliginden etkilenir. Enjekte edilen numune miktarmin dogru hesaplanabilmesi
icin, numune ve tampon ¢Ozeltinin benzer iletkenlik gostermesi gerekmektedir.
Elektrokinetik enjeksiyon teknigiyle enjekte edilen ¢oziinen miktar1 (Q), (1.27)
denklemindeki gibi ifade edilebilir.

_ (uep +MEOF )VanZCti

Q L

(1.27)

Burada;
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r = kapiler i¢ ¢ap1

C= analitin derisimi

t.= enjeksiyon siiresi (enjeksiyonu gerceklestirmek i¢in
kullanilan voltajdaki zaman)

L= kapiler uzunlugu

Bir kapiler i¢in, enjekte edilen ¢oziinen miktarinin, enjeksiyon siiresini ve enjeksiyon
siirecinde uygulanan voltaji, nasil degistirilebilecegi (1.27) denkleminde

gosterilmektedir (Marina et al., 2005).

1.5. CE’de Enjeksiyon ve Calistirma

CE’de numune enjeksiyonu yaparak cihazin c¢alistirilmast igin gerekli adimlar

asagidaki gibidir.

e Kapiler, ¢aligma tamponunda 1-5 dakika arasinda dengeye getirilmelidir.

e Numune kabi kapiler elektrot montaj yerine transfer edilmelidir.

e Numune hizli bir sekilde hidrodinamik veya elektro kinetik enjeksiyon yontemi
kullanilarak enjekte edilmelidir (1-30 s).

e Aktarmayr ihmal etmek gerekirse kapilerin dis duvarlarim1 yikamak igin bir
merkez olusturulmalidir.

e Kapiler elektrot montaj kisminin numune tarafi, c¢aligma tamponuna
dondiiriilmelidir.

e Hizli bir sekilde, 15 s’lik bir voltaj rampasi kullanarak maksimum voltaj
uygulanmali ve ayirma isleminin ilerlemesine izin verilmelidir

o [Eger gerek goriiliirse 0,1 N veya 1 N sodyum hidroksit veya fosforik asitle
yikama basamagi isleme konmalidir.

e Diger numune i¢in basamak 1’e geri dontilmelidir.

Numene kapilere yiiklenir yiikklenmez miimkiin oldugu kadar hizli bir sekilde
calistirma islemini uygulamak onemlidir. Aksi halde, ¢6ziinen difiizyonu, enjeksiyon
bolgesini genisletecek ve ¢oziinen iyonlari tampon bolgesine niifuz edecektir. Bunun
tam tersi olarak tampon iyonlar1 kapiler igerisine de niifuz edebilir (Weinberger,

2000).
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1.6. Kapilerler

CE icin ayirma kapilerleri cam, erimis silika, teflon gibi farkli materyaller

kullanilarak hazirlanmaktadir. Bununla birlikte, erimis silikalar;

e UV ve goriinen yayilimlara karsi milkemmel gecirgen olmalari ve bundan dolay1
kapiler tizerinden optik tespit etmeye izin vermeleri,
e imal edilmesi kolay olmalari,

e ucuz olmalari,

gibi Ozelliklere sahip olduklarindan dolayr en ¢ok kullanilan ve uygulanan

kapilerlerin basinda gelmektedirler.

Kapiler ebatlar1 s6z konusu oldugunda, erimis silika kapilerler ticari olarak 2-200

pm arasinda temin edilebilmektedirler. 25-75pum arasinda i¢ capa sahip olanlar,
ozellikle de 50 um i¢ ¢apa sahip olanlar en ¢ok tercih edilen kapilerlerdir. Kapilerin

i¢c capinda meydan gelen diisme, 1sinin iyi yayilmasina katkida bulunur. Bu da
yiiksek voltajlarda calisilmasina, bunun sonucunda verimliligin artmasina ve daha
kisa siirede analizler yapilmasina imkan saglamaktadir. Kiigiik capta kapilerler
kullanmanin dezavantajlar1 ise optik tespit yontemi kullanildigi zaman hassaslik

kaybi1 olusmasi ve kapilerin tikanmasidir.

Kapilerler, uzunluk agisindan genellikle 50-100 cm arasinda bulunmaktadirlar. Kisa
kapilerler analiz siiresinde azalmaya sebep olur (Bkz. (1.9) denklemi). Fakat,
elektriksel alanda ve akim siddetinde, kapilerin uzunlugu diisiirildiigii zaman artis

oldugundan dolay1, uygulama olarak bir siir s6z konusu olmaktadir.

En uygun kapiler sekli silindirik tiip seklidir. Bununla birlikte, dikdortgen, Z sekilli,
veya balonlu veya cok yansitmali hiicreli olanlarda optik tespitte hassasligi
arttirabilmek i¢in kullanilmaktadirlar.Ayrica, T seklinde kapilerler, baz1 belli bash
CE uygulamalarinda, voltajda herhangi bir kesinti olmaksizin numune kesri

toplanmalarina izin verdiklerinden dolay1 kullanilmaktadir (Marina et al., 2005).
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CE ile ayirma yontemine bagh olarak, kapilerler sadece elektrigi ileten ¢ozeltilerle
doldurulur veya ilaveten jel veya sabit tabaka igerirler. Coziinenlerin kapilerin i
duvariyla etkilesimi belirgin bant genislemesini veya geri doniisiimii olmayan
adsorpsiyonu tesvik edebilir. Bu etkilesim kapiler duvarinin yapisina ve
kosullandirma miidahalesine baglidir (Ayrica EOF’nin yoniinlii ve biiyiikligiini
etkilemektedir). Kisacasi, i¢ duvarin kontrolii birinci derece énem ihtiva etmektedir.
Erimis silika kapilerlerde, kapilerin i¢ duvarinda ve iletken ¢ozeltiyle kontak halinde
bulunan silanol gruplarinin ayrigsmasi, kapiler i¢ duvarinda negatif yiiklenmeye sebep
verir. Bu negatif yiikler, pozitif yiiklii ¢oziinenlerin ¢ekimine ve katoda dogru

EOF’nin olusumuna neden olmaktadir.

Kapiler i¢ duvar yiikiiniin degistirilmesi ¢oziinenlerin adsorpsiyonunu engelleyebilir
ve ayrica EOF’nin yoniinii ve biyikliginii degistirebilir. Bu durumda bazi

secenekler miimkiin olabilmektedir. Bunlar;

Diisiik pH’da caligsma, silanol gruplarinin ayrigsmasini dnleyerek silika ylizeyinin

yiiklerini yok eder.

e Elektrostatik itme kuvvetleri varliginda olusan adsorpsiyonu onlemek icin
coziinenlerin ve kapiler i¢ duvarinin elektrik yiikiiniin manipulasyonu.

e Dinamik olarak kapiler i¢ duvarin1 degistiren, EOF’yi Onleyen veya degistiren
kimyasal reaktiflerin eklenmesi.

e EOF’nin onlenmesi ve degistirilmesinin yani sira, ¢oziinenler ve kapilerin i¢

duvarindaki etkilesimleri Onlemek icin kapiler i¢ duvarinin kalict olarak

kaplanmasidir (Marina et al., 2005).

1.6.1. Kapiler miidahale yontemleri

Go¢ zamanlarinin tekrarlanabilirliklerinin ve ayirabilirliini garanti edebilmek igin
kapiler i¢ duvar yiizeyine farkli miidahalelerde bulunulmasi gerekmektedir. Ug farkli

sekilde miidahale s6z konusu olmaktadir (Marina et al., 2005).

e Kapilere ilk defa kullanmadan 6nce 6n miidahale

e (Calismalar arasinda kapiler kosullandirma miidahaleleri
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e Kullanim sonras1 kapiler saklanmasi i¢in miidahale

1.6.1.1. Kapilere ilk defa kullanmadan 6nce miidahale

On miidahaleler, genellikle kapiler i¢ duvarmin sodyum hidroksitle aktiflestirilmesi
ve sonrasinda su ve tampon ¢ozeltisiyle yikanmasini kapsamaktadir. Kapilerlerin ilk
kez kullanilmasindan 6nce bu basamagin yapilmasi erimis silika kapilerler arasinda
farkli firmalar tarafindan iiretim yapilmasindan dolay1 olusabilecek degisiklikleri
azaltmak icin kullanilmaktadir. Kapiler duvarii kararli hale getirmek i¢in diger bir
yaklagim ise ‘“voltaj kosullandirmasi” olarak adlandirilir. Kolonu denge haline
getirmek i¢in kisa siire voltaj uygulanir. Diger benzer bir kosullandirma ise elektro
kosullandirmadir. Bu kosullandirmada ise kapiler analizden 6nce 1 saat kadar 30 kV’

da ¢alistirilir (Marina et al., 2005).

1.6.1.2. Cahismalar arasinda kapiler kosullandirma miidahaleleri

Kapileri her ¢alismadan 6nce yikamak ayri bir ihtiyactir. Yikama sistemi ilk calisma
kosullarina geri dondiiriir. Bu durumda EOF degiskenligi etkisi azaltildigindan
dolay1 daha az gdc siiresi hatasi olusacaktir. Yikama reaktifleri (sodyum hidroksit,
su, tampon) genellikle caligmalar arasinda kapilerin kosullandirilabilmesi igin
uygulanir. Fakat, analiz siiresini arttirmamak i¢in kisa yikama operasyonu tavsiye
edilir. Eger kapiler duvarinda adsorbe edilmis madde wvarsa (protein igeren
numuneler), ek bir sodyum hidroksitle ve/veya 0,1-1M araliginda giiclii asitler veya
sodyum dodesil siilfat (SDS) yikama basamagi ara calistirma yikama basamagi

olarak kullanilir (Marina et al., 2005).

1.6.1.3. Kullanim sonrasi kapiler saklanmasi i¢cin miidahale

Kullanim sonras1 kapilerlerin saklanmasi igin farkli stratejiler Onerilmektedir.
Bunlarin bazilar1 sodyum hidroksitle yikama, distile edilmis su ve kapiler boyunca
hava gecirilmesi veya metanolle yikanmasidir. Genellikle, kaplama kapilerler
sodyum hidroksitle yikamadan zarar gorebilecegi igin iiretici tarafindan ongoriilen

tavsiyeler dogrultusunda yikanmalidir (Marina et al., 2005).
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1.7. CE’de Veri Sonuclarimin Analizi ve Tespiti Etme Yontemleri

CE’de kullanilan en popiiler tespit yontemi optik tespit yontemine dayanir. Bu tarz
kapilerde tespit etme yontemi, erimis silika kapilerlerin miikemmel UV yayilmasi
gecirgenligi sayesinde basarilabilmektedir. Optik tespit yonteminin ana dezavantaji

ise CE’nin genellikle 25-75pum i¢ caplarda kiigiik ebatlarina bagli olarak sinirh

hassasiyete sahip olmasidir. Bu kiigiik ebatlardan dolay1 enjekte edilen numune
hacmi ve optik yol uzunlugu azalmaktadir ve buna bagli olarak hassasiyet
diismektedir (Marina et al., 2005). CE’de temel tespit yontemleri {i¢ kategoriye
ayrilmaktadir. Bunlar; optik tespit yontemleri (UV absorplayici ve floresans
yontemi), elektrokimyasal tespit yontemi ve birlestirilmis yontemlerdir (Kiitle

spektroskopisi-MS gibi) (Li and Wu, 2000).

1.7.1. Optik tespit yontemleri

Optik tespitte hassasligi arttirmanin bir yolu genis i¢ capa sahip kapilerler
kullanmaktir. Fakat bunun sonucunda pik veriminde kayip olustugundan dolay1 bu
yol her zaman miimkiin olmamaktadir. Diger bir yolu ise tespit yolunun
uzatilmasidir. Kapiler elektroforezde tespit yapilan hiicrenin igerisinde alinan yolun
uzunlugu (~50 um) geleneksel bir UV hiicresininkinden (~1 cm ) ¢ok daha azdir.
Beer Lambert yasasina gore, dedektoriin hassasligi, hiicrenin tespit yolunun uzunlugu
ile dogru orantilidir. Hassaslig1 arttirabilmek i¢in, tespit yolu uzatilabilinmesine
ragmen, bu artig ayiricilikta kayba sebebiyet vermektedir. Sekil 1.19.’da bu durum
gosterilmektedir. Kapiler tiip kendi bagina tespit noktasindan bir kabarcik hiicre
(buble cell) olusturularak veya tespit noktasina ek tiip ilave edilerek Sekil 1.19.b’
deki gibi daha uzun tespit yolu elde edilmesi icin uzatilabilir. Fakat tim bu

metotlarin uygulanmasi ayirmanin ¢oziiniirliigiinii azaltacaktir (Skoog et al., 2007).
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Sekil 1.19. Tespit yolunun artirilmast igin kullanilan yontemler (Skoog et al., 2007)
a) bubble cell b) z cell (ilave tiip eklenmesi)

1.7.1.1. UV absorplayic optik tespit yontemleri

CE’de optik tespit cok yaygin olarak UV-Vis absorpsiyon dedektorii kullanilarak
basarilmaktadir. Bu dedektoriin kullanilmasinin sebepleri, basit, diisiik maliyete
sahip olmasi, kullanimi1 kolay olmasi ve genis kullanim alanina sahip olmasidir.
Glniimiizde genellikle diyot-sirali (DAD-diode array detectors) dedektorler
kullanilmaktadir. Bu dedektorlerin piyasada bulunan UV-Vis dedektorlerine kiyasla
avantaj1 daha saf pik ve bazi yapisal bilgi vermesinden dolayidir (Li and Wu, 2000).

1.7.1.2. Floresans optik tespit yontemleri

CE’de optik tespit i¢in diger yontemler termo optik tespite ve geleneksel ve lazerli
floresans Ol¢iime dayali metotlardir. Floresans tespit yonteminin kullanilmasi1 UV-
Vis tespit yontemine kiyasla daima hassasligi arttirmaktadir. Lazer floresans tespit
CE’de en hassas tespit yontemlerinden birisidir. Absorplama yapmayan ve floresans
0zelligi olmayan analitleri tespit edebilmek icin CE’de dolayli optik tespit yontemi

yapmak miimkiin olmaktadir (Marina et al., 2005).

1.7.2. Elektrokimyasal tespit yontemi

CE’de elektrokimyasal dedektor kullanimmin o6nemi son yillarda oldukca
artmaktadir. Bu tespit yonteminin onemi, elektrot ytlizeyindeki reaksiyona ve optik

tespite kiyasla, hiicre hacimleri hassasiyetinde hi¢ azalma olmadan tespitlerin
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yapilabilmesine baghdir. Bu tespit yonteminde c¢ok dar kapilerlerin kullanilmasi

mumkun olabilmektedir.

lletkenlik  dedektodrleri evrensel tespit dedektdrleri olarak gdz  oniinde
bulundurulmaktadir. Absorplama yapmayan iyonlarin tespitinde ¢ok kullanighdirlar
ve ayrica dolayli bir yontemde calisabilirler. CE’nin iletkenlik tespit yontemi ile
birlestirilmesi sonucunda bu tarz dedektérde elde edilen hassasiyet artmaktadir

(Marina et al., 2005).

1.7.3. Birlestirilmis yontemler

Kiitle spektroskopisi (MS), hassasligina, evrenselligine, tedarik ettigi yapisal
bilgilere bagli olarak en cok ilgi ¢eken ve giiclii CE tespit tekniklerinden bir

tanesidir. En 6nemli dezavantaji, yiiksek maliyete sahip olmasidir (Li and Wu, 2000).

1.7.4. CE’de kullanilan diger tespit yontemleri

CE’de kullanilan diger tespit metotlar1 indeks, radyo aktivite, fosferesansa dayali
yeni optik tespit yontemi, kemilliminisans, titresim spektroskopisi, (infrared ve
Raman) veya NMR (niikleer manyetik rezonans) dir. Bunlarin ¢ogu CE tekniklerinin
siirlarint g6z 6niinde bulundurabilmek i¢in ve bu sinirlarin tistesinden gelebilmek
icin yogun arastirma c¢abalar1 sonucu ortaya ¢ikan tekniklerdir. Aslinda; yiiksek pik
verimliligine, diisiik pik hacimlerine ve analitleri incelemek ic¢in kullanilan smirh
zamana ragmen CE’de tespit bir meydan okumadir. Cok farkli karakterlere sahip
olan analitlerin ve ¢ok karisik gercek matrislerin analiz edilebilmesi, nanolitre
hacimlere, hatta daha diisiik hacimlere kadar olan diisiik derisimlerde, bu
numunelerin tespitini yapabilecek metotlarin varligin1 gerektirir. Tespit yonteminin
secimi, numunenin 6zelliklerine, matris igerigine, talep edilen tespit araliklarina veya

kantitatif verilere ilaveten kalitatif ve yapisal bilgilere baglidir (Li and Wu, 2000).

1.8. Kapiler Alan Elektroforez (CZE) ile Kiiciik Iyonlarin Tespiti

Kii¢iik iyonlarin ayristirilmasi geleneksel olarak iletkenlik tespit yontemiyle iyon
degistirme kromatografisi kullanilarak gerceklestirilir. Bu teknik iyon kromatografisi

(IC) olarak bilinir ve son 20 yili askindir ¢ok basarili bir sekilde uygulanmaktadir.
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Fakat, pahali ve kisa siireli kolonlara gereksinim duyulmasi ve taginabilir tabakanin
gliclii asidik ve bazik olmasi gibi gereksinimlerine teknoloji tam olarak cevap
verememektedir. Pik performansinin saglanabilmesi icin siirekli pompalama
sistemlerine gereksinim duyulmaktadir. Matris etkisi yaygindir ve kapsamli numune
hazirlanmasina gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenlerden dolayi birim analiz

fiyatlan yiiksek olabilmektedir (Weinberger, 2000).

CZE, kiiciik iyonlarin ayristiritlmasi i¢in uygun bir yontemdir. Ayirma temeli ¢esitli
iyonlar arasindaki tasinabilirliklerdeki farkliliklara dayanmaktadir. Bu sekilde iyon
kromatografisine kiyasla daha yiiksek hizda ayrisimlar yapilabilmektedir. IC ile
tespit yapabilmek i¢in gerekli kolon fiyatlar1 700 dolara kadar mal olmaktayken,
CZE’nin erimis silika kapilerleri sadece birkag dolar verilerek degistirilebilmektedir.
Bircok CZE metoduna benzer diger kromatografik yontemlere gore CZE ile birim

analiz fiyatlar1 olduk¢a azdir (Heiger, 2000).

1.8.1. Kiigiik iyonlarin CZE’si

Kiiciik iyonlarin hareketi ve EOF’si sistematik olarak Sekil 1.20.’de gosterilmektedir
(Heiger, 2000).

Sililza kapiler

Yiilcii ters cevirilmis kapiler

Sekil 1.20. CZE’de iyonlarin go¢ii (Heiger, 2000)

Ayirmanin segiciligini ve hizin1 ayarlayabilmek i¢in EOF’yi sik¢a kontrol etmek
gerekmektedir. Yiiksek hizda ayirimlar gergeklestirebilmek icin hem elektroforez
hem de EOF ayn1 yonde olmalidir. Bu durum, katyonlar i¢in, katyonlar ve EOF ayn1
anda, dogal olarak katoda dogru yonlendiklerinden dolayi, otomatik olarak

karsilanmaktadir.
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Anyonlar i¢in, EOF’yi ters (negatif polarite, numune tarafi negatif) ¢cevirebilmek i¢in
bir katki maddesine gereksinim duyulabilir. Katyonik yiizey aktifleri genellikle bu
amag¢ i¢in kullamilirlar. Yiiksek ve diisiik tasmabilirlikli anyonlar1 ayni anda
gbzlemleyebilmek ve tespit edebilmek icin EOF ters cevrilmelidir. Aksi taktirde
yiiksek taginabilirlikli anyonlar anoda dogru go¢ ederken, diisiik tasinabilirlikli
anyonlar katoda dogru stiriiklenirler. Benzer taginabilirlikli anyonlar1 ayirirken, EOF
kontrolii, hiz ve segiciligi optimize etmek haricinde gerekli degildir (Weinberger,

2000).

1.8.2. Dolayh fotometrik tespit yontemi (IPD)

CZE ile ayirma yonteminde tespit yontemi problem olusturmaktadir. Bir¢ok kii¢iik
anyon spektrumun ultraviolet (UV) bdlgesinde veya goriiniir bolgesinde absorplama
yapmamaktadir. Tespit problemi dolayli fotometrik tespit yontemi (IPD) ile

¢Oziilmiistiir. Bu yontemin ¢aligsma prensibi Sekil 1.21.”de gdsterilmistir

(:j‘::' TV absorplamayan : UV absorplayan é. UV absorplamayan
tampon katvomu tampon anyonu ayvmstirilan anvonu

Dolayh fotometrik tespitin (IPD)mekanizmasy

o
PP @ o e €L®

= ‘=;== ® @ @
) @ e |ees

@ .
Pe @O g

Absorbans

i ey

Sekil 1.21. Dolayl1 tespit yontemi (IPD)’nin ¢alisma prensibi
(Heiger and Weinberger, 1994)
Bu teknikte ayrimi yapilacak iyon tiiriiyle ayn1 yilike sahip olan UV absorplayan bir
¢Oziinen, ¢alisma tamponuna (BGE), kimyasal katki maddesi olarak ilave edilir. Bu
kimyasal katki maddesi, gorsellik ayiract (VR) veya dolayli ayirag olarak bilinir ve
elektroferogram zeminini (baseline) yiikseltir. Coziinen iyonlar1 elektronétrliik
prensibinin gerektirdigi iizere, VR 06zelligi gosterirler. Ayrilmis iyonlar dedektor

penceresine dogru go¢ edip, dedektor penceresini gectiklerinde yiiksek
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elektroferogram zemini ¢izgisiyle iliskili olarak negatif pikler olarak olciliirler.
Diyot sirali dedektoriin (DAD), sinyal ve referans dalga boyu degistirilerek, pozitif
bir sinyal elde edilir. DAD’1n spektral kapasitesine bagli olarak, referans ve sinyal
kanallar1 i¢in en uygun dalga boyunu se¢mek basittir. CZE’nin dolayli fotometrik
tespit (IPD) yontemi ile birlestirilmesi genis uygulama alan1 bulmaktadir ve CZE-
IPD yontemi kromofor igermeyen hemen hemen tiim iyonik analitlerin ayrisimi i¢in

uygundur (Heiger and Weinberger, 1994).

1.8.3. CZE-IPD ile kii¢iik iyonlarin tespiti icin calisma elektrolitinin secilmesi

CZE-IPD yontemi genellikle kiicik UV absorplamayan iyonlarin ol¢iimi ve
belirlenmesi i¢in uygulanir. Anyonlar1 ve katyonlar1 ayirabilmek i¢in kullanilan bazi
ayirma tarifleri Cizelge 1.9.°da verilmistir. Cizelge 1.9.°dan da anlasildig1 iizere
verilen uygulama i¢in, ¢esitli kullanilabilir elektrolit sistemleri vardir (Weinberger,

2000).
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Cizelge 1.9. IPD i¢in ¢aligma elektrolitleri (Heiger and Weinberger, 1994)

Analiz Edilen Madde Cahisma Elektoliti
5 mM kromat, 0,01 mM TTAB
5 mM kromat, 0,2 mM TTAB, pH=8,2
Anyonlar

20 mM p-amino benzoat, 0,07 mM TTAH, pH= 9,6

2,25 mM Piromellitik asit, 6,5 mM NaOH
0,75 mM Hekzametonyum hidroksit
1,6 mM Triethanolamin, pH=7,7

Amino asitler

10 mM p-amino salisilik asit, 0,05 mM CTAB, pH=11

10 mM p-amino salisilik asit, 20 mM a-CD,pH=11

Kreatinler

5 mM piridin, 3,6 mM tartarik asit, 2 mM 18C6, pH=4

Metal katyonlar

8 mM nikotinamid, pH=3,2, %12 MeOH, 0,95 mM 18C6

5 mM imidazol, 6,75 mM HTAB, pH=4

5 mM piridin, 3,6 mM tartarik asit, 2 mM 18C6, pH=4

10 mM metil benzil amin, 15 mM laktat, pH=4,3

5 mM benzimidazol, tartarik asit, pH= 5,2

% 0,1 HEC, 40 mM 18C6

10 mM p-amino piridin, asetik asit, pH=4,5

5 mM 18C6 veya 10 mM HTBA

8 mM 4-metilbenzilamin, 15 mM laktat, % 5 metanol, pH=4,25

Organik asitler

5 mM ftalat, 0,25 mM CTAB, pH=7

Fosfonoik asitler, alkil

10 mM fenilfosfonoik asit, 200 mM borat, pH=6

Fosfolipitler

5 mM AMP, 100 mM borik asit, % 10 su, % 80 metanol, % 10

asetonitril

Fitik asit

50 mM Benzoat, pH=6,2, L-His, kaplama kapiler

Potasyum, ilag zit iyonu

6 mM imidazol, 4 mM formik asit

Kisa zincirli yag asitleri

80 mM Tris, 10 mM benzoik asit

Sodyum dodesi siilfat

5 mM dihidroksibenzoik asit, % 5 metanol, pH=8,1

Siilfatlar, alkil

12 mM 5,5-dietil barbiturik asit, pH= 8,6

Pentosan

8,7 mM Benzen-1,2 4-trokarboksilat, pH= 4,9

Fosfatlar, polifosfatlar

5 mM ATP, 0,02 mM CTAB, pH=3,6
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Dolayl tespit yontemi prensibine (Sekil 1.21.) gore, ayni yiikiin UV soguran ayiraci
(ortak iyon olarak) tampon ¢ozeltiye katki maddesi olarak ilave edilir. Bu ayirag
elektroferogram zeminini yiikseltir. Coziinen iyonlar1 var oldugu zaman, elektro
notrlik mantigimin  gerektirdigi tlizere katki maddesinin yerini alirlar. Ayrilmis
anyonlar, dedektdr penceresine dogru yol alirken, yiikselmis elektroferogram

zeminine iligkin negatif pikler olarak olctliirler (Weinberger, 2000).

1.8.4. Dolayh ayira¢ (VR) secim kistaslari

Dolayli ayira¢ (VR) sec¢im kistaslar1 asagidaki gibidir:

e Ayiracin molar absorbansi maksimum olmalidir. Bu, yiiksek molar absorbansa
sahip bir ayira¢ segcmek ve maksimum absorbansin dalga boyunda goézlem
yapmak demektir. Coziinenin absorbans yapmadigi bir dalga boyu se¢cmek ayni
derecede 6nemlidir.

e Ayrrag, ¢oziinenin ortak iyonu olmalidir.

e Genel olarak dolayli ayira¢ (VR) tampon olarak hizmet eder.

e VR ¢o6ziinenden farkli bir dalga boyunda absorbans yapmalidir.

e Ayirag, uygun pH’da iyonlagsmis olmalidir. Hem ayirag hem de ¢oziinen yer
degistirmenin meydana gelebilmesi i¢in iyonlagmalidir.

e Ayiracin tagmabilirligi, ¢oziineninkine miimkiin oldugu kadar uygun ve yakin

olmalidir. BGE’ deki VR derisimi oldukca diisiik olmalidir.

Elektro-dispersiyon probleminin ortaya ¢ikmasi muhtemel oldugundan dolayzi,
hassaslik i¢in ayira¢ derisiminin diisiik tutulmasi gerekmektedir. Bu problem
Ozellikle ayirimi yapilan bliyiik diflizyon katsayisina sahip kii¢iik iyonlar igin
onemlidir. Sekil 1.22.°de verilen diyagram dolayli ayiracin seg¢ilmesi i¢in izlenmesi
gereken yolu 6zetlemektedir. Ornegin, yiiksek tasmabilirlige sahip klor, siilfat, nitrat
ve nitrit gibi iyonlar, en iyi sekilde kromat veya piromellitik asit tarafindan tespit

edilebilir.
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Sekil 1.22. Tasinabilirlik uyumu temelli dolayli ayirag¢ se¢imi (Weinberger, 2000)
Dolayl1 ayiraglarin ve ¢oziinenlerin (anyonlar) pH=8de bagil gd¢ zamanlari
(kromat=1). Parantez igerisindeki numaralar 254 nm’de molar absorbanslar

Organik asitler en iyi ftalat veya benzoat ile tespit edilirken, alkil siilfonatlar en iyi p-
toluen siilfonat veya daha disiik tasmabilirlikli naftalin siilfonatla bile tespit

edilebilirler (Heiger and Weinberger, 1994; Weinberger, 2000).

Ayiracin taginabilirligi, ¢Ozlineninkine miimkiin oldugu kadar uygun ve yakin
olmalidir. BGE’deki VR derigsimi oldukg¢a diisilk olmalidir. VR se¢im kistasinin
sonucu olarak tagmabilirliklerin uyusmasi gereksinimi ortaya ¢ikmaktadir. Ne zaman
¢Oziinen derisimi BGE’ ninkine yaklasirsa, bir ¢esit bant genislemesi, yerel elektriksel
alan igerisinde ¢Oziinenin etkisine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu olay elektro-
dispersiyon olarak bilinmektedir (Bkz. Sekil 1.17.). Coziinen iyon tasiabilirligi,
elektrolit iyon tasinabilirligine esit oldugunda, herhangi bir sekilde elektro-
dispersiyon’a rastlanmaktadir. Bunun nedeni ¢6ziinen ve elektrolit sistemi sinirlari

boyunca her yerde ayni1 olan bir elektriksel alan olusmasidir.

Bu durum, geleneksek CZE’de ¢ok nadir olarak gozlemlenebilmektedir. Bu esitlik,
¢Oziinen derisiminin, BGE derisiminden olduk¢a diisiik oldugu durumlarda
gerceklesebilmektedir. Elektrodispersiyon etkisinin tamamen yok edilebilmesi i¢in
¢oziinen derigimi, BGE derisimininden 50 kat daha diisiik tutulmalidir ki, bu CZE-

IPD yontemi uygulandig1 zaman miimkiin olamamaktadir..
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Diisiik taginabilirlige sahip iyonlarin 6l¢iimii yapilirken, ya diisiik taginabilirlikli VR
secilmelidir ya da tam tersi yapilmalidir. Elektro-dispersiyon pik alanlar1 kullanilarak
yapilan nicel tayinleri etkilememektedir. Fakat bant genislemesi, eger, cok yakin goc
eden piklerin ayiriciliklart arasinda kendiliginden degisiklige neden olurlarsa,

problem olusturabilir (Heiger and Weinberger, 1994).

1.8.5. EOF degistiriciler

Tespit hassasligl, hem maksimum molar absorbansa sahip olan hem de ¢oziinen iyon
taginabilirligiyle en uygun taginabilirligi gosteren caligma elektrolitinin secilmesiyle

maksimize edilebilir.

Anyon analizlerinde EOF’nin dedektore dogru yonlenmesini ve elektrolitin
dedektore dogru siirliklenmesini garanti edebilmek icin elektrolite EOF degistirici
(OFM) eklenir. OFM’nin elektrolite eklenmesinin sebebi, normalde katyonik yone
dogru olan EOF’nin yoOniini degistirmektir (Oehrle, 1996). EOF anoda dogru
oldukca anyonlar EOF ile ayn1 yonde hareket ederler. Bu durumda kapiler boyunca
hareket eden anyonlarin net hiz1 artar ve hizli bir ayirma islemi gergeklesir. Su
numunesinde net bir yiike sahip olmayan numuneler EOF ile ayni yonde ve ayni
oranla hareket ederler. Yeralt1 sularinda bulunan; potasyum, sodyum, kalsiyum ve
magnezyum gibi katyonlar EOF’ye zit yonde katoda dogru hareket ederler (Romano
and Krol, 1993).

CZE ile anyonlar1 hizli bir sekilde ayirt edebilmek amaciyla OFM’ler BGE’ye,
EOF’yi ters ¢evirebilmek icin eklenir. Bu sekilde EOF, anyonlarin hareket ettigi
yonle ayn1 yonde hareket eder. Kullanilan katyonik ylizey kaplayicilart veya OFM
cesitlerinden bazilari: Tetra desili trimetil amonyum bromiir TTAB (TTAB igerenler
Nice-Pak OFM Anion BT olarak veya CIA-Pak OFM anion BT olarak patentlidir),
tetra desili trimetil amonyum hidroksit, dodesil trimetil amonyum bromiir (DTAB),
setil trimetil amonyum bromiir (CTAB), hekzametonyum bromiir (HMBr) veya
hidroksit (HMOH), deka metonyum bromiir dietilen triamin, tri biitil hekzadesil
fosfonyum  bromiir, {giincii derece aminler (Ornegin: trietilamin) ve

benziltrimetilamonyum bromiirdiir (Harakuwe and Haddad, 1999).
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2. KAYNAK OZETLERI

Romano vd. (1991), analizi yapilmak istenen analitin, tasinabilirligine uygun olan
calisma elektrolit se¢imi yaparak aywrma optimizasyonunu yapmislardir.
Uyguladiklar1 teknigin yararlarini, inorganik anyonlar, organik asitler ve alkil
siilfonitler gibi anyonik tiirlerin, birgok karistk numune matrisi igeriklerinin

analizlerini yaparak gostermislerdir.

Jones ve Jandik (1991), diisiik molekiiler agirliktaki inorganik ve organik anyonlarin
IC’ye gore CE ile analizlerinin, verimlilik ve analiz siireleri agisindan belirgin bir
gelisme sundugunu ve ayirimin segiciliginin tahmin edilebilecegini vurgulamislardir.
Ayrica, makalelerinde yeterli ayiriciligin, EOF ile ¢oziinen iyonlarinin ayni yonde
goc¢ ettigi sistemlerde gozlemlendigini gostermis ve ayirt edici bir avantaj olduguna

isaret etmislerdir.

Nair ve Izzo (1993), bromiir, kloriir, siilfat, nitrit, floriir, fosfat ve karbonat gibi
inorganik anyonlarin pik go¢ siirelerinin, CE ydntemiyle tespitinde derisime bagl
olarak kaydigin1 gostermislerdir. Standart ve bilinmeyen numunelerinin miktar
tayinleri ve pik belirlemeleri i¢in benzer derisimlerde karsilastirilmalari
gerektiklerinin dnemli oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica; bu durumun yiiksek
derigimlerde floriir ve fosfat gibi bir¢ok analit i¢in, bu derigimlerin kapiler boruyu

asir1 yiklemesinden dolay1, dogrusalliktan sapmaya sebep oldugunu gostermislerdir.

Romano ve Krol (1993), patentli EOF degistirici CIA-Pak OFM Anion BT
kullanarak yedi anyon standardinin ayrimini gelistirdikleri metot vasitasiyla igme
sularinda, yeralti kaynak sularinda ve atik sularda uygulamislar ve CE’nin bu
sulardaki birincil ve ikincil anyonik kirleticilerin analizlerindeki kabiliyetlerini
gostermiglerdir. Ayrica; analiz islemini 5 dakikadan daha kisa bir siirede
tamamlamiglar ve toplanan verilerin IC ile miikemmel bir korelasyon gosterdigini

belirtmislerdir.

Li ve Li (1994), EOF’nin yoniinii degistirmeksizin, dedektdre zit yonde, sadece giic

kaynaginin polaritesini pozitiften negatife c¢evirerek, 12 tane anyonun (tiyosiilfat,
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bromiir, klortir, siilfat, nitrit, nitrat, molibdat, sitrat, floriir, fosfat, karbonat ve asetat)
enjeksiyonu yaparak tespit etmek istemisler; fakat sadece ilk sekizini 24 dakikada
ayristirabilmislerdir. Bu durumu EOF ile zit yonde hareket eden anyonlarin
elektroforetik akislarinin EOF’ye zit yonde ve yavas olmalariyla iliskilendirmislerdir.
Ayrica, aymrimi hizlandirmak i¢in BGE’ye, CTAB OFM’sinden farkli derigimlerde
ekleyerek, ayrimin CTAB derisimine bagh olarak daha kisa siirede, hatta 12 anyonun
4 dakikadan daha kisa siirede, anyonlarin elektroforetik hareketliliklerinin ve

EOF’nin yoniiniin ayn1 yonde olmasina bagh olarak, ayristirilabilmislerdir.

Rhemrev-Boom (1994), Fluka Chemie AG’den temin edilen elektrolit ¢6zeltisini, en
yaygin inorganik anyonlarin (floriir, kloriir, bromdir, siilfat, nitrat, nitrit, tiyosiilfat ve
fosfat) tespitinde kullanarak tasdiklemis ve diger temin edilebilen ve laboratuar
yapimi pH’1 8’e ayarlanmis elektrolit ¢ozeltisini, CE cihaziyla CZE-IPD yontemi
kullanarak incelemis ve kiyaslamistir. Sonug¢ olarak, elektrolit ¢ozeltisi sisteminin
tiyostilfat, bromiir, kloriir, siilfat, nitrit ve nitrat gibi hizli gé¢ eden anyonlarin
tayininde uygun oldugu gosterilmistir. Bu calismada en iyi dogrusallik 1-10 mg/L
arasindaki derisimlerde goOzlemlenmistir. Ayrica, Fluka elektrolit tamponu
kullanildiginda 8 anyon i¢in gd¢ siirelerinin yeteri kadar tekrar edilebilir ve tekrar
iretilebilir goziiktiigii belirtilmistir. Laboratuar yapimi ¢alisma elektroliti tamponu
ile tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik agisindan kiyaslama yapildiginda ise,
laboratuar yapimi tamponunun, floriir ve fosfat haricinde, diger anyonlarin, goc
siiresi, tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik degerleri agisindan belirgin bir
sekilde kotii oldugu gosterilmistir. Bu durumun, kullanilan entegrasyon programinin,
negatif pikler i¢in elektroferogram zemini ¢iziminde zorlanilmasindan ve bunun
sonucunda pik entegrasyonun elle yapilmak zorunda kalinmasindan kaynaklandigi
aciklanmistir. Diger bir deyisle, pik yiikseklikleri kiyaslanabilir sonuglar, floriir ve
fosfat hari¢ diger anyon pikleri i¢in alinabilmis ve laboratuar yapimi tampon

kullanilarak yapilan tayinlerde floriir ve fosfat i¢in daha iyi pikler elde edilebilmistir.

Ochrle (1996), 254 nm dalga boyunda kromat ¢alisma elektrolitine, patentli OFM
madde (CIA-Pak OFM anyon) ekleyerek ve negatif polarite uygulayarak ¢esitli igme
sulart numunelerindeki anyonlart CE kullanarak tespit etmistir. CE i¢in kullanilan

teknikle yapilan anyon analizinin 5 dakikadan daha kisa bir siirede hizli bir siirede
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gerceklestigi gosterilmis ve IC ile bu siirenin 22 dakika siirdiigli gosterilmistir.
Ayrica, CE ve IC’de kullanilan tekniklerle tespiti yapilan anyon miktarlarinin iyi

korelasyon gosterdigi belirtilmistir.

Francois vd. (1996), 260 nm dalga boyunda dolayli UV tespit yontemiyle CE sistemi
kullanarak temel inorganik anyonlarin (bromiir, karbonat, klorat, kloriir, floriir, nitrat,
nitrit, siilfat, fosfat) ayristirmasin1 basarmistir.  Cesitli tiirlerde katyonik ylizey
aktifleri, dikromattan hazirlanmig kromat tabanli tampon ¢ozeltisine eklenerek OFM
olarak test edilmigstir. Katyonik ylizey aktifinin, dogast ve derisimi, tampon pH’1,
katyonik yiizey aktifinin dikromat derisimi, analit anyonun gog¢ siiresine degisken
olan voltaj ve sicaklik pik verimliligi, simetri faktorii ve ayiricilik parametreleri

arastirilmistir.

Zemann (1997), polikatyonik bir yiizey aktifi olan Hekza dimetirin bromiir (HDB)
elektrolit ¢ozeltisine ekleyerek, kapilerin i¢ kisminin kaplanmasini1 saglamis ve bu
sekilde anoda dogru hizli bir EOF olusturmustur. Bunun sonucu olarak karbonatlar,
karboksilik asitler, fenolik bilesiklerin CE ile 1 dakikadan daha kisa bir siirede

ayristiritlmasi gergeklestirilmistir.

Arce vd. (1997), CE ile ortaklasa calisabilen bir akis enjeksiyon sistemi gelistirmisler
ve bu sisteminin numune hazirlama yetenegini, CE tarafindan yapilan ayirma ve
tayinlerle test etmislerdir. Boyle bir biitiinlesmis sistemin ne kadar yararli oldugunu
gosterebilmek icin su saflagtirma fabrikalarinda, hem anyonlarin hem de katyonik
tiirlerin, ¢ok parametreli gozlemlerini yapabilen otomatik metotlar gelistirmisler ve
bu sekilde diizenli olarak suyun kalite kontroliiniin, devamli yapilabilecegini

gostermislerdir.

Yagmur sularinin ihtiva ettigi kloriir, nitrat ve siilfat anyonlarinin tespiti CE teknigi
kullanilarak rutin bir metot gelistirilerek yapilmis ve sonuglarin incelenmesinde 1C
yontemi referans olarak CE ile kiyaslanmistir. Sonug olarak, IC yonteminin, 6zellikle
dinamik aralikta ve dogrulukta anyon analizi i¢in daha giivenilebilir bir teknik
oldugu sonucuna varilmig; fakat, CE tekniginin daha ucuz bir teknik olmasinin

yaninda, ylizey sularindan alinan numuneleri ¢ok kiiciik numune miktarlart ile
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hazirlanmasinin sonucu olarak; bazi1 fosfat ve organik asit fosfat bilesenleri igeren
anyonlarin tespitine izin veren farkli bir segicilik mekanizmasinin oldugu sonucuna

varilmistir (Valsecchl et al., 1997).

Mineral sulari, ¢esme sulart ve nehir sularindan alinan numuneler, lityum i¢ standart
olarak kullanilarak, bu sularin igerdikleri anyonlar ve katyonlar incelenmistir.
Incelemeler i¢in IC ve CE yontemleri kullamlmis ve her iki yontemle de elde edilen
sonuglarin kiyaslamasi sonucunda, CE’nin bir kez uygulama sonucunda, yaygin
inorganik anyon ve katyonlar1 tespit edebilme olasiligi sundugu gdzlemlenmistir.
Onerilen sistemin dogal su numuneleri i¢in basit, hizl1 ve yeteri kadar duyarl ve

dogru sonuglar verdigi sonucuna varilmistir (Padarauskas et al., 1998).

Kullanilan numunelerdeki metal katyonlar1 EDTA ile selatlastirilarak ve anyon
ayristirma metodu kullanilarak birbirinden ayristirilmistir. Béylece on dokuz yaygin
anyonun ve katyonun CE ile ayristirlmasi, 6 dakikada hazirlanan elektrolit
vasitasiyla, pH=8 diizeylerinde ayristirilmas1 basarimigtir. Kullanilan bu metot
vasitastyla cesitli su numunelerindeki anyon ve katyonlarin analizi gosterilmistir

(Kuban et al., 1999).

Hiissa vd. (1999), Fluka tampon ¢o6zeltisi kullanarak CE ile uyguladiklar1 kapiler
kosullandirmasi yardimiyla; bromiir, kloriir, siilfat, nitrit, nitrat, floriir ve dihidrojen
fosfati, standart ¢ozeltiden pH=7,7’de 20 dak. icinde ayirmayi basarmislardir.
Kullanmis olduklari metot vasitasiyla kloriir, siilfat ve nitrat tayinini, tespit
edilebilirlik siirlarinda olduklar: takdirde dogal sulardan ve belirli miktarda numune
seyreltmesine enjeksiyon siiresinde degisiklilere giderek ayirt edebilmislerdir. Olgiim
sonuglarinin dogrusallik degerleri, regresyon analizi yapilarak gosterilmis ve bromiir,
kloriir, siilfat, nitrit ve nitrat i¢in korelasyon katsayilarinin 0,997- 0,999 arasinda
oldugu gosterilmistir. Sonu¢ olarak bu c¢alismada CE metodunun bahsi gegen
anyonlarin tespitinde uygun oldugu, diisiik iyonik glicte yeralti sularinda iyon

tespitinin basarili oldugu rapor edilmistir.

Fukushi vd. (1999), icme, mineral, yeryiizii, yeralti, deniz sularinda ve yagmur, kar

ve atik su numunelerindeki inorganik anyonlarin tayininde hassaslik ve matris
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miidahalesindeki gelismeleri kisaca gozden gegirmislerdir. Cevresel numunelerdeki
inorganik anyonlarin tespitinde ve tayininde CE’nin genis bir uygulama alaninda
kullanildigin1 rapor etmisler ve CE teknigiyle birlikte hassas ve element segici tespit
tekniklerinin ve 6n derigim prosediirlerinin kullanilmasinin uygun olacagini ve yakin

gelecekteki gelismelerde yer alabilecegini rapor etmislerdir.

Soga ve Ross (1999), PDC ¢alisma elektroliti kullanarak, hem inorganik anyonlarin
CE ile dolayli tespitine imkan saglamiglar hem de katyonlar1 negatif yiikli
kompleksleri haline getirmislerdir. OFM olarak ise CTAB kullanmislardir. Bu
sekilde, 15 dakikadan daha kisa bir siirede anyonlar1 ve metal katyonlarini ayn1 anda
CE ile ayristirmay1 bagarmiglardir. Sonug olarak, 6nerilen metodun birgok uygulama

alaninda anyon ve metal katyon analizlerinin de yararli olacagina isaret etmislerdir.

Jones ve Jandik (1991)’in CE ile ayirmanin segiciligini kontrol eden faktorleri
arastirdiklar1 bilinmektedir. Inorganik anyon analizinde tespit edilebilen madde
miktarini otuza ¢ikararak 2 dakikadan daha kisa bir siirede bu anyonlari tespit etmeyi

basarmiglardir (Doble and Haddad, 1999).

Harakuwe ve Haddad (1999), inorganik anyonlarin ayristirilmasinda, secicilikte
meydana gelen etkilerin analitin kimyasal ¢evresinden (pH, ylizey kaplayici igerigi,
BGE, OFM ve komplekslestirici tiirlerin varligi) fiziksel etkilerden (ayirma kosullari,

numuneleme sekli gibi.) kaynaklananlardan daha 6nemli oldugunu gostermislerdir.

Oztekin ve Erim (2001) inorganik anyonlar ve organik asitlerin CE ile ayni anda
tespit edebilmesi i¢in hizli, kolay ve tekrar iiretilebilir bir metot gelistirmislerdir.
Calismalarinda, OFM katki maddesi kullanmadan, katyonik kapiler tiip i¢ duvar
kaplayict polimer poli etilen amin (PEI) vasitasiyla EOF’yi ters ¢evirerek, 7 dakika
icinde inorganik anyonlarin ve organik asitlerin ayrimin gerceklestirmigler ve bu
metodu, 1:40 seyreltilmis ve yerel marketten temin edilmis sarap numunelerinde
ayrim yapmak i¢in uygulamislardir. Sonug olarak, PEI kaplama kolonlarin EOF’yi
degistirdigini ve inorganik ve organik anyonlarn CE ile ayristirilmasinda diger

yiizey aktifleri kullanimina alternatif olarak kullanilabileceklerini rapor etmislerdir.
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Ehmann vd. (2003), inorganik ve organik asitlerin belirlenmesinde, ticari olarak elde
edilebilen piromellitik asit (PMA) elektrolit tampon ¢dzeltisi bilesenlerini degisiklige
ugratarak alternatif yeni bir PMA elektrolit sistemi 6nermislerdir. Ayrica, ticari ve
onerilen PMA calisma elektroliti sistemlerinin kalibrasyon egrileri, go¢ siireleri,
tekrar iretilebilirlikleri gibi bazi parametrelerini istatistiksel olarak ANOVA testi

kullanilarak incelemislerdir.

Kocatiirk vd. (2003), basit bir kapiler elektroforetik ayirma yontemi gelistirerek,
deniz suyundan, bromiir iyonunu, NaCl i¢eren ¢alisma elektroliti kullanarak 2 dakika
gibi hizli bir siirede ayristirmay1 basarmiglardir. Gelistirdikleri metodu, Bagazici ve
Karadeniz sularinda 0-72 m arasinda degisen derinliklerde bromiir iyonu tespiti i¢in

uygulamis ve ortalama olarak % 3 BSS elde etmislerdir.

Diress ve Lucy (2004), ortamda OFM olarak CTAB veya DDAB mevcutken
hacimce % 30’a kadar metanol (MeOH) kullanarak EOF’nin kontrol edilebilecegini
gostermisler ve bu durumu CE ile ortamda % 50’ye kadar MeOH mevcutken
gergeklestirebilmislerdir. Boylece kiigiik anyonlar i¢in hizli ana hat ayrisgimlart ve

secicilik degiskenlikleri gozlemlenmistir.

Takayanagi vd. (2006), bromat iyonunun CZE-IPD ile tayini i¢in yliksek derecede
hassas bir metot gelistirmisler ve hassasligi korumak i¢in elektrokinetik enjeksiyon
yontemi uygulamiglardir. Bromat icin bulduklar tespit st 0,1 pg/L BrOs
oldugundan dolay1 borat iyonu cesme ve 1irmak sularinda baslangigta tespit
edilemezken; matris etkisi numune ¢ozeltisinin seyreltilmesiyle ortadan kaldirilmis
ve numuneye borat takviyesi yapilarak, bromat iyonu sinyali matris iyonlarina
kiyasla genisletilmistir. Sonug¢ olarak, borat iyonu 10-16 kez seyreltmeyle geri
kazanilmis ve Onerilen sistem, igme sularinda pg/L seviyesinde analiz yapabilmeye

olanak saglamistir.

Blanco-Heras vd. (2007), gelistirdikleri piromellitik asit (PMA) elektrolitinin, gergek
numunelerde inorganik ve organik anyonlarin tespiti icin yapilan rutin analizlerde
calisma elektroliti olarak kullanilabilecegini, uygulamis olduklar1 segicilik ve

saglamlik testleriyle gostermislerdir.
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Garcia vd. (2008), kloriir, nitrat, siilfat, floriir ve fosfat gibi inorganik anyonlarin
tayininde kullanilmak tizere bir metot gelistirmisler ve bu metodun optimizasyonunu
ve gecerliligini gostermislerdir. Calismalarinda CTAB’yi EOF degistirici olarak
kullanip, dolayli UV tespit metodu ic¢in gorsellik ayiract olarak da kromat
kullanmiglardir. Olusturduklar1 kalibrasyon egrileriyle analizini yaptiklar1 iyonlar

i¢cin ng/nL’yi bile tespit edebilecek hassaslikta tespit sinirlar1 rapor etmislerdir.

Pascali vd. (2009), CZE yontemi esasina dayanarak, yiliksek viskoziteye sahip
calisma elektroliti tamponu ve 10 cm kadar kisa bir kapiler kullanarak, direkt UV
tespiti yontemi ile serum numunelerinden bromiirii kisa bir slirede ayristirmayi
basarmislardir. Gelistirdikleri yontemi klinik testlere ve adli zehirli analizlerde

kullanmay1 amaglamislardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Tez Calismasinda Kullanmilan Gerecler

3.1.1. Kullanilan cihazlar

e Kapiler elektroforez (Hewlett Packard Agilent 3D-CE, UV diyot siral
dedektorlii, bilgisayar kontrollii, 3D CE Chemstation, Rev A.10.01(1635)
yazilimi yiiklii)

e Bilgisayar (Microsoft Windows® isletim sistemi ve Microsoft Office® 2000
yazilimi yiiklii)

e Otomatik pipet (100-1000 uL)

3.1.2. Kullamilan kimyasal maddeler

e HPCE kalitesinde pH=7,7 £ 0,2 tampon ¢ozeltisi (Fluka)

e 100 ppm (0,1 g/L) HPCE kalitesinde multielement anyon standart ¢ozeltisi
(Fluka)

e HPCE Kkalitesinde 0,1 M NaOH ¢ozeltisi (Fluka, temiz oda kosullarinda
hazirlanmis ve 0,2 um membran filtreyle filtrelenmis.)

e HPCE kalitesinde saf su (Fluka, temiz oda kosullarinda hazirlanmis ve 0,2 pm

membran filtreyle filtrelenmis.)

3.1.3. Kullamilan cam malzemeler ve diger sarf malzemeleri

e Eritilmis silika kapiler (40 cm etkin uzunluk, 48,5 cm toplam uzunluk, 50 pm i¢
¢ap)

e Kapiler elektroforez viali (Agilent)

e Balon joje (25-100mL, semlab ®)

e Beher (5-250 mL, semlab®)

e Otomatik pipet ucu (100-1000 uL)
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3.1.4. Analizi yapilan su numuneleri

Tez ¢alismalarinda; iizerinde anyon analizi yapilan su numuneleri, Isparta ve
yoresinde bulunan ve i¢cme suyu nitelii tasiyan, asagida belirtilen 5 yerden

alimmustir. Bunlar;

e Golciik golii (Volkanik gol)

e Egirdir goli

e Karbuz ¢cesmesi

e Evcesmesi

e Ayazmana Mesireligi (yeralt1 kaynak suyu)

e Pir Mehmet Efendi Cesmesi (yeralt1 kaynak suyu)

dir.

3.2. Deney icin Gerekli Hazirhklar

3.2.1. Kullanilan standart c¢ozeltisinin safliginin arastirilmasi

Bu c¢alismada kullanilan ¢ok anyonlu HPCE standart ¢ozeltisi Fluka firmasindan
temin edilmistir. CZE yontemiyle CE’de anyonlarin analizinde kullanilmaktadir.
Yiksek saflikta tuzlar ve su kullanilarak hazirlanmis ve 0,2 um membran filtre
kullanilarak filtre edilerek, CE analitik 6l¢iilerinde ve kalitesinde iiretilmistir. Ayrica,

Fluka firmasi tarafindan sertifikalidir.

Cok anyonlu standart ¢ozeltisi, bromiir, kloriir, floriir, nitrat, fosfat ve siilfat
iyonlarmin her birinden ayr1 ayr1 100 ppm (0,1 g/L) ihtiva etmektedir ve yogunlugu
20°C de 1,00 g/mL’dir. Tipik olarak, bu ¢ozeltinin, 1-10 ppm arasinda arzu edilen
konsantrasyonlarda HPCE kalitesinde saf su ile seyreltilebilecegi, kapiler test
cozeltisi pik belirleme ve miktar analizlerinde, yaklasik 0,5 mg/L tespit sinirina sahip
olarak kullanilabilecegi, Fluka’dan standartla birlikte tedarik edilen uygulama
notlarinda yer almaktadir. Fluka standart ¢dzeltisinin CE ile analiz sonuglari ve

anyon ayrigtirma sirast Sekil 3.1.’deki gibidir.
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T e N M

e zammamni (dalc)

Sekil 3.1. Fluka anyon standarti, anyon ayristirma analiz elektroferogrami
(Rhemrev-Boom, 1994)
(1) Bromiir, (2) Kloriir, (3) Siilfat, (4) Nitrat, (5) Floriir, (6) Fosfat, her biri 6 mg/I (6
ppm) konsantrasyondadir.

3.2.2. Calisma elektrolitin arastirilmasi ve secilmesi

Tez calismalarinda, pH=7,7 tampon c¢ozeltisi (Fluka, HPCE kalitesinde), ¢alisma
elektroliti olarak kullanilmistir. Birbirinden farkli kapiler kosullandirmast ve farkli
calisma uygulamalar1 ve metotlar1 igermesine ragmen; bu caligma elektrolit sistemi,
dolayli fotometrik UV tespit yontemi kullanilarak cesitli caligmalarda inorganik
anyon ayristirma elektrolit sistemi olarak kullanilmistir (Rhemrev-Boom, 1994;

Francois et al., 1996; Doble and Haddad, 1999; Hiisssa et al., 1999).

Bu elektrolit, “anyonlar i¢in piromellitik asit elektrolit tamponu” olarak veya sodyum
piromellitik tampon ¢o6zeltisi olarak da bilinmektedir. Sertifikalidir ve Fluka
tarafindan temiz oda kosullarinda hazirlanmis ve 0,2 pum membran filtreyle

filtrelenmistir. Inorganik ve diisiik agirliga sahip organik anyonlarin tespitinde
kullanilmaktadir.

Fluka tampon ¢o6zeltisi 0,75 mM hekzametonyum hidroksit, 6,5 mM NaOH, 2,25
mM piromellitik asit ve 1,60 mM triethanolamin icermektedir. Hekzametonyum
hidroksit, EOF degistirici ve piromellitik asit UV kromofor madde olarak elektrolit
sistemde yer almaktadir. Elektrolit pH’1 7,7 + 0,2 (25°C) dir ve 200 ile 800 nm
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arasinda UV absorpsiyonu yapmaktadir. Kullanima hazir olup herhangi bir sekilde

seyreltmeye gerek yoktur (Rhemrev-Boom, 1994).

Calisma elektrolit ¢ozeltisi seciminde Boliim 1.8.3. ve 1.8.4.’den yararlanilmigtir

(Bkz. Cizelge 1.9. ve Sekil 1.22.).

3.2.3. Kullanilacak standart numunesi ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Ug ayr1 25 mL’lik balon jojeye 10 mL kadar HPCE kalitesinde saf su ilave edildikten
sonra, 100 ppm c¢ok anyonlu standart ¢ozeltisinden sirasiyla 0,5, 1,25 ve 2,5 mL
otomatik pipetle eklenmistir. Uzerlerine HPCE kalitesinde su eklenerek, ¢ozeltiler
25 mL’ ye tamamlanmustir. BOylece sirasiyla 2, 5 ve 10 ppm’lik 3 ayr1 ¢ok anyonlu
standart ¢oOzeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan c¢ok anyonlu standart c¢ozeltileri

kalibrasyon 6l¢iimlerini belirlemek {izere CE’de 6l¢limlere hazir hale getirilmistir.

3.3. Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi

3.3.1. Kapilerin kullamima hazirlanmasi ve sartlandirilmasi

Analiz siiresini kisa tutabilmek amaciyla toplam uzunluk 48,5 cm ve etkin uzunluk

40 cm sec¢ilmis ve 50 um i¢ ¢apli eritilmis silika kapiler kullanilmistir.

Kapiler, kasete uygun bir sekilde yerlestirildikten sonra 5 dakika HPCE kalitesindeki
saf sudan gegirilerek yikanmis ve arkasindan 30 dakika 0,1M HPCE kalitesindeki
NaOH’dan gegirilerek sartlandirilmistir.

Her giin baslangicinda kapiler 15 dakika 0,1 M HPCE kalitesinde NaOH’dan ve 20

dakika tampon ¢6zeltiden gegirilerek sartlandirilmistir.

Her bir enjeksiyon arasinda kapiler, 15 dakika 0,1 M HPCE kalitesinde NaOH, 2
dakika HPCE kalitesinde saf su ve 15 dakika tampon ¢ozeltisinden gecirilmistir. Bu
sekilde her bir enjeksiyon i¢in daha tutarli gog siireleri elde edilmis ve daha diizgiin
elektroferogram zeminleri (baseline) elde edilmistir.

Giin sonunda ise kapiler 0,1 M HPCE kalitesinde NaOH’den 5 dakika gecirilmis ve

diger giin kullanmak tizere tampon ¢ozeltide saklanmistir.
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Analizlere ara verildigi zamanlarda ise kapiler, 0,1 M HPCE kalitesindeki NaOH’den
5 dakika, HPCE kalitesindeki saf sudan 2 dakika ve arkasindan kapilerden 2 dakika

hava gegirilerek kurutulmus ve kasetinde saklanmistir.

3.3.2. Numunenin cihaza verilmesi

Numuneler CE’nin viallerine koyularak cihaza yerlestirilmistir. Kullanilan tampon
¢oOzeltilerinin giris ve ¢ikis viallerinde yer alan tampon seviyeleri farkinin ayni olup
olmadig1 kontrol edildikten sonra, kapiler sartlandirilmast yapilmistir. Arkasindan,
10 saniye siireyle, 50 mbar basin¢la hidrodinamik enjeksiyonla numune enjeksiyonu
yapilmistir. Daha sonra, kapiler ucglari ¢aligma elektrolit tamponuna daldirilarak,
calisma sicakligi olarak kabul edilen 25°C’de -30 kV negatif polarite voltaj
verilerek elektroforez baslatilmistir. Negatif polarite uygulanarak numune
enjeksiyonun  katottan  yapilmast saglanmis ve iyonlarin  elektroforetik

hareketliliginin yoniiniin anoda dogru ters ¢evrilmesi saglanmustir.

Diyot siralanmis dedektér (DAD)’le 245 nm UV referans sinyalde 350 nm
doniistiiriilmiis sinyal kullanilarak analizler gerceklestirilmistir. Negatif pikleri
pozitife cevirebilmek ve pik alanlarini pozitife ¢evirip CE cihazina bagli olan
bilgisayarda bulunan Agilent CE 3D Chemstation programiyla daha kolay

hesaplayabilmek i¢in doniistiiriilmiis sinyal yontemi kullanilmistir.

3.3.3. Uygulanacak CE yonteminin se¢ilmesi

CZE yontemi, inorganik anyonlarin ayristirilmasinda hizli ve yiiksek ayiriciliga sahip
bir metot olmasindan dolay1, CE yontemi olarak kullanilmistir. Bu yontemde, iyonlar
elektrik alan icerisinde bagil iyonik tasinabilirliklerine gore ayristirilirlar. Ayrica,
CZE yontemi dolayli tespit yontemi (IPD) ile birlikte kullanilarak, optik olarak
absorbansi olmayan veya UV absorplamayan bilesikler i¢cinde kullanilabilir. Bundan
dolay1 kapiler alan elektroforez kullanilarak dolayli fotometrik tespit yontemi (CZE-
IPD) kullanilmasi, tez ¢alismalarinda, anyonlarin ayristirilmasinda kullanilmak iizere

uygun CE yontemi olarak se¢ilmistir.
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3.3.4. Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasi

100 ppm Fluka tampon stok standart ¢ozeltisi, 2, 5 ve 10 pg/mL derisimlerinde,
coklu anyon c¢ozeltisi standart analiz ¢ozeltilerine, HPCE kalitesinde saf su
kullanilarak seyreltilmistir. Bu ¢ozeltilerin her biri ikiser kez enjekte edilmis ve elde
edilen pik alanlarinin ortalama degeri alinmis ve her bir derisim i¢in ortalama pik
alan1 degeri alinarak ¢oklu anyon ¢6zeltisi igerisinde bulunun alti anyondan (bromiir,
kloriir, siilfat, nitrat, floriir, fosfat) her biri i¢in ayr1 ayri1 kalibrasyon egrileri

tiiretilmistir.

3.3.5. Elektroferogram verilerinin degerlendirilmesi ve karsilastirilmasi

Elektroferogramdan elde edilen pik alanlar1 ve gog¢ siireleri analiz yapilan CE
cihazina bagli bulunan bilgisayarda bulunan Agilent 3D-CE Chemstation, Rev
A.10.01(1635) yazilim1 yardimiyla hesaplanmustir.

Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasi sirasinda elde edilen, her bir hazirlanan ¢ok
anyonlu standart c¢ozelti derisim degerleri ve bu degerler i¢in elektroferogramdan
elde edilen pik alanlar1 ortalamalar1 Microsoft Office Excel ® 2003 programina
aktarilarak, dogrusal regresyon analizi yapilmis ve kalibrasyon egrileri ve egri
denklemleri elde edilmis, ve korelasyon (r) ve tanimlayicilik (R veya R?) katsayilari
hesaplanmistir. Ayrica bu denklemler vasitasiyla su kaynaklarindan alinan, anyon
icerigi derisimi bilinmeyen numunelerin, ihtiva ettikleri anyon miktar1 tayinleri

yapilmistir.

Dogru denklemleri ve basit matematiksel istatistik hesaplamalar (ortalama;,
standard sapma (SS), bagil standart sapma (BSS)) yapilirken Microsoft Ofis Excel®

programindan faydalanilmistir.

Tez ¢aligmalar1 sonucunda, referans anyon grubu numune derisimleri ve diger anyon
grubu numuneleri arasindaki numune derisim Ol¢liim sonuglart arasinda fark olup
olmadigi; anlamlilik kiyaslama testi, tek yonlii ANOVA (One Way ANOVA) testi
kullanilarak gosterilmistir. Tek yonli ANOVA testi icin gerekli olan karigik
istatistiksel hesaplamalar icin SPSS® (11.5) programi kullanilmustir.
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ANOVA testi uygulamasinda, sifir hipotezi (Hy) ve alternatif hipotez (H;) kurulmasi
ve test sonuglarinda karar verilmesi i¢in gerekli olan agamalar ve diger parametreler

Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Tek yonlii ANOVA testi i¢in hipotez olusturma ve karar verme
asamalarinin gosterimi

HIPOTEZ
H, Anyon derisimleri ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark yoktur.
H, Anyon derisimleri ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark vardir.
a 0 =0.05 yanilma diizeyi secilmistir.
KARAR

pr=>0,05 | Anyon derisimleri ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark yoktur.

pu<0,05 | Anyon derisimleri ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark vardir.

pu<0,01 | Anyon derisimleri ortalamalar1 arasinda ¢ok anlamli bir fark vardir.

pu<0,001 | Anyon derisimleri ortalamalar1 arasinda ileri diizeyde anlamli bir fark vardir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kalibrasyon Bulgulari

Bilinmeyen numunenin madde miktarin1  elektroferogramlar  vasitasiyla
hesaplayabilmek icin 2, 5 ve 10 pg/mL standart ¢oklu anyon analizlerinin CZE-IPD

yontemi vasitasiyla elde edilen pik alanlarina karsilik gelen kalibrasyon egrileri

cizilmistir (Sekil 4.1.).

307
y = 2,6455x — 0,5008(Floriir)

257

20 y = 1,8513x — 0,1557(Fosfat)
0

157
EE:, X
& 10 y = 0,8382x + 0,0818(Kloriir)
©
~ y = 0,7071x — 0,3212(Silfat)
O g5 y = 0,5796x — 0,1353(Nitrat)

/'/ y =0,3287x + 0,0133(Br0mur)
0 T T T
0 2 4 6 8 10 12
Derisim (ug/mL )

Sekil 4.1. Bromiir, kloriir, siilfat, nitrat, floriir, fosfatin kalibrasyon egrileri

2—-10 pg/mL derisim araliginda ¢alisilmis ve her bir anyon i¢in 6 farkli kalibrasyon
egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon egrileri i¢in ortalama denklemler (y=ax+b) ve

istatistiksel degerler Cizelge 4.1.’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Kalibrasyon egrilerinin istatistiksel verileri (n=2)

Egimin | Kesisimin Tammlayeilik

Anyon | Regresyon denklemi & 3 Korelasyon Korelasyon
standard | standart
ad1 y= ax+b (r) katsayisi

hatasi hatasi (R)
Bromiir | y=0,3287x +0,0133 0,0077 0,0507 0,9997 0,9994
Klortir y = 0,8382x + 0,0818 0,0027 0,0174 0,9999 0,9999
Siilfat y =0,7071x - 0,3212 0,2554 0,0390 0,9985 0,9970
Nitrat y =0,5796x - 0,1353 0,0090 0,0590 0,9999 0,9998
Floriir y =2,6455x - 0,5008 1,0350 0,1578 0,9982 0,9965
Fosfat y =1,8513x - 0,1557 0,0248 0,1628 0,9999 0,9998

y: Pik alan1 (mAUs) x=Derisim (pg/mL)

4.2. Yontem Bulgular:

4.2.1. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ)

Gozlenebilme sinir1 (LOD), pik alanindaki her bir birim degisime karsilik,

derisimlerde meydana gelen hata paymin standart sapmasina (SD) ve kalibrasyon

egrisinin egimine (a) dayanarak gézlenebilme sinirina yakin olan degerler igerisinde
LOD=3.3(SD/a) formiiline dayanarak hesaplanabilmektedir.
dayanarak, alt tayin smir1 (LOQ), LOQ=10(SD/a) formiiline dayanarak alt tayin

Ayni noktalara

sinirina yakin olan derisim degerleri arasinda hesaplanabilmektedir. Her bir anyon

icin kalibrasyon sonucu elde edilen LOD ve LOQ degerleri Cizelge 4.2.°de

verilmigtir.
Cizelge 4.2. Anyonlar icin LOD ve LOQ degerleri
Anyon LOD (ng/mL) LOQ (png/mL)
Bromiir 0,44 1,34
Klortir 0,06 0,18
Siilfat 1,03 3,13
Nitrat 0,29 0,89
Floriir 1,13 3,41
Fosfat 0,33 0,99
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4.2.2. Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Numune enjeksiyon yontemleri dogrultusunda (Bkz. Boliim 3.3.2.), 20 pg/mL’ye
HPCE Kkalitesinde saf su ile seyreltilmis olan Fluka standart ¢ozeltisi kullanilarak
yapilan enjeksiyonlar sonucu, standart anyonlarinin gog siirelerinde giin i¢i ve giinler

aras1 ve kesinlik degerleri (%BSS) hesaplama sonuglar1 Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Giin i¢i ve giinler arasinda anyonlarin gog siirelerindeki
tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirliklerin gosterimi

Anyon Tekrarlanabilirlik Tekrar iiretilebilirlik
(%BSS), n=3 (%BSS),n=2

Bromiir 1,02 0,680

Klortir 1,08 0,820

Silfat 0,85 0,560

Nitrat 1,26 0,700

Floriir 2,17 0,060

Fosfat 2,63 1,050

Cizelge 4.3.°de gosterildigi iizere, ayn1 giin igerisinde go¢ siirelerinde % 0,5-3.0
arasinda tekrarlanabilirlige ulasilabilirken, iki farkli giin arasinda bu deger goc

stirelerinde kendisini tekrar iiretilebilirlik olarak % 0,5-1,5 arasinda gostermektedir.

4.3. Uygulanan CZE-IPD Yontemiyle Isparta’daki I¢cme Suyu ve

Kaynaklarindan Alinan Cesitli Su Numunelerinin Analiz Sonuclari

Bilinmeyen numune miktar1 tayini yapilmasinda, 6n goriilen anyonlarin kalibrasyon
egrileri olusturulmus ve kalibrasyon denklemleri elde edilmistir. Elde edilen bu
denklemler kullanilarak yapilan hesaplama sonuglari, Isparta ve cevresindeki cesitli
icme suyu ve kaynaklarindan alinan su numunelerinin ihtiva ettikleri anyon
miktarlart ve derisimleri; kullanilan referans tampon ¢ozelti ¢alisma elektroliti ve
kapiler elektroforez icin 6zel iiretilmis olan HPCE kalitesinde analizde kullanilan
kimyasal maddeler yardimiyla, degisiklige ugratilarak uygulanan CZE-IPD yontemi

vasitasiyla Cizelge 4.4.’de gosterilmistir. Ayrica, tanimlayici istatistiksel degerler
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(Standart sapma (SS), ortalama bulunan numune miktari (;), Giiven aralig1 (GA),)
de Cizelge 4.4.’de verilmistir. Derisimlerin hesaplanmasinda tiiretilmis kalibrasyon

egrilerinin denklemlerinden yararlanilmistir (Bkz. Cizelge 4.1).

Cizelge 4.4. Uygulanan CZE-IPD yontemi ile gesitli igme suyu kaynaklarindan
alinan numunelerin analiz sonuglari

Numune Alinan
Yer Golciik golii (n=4) Ayazmana mesireligi (n=4)| Pir Mehmet Efendi cesmesi (n=4)

Anyonlar Kloriir | Siilfat |Floriir | Kloriir | Siilfat | Nitrat |Kloriir| Siilfat | Nitrat | Floriir
4,1100 | 16,2120 [8,0370| 3,2550 | 5,7170 | 3,0580 |2,7410| 87,4080 | 1,1730 | 2,2930
Pik Alam | 5,0330 | 16,8330 [9,2190| 3,4250 | 6,3340 | 3,4130 |2,9840| 89,6330 | 1,1770 | 1,8970
(mAUs) 4,6280 | 16,6780 [9,1740| 3,0530 | 5,5690 | 3,0150 |2,8880| 88,2570 | 1,3380 | 3,1820
44790 | 17,5210 [8,5570| 3,5090 | 6,5630 | 3,5860 |2,5800| 88,6580 | 0,9730 | 1,3580

3,9275 23,3817 (13,2273 2,9074 | 8,5394 | 5,5095 [2,2942|124,0690 | 2,2572 | 1,0561

Buluna.n 5,0286 |24,2599(3,6741| 3,1102 | 9,4120 | 6,1220 [2,5841|127,2157| 2,2641 | 0,9064
numune miktari

(ng/mL) 4,5455 24,0407 |3,6571 | 2,6664 | 8,3301 | 5,4353 |2,4696|125,2697 | 2,5419 | 1,3921

43677 | 25,2329 (13,4239 3,2105 | 9,7358 | 6,4205 |2,1021|125,8368 | 1,9122 | 0,7026

X 4,4673 | 24,2288 |3,4956 | 2,9736 | 9,0043 | 5,8718 |2,3625|125,5978 | 2,2439 | 1,0143
SS 0,4555 | 0,7664 |0,2122| 0,2405 | 0,6763 | 0,4780 [0,2106| 1,3063 | 0,2578 | 0,2906
GA
(ng/mL) 0,4464 | 0,7511 |0,2079| 0,2357 | 0,6627 | 0,4684 [0,2064| 1,2802 | 0,2527 | 0,2847
%BSS 10,1972 | 3,1632 16,0702 | 8,0873 | 7,5105 | 8,1404 |8,9136| 1,0401 |11,4908 28,6461

Cizelge 4.4. (devam)

Numune Alinan
Yer Karbuz ¢esmesi (n=4 Egirdir golii (n=4) Ev cesmesi (n=4)

Anyonlar Kloriir | Siilfat | Nitrat | Floriir | Kloriir | Siilfat | Kloriir | Siilfat | Floriir

7,4300 | 8,4180 | 0,5660 | 1,9270 | 5,5420 | 7,5160 | 5,6630 | 6,5600 | 0,5890

Pik Alam 7,4600 | 8,4530 | 0,6670 | 2,0770 | 5,7350 | 7,3180 | 7,1390 | 8,5120 | 0,7730

(mAUs) 6,5280 | 7.5050 | 0,6300 |2,1070 | 70210 | 9,0440 | 6,5230 | 7,5820 | 0,5060

7,4730 | 8,6540 | 0,8160 | 2,2490 | 6,4070 | 8,3910 | 6,3730 | 7,6480 | 0,7940

7,8883 | 12,3592 | 1,2100 | 09177 | 5,6359 | 11,0836 | 5,7802 | 9,7316 | 0,4119
Bulunan

. 7,9241 | 12,4087 | 1,3842 | 0,9744 | 5,8661 | 10,8036 | 7,5412 | 12,4922 | 0,4815
numune miktari
(ng/mL) 6,8122 | 11,0680 | 1,3204 | 0,9857 | 7,4004 | 13,2445 | 6,8063 | 11,1769 | 0,3806

7,9396 | 12,6930 | 1,6413 | 1,0394 | 6,6679 | 12,3210 | 6,6273 | 11,2703 | 0,4894

X 7,6411 | 12,1322 | 1,3890 | 0,9793 | 6,3926 | 11,8632 | 6,6887 | 11,1677 | 0,4409
SS 0,5530 | 0,7246 | 0,1830 | 0,0499 | 0,8044 | 1,1326 | 0,7233 | 1,1295 | 0,0532
GA
(ng/mL) 0,5419 | 0,7100 | 0,1793 | 0,0489 | 0,7883 | 1,1099 | 0,7088 | 1,1069 | 0,0521
%BSS 7,2371 | 5,9721 | 13,1733 | 5,0967 | 12,5833 | 9,5471 | 10,8140 | 10,1138 | 12,0609
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4.4. Uygulanan CZE-IPD Yontemiyle Elde Edilen Elektroferogram Bulgulari

CZE-IPD yontemi kullanilarak Fluka standart ¢ozeltisi ve Isparta’daki icme suyu ve
kaynaklarindan alinan su numuneleri {izerinde yapilan incelemelerde, CE vasitasiyla
tespit edilen anyonlarla ilgili elektroferogramlar Sekil 4.2., 4.3., 4.4., 4.5., 4.6., 4.7.
ve 4.8.”de gosterilmistir. Ayrica, elektroferogramlardan elde edilen veriler vasitasiyla
her bir farkli yerden aliman numune i¢in ihtiva ettigi anyonun, dorder Ol¢liim

sonrasinda gozlemlenebilen go¢ siireleri (t,) ve tagmabilirliklerindeki (w,, )

tekrarlanabilirlik degerleri Cizelge 4.5.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. CZE-IPD yd6ntemiyle analizi yapilan standart anyon ¢ozeltisi
elektroferogrami

CZE kosullari: Erimis slika kapiler, 48,5 cm x 50um i¢ ¢ap, 40 cm etkin uzunluk;
voltaj 30 kV (negatif); Fluka pH=7,7 tampon ¢ozeltisi: 0,75 mM hekzametonyum
hidroksit, 6,5 mM NaOH, 2,25 mM piromellitik asit ve 1,60 mM triethanolamin

(Fluka); dolayli fotemetrik UV tespiti (IPD), 350 nm inverted, 245 nm referans

sinyal; hidrodinamik enjeksiyon (50 mbars). Pikler: 1=Bromiir (0,44 mg/l); 2=Kloriir
(0,06 mg/1); 3= Siilfat (1,03 mg/1); 4. Nitrat (0,29 mg/1); 5. Floriir (1,13); 6. Fosfat
(0,33 mg/l).
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Sekil 4.3. Ayazmana mesireligi numune elektroferogrami
CZE kosular1: standart anyon ¢dzeltisiyle ayn1 kosullar (Bkz. Sekil 4.1.)
Pikler: 1=Klortir, 2=Siilfat, 3= Nitrat
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Sekil 4.4. Ev cesmesi numune elektroferogrami
CZE kosular1: standart anyon ¢ozeltisiyle ayni kosullar (Bkz. Sekil 4.1.)
Pikler: 1=Kloriir, 2=Siilfat, 3= Floriir
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Sekil 4.5. Egirdir gélii numune elektroferogrami
CZE kosular1: standart anyon ¢ozeltisiyle ayni kosullar (Bkz. Sekil 4.1.)
Pikler: 1=Kloriir, 2=Siilfat
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Sekil 4.6. Golciik gdli numune elektroferogrami
CZE kosular1: standart anyon ¢ozeltisiyle ayni kosullar (Bkz. Sekil 4.1.)
Pikler: 1=Kloriir, 2=Siilfat, 3= Floriir
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Sekil 4.7. Karbuz ¢esmesi numune elektroferogrami
CZE kosular1: standart anyon ¢ozeltisiyle ayni kosullar (Bkz. Sekil 4.1.)
Pikler: 1=Kloriir, 2=Siilfat, 3= Nitrat, 4= Floriir
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Sekil 4.8. Pir Mehmet Efendi ¢esmesi numune elektroferogrami
CZE kosular1: standart anyon ¢ozeltisiyle ayni kosullar (Bkz. Sekil 4.1.)
Pikler: 1=Kloriir, 2=Siilfat, 3= Nitrat, 4= Floriir
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Cizelge 4.5. CZE-IPD yo6ntemiyle analizi yapilan numunelerin gog stirelerindeki
tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirliklerin gosterimi

Numune
Alinan Yer | Golciik golii (n=4) |Ayazmana mesireligi (n=4)|Pir Mehmet Efendi ¢cesmesi (n=4)
Anyonlar [Kloriir|Siilfat| Flor | Kloriir | Siilfat | Nitrat | Kloriir | Siilfat | Nitrat | Floriir
G siiresi 2,088012,2290|3,4710| 2,1140 22310 | 2,3580 | 2,1610 | 2,3630 | 2,4380 | 3,7430
¢ 2,1250 |2,2680(3,5040| 2,1190 | 2,2370 | 2,3640 | 2,1590 | 2,3660 | 2,4400 | 3,7670
@ mk 2,105012,2470|3,4610| 2,1010 22160 | 2,3420 | 2,1690 | 2,3630 | 2,4370 | 3,7430
ak.) 2,045012,1820(3,3650( 2,0810 2,1950 | 2,3240 | 2,1740 | 2,3790 | 2,4530 | 3,7020
tm 2,0908 |2,2315|3,4503| 2,1038 2,2198 | 2,3470 | 2,1658 | 2,3678 | 2,4420 | 3,7388
SS 0,0340 |0,0366|0,0597| 0,0170 0,0187 | 0,0179 | 0,0070 | 0,0076 | 0,0074 | 0,0270
% BSS 1,6283 (1,6423(1,7312| 0,8061 0,8431 | 0,7638 | 0,3229 | 0,3223 | 0,3046 | 0,7218
Tasmabilirlik 0,516210,4835|0,3105| 0,5098 0,4831 | 0,4571 0,4987 | 0,4561 | 0,4421 | 0,2879
M 0,507210,475210,3076| 0,5086 0,4818 | 0,4559 | 0,4992 | 0,4555 | 0,4417 | 0,2861
szl;(V 0,512010,479710,3114| 0,5130 0,4864 | 0,4602 | 0,4969 | 0,4561 | 0,4423 | 0,2879
(em/skV) 0,5270 [0,4939(0,3203| 0,5179 | 0,4910 | 04638 | 0,4958 | 0,4530 | 0,4394 | 0,2911
B app 0,5156 |10,4831|0,3124| 0,5123 0,4856 | 0,4592 | 0,4977 | 0,4552 | 0,4414 | 0,2883
SS 0,0085|0,0080|0,0055| 0,0041 0,0041 | 0,0035 | 0,0016 | 0,0015 | 0,0013 | 0,0021
%BSS 1,6405 [1,6553(1,7530| 0,8093 0,8463 | 0,7658 | 0,3228 | 0,3214 | 0,3038 | 0,7242
Cizelge 4.5. (devam)
Numune Alinan

Yer Karbuz ¢cesmesi (n=4) Egirdir golii (n=4) Ev cesmesi (n=4)
Anyonlar Kloriir| Siilfat | Nitrat |Floriir| Kloriir | Siilfat | Kloriir | Siilfat | Floriir
Gig siiresi 2,04401| 2,1490 | 2,2590 |3,3670| 2,1670 | 2,2950 | 2,1690 | 2,2940 | 3,7380
t 2,0430| 2,1490 | 2,2600 |3,3750| 2,1340 | 2,2590 | 2,1660 | 2,2910 | 3,6930
dmk 2,0540| 2,1610 | 2,2770 |3,4250| 2,1190 | 2,2440 | 2,1650 | 2,2910 | 3,7050
(dak.) 2,0850| 2,1960 | 2,3040 |3,4530| 2,1170 | 2,2420 | 2,1540 | 2,2790 | 3,6960
tm 2,0565| 2,1638 | 2,2750 (3,4050| 2,1343 | 2,2600 | 2,1635 | 2,2888 | 3,7080
SS 0,0196| 0,0222 | 0,0210 |0,0410| 0,0231 | 0,0245 | 0,0066 | 0,0067 | 0,0206
%BSS 0,9549| 1,0275 | 0,9241 |1,2047| 1,0830 | 1,0856 | 0,3031 | 0,2906 | 0,5566
Tagmabilirlik 0,5273] 0,5015 | 0,4771 |0,3201| 0,4974 | 0,4696 | 0,4969 | 0,4698 | 0,2883
M 0,5275] 0,5015 | 0,4769 10,3193| 0,5051 | 0,4771 | 0,4976 | 0,4704 | 0,2918
;/‘p‘;( v 0,5247| 0,4987 | 0,4733 10,3147 0,5086 | 0,4803 | 0,4978 | 0,4704 | 0,2909
(em/skV) 0,5169| 0,4908 | 0,4678 |0,3121| 0,5091 | 0,4807 | 0,5004 | 0,4729 | 0,2916
Happ 0,5241| 0,4981 | 0,4738 |0,3166| 0,5050 | 0,4769 | 0,4982 | 0,4709 | 0,2907
SS 0,0050| 0,0051 | 0,0044 (0,0038| 0,0054 | 0,0051 | 0,0015 | 0,0014 | 0,0016
%BSS 0,9475| 1,0189 | 0,9190 |1,2022| 1,0747 | 1,0770 | 0,3038 | 0,2914 | 0,5541
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4.4.1. Elektroferogram bulgularinn istatistiksel sonuclari

CZE-IPD yontemi kullanilarak, bilinmeyen numuneler iizerinde CE ile yapilan

Ol¢iimlerden elde edilen elektroferogramlar incelenerek, tayin edilen numune

konsantrasyonlarinin her bir anyon grubu i¢in, bir grup referans alinmis (I.grup) ve

diger gruplarda bulunan (II.grup) ortalama anyon miktarlar1 arasinda anlamli bir

farkin olup olmadig1 tek yonli ANOVA (One-Way ANOVA) istatistiksel testi

kullanilarak tespit edilmis ve Cizelge 4.6.’da ¢oklu kiyaslamalar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Referans anyon grubu ve diger gruplar arasinda ortalama anyon
miktarlar olasiklarinin (p), ¢oklu kiyaslama gosterimi

Coklu Kiyaslama
Numune alinan yer p(0,05)

I. Grup II.Grup Kloriir  [Siilfat  |Nitrat |Floriir

Egirdir golii 0,987 0,959 - -

Ayazmana Mesireligi 0,000*  |0,140% - -
Ev Cesme Golciik goli 0,001*  |0,000%* - 0,000*
Karbuz ¢cesme 0,340 0,854 - 0,011*
Pir M. Efendi Cesme 0,000*  |0,000%* - 0,007*

Ev Cesme 0,987 0,959 - -

Ayazmana Mesireligi 0,000*  |0,026* - -

Egirdir golii Goleiik golii 0,005*  0,000% - -

Karbuz ¢cesme 0,113 0,999 - -

Pir M. Efendi Cesme 0,000*  |0,000%* - -

Ev Cesme 0,000* 0,140 - -

Egirdir goli 0,000*  |0,026* - -

Ayazmana mesireligi  |Gglciik golii 0,038*  10,000% - -

Karbuz ¢cesme 0,000* 0,013* ]0,000* -

Pir M. Efendi Cesme 0,771 0,000* ]0,000* -
Ev Cesme 0,001*  |0,000%* - 0,000*

Egirdir goli 0,005*  |0,000* - -
Golciik golii Ayazmana Mesireligi 0,038*  |0,000* -

Karbuz ¢cesme 0,000*  |0,000* - 0,000*
Pir M. Efendi Cesme 0,002*  |0,000* - 0,000*

* Ortalama farki p=0,05 seviyesinde anlamlidir.
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Cizelge 4.6. (devam)

Ev Cesme 0,340 0,854 - 0,011%*

Egirdir golii 0,113 10,999 - -

Karbuz ¢esme Ayazmana Mesireligi 0,000* |0,013* ]0,000* -
Golciik golii 0,000*  |0,000* - 10,000%

Pir M. Efendi Cesme 0,000*  [0,000* 10,017* (0,995
Ev Cesme 0,000* |0,000* - 10,007*

Egirdir golii 0,000%  |0,000% - -

Pir M. Efendi Cesme  |Ayazmana Mesireligi 0,771  ]0,000* [0,000* 0,000
Golciik golii 0,002*  |0,000% - |0,000%

Karbuz ¢cesme 0,000* |0,000* ]0,017* 10,995

* Ortalama farki p=0,05 seviyesinde anlamlidir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Alt1 farkli anyon (bromiir, kloriir, siilfat, nitrat, floriir, fosfat) iceren standart anyon
¢Ozeltisi kullanilarak 1-10 pg/mL arasinda degisen derigimler kullanilarak X’in 6 ve
daha iyi bir rakam1 simgeledigi 0,99X korelasyon katsayilari, anyon analizleri i¢in
hesaplanmistir. Standart ¢ozeltisinin seyreltilmesinde yiiksek kalitede kapiler alan
elektroforezi igin 6zel dlglimde hazirlanmig saf su kullanilmis ve her bir bilinmeyen
anyon i¢in, derigimleri, go¢ siireleri ve gozlenebilen tasinabilirlik degerleri icin %
BSS degerleri hesaplanmistir. Sonug olarak, alinan numuneler igin, ihtiva ettikleri
cesitli anyonlar icin gog stireleri % 0,25-1,8 arasinda degerlerde saptanmistir. Ayrica
bu sonu¢ anyon tasinabilirlikleri icin % 0,3-1,8 arasinda degisen degerlerde
saptanmistir. Bu hesaplamalar sonucunda, kesinlik agisindan gog¢ siirelerinin ve
taginabilirlik dl¢limlerinin birbirleri arasinda yiiksek derecede kesinlik gosterdikleri

sOylenebilir.

Rhemrev-Boom (1994), Fluka elektrolit tamponu kullanarak CE ile yaptig1 anyon
analizleri sonuglarinda, her bir anyonunun kendi bulundugu numune grubu igerisinde
tekrarlanan dl¢limler dogrultusunda gog siireleri i¢in %2 nin altinda %BSS degerleri
gosterirken, miktar tayinleri i¢in kullanilan pik alanlarinin %BSS degerlerinin klor
siilfat ve nitrat gibi anyonlar i¢in % 7-15 arasinda sonuglar verdigini ve bu
degerlerlerin tekrarlanabilirlik acisindan iyi degerler oldugunu vurgulamistir. Diger
taraftan floriir ve fosfat tayinlerinde %BSS degerlerinin %67, %30 gibi sapmalar
gosterdigi gozlemlenmis ve bu durumun pik alani entegrasyonun otomatik olarak
degil de elle yapilmasi sonucundan kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Bu ¢alismada
ise, her bir su numunesi i¢in bilinmeyen anyon miktarlar1 kesinlik degerleri, floriir
anyonu hari¢ diger anyon degerleri icin %1-14 arasinda hesaplanmistir. Floriir igin
ise Pir Mehmet Efendi ¢esmesinden alinan numunelerin miktar tayinleri sonucunda
kesinlik degeri % 28,65 olarak hesaplanmistir. Bu durum, Fluka tampon c¢ozeltisi
kullanarak, CZE-IPD y6ntemiyle floriir anyon miktar1 tayinin kesinlik agisindan her
bir numune analizinde biiytlik farkliliklar gosterebilecegini gostermektedir. Bu da; bu
calismada, Fluka tampon c¢ozeltisi kullanarak yapilan floriir anyonu tayinlerinin

sapmalar gosterebilecegini gdstermektedir.
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Isparta ve cevresinde farkli yerlerdeki igme suyu kaynaklarindan alinan derigimleri
bilinmeyen su numunelerinin i¢erdikleri anyon miktari tayin edildikten sonra, her bir
numune grubu, icerdigi her bir anyon miktar1 agisindan istatistiksel olarak fark olup
olmadigini incelemek ve kiyaslamalar yapabilmek i¢in tek yonlii ANOVA testi
uygulanmistir ve ortalama anyon miktarlart olasiliklart hesaplanmistir (Bkz. Cizelge

4.6.).

Tek yonli ANOVA istatistiksel ¢oklu ortalama anyon miktar1 olasiliklari
kargilagtirmalar1t sonucunda; analiz i¢in alman su numuneleri igerdikleri klor
miktarlar1 acisindan karsilastirildiklarinda; Egirdir goli, ev ¢esmesi ve Karbuz
cesmesinden alinan numuneler kendi aralarinda benzerlik gdsterirken, Pir Mehmet
Efendi ¢cesmesi ve Ayazmana mesireligi ¢esmesinden alinanlar da kendi aralarinda
benzerlik gostermektedir. Diger bir taraftan, Golciik goliinden alinan su numesi klor
miktarlari, Egirdir golii, Ayazmana mesireligi ve Pir Mehmet Efendi ¢esmesinden
alianlarla anlaml bir fark gosterirken, ev ¢esmesi ve Karbuz ¢esmesinden alinan

numunelerle ileri diizeyde anlamli farklilik gostermektedir.

CE ile analiz i¢in alman su numuneleri igerdikleri siilfat miktarlar1 acisindan
karsilagtirildiklarinda; Egirdir golii, ev cesmesi ve Karbuz c¢esmesinden alinan
numuneler kendi aralarinda benzerlik gosterirken, Ayazmana mesireligi ve ev
cesmesinden almanlar da kendi aralarinda benzerlik gostermektedir. Ote yandan,
Golcik golinden ve Pir Mehmet Efendi c¢esmesinden alinan su numuneleri
birbirleriyle ve diger yerlerden alinan su numuneleri ile ileri diizeyde anlamh

farklilik gostermektedir.

CE ile analiz i¢in alinan su numunelerinden, iceriginde nitrat tespit edilen Ayazmana
mesireligi, Karbuz ¢esmesi ve Pir Mehmet Efendi ¢esmesinden alinan numuneler,
nitrat miktarlart agisindan karsilagtirildiklarinda bir benzerlik gézlemlenmezken, Pir
Mehmet Efendi ¢esmesi ve Karbuz ¢esmesinden alinan numuneler arasinda anlamli
bir fark varken; Ayazmana mesireligi ve Karbuz c¢esmesinden alinan numuneler

arasinda ileri diizeyde anlamli bir farkliligin oldugu bulunmustur.
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CE ile analiz i¢in alinan su numuneleri icerdikleri floriir miktarlar1 acisindan
karsilastirildiklarinda, Pir Mehmet Efendi ¢esmesi ve Karbuz ¢esmesinden alinan
numuneler kendi aralarinda benzerlik gosterirken, ev ¢esmesi ve Golciik goliinden
aliman numuneler birbirleri arasinda ileri diizeyde anlamli farklilik gostermektedir.
Diger bir taraftan; ev ¢esmesinden alinan numuneler ile Karbuz ve Pir Mehmet
Efendi c¢esmesinden alinanlar arasinda anlamli bir farklilhik goriiliirken, Golciik
gbliinden alinan numuneler ile Karbuz ¢esmesi ve Pir Mehmet Efendi ¢cesmesinden

alinan numuneler arasinda ileri diizeyde anlamli bir fark goriilmektedir.

TSE.266 (2005) igcme suyu standartlarina gore, igme suyunda bulunmasi gereken
anyon miktarlari, kaynak (memba) sular1 (Smif 1) ve kaynak sular1 disindaki insani
tiikketim amacli islem gérmiis kaynak (memba) sular1 (Sinif 2, Tip 1) i¢in floriir= 1,0
ug/mL, nitrat= 25 pg/mL, kloriir=30 pg/mL, siilfat= 25 ug/mL olarak bildirilmistir.
Kaynak sular1 disindaki insani tiiketim amacli icme ve kullanma sular1 (Sinif 2, Tip
2) icin ise bu miktarlar, floriir= 1,5 pg/mL, nitrat= 50 pg/mL, klorir=250 pg/mL,
stilfat= 250 pg/mL olarak bildirilmistir.

Buna gore, Golciik géliinden alinanan numunede tespit edilen ortalama klor ve siilfat
miktarlar1 (Bkz. Cizelge 4.4.), Smmif 1 ve Simif 2, Tip 1 standartlarina uygunken,
floriir miktarmin (Bkz. Cizelge 4.4.) igme suyu standartlarinin disinda oldugu

gorilmiistir.

Ayazmana mesireliginden alinan numunede tespit edilen ortalama kloriir, siilfat,
nitrat miktarlar1 (Bkz. Cizelge 4.4.), TSE.266 (2005) Smif 1 ve Smf 2, Tip 1

standartlarina uygundur.

Pir Mehmet Efendi ¢esmesinden alinan numunede tespit edilen ortalama kloriir ve
nitrat miktarlar1 (Bkz. Cizelge 4.4.) TSE.266 (2005) Siif 1 ve Smmf 2, Tip 1
standartlarina uygunken, siilfat ve floriir miktarlari, kaynak sulari disindaki insani

tikketim amagli, icme ve kullanma sular1 (Smif 2, Tip 2) standartlarina uygundur.
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Karbuz ¢esmesinden alinan numuneden tespit edilen ortalama kloriir, siilfat nitrat ve
floriir miktarlar1 (Bkz. Cizelge 4.4.) TSE. 266 (2005) Smif 1 ve Smif 2, Tip 1

standartlarina uygundur.

Egirdir goliinden alinan numunede tespit edilen ortalama kloriir, stilfat miktarlar
(Bkz. Cizelge 4.4.), TSE. 266 (2005) Smif 1 ve Smif 2, Tip 1 standartlarina

uygundur.
Ev Cesmesinden alinan numunede tespit edilen ortalama klor, siilfat ve floriir

miktarlar1 (Bkz. Cizelge 4.4), TSE. 266 (2005) Sinif 1 ve Sinif 2, Tip1 standartlarina

uygundur.
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