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ILETKENLIK DEDEKTORLU iYON KROMATOGRAFISI iLE ALKOLLU
ICECEKLERDE FLORUR, ASETAT, FORMAT, KLORUR, NITRAT,
SULFAT ANYONLARININ BIRLIKTE TAYINi

OZET

Alkollii i¢kiler yapim teknigi ve bilesimleri yoniinden degerlendirildiginde; fermente
alkollii ickiler ve distile alkollii ickiler olmak tizere iki grupta incelenir.

Tirkiye’ de iiretimi yapilan damitik alkollii igkilerin basinda raki gelmektedir. 2017
yili TAPDK istatistik verilerine gore raki 16.750.000 litre tretimi ile biradan
(47.800.000 litre) sonra Tiirkiye’ nin en cok iiretilen ve tiiketilen alkollii ickisidir.
Distile alkollii ickiler grubunda ise raki birinci siradadir.

Raki; karakteristik 6zelligini Tiirkiye Cumhuriyeti sinirlar i¢cinde yer alan dogal
unsurlardan, o6zellikle Tiirkiye’ de yetisen {iziim, anason ve Tiirkiye’ de uygulanan
geleneksel {lretim yontemlerinden alan, {retimi, islenmesi ve diger islemleri
tamamiyla Tiirkiye sinirlar1 iginde yapilan kendine has, renksiz distile alkollii igkidir.

Geleneksel Alkollii i¢ki Ureticileri Dernegi’ nin (GISDER) Tiirk Patent Enstitiisii’ ne
(TPE) yaptig1 bagvuru sonucunda “raki” ibaresinin mense ad1 kapsaminda cografi
isaret olarak tesciline 1999 yilinda karar verilmis ve karar Avrupa Birligi tarafindan
tanimnmistir.

Tiirk Gida Kodeksi Distile Alkollii Igkiler Tebligi’ ne gére Tiirk rakisi, yalnizca
suma veya tarimsal kokenli etil alkolle karistirilmis sumanin 5.000 litre veya daha
kiigiik hacimli geleneksel bakir imbiklerde anason tohumu (Pimpinella anisum) ile
ikinci kez damitilmasiyla Tiirkiye’ de iretilen ve alkol orani en az %40 olan, distile
alkollii bir igkidir. Uriindeki toplam alkoliin en az %65 i sumadir. Hazirlanmasinda
rafine beyaz seker kullanilir ve seker miktari en fazla 10 g/ L’ dir. Metil alkol igerigi
hacmen, %100 alkoliin litresinde 150 gramdan fazla olamaz. Anason tohumu
kaynakl1 eterik yagin anetol miktari, iiriinde en az 800 mg / L olmalidir.

Raki damitik bir alkollii icki oldugu i¢in raki kalitesini belirleyen temel unsurlar
ucucu bilesiklerdir. Bunlar etanol, metanol, etanol ve metanol disindaki ucucu
bilesikler ve anasondan gelen eteri yaglar olmak tiizere 4 grup altinda toplanabilir.
Ucucu bilesiklerin miktarlar1 ve birbirlerine oranlar1 alkollii igkilere karakteristik tat
ve kokularin1 kazandirmakta ve aralarindaki iliski kaliteyi etkilemektedir. Bu 4
gruptan anason eteri yagi disindaki ugucu bilesikler ¢ogunlukla alkol fermantasyonu
sirasinda olugsmakta, kismen de hammaddeden gelmektedir. Alkollii maysenin
damitilmas1 ile etil alkolle birlikte ugucu bilesikler damitiga ge¢mekte ve bu
bilesiklerin konsantrasyonlari son iirinde artmaktadir. Alkol fermantasyonu ile
meydana gelen alkollii stvinin damitiginda bulunan su ve etil alkol disindaki baslica
bilesikler; metanol, aldehitler (asetaldehit, asetal), esterler (etil asetat, metil asetat) ve
yiiksek alkollerdir (2-biitanol, n-propanol, izobiitanol, n-biitanol, 2-metil-1-biitanol,
3-metil-1-biitanol). Bu bilesiklerin biiyiik bir kismi belirli bir dozun {izerinde toksik
ve sagliga zararli maddelerdir. Bunlardan en tehlikelisi metanol olup, metaboliti
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formik asitin yiikselen seviyesi; optik sinirlerde ciddi hasara, solunum yetmezligine,
karaciger ve bobrek yetmezligi gibi ciddi 6liimciil sonuglara ve komaya neden
olabilir. 10 mmol/ L’ nin (0,5 mg/ mL) iizerindeki kan konsantrasyonlari; metabolik
asidozu indiikleyebilir ve 6liime yol agabilir.

Metanol; alimindan 2-24 saat sonra hizlica ADH enzimi ile formaldehite ve ardindan
FDH enzimiyle, toksisitesi metanole gore oldukc¢a yiiksek olan formik asite hizlica
metabolize olur. Kanda bulunan format miktari, metanol toksikasyonunun bir
belirtecidir. Format iyonunun insan viicudundaki miktarinin takip edilebilmesi, klinik
olarak teshis acisindan ¢ok dnemlidir.

Bu nedenle raki son iiriiniinde ugucu bilesiklerin miktarlari, saglik agisindan giivenli
kabul edilen limitlerde tutulmalidir. Uretim sirasinda damitma islemiyle, bu
bilesiklerin kaynama noktalarmin farklt olmasindan yararlanilarak, bilesiklerin
birbirlerinden ayirilmasi hedeflenir. Bu amagla damitik bag, orta ve son {iriin olarak
adlandirilan 3 fraksiyona ayrilir. Etil alkole gore daha diisiik sicakliklarda buharlasan
asetaldehit, asetal, metil asetat, etil asetat ve metanoliin bulundugu bas iiriin ile daha
yiiksek sicakliklarda buharlagan yiiksek alkollerin (2-biitanol, n-propanol, izobiitanol,
n-biitanol, 2-metil-1-biitanol, 3-metill-biitanol) bulundugu son iiriin ayrilarak, etil
alkolce zengin orta iirlin alimip rakiya islenir. Ancak etil alkol disindaki ugucu
bilesikler, orta iirlinlin alinma zamanina bagli olarak az veya ¢ok miktarlarda rakiya
gecer. Dolayistyla hammadde o6zellikleri ve alkol fermantasyonu disinda suma
damitma, raki damitma sistemi ve yontemi raki kalitesi tizerinde etkili olmaktadir.

2003 yilinda icki tiretiminde devlet tekelinin kalkmasi ve yeni iretici firmalarin
pazara girmesi ile iiretilen ve piyasaya sunulan Tiirk rakilarinin kaliteleri ve Tirk
Gida Kodeksi’ ne uygunluklar: konusu son derece biiyiik 6nem arz etmektedir.

Ayrica son yillarda siklikla karsimiza ¢ikan sahte raki iiretimi ve piyasaya sunulmasi
sonucu metanol zehirlenmelerinin  yasanmasi raki  analizlerinin = 6nemini
gostermektedir. 2005 yilinda 6ldiiriicii dozda metanol igeren sahte rakidan 23 kisinin
hayatin1 kaybetmesi ve onlarca insanin zehirlenip hastaneye kaldirilmasi alkollii igki
tiretiminde kontrollerin 6nemini gozler oniline sermistir.

Bu olaylarin ardindan, 2005 yilinda Tiirk Gida Kodeksi Damitik Alkollii Igki
Yonetmeligi, 1576/89 yonetmeligi ile Avrupa Birligi uyum ¢ercevesinde diizenlendi.
Diizenleme; tiim distile alkollii igkilerin, teknigine uygun ve hijyenik sekilde
hazirlanmasi, islenmesi, iiretilmesi, analitik limitlere uygunlugu ve giivenilirligi,
depolanmasi, taginmasi, muhafaza edilmesi, piyasaya arzi ve cografi isaretlerinin
korunmasina iligskin usul ve esaslar icermektedir.

Bu calismada raki numunelerinde, raki lretim prosesi sirasinda yan lriin olarak
ortaya c¢ikan metanol metaboliti olan format tayini ve gidalarda siklikla analizleri
yapilan floriir, asetat, kloriir, nitrat ve siilfat anyonlarinin tayini i¢in segici, giivenilir
ve hassas bir yontem gelistirilmeye c¢alisilmistir. Bu amagla suppressorlii iletkenlik
dedektorii, Dionex Ion Pac® AS20 analitik kolon (2x250 mm) ve Dionex lon Pac®
AG20 guard kolonu (2x50 mm) bulunan Dionex marka iyon kromatografi cihazinda
gradient ve isokratik NaOH eluenti kullanilarak methot gelistirilmistir.

Floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve siilfat anyonlarini igeren standart ¢ozeltiler
hazirlandi, kalibrasyon egrisi 0,05- 60 mg/L kosantrasyon araliginda iyi bir lineerlik
gosterdi, r* degerleri her bir anyon igin 0,999 olarak bulundu. Spikel ve spikesiz raki
numunelerinin analizi ile anyonlarin % geri kazanim degerleri % 92,38 — 99,06
araliginda bulundu. Piyasada satilan farkli Tirk raki markalari ve Yunan rakisi

XX



olarak bilinen uzo numunesi incelendi. Coklu 6l¢iimlerle tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
yapildi.

Sonug olarak yiiriitiilen bu ¢aligma ile numune hazirlamasi basit, ucuz; rutin analizler
i¢cin hizl, giivenilir ve hassas bir analiz metodu gelistirildi.
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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF FLUORIDE, ACETATE,
FORMATE, CHLORIDE, NITRATE, SULPHATE IN ALCOHOLIC
BEVERAGES WITH ION CHROMATOGRAPHY/ CONDUCTIVITY
DETECTOR

SUMMARY

Alcoholic drinks when evaluated of manufacturing technique and composition are
examined in two groups; fermented alcoholic beverages and distilled alcoholic
beverages.

Raki is the most widely produced and consumed distilled alcoholic beverages in
Turkey. According to statistical datas of TAPDK; raki (16,750,000 liters) is the
second most produced alcoholic beverage after the beer (47,800,000 liters) in 2017.

Raki is characterized by natural factors within the borders of the Republic of Turkey.
Grapes and anise which are grown in Turkey and conventional manufacturing
method applied in Turkey are used. Production, processing and the other operations
are also performed in Turkey.

As a result of the application made by the Turkish Alcoholic Beverage Makers
Association (GISDER) to the Turkish Patent Institute (TPE), the registration of the
“raki” as a geographical indication under the name of origin was decided in 1999 and
the decision was recognized by the European Union.

It is described in Turkish Food Codex (2005) as a spirit that must be produced in
Turkey by double distillation of suma or suma mixed with agricultural-based ethanol
and flavoured with aniseed (Pimpinella anisum). Suma is produced mainly from
raisins, molasses and/or grape must and is a distillate with a maximum 94,5% ethanol
content. Suma can be also mixed with ethanol from an agricultural origin and this
final mixture must contain at least 65% suma. Suma or suma-ethanol mixture is
distilled in copper alembics with a maximum capacity of 5000 L and three groups of
distillates; light, intermediate and heavy are separated. Intermediate distillate is used
for raki manufacture and diluted to 45% alcohol. After the addition of rafined white
sugar product is stored for at least one month before filling. During preparation,
refined white sugar should be used and the amount of sugar should have a maximum
of 10 g/L in the product. The methyl alcohol content of raki must not exceed 150
grams per hectoliter of 100% alcohol. The amount of anethole of the etheric oil
originating from the anise seed should comprise a minimum of 800 mg/L in the
product.

Because raki is a distillated alcoholic drink, the essential compounds that determine
quality of raki are volatile compounds. These essential compounds can be grouped
into four: ethanol, methanol, other volatile compounds except ethanol and methanol
and etheric oils from the anethole. The quantities and proportions of volatile
compounds give a characteristic taste and odor to alcoholic beverages and between
the relationships of them affects quality. Except the etheric oil compounds, volatile
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compounds are mostly formed during alcohol fermentation and partly coming from
raw materials. During the distillation of the alcoholic beverage, the volatile
compounds pass through the distillate with ethyl alcohol. So the concentrations of
these compounds increase in the last product. Except water and ethanol, main
compounds of the distillate of alcohol fermantation are; methanol, aldehydes, esters
and high alcohols. These compounds are toxic and harmful over the limit doses.

Most dangerous of these compounds is methanol. Although methanol itself is
harmless, its metabolites are toxic and its consumption causes methanol poisoning in
both humans and animals. Methanol spreads rapidly into the body via all routes.
After dispersion in body compartments, methanol is firstly digested into
formaldehyde by alcohol dehydrogenase enzyme. Formaldehyde is thirtythree times
more toxic than methanol, and it is speedily converted into formic acid by aldehyde
dehydrogenase enzyme. Formic acid is six times more toxic than methanol. The
elevated level of the acid occurring in the human body can cause significant fatal
effects such as serious damage to optical nerve, respiratory failure, hepatic and renal
failure, and coma. Blood concentrations above 10 mmol/L (0.5 mg/mL) can induce
deep metabolic acidosis and lead to death.

For this reason, the amounts of volatile compounds in the final product of raki should
be kept at health-safe limits. During the distillation of the product, it is aimed to
separate the compounds from each other by exploiting the fact that these compounds
have different boiling points. The light fraction containing acetaldehyde, acetal,
methyl acetate, ethyl acetate and methanol which evaporate at low temperatures and
heavy fraction containing high level alcohols (2-butanol, n-propanol, isobutanol, n-
butanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyll-butanol) which evaporate at high
temperatures are not used. The intermediate fraction of distillate is termed the ‘heart’
of the distillate and this part is rich in ethanol. This intermediate fraction distilled in
the presence of the anise is traditionally called the suma.

Until 2004, Raki was produced under licence of the Turkish monopoly with no
competition. After privatization of the monopoly in 2004, with the increase of the
private sector, several new brands and types of Raki have emerged, each with its own
distinct composition and production method, although the overall qualities of the
drink are generally consistent.

Many death cases related to methanol intoxication due to consumption of illegal raki
have been reported in Turkey. In 2005, 23 people died in Turkey and dozens were
hospitalised after drinking illegal raki containing lethal levels of methanol.
Therefore, it became very important to control the quality of alcoholic beverages
produced in Turkey.

The Turkish Food Codex Distilled Alcoholic Beverage Regulation of 2005, which
allowed harmonization of Turkey with the European Community (EC) under the
1576/89 regulation, established the definition and production procedures for all
distilled alcoholic beverages and fixed common analytical composition limits to
control their quality and safety.

Suitable chromatographic conditions and pre-treatment method was developed for
simultaneous analysis of floride, acetate, formate, chloride, nitrate and sulphate
anions in raki on this study. Samples were analyzed by ion chromatography /
conductivity detector equipped with a Dionex Ion Pac® AS20 analytical coluomn
(2x250 mm) and a Dionex Ion Pac® AG20 guard column (2x50 mm) using gradient
and isocratic NaOH elution.
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The calibration curves showed a good linearity in the ranges of 0.05-60 pg/L with
the r? values of 0.999, for each anion. Significant results were obtained for various
unspiked and spiked raki samples with % recovery in the range of 92.38 — 99.06 %.
The method was applied to raki samples purchased from Turkey markets and the
ouzo sample. Repeatability of the results were showed with the multiple
measurements.

The advantages of the method described herein are: (i) it allows determining trace
amount of formate and the other anions (floride, acetate, chloride, nitrate and
sulphate) usually occurring in food products and giving IC signals under the applied
conditions. (ii) the sample preparation is overly simple, inexpensive. (iii) the method
is not time demanding and could be employed in routine analysis.
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1. GIRIS

Kromatografi; bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak
lizere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastirilmasi
yontemidir. Siiratli, basit ve etkili bir ayirma yontemi olmasi nedeniyle son yillarda

biiyiik bir uygulama alan1 bulmustur [1].

Kromatografi, bir karisimi olusturan tiirlerin ayr1 ayri belirlenmesi (nitel analiz) ve
karisimi olusturan bilesenlerin miktar tayini (nicel analiz) amaciyla glinlimiizde en
¢ok kullanilan analiz yontemlerindendir. Kromatografinin uygulandigi sistem ve

yontemler ¢ok cesitlidir.

Iyonlarin ve iyonlasan tiirlerin, iyon de@isimi mekanizmasi ile analizlenebildigi
kromatografik yonteme iyon degisim kromatografisi denilmektedir. Bu ydntemde;
sabit faz1 olusturan iyon degistiriciye kimyasal baglarla bagl yiiklii gruplar, hareketli
fazdaki benzer iyonlarla yer degistirirler. Bu yer degistirme istenildiginde geri
dondiiriilebilmektedir. Boylece degistirilebilir iyon tasiyan maddelerin (asitler,

antibiyotikler, aminoasitler, alkoloidler vb.) ayrilmas1 saglanmis olmaktadir.

Iyon degistirme kromatografisiyle, ayrilmalari ¢ok gii¢ olan nadir toprak metal
katyonlar1 birbirlerinden ayrilirlar. Ozellikleri birbirlerine ¢ok yakin olan amino

asitler de 1iyon degistirme kromatografisiyle birbirlerinden ayrilirlar.

Iyon kromatografisinin; yiiksek hassasiyete sahip olmasi, bircok inorganik iyon igin
tayin smirmin diigiik olmasi, diger yontemlerde karisiklia yol agan matriks
sorunlarinin iyon kromatografisinde goriilmemesi, rutin analizler i¢in uygun olmasi,
yontemi diger kromatografik yontemlere gore iistiin kilar.
Iyon kromatografisi, ¢esitli malzemelerin iyonik bilesenlerinin incelenmesinde

yaygin olarak kullanilan bir tekniktir [2].

Kullanilan kat1 maddeler, ¢ozelti ortaminda hi¢ ¢ézlinmeyen biiyiik molekiillii dogal
ve yapay maddelerdir. Bunlar inorganik ve organik olmak {izere ikiye ayirirlar.

Inorganik olanlar yaklasik bir asirdir kullanilan kil ve zeolitlerdir. Organik olanlar



1937” den beri kullanilmaktadir. Giiniimiizde organik iyon degistiriciler inorganik

olanlardan ¢ok daha fazla kullanilmaktadirlar [3].

Iyon kromatografisi; toksikolojide, adli tipta, igme suyu ve atik su analizlerinde, hava
kirliliginin Olglilmesinde, endiistriyel atik analizlerinde, biyolojik ¢dzeltilerdeki
iyonik tiirlerin belirlenmesinde, gida ve igecek analizlerinde, kiitle spektrometresi
veya diger spektroskopik yoOntemlerden Once karigimlardaki Dbilesenlerin
ayrilmasinda, iyonik safsizliklarin tanimlanmasinda, degisik numunelerdeki
inorganik anyonlarin ve katyonlarin, organik asitlerin, aminlerin, amino asitlerin,

karbonhidratlarin veya niikleik asitlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Her donem analizleri insan ve toplum saglig1 agisindan 6nem teskil eden alkollii ve
alkolsiiz iceceklerin analizleri, kromatografinin ve spektroskopinin uygulama

alanlarindan olmustur.

Diinya Saglik Orgiitii’ niin 2010 yilinda 185 iilkeyi kapsayan, diinyadaki yillik alkol
tilketimini belirledigi raporun verilerine gore iilkemizdeki alkollii igki tiiketimi

diinya ortalamasinin yaklasik olarak tigte biri kadardir.

2017 yili TAPDK istatistik verilerine gore fermente ve distile alkollii igkilere genel
olarak bakildiginda raki, biradan sonra en ¢ok tiiketilen alkollii igkidir. Distile alkollii

ickiler grubunda ise raki yiiksek tiiketim hacmiyle birinci siradadir.

Tirk  Patent Enstitiisi‘'ne  (TPE) yapilan  bagvuru  sonucunda  “raki”
ibaresinin mense ad1 kapsaminda cografi isaret olarak tesciline 1999 yilinda karar
verilmistir. Boylelikle raki milli alkollii igkimiz olarak kayitlara gegmistir. Tiiketim
hacminin yiiksek olmasi ve milli bir deger olmasi sebebiyle raki analizleri 6nem arz

etmektedir.

Bandrol uygulamasi, kayit disilik anlaminda olumlu sonuglar vermisse de OTV
artiglart ile birlikte ickilerdeki kayit disilik yeniden giindeme gelmistir [4].
Smirlarimizdan ¢ok sayida ucuz icki kagak olarak girebilmektedir. Sahte i¢ki yapimi

ve piyasaya sunulmasi da tiiketici sagligini tehdit etmektedir.

Kacak, sahte rakilarin tespiti ve raki liretim proseslerinde yan iiriin olarak olusan
metanol seviyesinin uygunluk kontroliiniin yapilmasi agisindan raki analizlerinin
onemi biiyiiktiir. Ozellikle son yillarda siklikla karsimiza cikan, yiiksek dozda
metanol igeren sahte rakilarin tiikketilmesi ile metanol metaboliti formik asit sebebiyle

korliik, solunum yetmezligi, karaciger ve bobrek yetmezligi, koma ve 6lim meydana



gelmektedir. Formik asitin, yiiksek biyolojik aktivitesinden dolayr kaynaklariin
incelenmesi genel gida endiistrisi i¢in biiyiik nem tagimaktadir. Kandaki formatin

artan miktarlari, metanol zehirlenmesinin bir gostergesidir [5].

Flortir; iskelet sistemi ve dis saglig1 i¢in oldukc¢a onemlidir ancak fazlasi dislerde

florozize sebep olmaktadir [6, 7, 8].

Asetatlar ¢esitli gidalarda antimikrobiyal gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir
[9]. Etil asetatin, saraplarin ve damitiklarin organoleptik 6zellikleri tizerinde 6nemli
bir etkisi vardir. Diislik konsantrasyonlarda, etil asetat sarabin meyveli 6zelliklerine
katkida bulunur. Alkollii igkilerin uygun olmayan kosullar altinda saklanmasi,
bakteriyel bozulma riskine sebep olur. Bu durum etil asetatta artisa neden olabilir.
Ayrica yillandirma sirasinda etanoliin asetik aside siirekli oksidasyonu ve bu asidin
esterlesmesi nedeniyle asetat miktar1 artar. Bu bilesiklerin seviyeleri, liziim ¢esidi,
fermantasyon kosullar1 ve damitma teknikleri gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir [10,
11, 12].

Kloriir; gidalarda en sik bulunan anyonlardandir. Metabolizmada asit-baz dengesinde
o6nemli rol oynar. Buna karsin yiliksek konsantrasyonlarda alimi oldukca fazla yan

etkiye sahiptir [6, 13].

Nitratlar; azotlu giibrelerin yaygin kullanimindan dolayr sularda ve gidalarda
bulunmaktadir. Nitratlar yiiksek toksisiteye sahip olmamasina ragmen metaboliti
olan nitritlerin karsinojenik nitrézaminlere doniismesi sebebiyle insan viicudu igin

oldukga toksiktir [6, 14].

Siilfat; insanlar ve hayvanlarin viicutlarinda bulunan dogal ve gerekli bir bilesendir.
WHO ve US EPA tarafindan sularda bulunmasma izin verilen limit deger
olmamasina karsin, gastrointestinal sisteme olan Kkatartik etkisinden dolay: saglik
otoriteleri tarafindan igme sularmda 500 mg/ dm® {i asmamasi tavsiye edilmektedir

[6, 15].

Ulkemizdeki alkollii icki tiiketiminin diinya ortalamasmna gore oldukca diisiik
olmasia karsin, tiiketici halk saglig1 agisindan piyasadaki alkollii igkilerin uygun ve

etkin denetim mekanizmalarindan gegmesi son derece dnemli bir konudur.

Bu c¢alismada iyon kromatografisi cihazi ile; raki numunelerinde, raki iiretim prosesi
sirasinda yan {riin olarak ortaya c¢ikan metanol metaboliti format tayini ve i¢cme

sularinda ve gidalarda siklikla analizleri yapilan floriir, asetat, kloriir, nitrat ve siilfat



anyonlarmin birlikte tayini igin segici, giivenilir ve hassas bir yontem gelistirilmeye

calisilmgtir.



2. KROMATOGRAFI

2.1 Kromatografinin Genel Tanimi

Yirminci yiizyilin ortalarina kadar analitik ayirmalarda damitma, ekstraksiyon gibi
klasik yontemler kullanilirken giinlimiizde analitik ayirmalar igin genellikle

kromatografi ve elektroforez teknikleri tercih edilmektedir.

Kromatografi, Yunanca chroma (renk) ve graphein (yazmak) sozciiklerinin
birlesmesiyle olugsmus olup, ilk kez 1903 yilinda Rus botanik¢i Michael Tswett
tarafindan renkli bitki pigmentlerini ayirma amagli kullanilmigtir. Daha sonralar
cesitli cok bilesenli numunelerdeki bilesenlerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda
kullanilmaya baslanmistir. Giinimiizde kromatografik analiz yontemleri, bir karigimi
olusturan tiirlerin ayr1 ayr1 belirlenmesi (nitel analiz) ve karigimi olusturan
bilesenlerin miktarlarinin tayini (nicel analiz) islemlerini hayata geciren ve en ¢ok
kullanilan aletli analiz yontemlerinden olmustur. Bu yontemler yardimiyla baska
metotlarla birbirinden ayrilmalart ¢ok zor olan maddeleri saf olarak ayirmak
miimkiindiir. Kromatografik yontemler, giiniimiize kadar c¢ok hizli bir gelisme
gostererek, son yillarda ozellikle ucuzlugu, basitligi ve giivenilirligi agisindan
oldukca fazla kullanim alani bulmaktadir. Kromatografinin uygulandigi sistem ve
yontemler cok ¢esitlidir. Bu sistem ve yoOntemlerin tamaminin ortak o6zelligi,
ayirmada bir “hareketli faz” ile bir de “sabit faz” kullanilmasidir. Kromatografide,
bir kolon igerisine veya diiz bir ylizeye tutturulmus faza, sabit faz (durgun faz;
hareketsiz faz), sabit fazin iizerinden veya arasindan gegen analiti de iceren faza ise

hareketli faz (siiriikleyici faz; mobil faz) adi verilmektedir [1].

Kromatografik yontemlerde karisimdaki bilesenler, sabit fazin igerisinden hareketli
fazin gegcirilmesiyle birbirinden ayrilirlar. Bu ayrigsma sirasinda her iki faz birbiriyle
etkilesime girmektedir. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri farkli olan bilesenlerin her iki
faza olan etkilesimleri de farkli 6l¢iide olmaktadir. Boylece hareketli faz tarafindan
yiiriitiilen bilesenler, sabit faz tarafindan farkli Slgiide tutulduklarindan, sabit fazi

farkli zamanlarda terk etmektedirler. Ayirma ortaminda en az tutulan bilesen



ortamdan ilk Once, en fazla tutulan bilesen ise en son ayrilmaktadir. Bu hareket
hizlarmin, alikonma siirelerinin farkliligi sonucu numune bilesenleri birbirlerinden
kalitatif ve kantitatif olarak analizlenebilen farkli bantlar veya bolgeler seklinde

ayrilirlar [3].

2.2 Kromatografik Yontemlerin Simiflandirilmasi

A. Ayirma Mekanizmasina Gore Siniflandirma

1. Adsorbsiyon Kromatografi

2. Dagilma (Partition) Kromatografi

3. Iyon-degistirme kromatografi (veya iyon kromatografi)

4. Jel gecirgenlik veya Jel siizme

5. Zone Elektroforez

6. Afinite (veya Bioafinite) Kromatografi

7. Kiral Kromatografi

B. Hareketli Faza Gore Siniflandirma

1. S1v1 Kromatografisi (LC)

2. Gaz Kromatografisi (GC)

C. Uygulanan Teknige Gore Siniflandirma

1. Kolon Kromatografisi

2. Tabaka Kromatografisi (Ince Tabaka Kromatografi, TLC; Kagit Kromatografi,PC)
D. Kullanim Amacina Gore Siniflandirma

1. Analitik Kromatografi (Kalitatif Kromatografi; Kantitatif Kromatografi)
2. Preparatif Uygulamalar (Karisgimlardan Saf madde Elde Etme)

2.2.1 Sabit faz tipleri

Kromatografide, ayrilacak maddeler hareketli fazda ¢6zlinebilmeli ve sabit faz ile de
baz1 etkilesimlerde bulunabilmelidir (sabit fazda ¢oziinme, adsorblanma veya
kimyasal reaksiyona girme gibi). Ayirma islemi siiresince maddeler iki faz arasinda

dagilirlar. Baz1 uygulamalarda sabit faz, ince bir cam veya metal ¢ubuk igine



doldurulmus toz halinde kati bir maddedir. Gaz veya sivi haldeki hareketli faz,
basing altinda (veya kendi agirligr ile) kati i¢inden gegcirilir. Bu yonteme “kolon
kromatografisi” denir. Bir de “diizlemsel kromatografisi” vardir; bunda sabit faz
pordz bir kagit veya bir cam levha iizerine yayilmis ince toz halinde kati bir
maddedir. Diizlem kromatografisinde hareketli faz kapiler etkisi veya kendi agirlig
ile sabit faz lizerinde ilerler. Sabit faz, hareketli fazla karigmayan ve akicit olmayan
bir sivi da olabilir. Bu durumda sabit sivi fazi1 bir yerde tutabilmek igin ¢esitli
yontemler uygulanir. Ornegin, toz halindeki bir katmin iizerine bir sabit faz
stvisindan ince bir tabaka kaplanir ve kaplanmis kati madde bir cam veya metal tiipe
doldurulur; hareketli faz bu tiipten gecirilir. Burada katt maddenin ayirma isleminde
herhangi bir rolii yoktur, sadece faz sivisini tutma (adsorblama) gorevi yapar. Baska
bir yontemde sabit sivi faz bir kapiler tiipiin cidarlarina kaplanarak tutulur, gaz
hareketli faz bu tiipten gegirilir. Bir diger yontemde ise sabit sivi fazi tutmak igin
kagit lifleri veya iizerinde ¢ok ince dgiitiilmiis kat1 tanecikler bulunan bir cam levha
kullanilir. Cizelge 2.1 de, sabit ve hareketli fazlarin yapilarina gore uygulanan cesitli

kromatografik yontemler verilmistir.

Cizelge 2.1 : Kromatografik ayirmalarin siniflandirilmasi.

Adi Hareketli faz  Sabit faz Sabit faz1 tutma yontemi
tipi tipi

Bir tiip i¢indeki pordz kat1 iizerinde veya

Gaz-sivi Gaz Sivi kapiler bir tiipiin i¢ cidari iizerinde

adsorplanir.
Gaz-kats Gaz Kat1 Bir kolon (tiip) iginde tutulur.
Bir kolon (tiip) i¢cindeki pordz bir kati
Dagitma Sivi Sivi tizerinde adsorblanir.
i Bir kolon (tiip) i¢inde tutulur.
Adsorbsiyon Sivi Kati (tiip) i¢
. Kalin bir kagidin gézenekleri i¢inde tutulur.
Kagit Sivi Sivi
Bir cam levhadaki ince toz halindeki kat1
Ince Tabaka Sivi Sivi-kat1  iizerinde tutulur.
Polimerik bir katinin lifleri arasinda tutulur.
Jel Sivi Sivi
. Bir kolon (tiip) iyon degistirici regine
Iyon Sivi Kati tizerinde tutulur.
degistirme




2.2.2 Dogrusal kromatografi

Tiim kromatografik ayirmalar hareketli ve sabit fazlar arasinda dagilan maddelerin
degisik yayilma (hareket) 6zelliklerine dayanir. “Dagilma katsayisi, K” denilen ve

sicakliga bagimli bir sabit ile kantitatif bir denklem verilebilir.

K = Cs/ Cm Burada Cs maddenin sabit fazdaki analitik konsantrasyonu, Cm ayn
maddenin hareketli fazdaki konsantrasyonudur. Ideal halde, genis bir madde
konsantrasyonu araliginda dagilma katsayis1 sabittir; yani Cs, Cm ile dogru
orantilidir. Cok sik olmasa da Cs ile Cv arasinda dogrusal olmayan bir iliskiyle

karsilagilabilir.

Sekil 2.1’ de baz1 tipik dagilma egrileri verilmistir. Sekil 2.1’ de goriilen C egrisi
ideal bir hali gosterir. Bu egri ayrisma (disosiyasyon) veya birlesme (asosiyasyon)
reaksiyonlart bulunmayan ve birbiriyle karismayan iki sivi arasindaki dagilma

dengesine yaklasir.

C,——

Sekil 2.1 : Tipik dagilma egrileri; Cs, maddenin sabit fazdaki konsantrasyonu, Cw,
ayn1 maddenin hareketli fazdaki konsantrasyonu.

B ve D egrileri boyle bir dengenin bulundugu hale daha ¢ok benzerlik gosterirler.
Ornegin, eger sabit faz su, hareketli faz da benzen ise zayif bir organik asit igeren bir
madde i¢in B’ de goriilen sekilde bir egri elde edilir. Burada benzen iginde sadece
disosiye olmayan asit ¢oziliniirken, sulu ¢ozeltide bir miktar disosiye olmayan asit ile

onun konjuge bazi1 da bulunur; asit ve konjuge baz asindaki oran konsantrasyona



bagimli degildir. Bu nedenle diisiik konsantrasyonlarda, toplam asitin az bir
miktarmin iki solvent arasinda dagilmasi yeterlidir ve dagilma katsayis1 biiyiiktiir.
Diger taraftan, eger hareketli faz benzen degil de su ise D’ deki gibi bir egri elde
edilir. Buharin hareketli faz1 oldugu buhar-sivi dengelerinde de egriler B seklindedir.
A egrisi tipik bir “adsorbsiyon izotermi” dir ve bir kat1 yiizey iizerinde adsorblanan
madde miktarinin, katinin temasta oldugu ¢ozeltideki madde konsantrasyonu ile olan
iliskisini gdsterir. Madde konsantrasyonu arttikca kati1 ylizeyde adsorbsiyon da artar
ve bu durum yiizeyin adsorblama kapasitesi doluncaya kadar devam eder; sonra
madde konsantrasyonundan bagimsiz hale gelir. Bu tip egriler k ve n sabit olmak

lizere,
Cs= k C M" esitligiyle tanimlanr.

Fraksiyonlama proseslerinde uygulanabilir bir denklem elde edebilmek i¢in yaklasik
bir K sabiti kullanilir. Sekil 2.1° deki dort egrinin de diisiik konsantrasyonlar
araliginda dogrusal olmasi, siirli bir bolgede yaklagik K degerinin kullanilmasinin
onemli hatalara neden olmayacagini gosterir. Genis konsantrasyon araliklarinda ise
yukaridaki denklem, madde konsantrasyonunun K’ da yapacagi degisiklikler dikkate
almarak degistirilir. Bir kromatografik kolondaki konsantrasyon, c¢ogunlukla
diistiktiir. K’ nin sabit oldugu bu kosullarda alinan kromatograflara “dogrusal

kromatografi” denir.

2.2.3 Kolonlarda eliisyon kromatografi

Sekil 2.2, bir kolonda s1v1 hareketli faz kullanarak A ve B gibi iki maddenin eliisyon
kromatografi ile nasil ayrilabilecegini géstermektedir. Eliisyonda, madde kolondan
taze ¢oziiciiniin siirekli ilavesi ile yikanarak alinir. Sekilde goriildiigii gibi, bir miktar
numune kolona konur (Sekil 2.2° deki to zamani) ve numunenin bilesenleri kolonun
iki faz1 arasinda dagilir. Kolona katilan hareketli faz (eluent), numunenin bir
boliimiinii iceren ¢oziiciiyli kolonda ilerlemeye zorlar ve bu arada hareketli fazla
durgun fazin yeni boliimleri arasinda numune tekrar boligiiliir (t1 zamani). Aym
anda, numunenin kolona giris tarafinda, taze ¢oziicli ile durgun faz arasinda da

dagilim gerceklesir.

Kolona ¢6ziiciiniin siirekli olarak verilmesi, hareketli ve durgun faz arasinda siirekli
madde aktarimi yaparak, ¢coziinen madde molekiillerini kolonda asagiya dogru tasir.

Fakat, ¢oziinen madde hareketi sadece hareketli fazda olustugu igin, ¢dziinen



maddenin kolonda go¢ ettigi ortalama hizi, onun hareketli fazda gegirdigi zaman
kesri ile orantilidir. Durgun fazin kuvvetli tuttugu maddeler i¢in, bu kesir kiiciik
(Sekilde 2.2° deki B maddesi) ve hareketli fazda bulunma olasilig1 daha fazla olan
maddeler i¢in (A bileseni) ise biiyiiktiir. ideal olarak, hizlarda olusan bu fark sonucu,
karisimdaki bilesenler kolon boyunca bant veya bolgeler seklinde ayrilirlar (Sekil
2.2’ de t2 zamani). Ayrilan bilesenler, kolondan yeterli miktarda hareketli faz
gegirilerek izole edilir. Bu sirada her bir bilesen i¢in, onlarin tayin edilebilecegi veya

ayr1 ayr1 toplanabilecegi bolgeler elde edilir (Sekil 2.2° de t3 ve t4 zamani).

a) drnek coziich
} vEr YV At ¢
A+B‘%I = ]
B
A
dolgulu
kolon
Bl ..
A
B
. . et Ale Bl e dedektor
b) | lO t1 t2 t3 td
§- A B
£
n //\ /\
' - | ' ' - -
Zaman, t

Sekil 2.2 : (a) Kolon eliisyon kromatografi ile A ve B bilesenlerinin ayrilma
diyagrami. (b) dedektor sinyali.

Zaman eksenindeki piklerin yerleri, numune bilesenlerini tanimada kullanilabilir. Pik

alanlar1 her bir bilesenin miktarinin bir 6l¢iisiidiir.

Kromatografik analizlerde; deney ile bulunan degerler Cizelge 2.2’ de verilmistir.
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Cizelge 2.2 : Deneyle bulunan 6nemli kromatografik degerler.

Adi Sembolii Nereden bulundugu
Alikonma zamani, hareketli faz tm Kromatogramdan
Alikonma zamani, A ve B’ nin (tr)A,(tR)B Kromatogramdan
Pik genislikleri, A ve B’ nin Wa, W Kromatogramdan
Kolon dolgu maddesinin uzunlugu L Dogrudan dlgme
Alas iz F Dogrudan dlgme
Sabit fazin hacmi Vs Dogru hazirlama verisi
Maddenin sabit ve hareketli fazlardaki Analiz ve hazirlama

Cwm, Cs I

konsantrasyonlari verileri

Kromatografik analizlerde; hesaplanan degerler ise Cizelge 2.3’ de verilmistir.

Cizelge 2.3 : Hesaplanarak elde edilen kromatografik degerler ve diger 6zelliklerle

iligkileri.
Adi Hesaplama degerleri Diger ozelliklerle iligkileri
Hareketli
fazin hiz1 u= L/ty
Hareketli
fazin hacmi V=t F
Kapasite _ tr-tu o= Vs
faktori tha Vi
Dagilma < k' Vi « Cs
katsay1s1 Ve ey
aktoru 0= ——— o= =
(tr)x - tw Kx  Kx
Resoliisyon _ 2 [(tr)y — (tr)] " N a-t K
= W + W T4 [ o Jli'l-‘i'if.',_,:I
Teorik
L 1+k
tabaka N=1ﬁ|[tn:|2 N = = 16 R | b :]2{ ¥.2
sayi1s1 W H - k'
Alikonma 16 Rs*H o’ (1+KYy)
(tr)y = 2 ' 42
zamani u (a—1) {(k'v)
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2.3 Kromatografik Yontemlerin Simiflandirilmasi

Bir kromatogram, ornekteki her bir madde hakkinda ¢ok az bilgi verir; bunlar
maddenin alikonma zamani veya bir siyirma periyodu siiresince maddenin sabit
fazdaki konumunu gosteren bilgilerdir. Ilave bilgiler elde edilebilmesi i¢in hareketli

ve sabit fazlar degistirilip cesitli styirma sicakliklari uygulanabilir.

Yine de bir madde i¢in kromatografide alinan veriler, IR, NMR veya kiitre
spektrumunda alinanlara gore oldukga azdir. Spektral apsislerdeki veriler (A, ¢ veya
m/z) kromatografik apsiste alinana (tr) kiyasla daha hassastir. Bu gergekler
kromatografinin kalitatif analizlerde basarisiz bir yontem oldugunu gostermez.
Isimleri bilinen ve ¢ogunlukla bir arada bulunan madde karigimlarinin tanimlanmasi

yapilabilir.

2.4 Kromatografide Kantitatif Analizler

Kromatografi siiratli, basit, ve iyi bir ayirma yontemi olmasi nedeniyle son 30 yilda
biiyiik bir alana yayilmistir. Bunda kromatografinin kantitatif analizlerde siklikla

kullanilmasi en 6nemli etken olmustur.

Kantitatif kromatografide analit pikinin yiiksekligi veya alam1 bir veya daha ¢ok
sayidaki standartla kiyaslanir. Calisma kosullart kontrol edilebiliyorsa bu iki

parametre de konsantrasyonla dogrusal olarak degisir.

2.4.1 Pik yiiksekligine gore analiz

Bir kromatografik pikin yiliksekligini 6l¢mek i¢in pikin iki yanindaki taban ¢izgileri
diiz bir dogru ile birlestirilir ve pik tepesinden bu dogruya bir dik inilir; dikin
uzunlugu, pik yliksekligidir. Yikseklik ¢ok hassas olarak 6lctilebilir.

Kolon kosullarini etkileyen degiskenler, 6rnek ve standartlarin kromatogramlarinin

alindig1 siire boyunca sabit tutulmalidir.

Cok 1yi kontrol edilmesi gereken degiskenler kolon sicakligi, ¢ziiciiniin akis hiz1 ve
Oornegin enjeksiyon hizidir. Ayrica kolonun asir1 yiiklenmemesine de dikkat
edilmelidir. Ornek enjeksiyon hiz1 bir kromatogramda ilk ¢ikan pikler icin énemlidir

ve % 5-10’ a kadar ulasan bagil hatalara yol agar [3].
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2.4.2 Pik alanlarina gore analiz

Yukarida belirtilen degiskenler pik alaninda genisleme etkisi yapmazlar. Bu
bakimdan alana goére yapilan analizler yiikseklige gore yapilanlara kiyasla daha
yeterlidir. Diger yonden pik yiiksekliklerin 6lgiilmesi daha kolaydir ve dar piklerde

bu yontemle daha dogru sonuglar alinir.

Modern kromatografi cihazlarinda pik alanlar1 hassas olarak olciilebilir. Bu tip
sistemlerin olmamasi durumunda hesaplamalar el ile yapilir. Uygun genislikteki
simetrik piklerde alan basit bir yontemle hesaplanir; pikin yiiksekligi, yiiksekligin
tam ortasindan ¢izilen yatay dogrunun uzunlugu (o noktadaki pik genisligi) ile

carpilir. Pik alan1 pikin bir planimetre ile taranmasiyla da bulunabilir.

Bir bagka yontem de pikin kesilerek tartilmasi ve tartimin, ayn1 kaydedici kagidin

alan1 bilinen bir pargasinin agirhigi ile kiyaslanmasidir [3].

2.4.3 Standartlarla yapilan kalibrasyon

Nicel kromatografik analizde en ¢ok uygulanan yontem, Ornekteki maddelerin
bilesimine yakin bilesimlerdeki bir seri standart c¢ozelti ile calisilmasidir.
Standartlarin kromatogramlar: alinarak pik yiiksekliklerinin veya alanlarinin, madde
konsantrasyonlarina gore “kalibrasyon grafigi” cizilir; grafik orijinden gecen bir

dogru seklindedir. Ornegin analizi bu grafige gore yapilir.

Yiiksek hassasiyet alinabilmesi i¢in standart ¢ozeltilerin ve kalibrasyon grafiginin sik
stk kontrol edilmesi gerekir. Analizdeki en Onemli hata kaynagi, enjekte edilen
standart ve analit 6rnek hacminin tam sabit olamayisidir; ayrica enjeksiyon hizi da

hataya neden olan bir faktordiir.

Ornek miktar1 gogunlukla 1 mikrolitre gibi gok az miktarlardir ve her defasinda ayni
hacimde madde verebilmek igin bir mikro siringa kullanilarak bagil hata % birkag
seviyesine kadar diisiiriilebilir. Bu hata gaz-sivi kromatografisinde daha da biiytiktiir;
ornek sicak bir uctan enjekte edildiginde, siringa ucundaki buharlagsma kolona verilen

madde hacminde biiylik farkliliklar olmasina yol agar.

Ornek hacmindeki hatalar, Sekil 2.3” de gériilen bir déner gaz rnek valfi ile verilen
miktarin % 1-2° sine kadar diistiriilebilir. (a)’ daki 6rnek yuvasi 6rnekle doldurulur;
valfin 45° déndiiriilmesiyle yuvadaki 6rnekten belirli bir miktari hareketli faz akimi

icine verilir [3].
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sirdkleyici shrikleyici  sUrikleyici sirikleyici ve dmek
kolona kolona

dmek girigi  drnek cikisi Grmek gingi  Brmek gikisi
(a) (b)

Sekil 2.3 : Doner bir 6rnek valfi; (a) 6rnek yuvast ABC’ nin dolduruldugu valf
konumu. (b) 6rnegin kolona verilmesi.

2.4.4 1¢ standart yontemi

Nicel kromatografide en hassas sonuglar Ornek enjeksiyonundan kaynaklanan

hatalarin bulunmadig: i¢ standart yontemi ile elde edilir.
Bu yontemde 6rnek ve standartlara ¢ok hassas tartilmis bir i¢ standart maddesi ilave
edilir; analit pik alanmnin (veya yiiksekliginin) i¢ standart pik alanina (veya
yiiksekligine) orani analitik parametre olarak kullanilir.
Yontemin basarili olabilmesi icin i¢ standart pikinin 6rnekteki diger maddelerin

piklerinden uzakta, analit pikinin yakininda olmasi gerekir. Uygun bir i¢ standart

kullanildiginda bagil hata % 0.5-1 civarindadir [3].

2.4.5 Alan normalizasyon yontemi

Ornek enjeksiyonundaki diizensizligin yaratigi hata alan normalizasyonu ile de

giderilebilir. Bu yontemde 6rnekteki tiim maddelerin kolondan ¢ikmasi gerekir.

Kromatogramdaki tiim piklerin alanlar1 hesaplanir ve her madde igin bilinen
dedektor algilama faktorii ile garpilarak diizeltilir. Analitin konsantrasyonu, analit

pikine ait alanin toplam pik alanlarina boliinmesiyle hesaplanir [3].
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3. iYON DEGIiSiM KROMATOGRAFiSi

Iyon degisim kromatografisi olarak bilinen iyon kromatografisi, siv1
kromatografisinin iyonlara uygulanan tiirii olarak siniflandirilabilir. Yontem genel
olarak, iyonlarin ve iyonlasan tiirlerin ayrilmasinda, oligomerik iyon karigimlarinin
kalitatif dagilimlarinin belirlenmesinde, karisimdaki birka¢ iyonun ayni anda (es
zamanli) ve diistik derisimli ve Ozellikle girisim yapan matrikslerin bulundugu
orneklerdeki iyonik tiirlerin deristirilmesinde (6n deristirme) ve belirlenmesinde

kullanilmaktadir.

Iyon kromatografi, birbiriyle ¢ok benzer olan nadir toprak katyonlarmim katyon
degistirici recinelerle ayrilmasi igin gelistirilen Manhattan projesi sirasinda ortaya
¢ikan iyon-degistirme kromatografisinin gelismisidir. Iyon-degistirme ayirmalari igin
teorik temelleri ortaya koyan bu ¢alisma, II. Diinya savasindan sonra, baska pek ¢cok
maddelere uygulanabilecek sekilde genisletildi; sonunda karmagik karigimlardaki
amino asitler ve diger iyonik tiirlerin ayrilmast ve belirlenmesi icin

otomatiklestirilmis yontemlere kadar yayildi [1].

Modern iyon kromatografisi ilk defa Small ve arkadaslari tarafindan ortaya atilmistir.
Bu yontemde CI", SO4*, NOs ve PO4> gibi anyonlar ve Na* , NHs* , K* ve Ca?*
gibi katyonlarin belirlenmesi i¢in iyon kromatografisi cihazina es zamanli olarak
iletkenlik dedektorii baglanmistir. Daha sonralari hareketli fazdan veya eluentten
gelebilecek iletkenlik sinyallerini azaltmak ve analit sinyalini arttirmak igin

baskilayici kolon kullanilarak sistem gelistirilmistir.

Iyon kromatografisi ile iyonik tiirlerin ayrilmasinda, iyon degistirici regineler
kullanilmaktadir. Sentetik iyon degistirici regineler uzun yillardir bilinmektedir. ideal
iyon degisim malzemelerinin yiikleri kalict ve bu yiik pH ile degismemektedir. ilk
kullanilan anyon degisim reginelerinde kuaterner alki amonyum gruplari, katyon
degisim recinelerinde ise siilfonik asit gruplart bulunmaktaydi. Modern iyon
kromatografisi uygulamalarinda kullanilan ilk reginelerin yiizeyi stiren divinilbenzen

ile kaplanmugtir.
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Iletkenlik dedektérii, iyon kromatografisinde en ¢ok kullanilan dedektdr tiiriidiir.
Hiicre sicakliginin denetimi ve elektronikteki gelismelere paralel olarak bu tiir
dedektorlerde kromatogramlardaki giiriilti azalmistir. Yeni hiicre tasarimlar1 ve
stiriikleyici iyonlarinin iletkenligini baskilayan “supresor’” teknolojisinin gelismesiyle
bir¢ok iyon i¢in diisiik derisimlerde bile analiz gerceklestirilebilmektedir. 25 pL
enjeksiyonda 0,1 ng veya 10 ugLl(ppb)’ den daha diisik derisimler
belirlenebilmektedir. Bir iyon kromatografisi cihazinin ana bilesenleri bes boliimde
incelenebilir (Sekil 3.1 ). Bunlar;

e Hareketli faz pompasi ve sivi kaplari,

e Enjeksiyon kismi,

e lyon degistirici ayirim kolonu,

e Baskilayici kolonu ile beraber iletkenlik dedektorii ve veri toplayici,

e Rejenerasyon pompasidir.

drnek dedektir
ayirim kolonu 1 | veri toplayict
I —! D S m—
eluent T pompa  MVORGEBISIN  yyon degistirici  iletkenlik slgiim Kaydedici
enjelsivon kasm P basklayica hiicresi

Sekil 3.1 : Iyon kromatografisi cihazinin ana bilesenleri.

Tiim iyon kromatografisi sistemelerinde, bir siirlikleyici ve pompasi, enjeksiyon
kismi, iyon ayirimlarinin gergeklestigi bir ayirma kolonu ve dedektor bulunmaktadir.
Baz1 iyon kromatografisi sistemlerinde ayirma kolonu ile dedektor arasinda,
stiriikleyici iyonlarmin zemin iletkenligini azaltip, o6rnek iyonlarmin tek ve daha
iletken forma donilismesini saglamak amaciyla bir baskilayict kolon kullanilmaktadir.
Bu tiir sistemlere baskilanmig iyon kromatografisi, buna karsin baskilayicinin
kullanilmadigi, dolayisiyla ayirma kolonundan ¢ikan o6rnek iyonlarinin dogrudan
dedektore ulastigi sistemelere ise baskilanmamis 1yon kromatografisi adi

verilmektedir.

3.1 iyon Degisimi

Iyon degisimi; yiiklii bir analit, sabit bir faz ve sabit fazin zit yiikiine sahip bir
stiriikleyici varliginda gerceklesmektedir (Sekil 3.2). Zit yiikli bolgeler fonksiyonel
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gruplar  olarak adlandirilmaktadir.  Analit iyonlarin1  sisteme vermeden
(enjeksiyondan) once, sabit fazdaki elektriksel notralligi saglamak i¢in siiriikleyici
sisteme verilmektedir. Numune enjekte edildiginde yeni iyonlar sabit fazin
fonksiyonel gruplariyla etkilesmek icin bir yarisa girmektedir. Bu yaris tim
kromatografi kolonu boyunca iki faz arasinda gerc¢eklesmektedir. Sabit faz iyonlari
ise hareket etmemektedir. Iyonlar, yalmzca hareketli faz icinde kolonda hareket
halindedirler. Bir iyon sabit fazla ne kadar fazla etkilesirse, kolonda o kadar yavas

ilerler [3].

Hareketli faz
Sabit faz

X~ analit iyonu

OH™ siriikleyici iyon

OH"

Sekil 3.2 : Hidroksit siiriikleyici ile bir anyonun i1yon degisimi.

Analit iyonlarmin ayrilmasi, farkli analit iyonlarmnin bir fonksiyonel gruba olan
ilgilerinin farkli olmasiyla ger¢eklesmektedir. Ornegin; A analitinin sabit faza olan
ilgisi B analitinden fazla ise A, siirlikleyici iyonlariyla daha iyi yarisacak ve daha
uzun siire alikonacaktir. Bu nedenle A, B’ den daha sonra kolondan siiriiklenecektir.

Analitlerin sabit faza olan bagil ilgileri segicilik olarak bilinmektedir.

Segicilik; icerdigi fonksiyonel grubun tiiriine, sabit fazin ¢evresine yakin fonksiyonel
gruba, siiriikleyici iyonlarin 6zelliklerine, siiriikleyici iyonunun derisimine,

¢oOziiciilere veya iyon-paylasim ajanlari gibi iyonik olmayan veya zit yiikli
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siiriikleyici eklemelerine ve sicaklik gibi birgok ayirma parametrelerine baghdir. ilk
iki parametre, iyon-degisim kolonunun tasarimi ile belirlenmekte ve bir¢ok inorganik
anyon, organik asit veya inorganik katyonlar1 iceren analitler i¢in optimize

edilmektedir.

Sabit fazdaki fonksiyonel gruplarin miktar1 kapasite olarak tanimlanmaktadir.
Kapasite genellikle 1 g reginenin esdegeri veya bir kolonun esdeger katsayisi olarak

bilinmektedir.

Kapasitenin yiiksek olmasi, analit iyonlarinin kolonda daha uzun siire alikonmalarina
yol agmaktadir. Kapasite, secicilik degismeksizin artirilabilmekte veya

azaltilabilmektedir [3].

3.2 Sabit Faz Tirleri

Iyon degistiriciler, yiizeydeki iyonik fonksiyonel gruplarin ve destek olarak
kullanilan matriksin yapisiyla tanimlanmaktadir. Iyon kromatografisinde yaygin
olarak kullanilan fonksiyonel gruplar; siilfonik, karboksilik, fosfonik, fosfinik,
arsenik, selenoik asitler, fenoller gibi katyon degistiriciler ve kuaterner amonyum,

tersiyer, sekonder ve primer aminler gibi anyon dgistiricilerdir.

Katyon degistiricilerin fonksiyonel gruplari kuvvetli asit ve zayif asit tipine gore
siiflandirilirlar, kuvvetli asidik fonksiyonel gruplar, genis pH araliginda; bunun
tersine zayif asidik fonksiyonel gruplar, sinirli pH araliklarinda iyonlasirlar. Siilfonik
asit gibi katyon degistiriciler kuvvetli asit tiirii iyon degistiricilerdir. Diger katyon
degistiricilerin ¢ogunun fonksiyonel gruplar zayiftir. Zayif asidik fonksiyonel
gruplar pKa degerlerinden daha yiikksek pH degerlerinin  kullanilmasinm
gerektirmektedir. Ornegin; -COOH gibi bir karboksilik asit fonksiyonel grubu igeren
regine, pKa degerinden daha biiyiik pH degerinde, -COO™ formunda sadece katyon
tutabilmektedir.

Benzer sekilde, anyon degistiriciler de kuvvetli baz ve zayif baz degistiriciler olarak
siniflandirilabilirler. Kuaterner amonyum fonksiyonel gruplari, kuvvetli anyon
degistirici gruplar olarak bilinmektedirler. Kuvvetli baz, genis bir pH araliginda
pozitif yiiklii olacak ve bu nedenle zayif anyon degistiricilerin aksine bir anyon

degistirici olarak davranacaktir [3].
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3.3 Sabit Fazin Ozellikleri

3.3.1 iyon kapasitesi

Iyon degistiricinin iyon kapasitesi, sabit fazin kiitlesi basina diisen fonksiyonel
grubun sayisiyla belirlenmektedir. En yaygin olarak kullanilan birim, yiikiin
miliesdegeri basina kuru yiikiin grami (meq g™*) veya miliesdegeri basina 1slak yiikiin
mililitresidir (meq L™?). ikinci durumda, sabit fazda var olan karsit iyon tipine gore

yiikiin sisme derecesi ve hacmi belirlenmektedir.

Bir sabit fazin iyon degisim kapasitesi, siirliklenme i¢i hareketli fazda kullanilan

yarigan iyonlarin derigimlerinin belirlenmesinde ¢ok énemli rol oynamaktadir.

Yiiksek kapasiteli sabit fazlarda, genellikle daha derisik hareketli fazlarin kullanimi
gerekmektedir. Bu durum HPLC ile iletkenlik dedektdrlerinin kullaniminda sorun
yaratmaktadir. Iyon kromatografisinde genelde iyon degisim kapasitesi 10-100 meq

g! degerleri arasindadir [3].

3.3.2 Sisme (swelling)

Organik sabit fazlar, capraz bagli polimerik zincirler igeren iyonik fonksiyonel
gruplardan olugsmaktadir. Bu tip materyaller suyla etkilestiginde siserler. Sismeyle

300 atm basinca ¢ikarlar.

Iyonik kapasitesi ne kadar yiiksek ve iyonun ¢apraz baglanmasi ne kadar diisiik ise
polimer sismeye o kadar duyarhidir. Hareketli fazin icerigi, sisme etkisinde ¢ok

Onemlidir.

Yiiksek capraz baglh makro gozenekli recineler genellikle yiiksek performansli iyon

kromatografisi i¢in sabit faz olarak kullanilir [3].

3.3.3 Segcicilik

Sabit faza farkli karsit iyonlarin bagil ilgisi, kullanilan kosullar ve iyon degistiricinin
tiiriine gore degisim gostermektedir. Basit bir iyon degisiminde tek bir alikonma
mekanizmasi gecerli olmayabilir. Boyle durumlarda fonksiyonel gruplardan sabit faz
matriksine adsorpsiyon veya iyon-segicilik etkisi vardir. Buna karsin, farkli iyonlar

icin iyon degistiricilerin yaklasik davraniglari belirlenmistir.

Iyon etkilesimleri etkileyen ¢oziinen iyon, hareketli faz iyonu ve karsit iyonlarmn

ozellikleri asagida verilmistir:
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e (oziinen iyonun yiikdi,

e Solvatize iyonun biiytkligi,

e Iyon degisim polimerlerinin ¢apraz baglanma derecesi,
e (oziinen iyonun polarhigi,

e Sabit fazin iyon degisim kapasitesi,

e Sabit faz iizerindeki fonksiyonel gruplarin tiiri,

e Destegin sabit faz matriksiyle etkilesiminin boyutudur [3].

3.3.4 Iyon kromatografisinde kullanilan hareketli faz tiirleri

Baskilanmis ve baskilanmamis iyon degisim kromatografisi i¢in birbirinden farkl

hareketli fazlar kullanilmaktadir.
Baskilanmamis iyon kromatografisi i¢in hareketli fazlar ikiye ayrilir.

Anyonlar i¢in siiriikleyiciler: Baskilanmamis iyon kromatografisinde anyonlar i¢in
en ¢ok kullanilan hareketli fazlar (eluentler, siiriikleyiciler); aromatik karboksilik
asitler ve tuzlar, alifatik karboksilik asitler, aromatik ve alifatik sulfonik asitler,
potasyum hidroksit, borat kompleksleri, Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve

inorganik tuzlardir.

Katyonlar i¢in siiriikleyiciler: Baskilanmamig iyon kromatografisinde katyonlar icin

en ¢ok kullanilan hareketli fazlar (eluentler), inorganik asitler ve organik bazlardir.
Baskilanmis iyon kromatografisi i¢in hareketli fazlar;

Baskilayici, iletkenlik dedektorii ve kromatografik kolon arasina yerlestirilen bir
alettir. Amag, hareketli fazin zemin iletkenligini azaltmak ve eger miimkiinse analit
iyonlarinin iletkenligini artirmaktir. Baskilayicilar asagidaki mekanizmalara gore

calisirlar:

e Hidronyum iyonlariyla hareketli faz katyonlar1 yer degistirirler. Bu amagla

zaylf asitlerin sodyum tuzlarmi igeren hareketli fazlar (karbonat, borat)

kullanilabilir.

e Hidroksit iyonlariyla hareketli faz anyonlar1 yer degistirirler. Bu amagla CI°

ve NOs™ tuzlari kullanilabilir.
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e Hareketli faz iyonlar1 ¢oktliirmeyle tamamen uzaklastirilir. Buna bir 6rnek

olarak Ba*? ve Pb*? iyonlarinin SO47 ile ¢oktiiriilerek ayrilmasi verilebilir.

e Cu' veya diger kompleks olusturabilen iyonlarla kompleksleserek hareketli
fazdaki yiiklii iyonlar indirgenir. Bu tiir baskilayicilar i¢in hareketli fazlar

uygun selat icermelidir.
Hareketli fazin 6zellikleri;

Hareketli fazin siiriiklenme siddeti; iyonik siddetin, pH’nin veya anyonun tiiriiniin
degistirilmesi ile denetlenebilir. Iyon kromatografisinde kullanilan hareketli fazlar,
asagidaki gibi benzer oOzelliklere sahip olanlarin siniflandirildigr  sulu  tuz

¢ozeltileridir. Bunlar;
e Teshis moduyla uygunluk
e Yarisan iyonun yapisi
e Yarisan iyonun derisimi
e Hareketli fazin pH’ s1
e Hareketli fazin tampon kapasitesi,
e Iyonik drnek birlesiklerinin kompleks olusturma yetenegi,
e Organik modifiye edicilerdir.
» Hareketli fazin pH’ s1

Fazin 6zelliklerini belirlemede 6nemli bir parametredir. Ciinkii bu pH, hem ¢6ziinen
iyonlarinin hem de hareketli faz iyonlarinin yiikiinii etkilemektedir. pH’ nin etkisi
ozellikle anyonlarin ayrilmasinda anyonlarin iyonlasmasini etkilediginden dolay:
onem kazanmaktadir. Ciinkii asit anyonunun yiikii pH ile artmakta, bdylece zayif asit
hareketli fazlarmin stiriikleme giicli, asit tamamen ayrisincaya kadar pH ile
artmaktadir. Hareketli fazdaki zayif bazlar i¢in tam tersi bir etki gozlemlenmektedir.
pH’ sinin azalmasiyla, daha yiiksek protonlanma derecesi olusmakta ve hareketli faz
kuvvetli bir siiriikleyici gibi davranmaktadir. Benzer sekilde, zayif asit ya da
bazlardan tiiretilmis ¢oziinen iyonlarin iyonlagsma derecesi pH’ ya baghdir. Bu
durumda, artan ¢6ziinen yiikii, onun sabit fazdaki fonksiyonel gruplara olan ilgisiyle

artmakta, boylece alikonma siireleri uzamaktadir.

» Hareketli fazin tampon kapasitesi
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Hem c¢oziinen iyonlar hem de hareketli faz pH’ dan etkilendiginden, hareketli fazin
tampon kapasitesi ¢cok onemlidir ve yiiksek degerde olmalidir. Poliprotik ¢dziinen
iyonlarin alikonmasi pH ile belirgin sekilde degisebilmekte ve tek degerli ylikten iki
veya li¢ degerlikli yiike kadar artmaktadir. Bu durumda, hareketli fazin pH degerinin
sabit bir degerde tutulmasi ¢ok dnemlidir ve bu nedenle yiiksek kapasiteli tamponlar

kullanilmaktadir.
> lIyonik 6rnek bilesenlerinin kompleks olusturma yetenekleri

Metalik iyon ayirmalar1 disiiniildiiglinde, hareketli fazin tuzlarmin kompleks
olusturmaya yatkinliklart ¢ok onemlidir. Burada komplekslestirici reaktifler metal
iyonlariyla kompleks olustururlar. Yeni olusan tiirler farkli alikonma zamanlarina
sahip olmakta ve bundan dolay1 da ayirma islemi etkilenmektedir. Komplekslesme

derecesi, hareketli fazin pH’ s1 kadar komplekslestiricinin derisimine de baglidir.
» Organik modifiye ediciler

Suyla karigabilen organik ¢oziiciiler; CH3OH, C;HsOH, gliserol, CH3:CN ve
(CH3)CO iyon degisim ayirmalari i¢in hareketli faza bazen modifiye edici olarak
eklenmektedirler. Organik c¢oziiciilerdeki alkali metallerin iyon kromatografik
ayiriminda bu c¢oziiciiler, ayirma iglemiyle ilgili parametrelerin degisimini
etkileyebilmektedir. Ornegin; sabit faza organik iyonlarn ilgisinin, dolayisiyla
komplekslesme derecesinin degisimi, ornekte veya sabit fazda ya da hareketli fazdaki

zayif asit ve bazlarin iyonlagma derecelerinin degisimine yol agmaktadir [3].

3.4 Tyon Segiciligi

Iyon seciciligi, birgok ydnden iyon degisiminin bir tamamlayicisidir. Iyon degisim
recinesi, analit iyonlariyla genelde ayni yilike ve yliksek iyon degisim kapasitesine
sahip olmasina karsin, iyon degisiminde oldugu gibi, sabit faz, bir iyon degisim
reginesidir. Iyon seciciligi islemi (Sekil 3.3), yiiksek derisimli iyon degisim bdlgesi
iceren bir sabit faz ve seyreltik bir hareketli faz arasinda bir elektriksel potansiyelin

kurulmasi prensibine dayanmaktadir.
Reginedeki iyon degisimi bdlgelerinin yiiksek derisimi, elektriksel notralligi
saglamak icin, sabit fazdaki karsit yiikli iyonlarm yiiksek derisimde olmasini

gerektirmektedir. Difiizyon kuvvetleri, hareketli ve sabit fazlardaki karsit iyonlarin

derisimini esitlemeye ¢alismasina karsin, bu sirada sabit fazla ayn yiiklii olan analit
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iyonlar1 ayrilmaktadir. Bu yiiksek potansiyel enerjisine Donnan potansiyeli
denilmektedir. Donnan potansiyeli, notral molekiillerin sabit faza ge¢mesine izin

verirken, analit iyonlarini ise itmektedir.

H;0 Hareketli faz

0 : o
R CO Zayif ssit analit

X~ Kuvvetli asit analiti

Donnan potansiyeli

Sekil 3.3 : Karboksilik asit i¢in iyon seciciliginin gosterimi.

Iyon segiciligi yonteminin en yaygin uygulamas: H3O* formunda siilfolanmis makro
gbzenekli katyon degisim reg¢inesiyle organik asitlerin ayrilmasidir. Makro gozenekli
anyon degisim reginesi kullanilarak zayif bazlarin ayrilmasi da olasidir fakat ¢ok

yaygin degildir [3].

3.5 Baskilayici (Supresor)

Baskilayicilar, hareketli fazin oldukca iyonik olmasi durumunda kullanilmakta ve
iletkenligini azaltmaktadirlar. Baskilayici olmadiginda ¢ok yiiksek iletkenlige sahip

tayin edilemeyen tiirler, baskilayici kullanimiyla belirlenebilmektedir.

Ayirma kolonlarinda karsit yiklii fonksiyonel gruplar iceren iyon degisim tipi
kolonlar baskilayici olarak kullanilmaktadir. Ornegin; Na* ve K* katyonlarmi igeren
bir karigimin ayiriminda, katyon degistirici re¢ine ve HCI den olugmus bir hareketli
faz kullanildiginda, kolonun sonundaki asidik ortam i¢inde, Na* ve K* katyonlari, CI

anyonlarina eslik edecekler ve boylece elektronotrallik korunacaktir.
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Ayirma kolonundan sonra hareketli faz, hareketli iyonlar1 OH™ olan bir anyon
degistiricinin yer aldig1 ikinci bir kolona dogru akacaktir. Kloriir iyonlar1 bu kolonda
tutunacak ve boylece yer degistirdigi OH™ iyonlar1 ile H" iyonlar1 reaksiyona girerek
suyu olusturacaktir. Baskilayicidan sonra sadece Na*OH™ ve K*OH' tiirleri ortamda
bulunacaktir ve bunlarin iletkenlikleri NaCl ve KCI” den daha yiiksektir. H" ve CI
tirleri ise gbzden kaybolacaktir. Bu durum, Na* ve K" tiirlerinin analizini

kolaylastiracaktir (Sekil 3.4).

M katyonunun elusyonu

Anyon depigtirici
Aytma Kolonu | . L [Hetkenlik dedal‘h-&l_ﬂ
B [
Suppressor'den Suce iyonlar ,-'*
H' ¢ M' H0 » M~ OH H0

P
]
4
¥
d

4

Sekil 3.4 : Baskilayici ile stirtiklenme.

Ozet olarak; bir baskilayici igceren anyonik regine [ArCH2(NR)3OH] hareketli fazi
notrallestirmek amaciyla bir katyonik ayirim kolonuyla (ArSOsH) ile etkilesecektir.

Yiksek iyonik kapasiteli fiber veya mikromembran baskilayicilar su anda klasik
baskilayicilarin yerini almistir. Sekil 3.5, anyonik kolonlarda kullanilan tipik bir
elektrolit ¢ozeltisindeki A” anyonunun membran baskilayiciya dogru gegisini

gostermektedir.

Son zamanlarda elekrolitik reaksiyonlar icin kendiliginden yenilenebilen
(autogenerating) baskilayicilar  kullanilmaktadir. Bunlar hem elektroliz ile
yenilenebilen reginenin yer aldigi 6zel bir kolon hem de suyun elektrolizi ile
yenilenen iyonlarin iiretildigi bir membran baskilayicidan olusmaktadir (Sekil 3.6 ).
Burada HCI ¢ozeltisi i¢indeki bir katyonun baskilayiciya dogru gegisi gosterilmis ve

baskilayici olarak da anyon gegisine izin veren bir membran kullanilmistir [3].
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A anyonunun elusyonu

H i 1y

] Katyonlan gegirebilen
Dedektaee dogru YR gevirgen m

Sekil 3.5 : A"anyonunun bir anyon ayirma kolonundan gézenekli membran
baskilayiciya dogru akisi.
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Sekil 3.6 : M* katyonunun bir katyon ayirma kolonundan kendiliginden
yenilenebilen membrana akisi.
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3.6 iyon Kromatografisi Dedektorleri

3.6.1 iletkenlik dedektorleri

Iletkenlik Slciimlerinde; L, iki elektrot arasinda &lgiilen iletkenligi, A elektrotlarin
alanmmi1 ve R iletken alandaki karsilikli direnci gosterir[L=1/R (Siemens)]. Verilen
iyonlar i¢in ¢ozeltilerin iletkenlikleri elektrolitin derigimine bagl olarak degisecektir.

Bu iligki, birgok seyreltik ¢ozelti i¢in dogrusaldir.
Spesifik iletkenlik « (S mol™?), hiicre sabiti Kcell’ in élgiilmesine izin vermektedir.
k= L Kcell D
Buradaki Kcell;
Kcell=d/A @)
Esitligi ile verilir. Bu esitlikte d, elektrotlar arasindaki uzakliktir.

Esdeger iyonik iletkenlik (o) ise, 25°C” de ve molar derisim sifira giderken iyonlarin

iletkenligini gostermektedir.
A0=1000 1/Cz (3)
Burada C, molar derisim, z ise ¢6zeltideki iyonun yiikidiir.

Cozeltinin iletkenligindeki degisiklik (AL), A4’ya baghdir. A4, X iyonunun esdeger
iletkenligi ile siiriiklenen iyonun (E’nin )esdeger iletkenligi arasindaki farkin

derisimle carpimina esittir.
AA=Cx(Ax- AE) 4)

Dedektor hiicresi kolondan sonra yer alir ve kiigiik bir hacme sahiptir. Tayin
yonteminin duyarliligimmi arttirmak i¢in kolon ve dedektor arasina elektrolitteki
iyonlar1 notralize eden bir alet yerlestirilir. Bu alet, baskilanmis olarak adlandirilir ve
ilk defa 1975°de kullanilmaya baslanmstir. Iletkenlik dedektorleri de kendi arasinda

baskilanmig ve baskilanmamis olarak ikiye ayrilirlar [3].

3.6.2 UV — goriiniir belge dedektorleri

Iyon degisim ayirmalarinda, segiciligi oldukca yiiksek olan spektrofotometrik
dedektorler siklikla kullanilmaktadir. Iyon kromatografisinde spektrofotometrik
dedektor kullanimi YPSK’daki organik bilesiklerin ayrimindan daha farklhidir. Bir

UV-goriiniir bolge dedektorii Lambert-Beer yasasina gore davranir.
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Lambert-Beer esitligi, iyonlarin ayrilmasi ve belirlenmesi i¢in kosullarin
secilmesinde son derece Onemlidir. Iyon degisim siiriikleyicilerde, iyon diisiik
absorptiviteye, ornek iyonlar1 ise yiiksek absorptiviteye sahip, fakat bunun tersi de
dogrudur. Belirli bir dalga boyu igin bir iyonun absorptivitesi bilinmiyorsa iyonun

bilinen derisiminden bir spektrofotometre araciligiyla dalga boyu 6l¢iilebilir [3].

3.6.3 Amperometrik dedektorler

Indirgenebilen veya yiikseltgenebilen herhangi bir analit amperometrik dedeksiyon
ile belirlenebilir. Islem sirasinda kolon disindaki iki elektrot arasma bir potansiyel
uygulanmakta ve elektroaktif analitin anotta yilikseltgenmesi veya katotta

indirgenmesi sirasindaki akim degisimi 6l¢iilmektedir [3].

3.6.4 Optik dedektorler

En yaygin olarak kullanilan optik dedektorler, absorbans ve floresans dedektorleridir.
Floresans dedektorleri iyon kromatografisinde nadir olarak kullanilirken, absorbans
dedektorlerinin  kullanimi olduk¢a yaygindir. Absorbans tayininde, post kolon
tirevlendirmesinden sonra fotometrik tayin ve dolayli fotometrik tayin
kullanilabilmektedir. Iyon degisim islemi sirasinda, sabit fazdaki fonksiyonel
gruplarin  iyonik derisimi sabit kalmaktadir. Analit iyonlarinin dedektorde
belirlenebilmesi igin  siirlikleyici  iyonlarinin ~ kromofor grup igermemesi

gerekmektedir [3].

3.6.5 Potansiyometrik dedektorler

Iyon secici elektrotlar, iyon kromatografisinde siiriiklenen iyonlarin dogrudan ve
dolayli tayininde kullanilmaktadir. Potansiyometrik yontemler, analit iyonlarinin(
genellikle anyon ve katyon ) i¢ elektrolit ¢ozeltisine difiizlenerek olusturdugu
potansiyel (mV) degisikliklerinin 6l¢limiinii igermektedir. Referans elektrodu ile
indikator (calisma) elektrodu arasinda olgiilen bu potansiyel fark: analit iyon derigimi
ile orantili olmaktadir. Referans elektrodun bulundugu hiicrenin derisimi ve
potansiyeli  bilindigi i¢in Olglilen potansiyel farkindan analitin  derigimi
hesaplanmaktadir. Bu yontemde analit iyonu higbir degisiklige (bozunmaya,
komplekslesme vb.) ugramadan dedektoriin igerisine difiizlenmekte ve ayni sekilde

tekrar disar1 ¢ikmaktadir.
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Genel olarak referans elektrodunun yaninda iyon segici elektrotlar (ISE)

kullanilmaktadir. Yontemin temeli Nernst esitligine dayanmaktadir.

Yontemin duyarliligi genel olarak 10° — 10° M arasinda degisir ve tayin smiri
amperometrik dedektérden daha diisiiktiir. Cok kiiclik derisimlere inmek icin
duyarlilig1 arttiran 6zel sistemler gerekmektedir. Potansiyometrik dedektorler iyon
kromatografisine baglandiginda akiskan (flow) sisteme benzerler. Akis hizi sistemin
duyarliligina gore ayarlanmaktadir. Elde edilen pikin yiiksekligi ve alan1 kullanilarak
derisimi bilinmeyen iyonun derisimi bulunmaktadir. Burada y ekseninde potansiyel
(mV) bulunmaktadir. Bu deger, referans elektrodu ile indikator elektrot arasindaki
potansiyel farkidir. Bu potansiyel farki iyon derisimiyle ilgili oldugu ig¢in nicel
analizde kullanilabilir [3].

3.6.6 Floresans dedektorleri

Floresans tayin yiiksek duyarliliga sahiptir. Bir¢cok iyonik tiiriin iyon kromatografisi
ile analizinde floresans ozelligi gozlenmedigi i¢in, dogrudan tayin modu sadece
sinirli alanda kullanilmaktadir. Genelde hareketli faz, floresans dedektoriinde bir

sinyal {lireten iyonlarla bir tiir olusturan iyon ¢ifti reaktifi veya bir kelat icermektedir.

3.6.7 Kirilma indisi dedektorleri

Iyon kromatografisiyle, ¢dziinenlerin ¢ogu kirilma indisi dedektdriiyle dogrudan
belirlenemezler, fakat polikarboksilik asitler, polifosfonatlar veya siilfonyum iyonlari
gibi biiyiik molekiiller ve bazi inorganik iyonlar bu tip dedektdrlerle belirlenebilirler.
Kirilma indisi dedektoriiyle dogrudan tayini yapilamayan iyonlar i¢in dolayli tayin
modu kullanilmaktadir. Buna karsin kirilma indisi dedektorii ile yapilan ¢alismalarda

bu dedektoriin duyarli oldugu fakat biraz karisikliga neden oldugu bulunmustur [3].

3.6.8 Alevli atomik absorpsiyon ve atomik emisyon dedektorleri

Bir HPLC sistemiyle atomik absorpsiyon spektroskopisinin dogrudan birlestirilmesi
iki yontemin akis hizlarmm karsilastirilmasim gerektirmektedir. Iyon kromatografisi
sisteminin ¢ikisina atomik absorpsiyon veya atomik emisyon cihazi baglanmaktadir.

Bu nedenle bazen saf su, ¢oziicii olarak kullanilmaktadir [3].
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3.6.9 Indiiklenmis Eslesmis Plazma (ICP) dedektorii

Emisyon spektroskopisiyle ICP veya kiitle spektrometresiyle ICP, son yillarda iyon
kromatografisi i¢in dedektor olarak ve alev emisyon spektrometresiyle yer degistirme
olarak ortaya ¢ikmistir. Iyon kromatografisiyle ICP-KS’ in birlestirilmesi bir anyonik
forma dontstiiriilebilen durumlarda matriksin gram miktarinin eliminasyonuna
olanak tanimaktadir. Bu nedenle eser miktardaki katyonik safsizliklar
belirlenebilmektedir. Bu tiir analizler Mo, W, Re, As ve P matriksleri {izerinde

uygulanmaktadir [3].

3.7 iyon Kromatografisinin Kullanim Alanlar

Iyon kromatografisi; toksikolojide, adli tipta, igme suyu ve atik sulardaki kirliliklerin,
hava kirliliginin, endiistriyel atiklarin, biyolojik ¢ozeltilerdeki iyonik tiirlerin
belirlenmesinde, endiistriyel proseslerdeki ara ({irlinlerin kalite kontrollerinin
yapilmasinda, gida ve icecek analizlerinde, kiitle spektrometresi veya diger
spektroskopik yontemlerden once karigimlardaki bilesenlerin ayrilmasinda, iyonik
safsizliklarin tanimlanmasinda, karisimlardaki bilesenlerin saflastirilmasinda, degisik
numunelerdeki inorganik anyonlarin ve katyonlarin, organik asitlerin, aminlerin,
amino asitlerin, karbonhidratlarin veya niikleik asitlerin  belirlenmesinde

kullanilmaktadir.

Iyon kromatografisi ile bilinen inorganik anyonlarin diginda en ¢ok belirlenen
anyonlar; halojeniirler, siilfiir ve oksitleri, organik asitler, fenoller, fosfor ve metal

oksitleri, bor bilesikleri ve kloro fenollerdir.

Iyon kromatografisi ile en ¢ok belirlenen katyonlar ise; alkali metaller, toprak alkali
metaller ve gecis metalleridir. CI, Br, S04%, NO3™ ve PO* gibi anyonlar ile Li*,
NH*, Mg?*, Ca®" gibi katyonlar ve poliprotik zayif asit ve zayif bazlarin iyonlari
pH’ lar1 ayarlanarak iyon kromatografisiyle kolaylikla belirlenebilmektedir. Aminler
pH yaklasik 9° un altinda iken katyoniktir. Karboksilik asitler ise pH 3’ iin lizerinde
anyoniktir. Amino asitler yiiksek pH’ larda anyonik veya diisiikk pH’ larda katyonik
olabilmektedir. Seker ve benzeri karbonhidratlar pH 12-13’ iin iizerinde ¢ok zayif

asit olarak davranmakta ve anyon olarak kromatografik analizleri yapabilmektedir

[3].
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3.8 Deneyde Kullanilan IC Sisteminin Ana Boliimleri

3.8.1 1CS-3000 sistemi

Dionex marka ICS-3000 cihazi, verimi, iiretkenligi ve Oncesine gore on kat daha
yiiksek performansi ile tamamiyla biitiinlestirilmis bir sistemdir. ICS-3000 sistemi
biitlin modiillerinde, bilesenlerine kolayca ulasilabilmesi i¢in 6zel olarak dizayn
edilmistir boylelikle cihaz ile ilgili ayarlamalarin yapilmasi kolaylagsmistir. Akis
yollarinin kimyasal olarak inert olmasi sayesinde degisken pH degerlerine karsi
dayaniklidir. ICS-3000 sistemlerinin komple ¢iftli ¢alistirtlabilme 6zelliginden dolay1
ayr1 bir cihaz ve otodrnekleyiciye gerek kalmadan cihaz daha uygun sekilde
giincellenebilir. Yani ayni anda iki analiz tek bir otoornekleyiciden tek bir uygulama
ile yapilabilir. Cihazda isokratik pompadan ultra saf su Eluent Uretici® ye gelir ve
burada gradient olarak hidroksit veya karbonat/bikarbonat mobil faz elde edilir.
Ayrica pompa hem isokratik hem de gradient olarak ¢alisabilir. Yeni ¢ikan gelismis
otoornekleyiciler ornekleri kromatografik sisteme sirayla veya eszamanli
gonderebilir boylelikle 6rnek prekonsantasyonu ve matriks eliminasyonu iyi bir

sekilde gercekletirilmis olur.

Ciftli sistemlerde tretimlilik, esneklik, hassasiyet ve secicilik artar ve ekonomik
avantajlar 6nemli Olgiide goze carpar. Bir otodrnekleyici ile drnekteki anyonlar ve
katyonlar ayni anda analizlenebilirler. Bu durum ¢ift kolon ve ¢ift dedektdr 6zel

yazilimi sayesinde kolayca kontrol edilebilmektedir.

RFIC (Reagent-Free Ton Chromatography) sistemlerinin performansi eluent yapici,
safsizlik tuzagi ve baskilayici kisimlarindan ileri gelir. Ayrica pompa kisminda da bir
modiilde iki pompadan faydalanilabilmektedir. Bdylelikle 6rnek hazirlama, kolon
temizligi veya sartlandirma ve reaktif ulastirilmasi siirekli olarak herhangi bir
zamanda yapilabilir. Tiim bunlar g6z 6niline alindiginda; ekstra bir beng yeri isgal

edilmeden ikili caligma ayn1 anda tek bir cihazda gerceklestirilir.

Pompalar son teknoloji ve inert olduklarindan yiiksek derecede dogru ve tekrarlanir
bilgiler elde edilir. Piston sealleri sistemde siirekli olarak yikandigindan omiirleri

uzundur.

ICS-3000 EG (Eluent Generator) modiilii RFIC sisteminin kalbidir. Bu modiil ile
eluentleri artik hazirlamaya gerek kalmamistir. Burada UP (Ultra Pure) su ile istege

bagl yiiksek kalitede ve kesin konsantrasyonda eluent sistem tarafindan otomatik
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olarak hazirlanir. Bu opsiyon manuel eluent hazirlanmasi ile olusabilecek hatalar
ortadan kaldirir. Tekrarlanabilir sonuclar haftadan haftaya, aydan aya ve
laboratuvardan laboratuvara elde edilir. Ayrica bu sistem eluenti dereceli olarak
otomatik ayarlayabildiginden anyon analizlerinde optimum zamanin daha kisa siirede
bulunabilmesi i¢in avantaj saglar. Gradient elusyon ile daha iyi ayrim, daha yiiksek
hassasiyet ve daha diisiik tespit sinirlari elde edilir. RFIC sistem sayesinde isokratik
elusyona gradient elusyon kolaylikla uygulanir. Gereken sey sadece UP sudur. EG
modiilii de ikili oldugundan bir kartusta hidroksit digerinde de karbonat/bikarbonat
eluentleri ile herhangi bir zamanda istenilen kartus istenilen konsantrasyonda

ayarlanip kullanilabilir.

CR-ATC (Continously Regenerated-Anion Trap Column), eluent generatér ile degas
modiilii arasina yerlestirilerek eluentten gelebilecek anyonik kontaminasyonlar

engellenir. Bunlar periyodik olarak 2 M Hidroksit eluenti ile rejenere edilmelidirler.

Dionex 1975’ te packed-bed kimyasal supresyonu tanitarak modern iyon
kromatografinin kurucusu oldu. Supresyon; arkaplan (background) iletkenligini
azaltirken iyonun iletkenligini arttirmasi sebebiyle devrim yaratti. Packed-bed
kimyasal  supresyonun gelistirilmesi ile analizlerde pg/L  seviyelerine

inilebilmektedir.

Dionex, supresyonun lideri olarak 1981’ de oyuk fiber supresorler (baskilayici)
tiretti. Bu supresorler siirekli yani online g¢alisabilmektedirler. Dionex, 1985’ de
MikroMembran Supresdr (MMS) iiretti. Bunlar dinamik kapasiteye ve gradient
elusyon kullanimina daha ¢ok izin vermektedirler. 1992 de ise kendini rejenere
edebilen Supresorler (Self-Regenerating Supresor (SRS)) otomatik gelistirildi.
Bunlar, rejenerant kaynagi olarak elektroliz kullanan korozif rejenerantlarin

hazirlanmasin1 gerektirmeyen supresorlerdir.

SRS ULTRA II Supresortii ile Dionex, 2003’ te Supresor teknolojisini bir adim daha
one aldi. Bu adim ultra diisiik giirtiltli, diisiik ve kararli zemin (background), iistiin

dinamik kapasite ve genis dinamik aralik sundu.

SRS’ ler MMS’ lere yap1 olarak ¢cok benzerler. Ancak elektrotlar rejenerant odalarina
yerlestirilmistir. Elektrotlara bir giic kaynagi baglanip supresorden akim
gecirildiginde rejenerant iyonlari supresorde sudan iiretilir. Buna otomatik supresyon

denir. Bu islem ic¢in suyun odalardan sabit bir hizda ge¢mesi sarttir. Sekil 3.7° de
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Supresoriin kimyasal olarak nasil calistigi agikca gosterilmistir. Sekil 3.8° de ise
analitlerin supresorlii ve supresorsiiz kromatogramlart karsilastirilmasi sistemin akis
semas1 ile agikga gosterilmistir. SRS herhangi bir sabitlenmis rejenere olmus
supresorde en yiiksek kapasiteye sahiptir. Bu da gradient eluentlerin tam
supresyonuna izin verir. Ayrica dedektdr atiginin rejenerant olarak kullanilmasiyla
suyun sabit akist igin ikinci bir pompaya gerek kalmamistir. Bu durum supresor

kullanim kolaylig1 agisindan yeni bir standart olusturdu [16].

ANODE ANALYTE IN NaOH CATODE
5 waste — ELUENT — waste
? (MNaOH) A

1 U
H204+0, Na OH+Hy
+ -
H30 ¢ > Ma- » OH
OH I
+ 1 -
2H3C| +1/204 HQD Hp+20H
3H,0 AMALYTE IN 2Hy0
? Hzo ﬁ
- H;0 — ; —  Hy0 =
TO DETECTOR

Sekil 3.7 : Supresorde gergeklesen iyon degisimi.

Supresyon sinyal/giiriiltii oranin1  O6nemli Olc¢lide yiikselten bir yoOntemdir.
Supresorlerin farkl tipleri vardir. Hangi supresoriin secilecegi; eluentin organik bir

¢oziicli olup olmadigina ve analit ve matriks konsantrasyonuna baglidir.

Sekilde goriildiigii gibi kolondan ayrilan anyonlar eluentin katyonu olan Na® (veya
K* ile tuzlarmi olusturup supresore girerler ve burada bir katyon degisimi meydana
gelerek anyonlarin iletkenlikleri daha yiiksek asidik formlar1 ve olusan su dedektore
girer. Olusan saf su baselineda ilerlerken anyonlarin piklerinde gézle goriiliir bir artis

meydana gelir.

Supresyonlu ¢aligma sonucu elde edilen kromatogramdaki piklerin biiytikligii ile
supresyonsuz c¢alismadaki biiyiikliik arasinda 7 kat fark oldugu Dionex firmasi

tarafindan yayinlanmistir [16].
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Sekil 3.8 : Supresorlii sistemde anyonlarin artan hassasiyeti.

ICS-3000 sisteminin elektronik kisimlar1 ve dizayni degisen sicakliklarda dedektoriin

kararli ¢alismasini saglar (Sekil 3.9).

ICS-3000—Conductivity Detector Stability
35.00200
Specification
0.001°C
Temp.
(°C)  [——— —
Cell temperature stability
N = 80 runs
34.99800 T T T 1
0 5 10 15 20
Minutes
21183

Sekil 3.9 : Dedektoriin sicaklik kararlilig.

Kesin sicaklik kontrolii kaymalar1 (drift) elimine eder ve giiriiltiiyli minimize eder.

Ayrica tespit hassasiyetini arttirir ve kararhilik saglar.

Sekil 3.10° da beyaz kisim supresor ve istiindeki siyah kisim ise iletkenlik

dedektoriidiir. Sekilde de goriildiigii gibi ara yollar kisadir.

Sekil 3.10 : iletkenlik dedektdrii (siyah) ve Supresér (beyaz).

Kolon ve dedektor aras1 da derli toplu bicimde dizayn edildigi i¢in par¢a degisimi ve
giincellemeler kolayca yapilir. Ayrica kisa tubingler (borular) ve baglantilar

sayesinde 6lii hacim minimize edilir. Bu sayede daginik bir sistem ortaya ¢ikmaz.
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ICS-3000, biyomolekiil analizleri ve iyon kromatografi i¢in optimum seviyede bir
stvi kromatografisidir. %100 metalsiz sistem ile (otodrnekleyici, pompa, akis yolu ve
dedektor) korozif mobil faz kullanan diger paslanmaz c¢elik veya metal igeren
kromatografi sistemlerinin sinirlamalarinin listesinden gelir. Metal akis yollari, bazi
analitlerde denatiirasyon veya adsorpsiyon gibi etkilere neden olabilir. Termal
kompartmanda ise sicaklik kesin bir sekilde 5 ile 85°C arasinda ayarlanabilir.
Opsiyonel eluent sicaklik stabilizeri eluent sicakliginin firin ve kolonda kararh
kalmasina yardim eder ve kolonda daha kesin ayrimlar yapilir. Kompleks analizlerin
daha basit yapilabilmesi i¢in cihazin Chromeleon yazilimi {izerinden bazi 6zel
teknikler kolayca uygulanabilir. Bu 6zel teknikler yiiksek hacim ve yiiksek basing,
ornek Onderistirme, matriks eliminasyonu, kolon temizligi ve 6n kolon iyilestirmesi
gibi islemlerdir. Bilgi analizi i¢in Chromeleon TabletStation biitlinlesik olarak
diinyanin en iyi kromatografi sistemidir. Otodrnekleyicinin yollar1 ve vialleri inert
oldugu icin ve hazne bolmesinin sicaga duyarli Ornekleri belli sicaklikta
saklayabildigi i¢in Ornekler bilesimi korunmaktadir. Sekil 3.11° de goriildiigli gibi
ayni anda iki analiz takibi yapilabilmektedir [16].
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Sekil 3.11 : ICS- 3000 sisteminin AS oto drnekleyicisiyle ayni anda yiiriitiilen iki
analiz sonucu.

Sekil 3.12” de ise sistemin parcalarinin nasil yerlestirildigi agik¢a goriilmektedir.
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Sekil 3.12 : ICS-3000 sisteminin modiil ve parcalari.
3.8.2 lonPac AS20 anyon degistirici kolon

IonPac AS20 kolonu yiiksek kapasitede, hidroksit secici, anyon degistirici bir kolon
olarak su drneklerinde ¢ok yliksek konsantrasyonlardaki kloriir, siilfat ve karbonat
anyonlart varliginda bile pg/L seviyesinde perkloratin tayini i¢in oldukca
kullanighdir. Hatta sularda eser miktar perklorat anyonu analizi i¢in U.S. EPA 314.1
metodu olarak Ozellestirilmistir. Ayn1 metotta Cryptand C1 konsantrator kolon
perkloratin prekonsantrasyonu i¢in yer almaktadir. AS 20 kolonu 310 peq/kolon
degerinde yliksek bir kapasiteye sahiptir (4x250 mm kolon). Bu kolonun segiciligi 35

°C’ ye optimize edilmistir.

IonPac AS20 kolonu essiz bir polimer baglama teknolojisi ile gelistirilmis ve
iretilmistir. Bu polimer oldukca hidrofiliktir ve hidroksit eluentlerinde ¢ok secicidir.
Eluent konsantrasyonunun yiiksek olmasina gerek duymaz. IonPac AS20 kolon

dolgusunun yapis1 Sekil 3.14” de goriilmektedir.

AS20 kolonunun RFIC sistemlerinde kullanilmas:i tavsiye edilir. Ultra saf su ile
yiiksek saflikta hidroksit eluenti hazirlayan EGC-NaOH ile bu kartusu siirekli
saflastiran CR-ATC’ den kolona gelen eluent karbonatsiz bir hidroksit eluentidir.
Karbonat varligi, zeminde kaymaya ve analit iletkenligini diisiirmeye sebep olur.
CR-ATC kendini siirekli olarak rejenere ettiginden uzun siire kullanilabilir.
Kullanilan ultra saf suyun direnci ve bilesimi kontrol edilerek CR-ATC’ nin omrii

uzatilabilir ve daha uzun siire kesin sonuglar elde edilir [16].
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Sekil 3.13 : IonPac AS20 kolon dolgusunun yapisi.

Sekil 3.14” de AS20 kolonunda ayrilmis yirmi ii¢ anyonun kromatogrami ve verileri

verilmigtir.
Column: lonPac AG20, AS20, 4 mm Peaks: 1. Fluoride 2 mo/L (ppm)
Eluent: Potassium hydroxide: 2. Acetale 10
5 mM from 0o 5 min, 3. Bulyrale 10
5-30 mM from 5 to 15 min, 4. Formate 10
30-55 mM from 15 to 30 min 5. Chlorite 10
Eluent Source:  EGC Il KOH with CR-ATC ?. B&m 12
Temperature:  30°C .
Flow Rate: 1.0 mL/min 8. Nitrite 10
Inj. Volume: 10l 9. Chlorate 10
Detection: Suppressed conductivity, 10. Bromide 10
ASRSULTRA II, 4 mm, 11. Nitrate 10
AutoSuppression recycle mode 12. Carbonate 20
13. Sulfate 10
14, Selenale 10
15. Onalate 10
10 - 16. Phihalaie 20
17. Phosphate 20
T 18. Chromale 20
19. lodide 20
! " 20. Asenate 20
21. Citrate 20
4 14 20 22 Thiocyanale 20
1 17 23. Perchlorate 30
10 18
s g" 16 21 2
1 5 s
2 L r
||
a ' |‘| “
14 UL
-1 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Minutes
21114

Sekil 3.14 : AS20 kolonunda ayrimi1 yapilmis yirmi ii¢ anyon.

Sekil 3.15°de ise (A) kromatograminda AS16 kolonunda perklorat pikinin 4-
klorobenzen siilfonat anyonundan ayrilamadigi halde (B) kromatograminda AS20

kolonunda ayrildig1 net bir bicimde goriilmektedir. Baseline diizgiin oldugu siirece
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bu sonuclar elde edilmektedir. Fakat kompleks matriksli 6rneklerde diizgiin baseline

elde etmek pek kolay degildir [16].

Columns: (A) lonPac AG16, AS16, 2 mm Peaks:
(B) lonPac AG20, AS20, 2 mm 1. Huoride 2 myglL (ppm)
Fluent: 35 mM sodium hydroxide 2. Chlonde 3
Fluent Source:  EGC 1| NaOM caartridge: 3. Sullale 5
with CR-ATC 4. Thiosullale 10
Flow Rate: 0.5 mil/min 5. lodide 20
Temperature: — 30°C 6. Thiocyanale 20
Inj. Volume: 2.5 ol 7. 4-Chiorobenzene sullonale 5
Detection Suppressed conductivity, & Perchlorale 30
ASRS ULTRA N, 2 mm,
AutoSuppression recycle made
12— (N Aromalic Backhone
4
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Sekil 3.15 : Anyonlarin AS16 ile AS20 kolonlarinda ayrilmalari.
3.8.3 AS20 kolonunun ozellikleri
Boyutlart:
lonPac AS20 Analitik kolon : 4x250 mm
lonPac AG20 Guard kolon : 4x50 mm
lonPac AS20 Analitik kolon : 2x250 mm

lonPac AG20 Guard kolon : 2x50 mm
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Uygulanabilen maksimum basing: 3000 psi

Mobil Faz Uyumu : pH 0-14; % 0-100 HPLC solventleri
Substrat Karakteristikleri (Analitik kolon igin):
Stipermakropor regine

Tanecik ¢ap1 27,5 um

Por bilyiikliigii ~ :2000 A

Capraz baglanma (%DVB) : % 55

Substrat Karakteristikleri (Guard kolon i¢in):

Mikropor regine

Boncuk ¢ap1 211 pm

Por biiyiikliigi ~ :<1A

Capraz baglanma (%DVB) : % 55

Iyon Degistirici Grup:

Fonksiyonel grup . Alkanol kuaterner amonyum iyon
Fonksiyonel Grup Karakteristikleri:

Hidrofobikligi ¢cok diisiik

Kapasite:

77,5 peq (2x250 mm kolon); 1,5 peq (2x50 mm kolon); 310 peq (4x250 mm kolon);
6 peq (4x50 mm kolon).

Kolon Yapilist:
PEEK ile 10-32 disli gember stilinde son baglanma. Higbir bilesen metal degildir.

AS20 kolonlart ekonomi ve kullamimda kolaylik bakimindan ASRS ULTRA II

supresorleri ile kullanilmalidirlar.

Kolon sicakligi tekrarlanabilirlik agisindan kontrollii olmalidir [16].
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4. ALKOLLU ICECEKLER

Alkollii igkiler; yapim teknigi ve bilesimleri yoniinden degerlendirildiginde;
fermente alkollii ickiler ve distile alkollii igkiler olmak iizere iki grupta incelenir.
Fermente olanlarin alkol igerikleri daha diistiktiir. Bira ve sarap fermente igkilerdir.
Her ikisinin de farkli alkol igeriklerinde hazirlanmis ¢esitleri vardir. Saraplar alkolle
zenginlestirilerek seri, port; seker eklenip ikinci kez fermente edilerek sampanya;
alkolle zenginlestirilip baharat ve lezzet vericiler katilarak vermut elde edilir. Raki,
brendi, viski, rom, cin, votka, konyak, likér distile ickilerdir. i¢ki siseleri {izerinde
alkol yiizdelerini gosteren rakamlar vardir. Distilasyon bakir imbiklerde yapilir.
Diger bir adi da damitma olan bu islem sayesinde sivinin igerisindeki alkol, %5-15,
den %70-80 oranina kadar ¢ikartilabilir. Distile ickiler genelde % 40 civari alkol
igerir. Distilasyon isleminden sonra sivi rengini kaybeder. Sert alkol olarak da
kategorilendirilen distile ickilerin yapiminda ana amag, daha yogun, daha konsantre

bir i¢ki elde etmektir.

Tiirkiye’ de tiretimi yapilan damitik alkollii ickilerin basinda raki gelmektedir. Raki;
karakteristik Ozelligini Tiirkiye Cumbhuriyeti sinirlart iginde yer alan dogal
unsurlardan, ozellikle Tiirkiye’de yetisen iiziim, anason ve Tiirkiye’de uygulanan
geleneksel tiretim yontemlerinden alan, {iretimi, islenmesi ve diger islemleri

tamamiyla Tiirkiye sinirlar1 i¢inde yapilan kendine has, renksiz distile alkollii ickidir.

Raki iiretiminde kullanilan anason, Umbellifereae familyasindan Pimpinella anisum
bitkisinin tohumlar1 olup, baharatli tohumlar igin yetistirilen bir bitkidir. Bilesiminde
bulunan % 1,3- 3,7 oranindaki ugucu yagin (anason esansi) % 80- 95 ini trans-

anetol, kalan1 metilkavikol ve anis ketondur (p- metoksi benzil metil keton).

Anasondan rakiya trans-anetol ve estragol ugucu bilesikleri geger.
Rakinin aromatize edilmesinde esas rol oynayan anason eteri yagi, baslica iki izomer
bilesikten yani normal sicaklikta kat1 olan anetol (p-metoksi profenil benzen) ve sivi
olan metilkavikolden (p-alyanizol, estragol) olusur. Anason eteri yagmin % 80-95’

ini olusturan trans-anetol, bir fenol esteri olup baharatimsi ve karakteristik anason
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kokusunda, sekerli bir tattadir. Diger komponentler ise anisketon, anason
asidi, anisaldehit ve camphendir. Eteri yagda bulunan diger bilesikler rakida ya iz

miktarlarda bulunur ya da hi¢ bulunmazlar.

Anason eteri yaginda bulunan bu bilesiklerden rakiya anason kokusunu veren trans-
anetol miktar1 raki kalitesinde etkilidir. Rakidaki trans-anetol miktarinin, iriin
litresinde 800 miligramdan az olmasi duyusal kalitenin azalmasinda etkendir. Ayrica
icim sirasinda kadehte igme suyu ilavesiyle olusacak beyazlanma siiresinin

gecikmesine, dolayisiyla i¢cim alkol derecesinin fazlasiyla diismesine neden olur.

Yukarida belirtilen nedenle Tiirkiye’ de yaygin olarak Pimpinella anisum tiiriiniin

tariminin yapilmasi ve raki tiretiminde kullanilmasi gelenek haline gelmistir.

4.1 Raki Uretimi

Raki {iretiminin birinci asamasi, yas veya kuru liziimden suma eldesidir. Suma,
Tiirkiye’de yetistirilen yoresel tiziimlerin hammadde olarak kullanilmasi ve iiziimiin
tat ve kokusunu korumak amaciyla ayrimsal distilasyonla hacmen alkol miktar1 en
fazla % 94,5’ e kadar distile edilmesi ile elde edilen iiziim distilatidir. Diinyada;
distile alkollii igkilerin iiretiminde kullanilmak tizere tamamen iiziim meyvesinden
islenerek % 94,5 hacmen alkol derecesine kadar distile edilmesiyle elde edilen ve
suma olarak adlandirilan baska bir {irtin yoktur. Sumalik yas tiziim alimi, genellikle
saraplik {iziim hasadinin hemen ardindan, iiziimlerde seker oraninin biraz daha

yiikselmesi beklenerek yapilir.

Fermantasyonda koruyucu madde kullanilmayacagindan; tiziimlerin saglikli olmasi,
nakliye sirasinda hirpalanmamasi ve bekletilmeden sikilarak siranin  hemen

fermantasyona verilmesi gerekir [16].

4.1.1 Suma Uretimi

Mayse hazirlama: Kuru iiztimler, bir dizi fiziksel islemlerden gegtikten sonra
bicaklarda kiyilir. Kiyilma sirasinda bir miktar su verilerek degirmenlere {iziimiin
bulagsmasi ve topaklanmasi Onlenir. Kiyllma islemi ile mayseleme sirasinda sekerin
suya gecisi kolaylasir. Bu agsamada % 28-30 civarinda seker ihtiva eden mayse elde
edilmis olur. Dengeleme tankinda toplanan kiyilmis {iziimiin seker oran1 % 15-17

olacak sekilde su ile karistirilir. Mayse, pastorize edilmek iizere pastdrizasyon
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tanklarina gonderilir. Eger yas iiziim islenmek isteniyorsa; saplarindan ayrilan yas
tiziim maserasyon tanklarina gonderilir. Yas {liziim maserasyon tanklarinda bir giin
bekletildikten sonra  posasindan ayrilan sira  pastorizasyon  tanklaria
alinir. Esanjor ¢ikisinda siirekli sicaklik kontrolii yapilarak maysenin sicakliginin 70-

72°C’ nin altina diigmemesi saglanir.

Fermantasyon: Temizlenmis ve sterilize edilmis fermantasyon
tankina, laboratuvar kosullarinda tiziim siras1 iginde belirli bir miktara kadar
cogaltilarak  hazirlanmis  yiiksek alkol {iretme yetene8ine sahip maya
(Saccharomyces cerevisiae) ~ almir.  Uzerine %  14-15  seker  iceren
pastorize mayse gonderilerek fermantasyon baslatilir. Her iki saatte bir yapilan

olgtimlerle fermantasyonun gidisi kontrol edilir.

Fermantasyon sirasinda sicaklik, seker ve pH kontrolleri yapilarak karistirma islemi
uygulanir. Alkol fermantasyonunun asil {iriinii etil alkol, ikinci asil {iriinii ise CO2’
dir. Fermantasyonun yan iriinleri olarak gliserin, asetaldehit, fuzel yag:i (yiiksek

alkoller), asit ve esterler ile metil alkol meydana gelir.
CesH1206 — 2C2Hs0OH + 2CO» + 28,2 kcal

Fermantasyonda sicaklik takibi ¢ok ©nemlidir. Reaksiyon egzotermik oldugundan
sogutucu ve kanstiricilar kullanilarak sicakligin 30-33°C° de kalmasi saglanir.
Fermantasyon siiresi yaklagik 36 saat olup, belirli periyotlarda yapilan seker ve alkol
Olgtimleriyle olusturulan seker orani — fermantasyon siiresi egrisi Sekil 4.1° deki gibi

olmalidir.

seker

Oram

Ferm Siresi saat

Sekil 4.1 : Seker orani-fermantasyon egrisi.
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Fermantasyon sirasinda olusan CO2 ortamdan uzaklastirilarak CO2 yikama kolonuna

gonderilir.

Fermantasyon tankindaki maysenin seker miktar1 sifir oldugu zaman fermantasyon
islemi tamamlanir. Alkol yiizdesi kontrol edilen firiin distilasyon iinitesine gitmek

tizere denge tankinda toplanir.

Distilasyon:  Geleneksel ve  diizgiin ilerlemis  bir fermantasyon siireci
gecirmis maysenin distilasyonu sonucu elde edilen kaliteli suma, kaliteli raki
{iretiminin vazgegilmezidir. Bu durumun 6nemi 2005/11 sayili Distile Alkollii I¢kiler
Tebligi’ nin 5. maddesinde sumanin taniminda “ayrimsal distilasyon” ifadesiyle de

acik¢a vurgulanmustir.

Fermantasyonu biten mayse distile edilmek iizere suma distilasyon {initesine alinir.
Distilasyon {initesi; gazdan aritma ve mayse kolonu, piirifikasyon kolonu,
rektifikasyon kolonu ve dimetilizasyon kolonu olmak itizere dort kolondan olusan bir
sistemdir. Kolonlarin igerisinde alkol ile buharin etkilesimini arttirmak amaciyla
yerlestirilmis delikli yapida platolar bulunmaktadir. Ters akim prensibine gore
calisan sistem su ve enerji kaybini minimize edecek sekilde tasarlanmistir. Bu

tinitede yer alan kolonlarin iglevi asagida yer almaktadir.

-  Gazdan artma kolonu ve  mayse kolonu:  Gazdan  aritma
kolonundan fermantasyondan sonraki atik gazlar ve distilasyon kalitesi tizerinde
negatif etkisi olan ucucu siilfiir bilesikleri atilir. Gazdan aritma isleminden

sonra mayse kolonundan elde edilen alkol % 50-60 arasindadir.

- Piirifikasyon (aldehit ve bas iirlin saflastirma) kolonu: Bu kolona gelen
alkolden ester ve aldehit gibi hafif ve ugucu bilesenler ile bag mahsul ayrilir. Kolon

tabaninda toplanan 15°- 20°” lik alkol rektifikasyon kolonuna gonderilir.

- Rektifikasyon (diizeltme) kolonu: Istenilen oranda fuzel yagi ve yiiksek
alkollerin ayrilmasi bu kolonda olur. Elde edilen 92°-94°

lik alkol dimetilizasyon kolonuna gonderilir.

- Dimetilizasyon kolonu: Bu kolonda 92°-94° lik alkol metil alkolden
aritilarak kuru {iziimiin kendine 0zgili aromasini tagstyan suma olarak depolama

tanklarma gonderilir.

Suma iiretim prosesine ait akim semasi Sekil 4.2 de verilmistir [16].
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Sekil 4.2 : Suma iiretimine ait proses akis semasi.
4.1.2 Raki Uretimi

Rakidaki toplam alkoliin en az % 65’ 1 sumadan gelecek sekilde tarim kokenli alkol
ile karnistirilmis suma veya sadece suma bakir imbiklere almir. Bir
onceki distilasyon isleminden kalan bas ve son {riinler (aporak) kullanilacak

durumda ise kazana ilave edilir. En azhacmen% 40 alkol igerecek
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sekilde demineralize su ile seyreltilerek 5.000 litre veya daha kii¢iik hacimli

geleneksel bakir imbiklerde, anason tohumu ile ikinci kez distile edilir.

5000 litrelik bir imbigin doldurulup distile edilmesi yaklasik 48 saat siirer.
Bu distilasyon siiresi i¢inde raki i¢inde bulunmasi istenmeyen bilesenler asagida yer

alan fraksiyonlar halinde ayrilir.
e Bas mahsul (imalat harici)
e Bas mahsul
e Orta mahsul (raki)
e Son mahsul
e Son mahsul (imalat harici)

Bas mahsul ester, aldehit gibi alkole gore daha diisiik derecelerde kaynayan
maddeleri igerir. Bu {riin keskin kokulu, siit gibi beyaz renktedir.
Akis distilasyon baslangicindan iki saat sonra baslar. Anasonun patlayip ugucu eteri
yagini vermesi distilasyonun sekizinci saatinde oldugu i¢in bas mahsulde anason

bulunmaz.

Bag iirlin alim1 bitince alinan rakiya islenen temiz alkoldiir. Orta {irliniin alimina akan
ispirtonun kokusu agirlasip, 1s1 derecesi yiikselmeye baslayinca son verilir. Son
mahsul kaynama dereceleri alkole gore daha yiiksek olan fuzel yaglari, furfurol gibi
maddeleri kapsar.

Imbiklerden orta iiriin olarak alman alkol derecesi yaklasik % 78-80 olan orta
irin demineralize su ilavesiyle seyreltilir. Bu isleme “sondiirme” denir.
Sondiiriilmiis {irtine rafine beyaz seker ilave edilerek bilesimindeki maddelerin
tat harmonizasyonu i¢in en az bir ay igki sanayinde kullanilan mese figilarda veya
paslanmaz tanklarda dinlendirilir. Dinlendirme sonrasi geleneksel tadina ulasan raki,

filtrelerden gegirilerek kalite kontrol islemlerinden sonra siselenir.
Ozet olarak “raki” asagidaki 6zelliklere sahip olan bir ickidir.
- Alkol miktart hacmen en az % 40’ tir.

- Anason tohumdan gelen ugucu yagin anetol miktari, {iriniin litresinde en az

800 miligramdir.

44



- Rakinin hazirlanmasinda rafine beyaz seker kullanilir ve seker miktar iiriin

litresinde en fazla 10 gramdir.
- Raki tiretiminde renklendirici kullanilmaz.

- Ugucu madde igerigi, hacmen % 100 alkoliin hektolitresinde 100 grama esit
veya daha fazladir (Metanol ve etil alkol disindaki ugucu asitlik de dahil aldehit,
ester ve yiiksek alkoller toplamu).

- Metil alkol igerigi, hacmen, %100 alkoliin hektolitresinde 150 gramdan fazla

olamaz.
- Raki, dolum 6ncesinde en az bir ay dinlendirilir.

Rak1 liretim prosesine ait akim semasi Sekil 4.3 de verilmistir [16].
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Sekil 4.3 : Raki iiretimine ait proses akis semasi.
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Tekel Yonetimi Tirk ulusu ile biitiinlesmis olan damitik alkollii icki liretimimizin
onciisii raki icin, 25 Aralik 1997 tarih ve 555 sayili Cografi Isaretlerin Korunmasi
Hakkinda Kanun Hiikmiinde Kararname’ ye dayanarak, “Mense Isareti” tescili i¢in
basvuruda bulunmustur. Yasal islemler 1998 yili sonunda tamamlanarak, Tiirk
rakisnin  “Mense Isareti” tescili 1999 yilinin ilk giinlerinde Resmi Gazetede
yayinlanmis ve cografi isaret siciline kaydedilmistir. Avrupa Birligi bu karar1 tanimig
ve boylece icki alaninda ilk olarak menge adi ilk kez rakiya verilmistir. Boylelikle

raki1 milli igki olarak tescillenmistir.

Ulkemizdeki toplam damitik alkollii igki tiiketiminin yaklasik %85’ ini karsilayan
rakinin, gerek iiziim ve anason girdileri nedeniyle iilkenin tarim ekonomisindeki rolii,
gerekse lilkemizin diinya pazarma 6zgilin ve geleneksel {iriin olarak sunabildigi nadir
ticari degerlerden biri olmasi nedeniyle, “geleneksel iiretim teknigi” nin korunmasi

4250 Sayili Kanun ile saglanmistir.

21 Ekim 1995 tarih ve 22440 sayili Resmi Gazete’ de yayimlanarak uygulamaya
konulan Tiirk Gida Kodeksi Distile Alkollii igkiler Béliimii’ nde belirtildigi gibi Tiirk

Rakis1 sadece Tiirkiye’ de iiretilir.

2001 yilinda 6zellestirme programina alinan ve bu amagla 2003 yilinda yeniden
yapilandirilan Tekel, bes is iinitesine ayrilmistir. Bu donemde Alkollii ickiler Sanayii
Miiessesesi de, tiim hak ve yiikiimliiliikleriyle birlikte, Alkollii igkiler Sanayi ve
Ticaret Anonim Sirketi’ ne donistiiriilmiistiir. S6z konusu sirketin 27 Subat 2004
tarthli devir sozlesmesi ile Ozellestirilmesinin ardindan da alkollii igkilerde devlet

tekeli donemi sona ermistir.

2003 yilindaki alkollii icki sektoriinde yapilan bu O6zellesme ile rekabet ortami
gelismis ve yeni Uretici firmalar pazara dahil olmustur. Bu durumun alkollii igki
sektoriinde bir devrim olarak algilanmasimin yani sira sektdre katilan firmalarin
cesitliligi goz oOniinde bulundurularak, iiretilen raki tiplerinin kalitelerine ve Gida
Kodeksine uygunluguna dikkat edilmelidir. Bu sebeple alkollii igkilerde yapilacak

olan analizler olduk¢a 6nemlidir.
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5. ANYONLAR VE ANYON ANALIZLERININ ONEMi

Anyonlar, asitler ve tuzlarin iyonlasmalar1 sonucu olusan eksi yiiklii iyonlardir. Tek
atomlu (F~, CI” gibi) veya ¢ok atomlu (NO3~, PO4>" gibi) olabilirler. Baz1 anyonlar
viicut i¢in gerekli iken bazilar1 ise viicut i¢in oldukca zehirlidirler. Viicuda alinan
anyonlarin miktar1 metabolizma tarafindan farkli seviyelerde tolare edilir. Bu sebeple

anyonlarin gilivenilir sekilde tayini son derece 6nemli bir konudur.

Formik asitin, metabolizmadaki yliksek biyolojik aktivitesinden dolay1 kaynaklarinin
incelenmesi dnem arz eder. Insan viicudunda yiikselen formik asit seviyesi, optik
sinirlerde ciddi hasara, solunum yetmezligine, karaciger ve bobrek yetmezligi gibi
ciddi 6liimciil sonuglara ve komaya neden olabilir. 10 mmol / L’ nin (0,5 mg / mL)
tizerindeki kan konsantrasyonlari; metabolik asidozu indiikleyebilir ve 6liime yol
acabilir [5]. Formik asit viicuda; besinler yoluyla, bagirsak mikroflorasi iiretimiyle,
metanol sindirimi sonucu veya metanol buharlarinin solunmasi yoluyla girebilir.
Viicut stvilar1 ve dokularindaki yiiksek konsantrasyonlu formatin en 6énemli kaynagi

metanol alimidir [18, 19].

Metanol, en basit yapili, alifatik bir alkoldiir. Molekiil formiili CH3OH’dir. Saf
durumda renksiz bir sivi olan metanoliin molekiil agirhig1 32,04 ve 6zgiil agirligr 0
°C’ de 0,8142 olup, donma noktas1 -94 °C, kaynama noktas1 +64,7 °C’ dir. Su, alkol
ve eterle her oranda karisir. Endiistride, solvent seklinde yaygin olarak kullanilmakta

ve ¢ok kolay bulunabilmektedir. Diger alkollere gére, daha ucuzdur [20].

Metanol, pektik maddelerden pektinin par¢alanmasi sonucu olusan ve fermantasyon
tirlinlerinde belli oranlarda mutlaka bulunan dogal bir iiriindiir. Dolayisiyla alkol
fermantasyonunda metil alkoliin olusumu hem hammaddedeki pektin miktarina hem

de pektolitik enzimlerin miktar ve aktivitelerine baglidir [21].

Ayrica ticari alkollii icki iiretiminde; fermantasyon ve distilasyon sirasinda diisiik
miktarlarda metanol yan {iriin olarak olusmaktadir [22]. Dolayisiyla alkollii i¢kilerin

fazlaca tiiketilmesi de insan viicudunda formik asit kaynagi olusturabilir [23].
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Metanol; alimindan 2-24 saat sonra hizlica ADH enzimi ile formaldehite ve ardindan
FDH enzimi ile toksisitesi metanole gore olduk¢a yiiksek olan formik asite hizlica
metabolize olur (Sekil 5.1). Kanda bulunan formik asit, format miktarr, metanol
toksikasyonunun bir belirtecidir. Formik asitin insan viicudundaki miktarmin takip
edilebilmesi, klinik olarak teshis agisindan ¢ok o6nemlidir. Oliimciil metanol
zehirlenmelerine bagli olarak 6liim Oncesi fizyolojik sivilarda; bakteriyel etki ve
lipidlerin, karbonhidratlarin ve proteinlerin dekompozisyonundan dolay1 yiiksek

formik asit konsantrasyonu bulunabilir [18, 24, 25, 26].

METANOL |, FORMALDEHIT |E*_, FORMIK ASIT FTHES | €O+ H20

Sekil 5.1 : Metanol metabolizmasi.

Metanoliin bu olumsuzluklar1 g6z onlinde bulundurularak yiiksek alkollii damitik
ickilerin tliretiminde damitma isleminin, 6zellikle ikinci damitmanin saglikli sekilde
gerceklestirilmesi saglanmalidir. Yani bas, orta ve son iirin bilingli bir sekilde
ayrilmahdir. Aksi takdirde metanol bas iiriinden orta iiriine gegmekte ve yukarida
belirtilen sakincalar ortaya ¢ikmaktadir [27]. Tirk Gida Kodeksi’ ne gore, rakida
bulunmasina izin verilen metil alkol miktar1 en fazla 1500 mg/ L’ dir. Bu miktardan
daha ytiksek oranlarda metil alkol igeren {irlinler insan saglig1 acisindan riskli olarak

degerlendirilir [28].

Insan viicudu igin gerekli eser elementlerden biri olan flor, 6zellikle kemik ve dis
gelisiminde, dis yiizeylerinde mineral kaybinin 6nlenmesinde, hiicresel aktivasyon ve
bakteriyel enzim aktivitesinin azaltilmasinda 6nemli bir role sahiptir [29, 30, 31, 32,
33]. Flor, endiistriyel kullanim1 yaninda biyolojik énemi de olan bir elementtir. Insan
kaninda 0,5 ppm, kemikte 2000-12000 ppm arasinda, akcigerlerde 0,227 ppm ve kas
dokusunda 0,005 ppm floriir bulunurken, yer kabugunda 950 ppm, deniz suyunda ise
1,3 ppm civarindadir [32, 34]. Sularda bulunan floriir, miktarina bagl olarak faydali
veya zararli olabilir. Sularda floriir iyonu i¢in izin verilen derisim 1,0 mg/L’dir ve
yetiskinler i¢in dldiiriicti doz 0.20-0.35 g/kg viicut agirlig1 olarak belirlenmistir. Sulu
cOzeltilerde ve sularda floriir tayini icin, kromatografik, spektrofotometrik,

potansiyometrik yontemler gibi bir¢ok yontem gelistirilmistir [35].

Icme sularinda insan saglhig1 agisindan belirli bir konsantrasyon araliginda bulunmasi

gerekliligi sebebiyle, sulardan fazla floriir iyonunun giderimi, diinyada aragtirilan
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onemli ¢evre sorunlarindan birisi olmustur. Igme sularinda bulunmas: istenen floriir
derigimi 0,8-1,7 ppm araliginda olmalidir [32]. Bu diizeylerde flor bulunmasi dis
cliriimelerine kars1 koruyucu 6zellik gostermektedir. 1,5 mg/L’ den fazla floriir iyonu
igeren bir igme suyunun uzun siire tiiketilmesi, dislerde ve iskelet sisteminde florozis
hastaligina neden olmakta, 4 mg/L’ den fazla konsantrasyona maruz kalindiginda

norolojik hasarlar ve daha ileri boyutta toksik etkiler goriilmektedir [36].

Asetatlar ¢esitli gidalarda antimikrobiyal gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir
[9]. Etil asetatin, saraplarin ve damitiklarin organoleptik 6zellikleri tizerinde 6nemli
bir etkisi vardir. Diisiik konsantrasyonlarda, etil asetat sarabin meyveli 6zelliklerine
katkida bulunur. Alkollii ickilerin uygun olmayan kosullar altinda saklanmasi,
bakteriyel bozulma riskine sebep olur. Bu durum etil asetatta artisa neden olabilir.
Ayrica yillandirma sirasinda etanoliin asetik aside siirekli oksidasyonu ve bu asidin
esterlesmesi nedeniyle asetat miktar1 artar. Bu bilesiklerin seviyeleri, tizim ¢esidi,
fermentasyon kosullari ve damitma teknikleri gibi gesitli faktorlerden etkilenir [10,
11, 12].

Kloriir; gidalarda en sik bulunan anyonlardandir. Metabolizmada asit-baz dengesinde
o6nemli rol oynar. Buna karsin yiliksek konsantrasyonlarda alimi oldukga fazla yan

etkiye sahiptir [6, 13].

Nitritler ve nitratlar; lezzetlendirici, renklendirici ve botulizime kars1 antimikrobiyal
ajan olarak et ve balik iirlinlerinde siklikla kullanilir. Bununla birlikte, nitritler ve
nitratlar methemoglobinemi ve diger hastaliklara neden olabilir. Sekonder aminlerle
tepkimeye girerek nitrozaminlerin olusumuna neden olurlar ve bu bilesikler
potansiyel olarak kanserojen, mutajen ve/veya teratojendir kanserojen nitrozaminler

olusturmak {izere belirli aminler ile reaksiyona girebilirler [37].

Nitrat ve nitritin gidalarda ve iceceklerde artmasinin nedeni topraktaki organik
maddelerden, azotlu giibrelerin ve bdcek ilaglarinin kullanilmasindan ve kimyasal
endistri atiklarindan kaynaklanmaktadir. Sulardaki nitrat ve nitrit diizeyleri su
kalitesinin onemli indikatdrleridir [38]. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore,
igcme sularinda nitrat ve nitrit icin maksimum izin verilebilir diizeyler 50 mg/L ve 0,1

mg/L’ dir [39].

Nitratin akut toksisitesi ¢ok seyrek goriilmektedir. Cogu olguda meydana gelen

bulgular nitratin nitrite indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yetiskinlerde 8-15 g
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sodyum veya potasyum nitrat alinmasini takiben aniden ortaya c¢ikan siddetli
gastroenterit, karin agrisi, idrar ve gaitada kan ve halsizlik goriilebilir. Nitratin aksine
nitritin akut toksisitesi siktir ve buna bagli ¢ok sayida Olim bildirilmistir. Bu
genellikle sodyum nitritin yanhislikla alimina veya gidalarda kontrolsiiz kullanimina
bagli olarak gelismektedir. Nitrit insanlar tarafindan kullanilmasina izin verilen ve
tiriin formiilasyonuna giren tek toksik maddedir. Nitrit kullanimi oldukca siki

kurallara baghdir [40, 41].

Siilfat; insanlar ve hayvanlarin viicutlarinda bulunan dogal ve gerekli bir bilesendir.
Insan serumunda siilfat seviyesi 0,25 ile 0,38 mmol / L arasindadir. Siilfat, kondroitin
siilfat tiretimi ve eksojen kimyasallarin siilfasyonu dahil olmak iizere bir dizi

biyokimyasal faaliyete katilir.

WHO ve US EPA tarafindan sularda bulunmasina izin verilen limit deger
olmamasina karsin, gastrointestinal sisteme olan katartik etkisinden dolayr saglik
otoriteleri tarafindan i¢gme sularmda 500 mg/ dm®" i asmamasi tavsiye edilmektedir

[6, 15].

Insanlarin ve hayvanlarin siilfata kisa ve uzun vadeli maruz kalmalar1 sonucunda
ortaya ¢ikan cesitli etkiler aragtirllmigtir. Siilfatin insanlar {izerinde toksik etkisini
belirlemek i¢in pek ¢ok c¢alisma yapilmistir. Yiiksek seviyede siilfat (630-1150
mg/L) iceren suya maruz kalan ii¢ bebekte ishal rapor edilmistir ancak, ishale yol
acabilecek muhtemel diger sebepler (yiiksek ¢oziinmils maddelere sahip bebek
mamalar1 ya da mikrobiyal patojen gibi) olabileceginden dogrudan suyun siilfat
igerigi ile iligkilendirilememistir. North Dakota’ da yapilan bir arastirmada, 500—
1500 mg/L siilfat iceren i¢gme suyu kullaniminda, miishil etkisinin gézlenmesinde
kiigiik bir artis gozlenmistir. Ayn1 ¢alismada, siilfat icerigi 500 mg/L’ den az olan su
kullaniminda halkin %21’ inde miishil etkisine rastlanirken, siilfatin 500 ile 1500
mg/L olmasi durumunda bu oran %28 e ulasmistir. Ishalin insanlar iizerindeki
etkileri konusunda yapilan ¢alismalarda tek dozluk 8 g sodyum siilfatin ishale sebep

oldugu belirlenmistir [42].

Raki iizerine yapilan literatiir ¢aligmalart incelendiginde ¢ogunlukla GC-MS, GC-
FID, FT-IR teknikleri ile raki analizlerinin yapildigini1 gérmekteyiz [43, 44, 45]. Bu
calismada ise iletkenlik dedektorlii iyon kromatografisi cihazi ile anyon analizleri

tizerine yeni bir methot gelistirilmistir.
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6. DENEYSEL KISIM

6.1 Kimyasallar ve Araclar

Eluent (NaOH), sistemde on-line olarak EG (DIONEX, USA) elektrolitik eluent

ireteg modiiliinde multigradient bigimde olusturulmustur.

1000 mg/L’ lik sertifikali standart floriir, kloriir, bromiir, nitrat, siilfat ¢ozeltileri

Dionex’ den satin alinmistir.

Sodyum asetat (99,5%) Sigma Aldrich’ den, Amonyum format (99,5% ) Fluka’ dan

(Fluka, Bioultra) temin edilmistir.

Kati kimyasallarin tartimlari, virgiilden sonra dordiincii haneye kadar tartim
yapabilen Precisa marka elektronik hassas terazide (Precisa XB 220A, Swiss)

yapildi.

Cozeltilerin homojen olarak karistilmasi igin Wisemix marka vorteks cihazi

kullanilmastir.

Alkol numunesindeki ugucu bilesenlerin gaz kromatografisi ile incelenmesi; Perkin

Elmer Clarus 500 HS-GC-MS marka cihaz ile yapilmistir.

Stok ¢ozeltiler, seyreltmeler ve eluent i¢in kullanilan; direnci 18 MQ’ dan az
olmayan ultra saf su, New Human Power | Scholar UV (Human Corporation, Seoul,

Korea) su saflastirma sisteminden temin edilmistir.

6.2 Kullanilan Kromatografi Sistemi

Bu c¢alismada DIONEX ICS-3000 (Dionex Corporation, USA) Iyon
Kromatografi Sistemi kullanilmistir. Bu sistem, DP ¢iftli pompa (¢alismada
isocratic pompa kullanildi), tek ve ¢ift pompa sistemlerine uygun EG eluent
tireteg, DC Dedektor-Kromatografi Modiili ve otomatik Ornekleyici AS
kisimlarindan olugmaktadir. Otodrnekleyicinin 6rnek alma hacmi 40 pL, sample loop

hacmi 10 pL’ dir. Eluent trete¢ kartusu, RFIC-Eluent gaz giderici ve devamh
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rejenere olan anyon tuzak kolonu CR-ATC kisimlarimi1 igeren EG eluent {ireteci
istenilen zamanda istenilen konsantrasyonda NaOH’ i hazirlayarak eluenti kolona
gazi giderilmis ve anyonlardan arindirilmis olarak verir. DC modiiliinde
kromatografik ayirim boliimiinde RFIC TM IonPac® AS20 Analitik (2 x 250 mm)
anyon degistirici kolon ve on-koruma kolonu RFIC TM IonPac® AG20 Guard
(2 x50 mm) ile dedektor boliimiinde ASRS ULTRA II mm supresor ile CD
iletkenlik dedektorii bulunmaktadir. AS20 kolonunun reginesi 7,5 pum partikiil
capinda, fonksiyonel grubu kuaterner amonyum grubu olan divinilbenzen ile
capraz-bagli  siipermakroporéz polivinilbenzil amonyum polimeridir. AS20,
polarize olabilen anyonlar1 kisa siirede ayirabilen hidroksit segici bir anyon
degistirici kolondur. AG20 ise 11 pum partikiil ¢capinda re¢ine bilesimi mikroporoz
polivinilbenzen ve fonksiyonel grubu kuaterner amonyum grubu olan, kolonun 6n
kismina takilan ve kolonun kirlenmesini onleyen koruyucu (Guard) kolondur.
AG20 mikroporéz yapili oldugundan uzun siire optimum performans
gostermektedir. Dedektor olarak CD iletkenlik dedektorii ve supresor olarak da
kendini rejenere edebilen ASRS ULTRA Il mm kullanilmustir.

6.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

6.3.1 Standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

Yaklagik olarak 0,01414 g¢ Amonyum format UP su ile 100 mL’ lik balonjojede
coziilerek 100 mg/L’ lik format stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Yaklagik olarak 0,01396 g Sodyum asetat UP su ile 100 mL’ lik balonjojede
coziilerek 100 mg/L’ lik asetat stok ¢ozeltisi hazirlandi.

1000 mg/L’ lik sertifikali floriir, kloriir, bromdir, nitrat, siilfat standartlar1 hazir olarak

temin edildi.

Hazirlanan ve temin edilen ana stok ¢ozeltilerden gerektiginde ara stok cozeltiler

hazirlandi.

Internal standart olarak, her bir ¢dzeltide 2 mg/L konsantrasyonunda bromiir iyonu
iceren; 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, 8, 12, 20, 25, 30, 60 mg/L’ lik standart ¢ozeltiler
hazirlanir.  Vorteks cihazt ile kanstirilip viallere alinir. IC cihazmnin  oto

ornekleyicisine yiiklenir.
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Hazirlanan ¢ozeltiler; NaOH eluent konsantrasyonu 0-7 dakikalar arasinda 5 mM;
17-22,5 dakikalar arasinda 23 mM; 23. dakikada 50 mM ve 28-33 dakikalar arasinda
5 mM, supresor akimi 31 mA, kolon sicaklig1 35°C, dedektor hiicre sicakligr 40°C,
mobil faz akis hizi1 0,250 mL/dk ve sample loop hacminin 10 pL oldugu

kromatografi sartlarinda analizlenir.

Hazirlanan standart ¢dzeltilerin fazlas1 4°C” de muhafaza edildi.

6.3.2 Raki numunelerinin hazirlanmasi

4990 pL raki numunesine, 1000 mg/L’ lik sertifikali bromiir ¢ozeltisinden 10 pL
ilave edilir. Boylelikle internal standart olarak 2 mg/L konsantrasyonunda bromiir
iyonu iceren 5 ml raki numunesi hazirlanmis olur. Hazirlanan ¢ozelti 40-50°C su
banyosunda yaklasik olarak 0,5 ml’ ye kadar buharlagtirtlir (~ 2 saat). Raki numunesi
su banyosundan alinir ve oda sicakligina gelmesi beklenir. Ardindan 2 ml” ye UP su
ile tamamlanir. Vorteks cihazi ile karigtiritlip PES filtreden siiziilerek viallere alinir.

IC cihazinin oto 6rnekleyicisine yiiklenir ve analiz yapilir.

Internal standart olarak 2 mg/L bromiir iyonu icerecek sekilde 5 ml Yeni Raki
numunesine bilinen miktarlarda floriir, asetat, format, kloriir, nitrat, siilfat
iyonlarindan 2 asamali spike yapilir. 40-50°C su banyosunda yaklasik olarak 0,5 ml’
ye kadar buharlagtirilir (~ 2 saat). Spikel1 raki numuneleri su banyosundan alinir oda
sicakligina gelmesi beklenir. Ardindan 2 ml” ye UP su ile tamamlanir. Vorteks cihazi
ile karistirtlip, PES filtreden siiziilerek viallere alinir. IC cihazinin  oto

ornekleyicisine ytiklenir ve analiz yapilir.

Hazirlanan numuneler; NaOH eluent konsantrasyonu 0-7 dakikalar arasinda 5 mM;
17-22,5 dakikalar arasinda 23 mM; 23. dakikada 50 mM ve 28-33 dakikalar arasinda
5 mM, supresor akimi 31 mA, kolon sicaklig1 35°C, dedektor hiicre sicakligi 40°C,
mobil faz akis hizi 0,250 mL/dk ve sample loop hacminin 10 pL oldugu

kromatografi sartlarinda analizlenir.

6.4 Raki Numunesinin Buharlastirma Oncesi ve Sonrasina Ait Gaz

Kromatografisi Analiz Sonug¢lari

4990 pL raki numunesine, 1000 mg/L’ lik sertifikali bromiir ¢ozeltisinden 10 pL
ilave edilir. Vorteks cihazi ile karistirilir. Boylelikle internal standart olarak 2 mg/L

53



konsantrasyonunda bromiir iyonu iceren 5 ml raki numunesi hazirlanmis olur.
Numune, buharlagtima Oncesi raki numunesi olarak gaz kromatografisi cihazinda

analizlenir.

4990 pL raki numunesine, 1000 mg/L’ lik sertifikali bromiir ¢ozeltisinden 10 pL
ilave edilir. Vorteks cihaz ile iyice karistirilir. Boylelikle internal standart olarak 2
mg/L konsantrasyonunda bromiir iyonu i¢ceren 5 ml raki numunesi hazirlanmis olur.
Hazirlanan numune 40-50°C su banyosunda yaklasik olarak 0,5 ml’ ye kadar
buharlagtirilir (~ 2 saat). Raki numunesi su banyosundan alinir oda sicakligina
gelmesi beklenir. Ardindan 2 ml’ ye UP su ile tamamlanir. Vorteks cihazi ile
karigtirilir. Numune, buharlagtima sonrasi raki numunesi olarak gaz kromatografisi

cihazinda analizlenir.

Kromatograma ait detayl1 bilgilerin verilmesi ve goriintii kalitesini artirmak amaciyla
analiz sonuglar1 Origin veri analiz programina aktarilarak kromatogramlar tekrar
cizdirilmigtir. Raki numunesinin buharlagtirma Oncesi ve sonrasina ait gaz
kromatografisi analiz sonuclarmin, Origin veri analiz programi ile ¢izilen

kromatogramlari Sekil 6.1° de goriilmektedir.

(@) 1%10° - TIC
3 9
5
=
12 4 . i 8
U_L AW I - -
1 I Ll . T T T T 1 I 1 1
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time (min)
®) 1x10° -
TIC
5
=2
3
04— -

Sekil 6.1 : (a) Raki numunesinin dogrudan enjeksiyonu (buharlagtirma
yapilmaksizin) ile elde edilen HS-GC-MS sonuglarinin Origin programu ile ¢izilmis
kromatogrami. (b) Raki numunesinin su banyosunda buharlagtirma islemi sonrasinda
elde edilen HS-GC-MS sonuglarinin Origin programi ile ¢izilmis kromatograma.
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Sekil 6.1” deki raki kromatogramlarinda; 1: Etil asetat, 2: Metanol, 3: Etanol, 4: 1-
Propanol, 5: Su, 6: 2-metil-1-propanol, 7: 3-metil-1-biitanol, 8: Estragol, 9: Anetol
bilesiklerine ait piklerdir.

Kromatogramdan anlasildigi iizere ucgurma sonrast numune Onemli derecede
alkollerden temizlenmistir. Sadece olduk¢a kiiciik bir etanol piki goézlenmistir.
Kromatogramdaki etanol alanlar1 karsilastirildiginda 401 kat disiis oldugu
hesaplanmistir. Yani alkol oran1 % 45’ ten yaklasik olarak % 0,1’ e diigmiistiir.

Boylelikle numune matriksindeki alkoller ortamdan uzaklastirilmis oldu.

Buharlastirma iglemi ile; rakida etanol disindaki diger bilesenler ¢ozeltiden tamamen
uzaklagmistir. Bu maddelerin Sekil 6.2’ de goriildiigii gibi ana fragmentleri zoom

yapilarak incelendiginde de ¢ozeltide etanol diginda kalan madde gézlenmedi.

@) -~

O

Sekil 6.2 : (a) Raki1 numunesinin dogrudan enjeksiyonu (buharlastirma
yapilmaksizin) ile elde edilen HS-GC-MS kromatogrami. (b) Raki numunesinin su
banyosunda buharlastirma islemi sonrasinda elde edilen HS-GC-MS kromatogrami.
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6.5 Kalibrasyon Grafikleri

Floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve siilfat anyonlar1 i¢in hazirlanan standart

kalibrasyon ¢ozeltilerindeki konsantrasyonlar Cizelge 6.1’ de verilmistir.

Kalibrasyon ¢o6zeltilerinin her biri 2 mg/L internal bromiir iyonu igermektedir.

Cizelge 6.1 : Floriir, asetat, format, klortir, nitrat ve siilfat anyonlarinin bir arada
bulundugu standarda ait kalibrasyon grafigi i¢in hazirlanan ¢6zelti konsantrasyonlari.

Standart Konsantrasyonlar1 (mg/L)

Florir 005 01 025 05 1 2 8 12 20 25 30 60

Asetat 005 01 025 05 1 2 8 12 20 25 30 60

Format 005 01 025 05 1 2 8 12 20 25 30 60

Klorir 005 01 025 05 1 2 8 12 20 25 30 60

Nitrat 0,05 01 025 05 1 2 8 12 20 25 30 60

Silfat 005 01 025 05 1 2 8 12 20 25 30 60

Standart kalibrasyon c¢ozeltilerinin; NaOH eluent konsantrasyonu 0-7 dakikalar
arasinda 5 mM; 17-22,5 dakikalar arasinda 23 mM; 23. dakikada 50 mM ve 28-33
dakikalar arasinda 5 mM, supresor akimi 31 mA, kolon sicakligi 35°C, dedektor
hiicre sicaklig 40°C, akis hiz1 0,250 mL/dk ve sample loop hacminin 10 uL oldugu
kromatografi sartlarinda analiz edilmek iizere IC cihazinin oto Ornekleyicisine

yiiklenir ve analiz yapilir.

Kromatograma ait detayl bilgilerin verilmesi ve goriintii kalitesini artirmak amaciyla
analiz sonuglart Origin veri analiz programina aktarilarak kromatogramlar tekrar

¢izdirilmistir.
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0,05-60 mg/L floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve siilfat standart ¢ozeltilerinin
optimize edilmis kromatografi sartlarinda {ist iiste alinan kromatogramlar1 Sekil 6.3’

de goriilmektedir.

— 0,05 mg/L std.
) — 0,1 mg/L std.
o) Klorr ol 0,25 mglL std.
— 0,5 mg/L std.
—— 1 mg/L std.
1204 _, —— 2 mglL std.
: Hortr | —— 8 mglL std.
— 100 N —— 12mg/L std.
2 —— 16 mg/L std.
2 8- —— 20 mg/L std.
-g —— 25 mg/L std.
2 w0 —— 30 mg/L std.
g —— 60 mg/L std.
o
40 -
20 -
Bromii
0= T T T T T T

Retention Time [min]

Sekil 6.3 : 0,05-60 mg/L flortir, asetat, format, klortir, nitrat ve siilfat standart
cozeltilerinin optimize edilmis kromatografi sartlarinda iist liste alinan
kromatogramlari.

0,05-60 mg/L konsantrasyonlarindaki floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve siilfat
standart ¢ozeltilerinin Excel’ de ¢izilmis Kkalibrasyon egrileri ise Sekil 6.4 de

verilmistir.

Cizelge 6.2° de 0,05-60 mg/L floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve siilfat

anyonlarina ait metot performans parametreleri verilmistir.
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Sekil 6.4 : (a) 0,05-60 mg/L floriir standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi. (b) 0,05-
60 mg/L asetat standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi. (c) 0,05-60 mg/L format
standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi. (d) 0,05-60 mg/L kloriir standart
¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi. (€) 0,05-60 mg/L nitrat standart ¢ozeltilerinin
kalibrasyon egrisi. (f) 0,05-60 mg/L siilfat standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi.
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Cizelge 6.2 : 0,05-60 mg/L floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve siilfat
anyonlar1 i¢in metot performans parametreleri.

Anyon Alikonma  Kalibrasyon Regresyon r? Teorik LOD LOQ
zamani  Araligi (mg/L) Denklemi (n=6) Plaka (mg/L) (mg/L)
(dk) Sayist
-
6,56 0,05-60 y=0,813x+0,037 0,999 6467 0,005 0,018
CH3COO
7,35 0,05-60 y =0,044x + 0,002 0,999 13353 0,01 0,036
HCOO
8,48 0,05-60 y =0,353x+ 0,016 0,999 9585 0,005 0,016
CI
11,35 0,05-60 y=0,79x+ 0,036 0,999 12700 0,006 0,02
NOs~
16,45 0,05-60 y=0,439x+ 0,02 0,999 45029 0,002 0,006
S04
20,14 0,05-60 y =0,568x + 0,026 0,999 102366 0,013 0,04

6.6 Geri Kazanma ve Tekrarlanabilirlik Calismalari

1000 mg/L standart bromiir ¢ozeltisinden 10 pL alinarak 5 mL’ ye raki numunesi ile
tamamlandi ve calkalanarak 2 mg/L internal bromiir iyonu igeren spikesiz raki
numunesi hazirlandi. Raki numunesi 40-50°C su banyosunda yaklagik olarak 0,5 ml’
ye kadar buharlastirildi. Raki numunesi su banyosundan alinip oda sicakligina
gelmesi beklendi. Ardindan 2 ml’ye UP su ile tamamlandi. Vorteks cihazi ile

karistirtlip, PES filtreden siiziilerek viallere alindi.

Analizlenen spikesiz raki numunesindeki anyon miktarlar1 g6z oniine alinarak uygun

oranlarda iki asamali spike yapildi.

1000 mg/L standart bromiir ¢ozeltisinden 10 pL; 10 mg/L floriir ¢ozeltisinden 13 pL;
100 mg/L asetat ¢ozeltisinden 700 pL; 100 mg/L format ¢dzeltisinden70 pL; 100
mg/L kloriir ¢ozeltisinden 70 pL; 100 mg/L nitrat ¢ozeltisinden 12 pL; 100 mg/L
stilfat ¢cozeltisinden 87,5 puL alind1 ve 4037,5 pL raki numunesi ilave edilerek toplam
hacim 5 mL’ ye tamamlandi ve galkalandi. Boylelikle 2 mg/L internal bromiir iyonu

iceren birinci agsama spikeli raki numunesi hazirlandi.

1000 mg/L standart bromiir ¢ozeltisinden 10 puL; 10 mg/L floriir ¢6zeltisinden 26 pL;
100 mg/L asetat ¢ozeltisinden 1400 pL; 100 mg/L format ¢ozeltisinden 140 pL; 100
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mg/L kloriir ¢ozeltisinden 140 pL; 100 mg/L nitrat ¢ozeltisinden 24 pL; 100 mg/L
stilfat ¢cozeltisinden 180 pL alindi ve 3080 pL raki numunesi ilave edilerek toplam
hacim 5 mL’ ye tamamlandi1 ve ¢alkalandi. Boylelikle 2 mg/L internal bromiir iyonu

igeren ikinci asama spikeli raki numunesi hazirlandi.

Spikel1 raki numuneleri 40-50°C su banyosunda yaklasik olarak 0,5 ml’ ye kadar
buharlastirildi. Raki numuneleri su banyosundan alinip oda sicakligina gelmesi
beklendi. Ardindan 2 ml’ ye UP su ile tamamlandi. Vorteks cihazi ile karistirilip,

PES filtreden suziilerek viallere alindi.

Hazirlanan 6rnekler, NaOH eluent konsantrasyonu 0-7 dakikalar arasinda 5 mM; 17-
22,5 dakikalar arasinda 23 mM; 23. dakikada 50 mM ve 28-33 dakikalar arasinda 5
mM, supresor akimi1 31 mA, kolon sicakligr 35°C, dedektor hiicre sicakligr 40°C,
akis hiz1 0,250 mL/dk ve sample loop hacminin 10 pL oldugu kromatografi
sartlarinda analiz edilmek iizere IC cihazinin oto 6rnekleyicisine yiiklenir ve analiz

yapilir.

Analiz sonuglar1 degerlendirilip, gerekli hesaplamalar yapilarak geri kazanim verileri
elde edildi.

Spikel1 ve spikesiz raki numuneleri ile alinan ¢oklu oOlglimlerle tekrarlanabilirlik

verileri elde edildi.

Tekrarlanabilirlik; konsantrasyon ve ayrilma zamani parametrelerinin

tekrarlanabilirligi olarak ayr1 ayr1 incelendi.

Kromatograma ait detayl1 bilgilerin verilmesi ve goriintii kalitesini artirmak amaciyla
analiz sonuglari Origin veri analiz programina aktarilarak kromatogramlar
¢izdirilmistir.

Spikesiz ve spikeli raki numunelerinin optimize edilmis kromatografi sartlarinda

alinan kromatogramlarinin Origin programinda iist iiste cakistirilmis hali Sekil 6.5

de goriilmektedir.

Raki1 numunesine yapilan iki asamali spike ile floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve
stilfat anyonlarina ait geri kazanim degerleri Cizelge 6.3’ de verilmistir. Spikeli
numunelerde rakiin kendisinden gelen mevcut anyon miktarlar i¢in, spikesiz raki
numunesinin sonuglar1 gz Oniline alinarak oransal hesaplamalar yapilmis ve geri

kazanim degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 6.5 : Spikesiz ve spikeli raki numunelerinin optimize edilmis kromatografi
sartlarinda alinan kromatogramlarinin {ist tiste ¢akistirilmis hali.

Spikel1 ve spikesiz raki numuleri ile yapilan, raki numunesindeki; floriir, asetat,
format, kloriir, nitrat ve siilfat anyonlarinin konsantrasyon tekrarlanabilirligine ait

istatistiksel veriler Cizelge 6.4” de verilmistir.

Spikel1 ve spikesiz raki numuleri ile yapilan, raki numunesindeki; floriir, asetat,
format, kloriir, nitrat ve siilfat anyonlarinin ayrilma zamani tekrarlanabilirligine ait

istatistiksel veriler Cizelge 6.5 de verilmistir.

Marketlerde satilan raki numunelerindeki anyon miktarlarinin incelenmesi igin 3
farkli Tirk raki markasi ve Yunan rakisi olarak bilinen uzo ile analizler yapilmistir.
Numune hazirlama sirasinda raki numunelerine 2,5 kat deristirme (buharlastirma)
yapildigindan, kromatogramlardan elde edilen sayisal veriler 0,4 ile carpilarak
numune igerisindeki anyonlarin gercek miktarlari belirlenmistir. Marketlerde satilan
raki numunelerine ait analitik sonuglar Cizelge 6.6 da verilmistir. Cizelge 6.6 da

verileri bulunan raki markalari;
Numune 1: Yeni Raki
Numune 2: Izmir Raki
Numune 3 : Tekirdag Raki

Numune 4: Oyzo marka uzodur.
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Cizelge 6.3 : Raki numunesindeki; floriir, asetat, format, klortir, nitrat ve siilfat
anyonlarina ait geri kazanim verileri (N=6).

Anyon miktar1 Spike miktar1 % Geri kazanim %RSD (n=6)
(mg/L) (mg/L) (n=6)

F:0,05 Asamal: 0,026 97,32 1,42
Asama II: 0,052 94,65 0,72
CHsCOO: 27,02 Asamal: 14 98,88 0,20
Asama II: 28 96,97 0,08
HCOO : 2,68 Asamal: 1,40 97,28 0,52
Asama II: 2,80 99,06 0,08
Cl : 2,64 Asamal: 1,40 96,79 0,25
Asama II: 2,80 96,69 0,17
NOs™ : 0,54 Asamal: 0,24 97,83 0,61
Asama II: 0,48 97,81 0,55
S04 : 3,50 Asamal: 1,75 92,38 0,25
Asama II: 3,60 94,17 0,17
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Cizelge 6.4 : Raki numunesindeki; floriir, asetat, format, klorir, nitrat ve
stilfat anyonlarinin konsantrasyon tekrarlanabilirligine ait istatistiksel veriler (N=6).

Istatistiksel Spikesiz raki 1. asama spikeli  Il.asama spikel1

Anyon parametre num. raki num. raki num.
F Konsantrasyon
(mgL™) 0,05 0,07 0,08
Std. Sapma 0,0003 0,0003 0,0004
RSD % 0,71 0,50 0,44

CHsCOO-  Konsantrasyon

(mg L) 27,02 35,73 43,91
Std. Sapma 0,034 0,012 0,006
RSD % 0,12 0,03 0,01

HCOO" Konsantrasyon

(mg L") 2,68 3,53 4,44
Std. Sapma 0,003 0,005 0,001
RSD % 0,11 0,14 0,03
CI- Konsantrasyon
(mg L) 2,64 3,49 4,35
Std. Sapma 0,005 0,003 0,003
RSD % 0,19 0,08 0,06
NOs~ Konsantrasyon
(mg L") 0,54 0,67 0,80
Std. Sapma 0,003 0,002 0,001
RSD % 0,57 0,24 0,16
S04 Konsantrasyon
(mg L) 3,49 4,45 5,56
Std. Sapma 0,005 0,001 0,003
RSD % 0,15 0,03 0,06
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Cizelge 6.5 : Raki numunesindeki; floriir, asetat, format, klortir, nitrat ve
stilfat anyonlarinin ayrilma zamani tekrarlanabilirligine ait istatistiksel veriler (N=6).

Istatistiksel Spikesiz raki 1. asama spikel1 Il.agama spikeli raki
Anyon parametre num. raki num. num.
F Zaman(dk) 6,44 6,45 6,43
Std. Sapma 0,013 0,002 0,008
RSD % 0,21 0,03 0,12
CH3COO™  Zaman(dk) 7,37 7,43 7,45
Std. Sapma 0,017 0,002 0,02
RSD % 0,23 0,03 0,23
HCOO Zaman(dk) 8,39 8,43 8,45
Std. Sapma 0,018 0,003 0,02
RSD % 0,21 0,04 0,23
CI Zaman(dk) 11,19 11,25 11,24
Std. Sapma 0,024 0,003 0,008
RSD % 0,22 0,02 0,07
NO3~ Zaman(dk) 16,37 16,38 16,38
Std. Sapma 0,012 0,001 0,005
RSD % 0,08 0,01 0,03
S04 Zaman(dk) 20,02 20,03 20,02
Std. Sapma 0,01 0,002 0,003
RSD % 0,05 0,01 0,02
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Cizelge 6.6 : Marketlerde satilan raki numunelerine ait analitik sonuglar (N=3).

[statistiksel
Anyon parametre Numunel Numune2 Numune3 Numune 4
F Konsantrasyon
(mg L™ 0,02 - 0,01 -
Std. Sapma 0,0001 - 0,0004 -
RSD % 0,71 - 4,22 -

CH;COO Konsantrasyon -

(mg L) 10,81 3,01 3,65
Std. Sapma 0,014 0,001 0,0006 -
RSD % 0,13 0,04 0,016 -
HCOOr Konsantrasyon
(mg L) 1,07 0,56 1,03 0,23
Std. Sapma 0,001 0,001 0,001 0,0005
RSD % 0,11 0,17 0,12 0,24
CI- Konsantrasyon
(mg L) 1,06 0,16 0,69 24,17
Std. Sapma 0,002 0,0002 0,00024 0,002
RSD % 0,195 0,13 0,034 0,009
NO3~ Konsantrasyon
(mg L) 0,21 0,01 0,07 5,4
Std. Sapma 0,0012 0,0001 0,0008 0,0013
RSD % 0,57 0,96 1,22 0,024
S04 Konsantrasyon
(mg L™ 1,4 0,12 1,26 8,93
Std. Sapma 0,002 0,0002 0,0007 0,003
RSD % 0,145 0,21 0,06 0,035
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7. SONUC VE ONERILER

Alkollii igecekler ile birlikte viicuda alinan anyonlar, metabolizma tarafindan farkli
seviyelerde tolare edilir. Bu nedenle tiiketici saglig1 acisindan anyonlarin giivenilir

sekilde tayini ve hizli 6l¢timii son derece 6nemli bir konudur.

Bu ¢alismada, raki numunelerinde floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve siilfat tayini
icin giivenilir, hizli ve basit bir kromatografik yontem gelistirilmistir. Literatiirdeki
diger kromatografik yontemlerle kiyaslandiginda; gelistirilen yontem uzun o6rnek
hazirlama ya da matriks temizleme islemlerine ihtiya¢ duymaz. Ayrica mobil faz
olarak organik ¢oziicli icermediginden, atiklar ¢evreye zararli degildir. Gelistirilen
yontem; kolay olmasi, yliksek hassasiyete sahip olmasi ve dogruluk agisindan
avantajlara sahiptir. Methot rakida; floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve siilfatin

rutin gida analizleri i¢in uygundur.

Calismada gradient ve izokritik eliisyon kullanilan farkli kromatografik sartlar
denenmistir. Kromatografik sartlar en iyi ayirimin gdzlenebildigi ve en kisa siirede
cevap veren analiz gerceklestirilene kadar gelistirilmigtir. Sonug¢ olarak; NaOH
eluent konsantrasyonu 0-7 dakikalar arasinda 5 mM; 17-22,5 dakikalar arasinda 23
mM; 23. dakikada 50 mM ve 28-33 dakikalar arasinda 5 mM, supresor akimi 31 mA,
kolon sicakligi 35°C, dedektor hiicre sicakligt 40°C, akis hizi 0,250 mL/dk ve
sample loop hacminin 10 pL oldugu program en uygun kromatografik kosullar

olarak belirlenmistir. Bu yontem ile rakida kalitatif ve kantitatif analizler yapilmistir.

Floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve siilfat anyonlarin1 igeren standart c¢ozeltiler
hazirlandi, kalibrasyon egrisi 0,05-60 mg/L kosantrasyon araliginda iyi bir lineerlik
gosterdi, r? degerleri her bir anyon igin 0,999 olarak bulundu. Spikeli ve spikesiz
raki numunelerinin analizi ile anyonlarin % geri kazanim degerleri % 92,38 - 99,06
araliginda bulundu. Spikel1 ve spikesiz raki numuneleri ile konsantrasyon ve ayrilma
zamanlari igin tekrarlanabilirlik ¢aligmasi yapilmistir. Calismada, marketlerde satilan
farkli Tiirk raki markalar1 (Yeni Raki, Izmir Raki, Tekirdag Raki) ve Yunan rakisi

olarak bilinen uzo numunesi (Oyzo) ile analizler yapilmistir.
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Sonug olarak yiiriitiilen bu ¢aligmada, iletkenlik dedektdrlii iyon kromatografisi ile
raki numunelerinde floriir, asetat, format, kloriir, nitrat ve siilfat anyonlarinin birlikte
tayini i¢in numune hazirlamasi basit, ucuz, rutin analizler i¢in hizli, giivenilir ve

hassas bir analiz metodu gelistirilmistir.
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