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AMINLERIN SIVI KROMATOGRAFISINDE POTANSIiYOMETRIK
TAYINLERI

0z

Farkli molekiiler ve kimyasal oOzelliklere sahip iyonoforlar kullanilarak
biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrotlar gelistirildi.
Elektrotlarin durgun ve hareketli ortamda performanslari test edildi. Olgiimlerde
glimiig/glimiis kloriir referans elektrot kullanildi. Hazirlanan biitiiniiyle kati-hal kontakt
PVC membran amin duyarli elektrotlarin cevap zamanlari kisa (10-15 s), kullanim
Omiirleri uzundu. Hazirlanan bitiinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran
elektrotlart sivi kromatografisinde dedektor olarak kullanmak i¢in mini boyutta mikro
olii hacme sahip akis hiicreleri tasarland1 ve hareketli ortamda (AEA sisteminde) test
edildi. Daha sonra bu elektrotlar yiiksek basing sivi kromatografisinde dedektor olarak
kullanildi. Gradient eliisyon yapilan kromatografik sistemde alti aminin 30 dakika
icinde 1yi bir rezoliisyonla ayrimlar1 gerceklestirildi. Metot, peynir alti kazan suyu
numunesine uygulandi Aminlerin peynir alti kazan suyu numunesinden geri
alinabilirligi % 2.2-4.0 bagil standart sapma ile % 88-101 diizeylerinde bulundu. Peynir
alt1 kazan suyundaki etil amin, biitil amin ve hegzil aminin ortalama konsantrasyonlari

sirasi ile, 6.45, 4.51, 8.37 ug/mL diizeylerinde oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Amin Duyarli Elektrot, Potansiyometrik Deteksiyon, Sivi

Kromatografi, Aminlerin Tayini.



POTENTIOMETRIC DETERMINATION OF THE AMINES WITH LIQUID
CHROMATOGRAPHY

ABSTRACT

Completely solid-state contact PVC membrane amine sensitive electrodes were
developed by using ionophores having different structure and chemical properties. The
performance characteristics of the electrodes were tested under static and dynamic
conditions. The potentiometric measurements were made by using silver/silver chloride
reference electrode. The electrodes had a very short response time (10-15 s) and good
reproducibility. The life time of electrodes were three months. Low dead volume micro-
sized flow through cells were prepared and electrode used as a detector in flow injection
analysis (FIA). Afterwards, completely solid-state contact PVC membrane amine
sensitive electrode used as a detector in high pressure liquid chromatography. For six
amines were separeted with good resolution in chromatographic system with gradient
elution. This electrodes were used successfully applied the analysis of amines in cheese sample
and the relative standart deviation were range from% 2.2-4.0 and recoveries were ranged from
% 88-101. Average concentration of ethylamine, butylamine and hexylamine in cheese water

was determinated order with 6.45, 4.51, 8.37, pg/mL.

Keywords:  Amine-Sensitive  Electrodes, Potentiometric  Detection, Liquid

Chromatography, Determination of Amines.



TESEKKUR

Yiiksek lisans ve doktora caligmalarim boyunca, bilgi ve tecriibelerinden
faydalandigim, deneysel verilerin yorumlanmasinda bana yardimci olan, her konuda
yakin ilgi ve yardimlarimi gordiigiim, calismalarimin her aninda ilgi ve destegini
esirgemeyen ¢ok degerli hocam Sayin Prof. Dr. Adem ASAN’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Deneysel c¢alismalarim siiresince ¢alismalarimi yakindan takip eden, bize her
tirlii bilimsel imkan1 sunan, deneysel bilgi ve tecriibelerini bizden esirgemeyen ¢ok
degerli hocam Prof. Dr. Ibrahim ISILDAK a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢alismam siiresince yardimlarini esirgemeyen degerli hocam Dog¢. Dr.
Muhammed DERVISOGLU’na ¢ok tesekkiir ederim.

Bu tez 107 T 336 nolu TUBITAK projesi kapsaminda gerceklestirilmistir.
Katkilarindan dolayr TUBITAK a tesekkiir ederim.

Laboratuvar ortamini birlikte paylasmakla kalmayip ilerleyen zamanlarda kardes
gibi olup tiim iiziinti ve seviglerimizi paylastigimiz, bu ortami giizellestiren
arkadaslarrm Deniz Karsh SEMiZ’e, Aras. Gor. Sema OZTURK’e, Derya
ALTUNTAS’a, Aras. Gor. Giilnur ERDOGMUS’a, Nuray SENYUZ’e, Aras. Gor.
Rukiye DUMANLI’ya, Aras. Gor. Ceren UGURLAR’a, Aras. Gor. Basak
USTAOSMAN’a, ayni1 odayr paylastigim kader arkadasim Aras. Gor. Seyhan
OZTURK e ¢ok tesekkiir ederim.

Her an yanimda ve bana destek olan ¢ok degerli hayat arkadasim Erkan
AYDIN’a tiim kalbimle tesekkiir ederim.

Bu giinlere gelmemin en biiyiik mimarlar1 olan ve maddi manevi desteklerini
esirgemeyen, haklarim1 higbir zaman Odeyemeyecegim Sevgili Babam Ismail
GURE’ye, sevgisi ve sefkatiyle her zaman yanimda olan Sevgili Annem Giilbahar

GURE’ye sonsuz minnettarlik ve tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER
L GIRIS oottt ettt 1
2. GENEL BILGILER .......coiititiiiicieieeteeete ettt 5
2.1. Aminler Ve OTUSUMIATT ......eiiiiiiiiiiiie e 5
2.1.1. AlITatiK AMINIET ... 6
2.1.2. Aromatik AMINIET .......ccoiiiiiii s 6
2.1.3. Aminlerin Fiziksel OZelliKIET ...........ccoeeveviiiiriieiiiieceee et 6
2.2. Aminlerin Kullanim Alanlarti ..ot 7
2.2. 1. BOYaIAT ...ttt 7
2.2.2. GAZ ATTEINIL oottt e e e e 7
2.3. BIYOJEN AMINIEE ...ttt re e nreeeeenes 8
2.3.0 HISTAMIN ... 8
2.3.2. Tiramin, Triptamin ve Feniletil amin ..o 8
2.3.3. Putresin, Kadavarin, Spermin ve Spermidin..........cccccccveveiieiieieseese e 9
2.4. Halk Saglhig1 Agisindan Biyojen Aminlerin Onemi ..........coccevvvevereeerinereisenenennns 9
2,40 HISTAMIN ..ottt r e 9
2,42, THTAMIN ..ot ettt r e er e n e nne s 10
2.4.3. PULresSin Ve KadaVarin...........cooeiiiiiirieienese e 10
p A g o) 40 o ST SS SRS 11
2.5. Gidalarda Biyojen Aminlerin VarliSl .......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiciceeese s 11
2.6. Biyolojik Onemi Olan Bazi AMINIET .........ccccceviiviviveiiieeeiereeseeecve e 12
2.6.1. Feniletil AMINIEI ..o 12
2.6.2. Vitaminler ve AntiRistaminler ... 13
2.7. Elektroanalitik KIMYa.........cooiiiiiiii i 13
2.8. POLANSTYOMETTT ...ttt bbbt 14
2.8.1. Potansiyometrik Tayin IIKeSi........cccccoeriirireiiiiiiiriieseeeee e 15
2.8.2. Referans EIEKLrotlar ..., 17
2.8.2.1. Guimiis/Glimiis Kloriir Referans EISKtrot ..........ccccovviiiiiiiiiiiiie i 18
2.8.3. IndiKatSr EIEKLIOtIAr . .....cveveveveveeeveeeteteteteeeteteeete ettt ettt eee ettt se st s seseeeseens 20
2.8.4. Tyon Segici BIEKIIOtIAr ........c.vcuiviveriiiiecieiete ettt 20
2.8.5. Iyon-Segici Elektrotlarin Performansina Etki Eden Faktorler...............ccccocvnnee. 21

2.8.5.1. CevaP ZAMANI .....viiiiiiiieiii it 21



2.8.5.2. TAYIN LIMITE 1veiiiieiiccce et nne e 22
2.8.5.3. SECICIIK ..t 22
2.8.5.4. TekrarlanabilirliK ...........cccooviiiiiiiiii 23
2.8.5.6. Kullanim OmMIii........ceviviiiisiieiiseieseessesessse st 24
2.8.6. Iyon Segici Elektrotlarin Avantaj ve Dezavantajlart ............c.cooeeveuerreerersenennnnn, 24
2.8.6.1. Iyon Secici Elektrotlarin AVantajlart ...........cccceveveveeererererssereseeeeseeseseseesnan, 24
2.8.6.2. Iyon Secici Elektrotlarin Dezavantajlari...........cccceeeveverereeeeeseesseesesssesesesnn, 25
2.8.7. Iyon Segici Elektrotlarin Uygulamalari .........ccccceveveveeveeeieeeeeeee e, 25
2.9. Akis Enjeksiyon Analizi (AEA) ....cccoiiiiiiiieiie e 25
2.9.1. Akis-Enjeksiyon Analizinde Numune ve Ayiracin Sevkedilmesinde Kullanilan
SISTEMIET ..o 27
2.9.1.1. Enjeksiyon Vanast .......cccociiiiiiiiiiiiiieiii s 28
2.9.1.2. Numune Enjektorleri ve Dedektorler. ... 29
2.9.2. Akis-Enjeksiyon Analizini Etkileyen Faktorler.........ccoovoiiiiiiiiiniiiice 29
2.9.3. Akis-Enjeksiyon Analizi Tekniginin Uygulamalart .........cccoociiiiiiiiiicniinnn, 30
2.9.4. ISE’lerin Hareketli Ortamda Dedektor Olarak Kullanimi...........cccoooiiiiiiinennen, 30
2.10. KrOMALOGIaTi.......eeueeiiiiiiiieese et 32
2.10.1. Kromatografik Yontemlerin Siniflandirtlmast........ccocovoviiiiiiiiiicens 33
2.10.2. Kromatografik Ayirma TeKniSi........c.cocoiivrriiiiiiiieicee e 34
2.10.3. Kromatografi TErMIEI........c.coveiiiiiie e 35
2.10.3. 1. KrOMALOGIAM .. .veiiiiiiieiiie et esiee st e st e et e e s e e e s e e baeeasneessneeabeeeaseeeanseaeas 35
2.10.3.2. Dagilma Sabitleri.......c.cocviiiriiiiieiciceee e 35
2.10.3.3. ANKONMA ZAMANT .....eiiiiiiiiiie ettt e s eesine e 36
2.10.3.4. Kolonun Ayirim GUCt (RESOIULION) ...c.vveiiiiiiiiiiiieiiie e 37
2.11. S1v1 Kromato@rafl ....c.ocviiiiiiiiiiiic i 38
2,110 KOION o 39
2.1 1.2, DeAEKEOTIET ..ottt 39
2.12. Iyon Degisimi Kromatografi...........cccoeevvieveiiueisiireisesscse e, 41
2.13. Gida Analizlerinde Kullanilacak HPLC nin OzelliKleri............ccocovueverrrivreerennne. 41
2.15. AMINIEriN TAYINIEIT ...oviiiieie s 42
3. MATERYAL VE YONTEM........ccoosiiiiuiieiiiiiieeste et 43
.1 MALEIYAIIEE ... 43

3.1. 1. Kullanilan Kimyasallar...........ccccooiiiiiiiiiiiiee e 43



Vi

3. 1. 2. Kullanilan Cihazlar.............coooiiiiiiiiiic et 43
3o 2 IMIBLOL ...ttt b e b ae e beearee s 46
3. 2. 1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi ..........cccceoeiiiieiiiiiiiec e 46

3.2.2. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrotlarin

HAZITIANMAST ..ottt b et an e b nnee s 48
3.2.3. Hareketli Ortam Akis Hiicresinin Hazirlanmasi...........ccccooceeiiiniiniiiiecsie e 52
T S O 1§13’ T I 400 ) 0113 1 1 | PSSR 54
4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt 56

4.1. Bitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrotlarin
Potansiyometrik DavraniSIart .........cccoooiiiiiiieiieieie s 56
4.1.1. Biitlintiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrodun Durgun

Ortam Performanslart .........ccocooviiiiiiiiiii s 56
4.1.2. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrodun
Tekrarlanabilirlil .........ooveiiiiiiiec e 66
4.1.3. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrodun Cevap
ZAINANL ..ttt 67
4.1.4. Biitiintiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrodun Kullanim
OMMIT ¢ et r et e e st e R e R e e e nne e 68
4.1.5. Biitiinliyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrodun pH
CalISMA ATAIIZL ...eiiiiiiie e 69
4.1.6. Biitiinliyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrodun Dogrusal
Calisma AraliZ1 ve Tayin LIMIti.......cooooiiiiiiiceec e 70
4.2. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli Elektrodun Hareketli Ortam Olgiimleri
........................................................................................................................................ 72
4.2.1. Akis Enjeksiyon Analizi (AEA) Uygulamalart ........cccocevviiiiiiiciiiiicec 72
4.2.2. Hareketli Faz Akis H1zinin EtKisi........ococoiiiiiiiiiie e 72
4.2.2. Enjeksiyon Hacminin EKIST .........ccooviiiiiiiiie e 73
4.2.3. pH’ 0N ELKIST oo 73

4.2.3. Biitlinliyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrodun AEA
Sisteminde HAc/Ac- Hareketli Fazinin Kullanilmasiyla Elde Edilen Sonuglar............. 74
4.2.4. Biitliniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrodun AEA

Sisteminde Metansiilfonik Asit Hareketli Fazinin Kullanilmasiyla Elde Edilen Sonuglar



vii

4.3. Kromatografik SONUGIAT .........cccciiiiiiiiiiii s 84
4.3.1. Amin Bilesiklerinin Alikonma Zamanlarinin Belirlenmesi...........c.cccceveiiiirnnnen, 84
4.3 .2. Akis Hizinin Alikonma Zamanina EtKiSi..........c..ccocoviiviiiiii i 86
4.3.4. Etil Aminin Propil Aminden Ayrilmasi Calismalart ..........cccoooveviivieiiieeiiineennn, 91
4.4. Gradient Elisyon Uygulamast ..........cccueiiiiiiiiiiiiiiicieeeese s 94
4.5. Gergek NUMUNE ANALIZL ..ouveeviiiiiieiieiie ettt b e 97
4.6. Geri Kazanim CaliSmalart ...........ooocviiiiiiiiiii e 100
5. SONUC VE ONERILER .........cccecsiiiitititeietitieisce ettt 101
B. KAYNAKLAR .. oottt sttt e e ste e aneesneenteaneesreeneennes 103

7. OZGECMIS oo 109



AEA

DB 18-C6
DOS
HPLC
ISE
IUPAC
KTpCIPB
M

PVC

THF

viii

SIMGE VE KISALTMALAR LISTESI

Akis Enjeksiyon Analizi

Dibenzo 18-Crown 6

Bis (2-etil hegzil) Sebakat

Yiiksek Basing Sivi Kromotografisi

Iyon Segici Elektrot

International Union Pure and Applied Chemistry
Potasyum tetrakis(p-kloro)fenil borat

Molarite

Polivinil Kloriir

Tetra Hidro Furan



SEKILLER LISTESI
Sekil 2.1. Elektrokimyasal bir hliCTe.........cccuviiiiiiiiiiii s 14
Sekil 2.2. Basit bir potansiyometrik SIStem ..........cccoveviiiiiieeie e 15
Sekil 2.3. Glimiis/giimiis kloriir referans elektrot...........cccoooiiiiiiiiniiiiiiiiice 18
Sekil 2.4. Giimiis/glimiis kloriir referans elektrotlu kombine cam elektrot............... 19
Sekil 2.5. JTUPAC’a g0re CEVAP ZAMANT ..eeivvieiirieiiiiesieeesiieeesieeessbeessineesssseessnesssns 21
Sekil 2.6. ITUPAC’a gore tayin [MIt ....c.ccoeveeiiiiiiiiieiiiee e 22
Sekil 2.7. Secicilik katsayisinin kalibrasyon grafigi ile gosterimi..........cccocvevvrvennen. 23
Sekil 2.8. AEA sisteminin bIOK SEMaSI.........ceeririiiiiiriiieiii e 26

Sekil 2.9. Enjeksiyon vanasinin kullanimi; A: enjeksiyon halkasinin doldurulusu,.. 28
B: harekete gecirme, C: enjekSIYOn .......ccvviiiiiiiiiiiicii s 28
Sekil 2.10. Hareketli ortamlarda kullanilan potansiyometrik akis hiicresi a) PVC-

membran b) Kati-hal kontakt c¢) Teflon boru tubing d) Metalik baglanti

(indikator elektrot) €) Referans elektrot.........ccoovvviiiiiiiiiiiiiie i 32
Sekil 2.11. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmast..........ccccceoiiiiiiiicinnnee 34
Sekil 2.12. Kromatografik ayirma tekniginin sematik gosterimi.........ccccovevveviveennee. 35
Sekil 2.13. iki bilesenli bir numune igin tipik bir kromatogram.................c..cccuevene. 36

Sekil 3.1. Calismada kullandigimiz bilgisayar kontrollii potansiyel dl¢lim sisteminin
sematik gdsterimi (RE: Referans Elektrot, ASE: Amin Segici Elektrot)........... 44
Sekil 3.2. AEA sisteminin genel semas: (H.F: Hareketli faz; P: Pompa; E.V:
Enjeksiyon vanast; D: Dedektor; B: Bilgisayar; M: Monitor; Y: Yazic) ......... 45
Sekil 3.3. Tasarladigimiz akis hiicresinde referans elektrotun ve biitiiniiyle kati-hal
kontakt amin-duyarli PVC-membran elektrotlarin bagli oldugu hareketli ortam
Y ) 15153 111 PR PRUPRRRURRPPIN 45
Sekil 3.4. Kullanilan iyonoforlarin agik yapist (A: potasyumtetrakis (p-klorofenil)
borat; B: dibenzo-18-crown-6; C: Calix-6-arene-hegzaetilasetat)..................... 50
Sekil 3.5. Mini boyutlarda biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran
EleKtrOdUN YAPIST ..cvviiiiiiiiiicii e 51
Sekil 3.6. Mini boyutta biitiinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran
BIEKEIOT ... 51
Sekil 3.7. AEA sisteminde kullanilan akis hiicresinin sekli ..........ccccovvveiiiieiiiennnnnn. 52



Sekil 3.8. Laboratuarda gelistirdigimiz biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC

membran elektrotun ve referans elektrotun bulundugu akis hiicresi (tek kanallr)

Sekil 3.9. Farkli kompozisyonlarda hazirlanan birden ¢ok elektrotun ayni akis yoluna
yerlestirilmesiyle elde edilen elektrot dizisi (¢ok kanallt) .........ccccvriviniennnne 54
Sekil 4.1. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun etil

amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi

(a= 1x10% M, b=1x10° M, c= 1x10™* M, d= 1x10° M, e= 1x10° M )...coovevrrrrrenne., 57
Sekil 4.2. Biitlinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun propil

amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gdsterdigi potansiyometrik davranisi

Sekil 4.3. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun biitil

amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi

Sekil 4.4. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun pentil

amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi

Sekil 4.5. Biitlinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun hegzil

amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi

Sekil 4.6. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarlt PVC membran elektrodun heptil

amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi

Sekil 4.7. Biitiinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun oktil

amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi

Sekil 4.8. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun
kadavarin c¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik
QAVIANIST .ttt be e e e et e e e e e e e be e e sbee s 63

Sekil 4.9. Biitlinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun
spermin ¢ozeltisinin farklt derisimlerine karst gosterdigi potansiyometrik

QAVIANIST .ttt b e bt sae et e et e e e b e e nnneenns 64



Xi

Sekil 4.10. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun
dimetil amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik
(4 F TS 13 PSR 65
Sekil 4.11. Biitiinliyle kati-hal kontankt amin duyarli PVC membran elektrodun
tekrarlanabilirligi (a=1x10 M, b= 1x10°M, c= 1x10™ M biitil amin ¢ozeltisi)67
Sekil 4.12. Biitiiniiyle kati-hal amin-duyarli elektrot igin cevap-zamani grafigi
(hegzil amin GOZEILIST) ...uvviiiiiiiiiii it 68
Sekil 4.13. Biitiinliyle kati-hal kontankt amin duyarli PVC membran elektrotun
zamana bagli olarak egiminde meydana gelen degisim (etil amin ¢ozeltisi)..... 69
Sekil 4.14. Biitiiniiyle kati-hal kontankt amin duyarli PVC membran elektrotun pH
caligma aralig1 (hegzil amin ¢OZEItIST) ...ooveerviiiiiiiiiiiiere e 70
Sekil 4.15. Pik yiiksekligine akis hizinin etkisi(Hareketli faz: 1x 102 M HAC/AC
(pH:5.0) tampon ¢dzeltisi; Enjeksiyon hacmi: 20 pL, 1x10° M biitil amin
COZEILIST) 1.ttt 73
Sekil 4.16. Hareketli faz pH’sinin pik yiiksekligine etkisi (Enjeksiyon hacmi: 20 pL,
AK1S h1z1:1 ML/AaK) cvvviiiiiiciie 74
Sekil 4.17. Standart etil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10° M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 PL. ..o 75
Sekil 4.18. Standart propil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10° M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 PL. ..o 75
Sekil 4.19. Standart biitil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 102 M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 PL. ...cooiiiiiiiii 76
Sekil 4.20. Standart pentil amin ¢6zeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10° M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 PL. ...oooiiiiiiiii 76
Sekil 4.21. Standart hegzil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10° M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 UL, ..o 77



Xii

Sekil 4.22. Standart heptil amin ¢dzeltisinin degisen derigimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10° M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 PL. ..oooviiiiiiiiici 77

Sekil 4.23. Standart oktil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10° M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 PL. ...oooiiiiiiii 78

Sekil 4.24. Standart kadavarin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10® M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 PL. ....ooiiiiiiiie 78

Sekil 4.25. Standart etil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10° M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 L. ....ooeiiiiiiiiiiiciee e 79

Sekil 4.26. Standart propil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 102 M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 L. ....ccoiiiiiiiiiiiicee e 80

Sekil 4.27. Standart biitil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 102 M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 fL. .....cooiiiiiiiiieie e 80

Sekil 4.28. Standart pentil amin ¢6zeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 102 M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 L. ....cooiiiiiiiieieeee e 81

Sekil 4.29. Standart hegzil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 102 M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 L. ....cooiiiiiiiieieieee e 81

Sekil 4.30. Standart heptil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 102 M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 UL, ..o 82

Sekil 4.31. Standart oktil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10° M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 UL, ..o 82

Sekil 4.32. Standart kadavarin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10° M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk;
Enjeksiyon hacmi: 20 PL. ...oooiiiiiiiii 83



Xiii

Sekil 4.33. Her biri 1x10™ M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karigimdan 20
uL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 10 asetonitril
iceren 27 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac
CS12A kolonu) (1) etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin;
(5) hegzil amin; (6) heptil @aMiN ........cooveiiiece e 85

Sekil 4.34. Her biri 1x10° M derisimde standart amin ¢dzeltisi igeren karisimdan 20
uL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 10 asetonitril
iceren 27 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 0.75 mL/dk; Tonpac
CS12A kolonu) (1) etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin;
(5) NEYZIT @MIN. ..o s 87

Sekil 4.35. Her biri 1x10° M derisimde standart amin ¢dzeltisi igeren karisimdan 20
uL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 10 asetonitril
iceren 27 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.5 mL/dk; Ionpac
CS12A kolonu) (1) etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin;
(5) REGZIT AMIN. ..o 87

Sekil 4.36. Her biri 1x10° M derisimde standart amin ¢dzeltisi igeren karisimdan 20
puL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: %35 asetonitril igeren
27 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A
kolonu) (1) etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin; (5) hegzil

Sekil 4.37. Her biri 1x10™ M derisimde standart amin ¢dzeltisi igeren karigimdan 20
uL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 2 asetonitril i¢eren
27 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A
kolonu) (1) etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin. ............. 89
Sekil 4.38. Her biri 1x10™ M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karigimdan 20
pL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 5 asetonitril i¢eren
20 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A
kolonu) (1) etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin; (5) hegzil
amin; (6) heptil amin; (7) oktil amin; (8) kadavarin. ...........cccccceevvveiiecieeineenne. 90
Sekil 4.39. Her biri 1x10™ M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karigimdan 20
pL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 5 asetonitril i¢eren
20 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A
kolonu) (1) etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin. ............. 91



Xiv

Sekil 4.40. Her biri 1x10™ M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karigimdan 20
pL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 5 asetonitril i¢eren
15 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; lonpac CS12A
kolonu) (1) etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin. ............. 92
Sekil 4.41. Her biri 1x10° M derisimde standart amin ¢dzeltisi igeren karisimdan 20
uL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 5 asetonitril igeren
10 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A
kolonu) (1) etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin. ............. 93
Sekil 4.42. Her biri 1x10° M derisimde sekiz standart amin ¢ozeltisi igeren
karisimdan 20 pL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: A
pompast: % 5 asetonitril iceren 10 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi; B pompast;
% 5 asetonitril iceren 50 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0
mL/dk; Ionpac CS12A kolonu) (1) etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4)
pentil amin; (5) hegzil amin; (6) heptil amin. ..., 95
Sekil 4.43. Aminler i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisi.........ccceuveerveeieeniiennnnieesieseene 96
Sekil 4.44. 100 mL Peynir alt1 kazan suyundan elde edilen kromatogram (Hareketli
faz: A pompasi; % 5 asetonitril iceren 10 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi; B
pompasi; % 5 asetonitril iceren 50 mM metanstilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi:
1.0 mL/dk; Ionpac CS12A kolonu) (1) etilamin; (3) biitilamin; (5) hegzilamin,
Enjeksiyon hacmi: 20 pL enjekSIyon) .....c.ooeoiieiiiiiienieiese e 98



XV

CIZELGE LiSTESI
Cizelge 3.1. Kullanilan amin bilesikleri ve bazi 6zelliKleri...........cocvviviiiiiniiiennnnnn. 46
Cizelge 3.2. Kullanilan amin bilesiklerinin agik formalleri .........oocvvviviviiiiiiiiennnnn. 47

Cizelge 3.3. Hazirlanan bitiiniiyle kati-hal kontakt amin-duyarli PVC-membran
elektrotlarin membran bilegimIeri........ccoccoeiviiiiiiiiiiie e 50
Cizelge 4.1.Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun amin

cozeltileri icin ortalama ve standart sapma degerleri ile verilen 6lgiim sonuglari

Cizelge 4. 2. Biitlinliyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrodun
Durgun Ortamda Potansiyometrik Performans Ozellikleri...........ccooevrvrivernnens 71
Cizelge 4.3. Her bir standart amin ¢ozeltisi igeren karigimdan 20 pL enjeksiyonu;
Akis hizi: 1.0 mL sonucu elde edilen kromatogramdan belirlenen alikonma
zamanlar1 (Hareketli faz: % 10 asetonitril iceren 27 mM metan siilfonik asit
COZEIEIST /AK) ittt 86
Cizelge 4.4. Her biri 1x10° M derisimde sekiz standart amin ¢dzeltisi igeren
karisimdan 20 pL enjeksiyon ile elde edilen kromatogramdan belirlenen
alikonma zamanlar1 (Hareketli faz: A pompasi: % 5 asetonitril i¢geren 10 mM
metansiilfonik asit ¢ozeltisi; B pompasi; % 5 asetonitril iceren 50 mM
metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizt: 1.0 mL/dK) ....ooooeeeniiiiiiiii 96

Cizelge 4.5. Peynir alti kazan suyundan elde edilen kromatogramdan hesaplanan
aminlerin miktarlari. Verilen miktarlar ortalama degerlerdir. [;(:ug/mL,

standart sapma (ts/ ‘/WXIOO), n=5 i¢in % 95 giivenilirlik derecesinde elde
BAHEN VEIHEIT ..o 99

Cizelge 4.6. 100 mL peynir alti kazan suyu numunesinden aminlerin geri

N NTaF:1 031 B0 5124 <) o F TR 100



1. GIRIS

Amino bilesikler, alkil veya aril gruplarinin amonyaktaki 1. 2. veya 3. hidrojen
atomunun yerini almasiyla olusan temel azotlu bilesiklerdir. Amino bilesikler,
aminoasitlerin indirgenme ve sentezlerinde de Onemli olduklarindan biyolojik
sistemlerde genis bir dagilim gosterirler. Alifatik aminler; boyalarin, ilaglarin,
emiilgatorlerin, korozyon inhibitorlerinin sentezinde Onciiller olarak endiistride énem
tagirlar (Windholz ve ark., 1976). Ayrica alifatik aminler, timor belirleyici olarak
hazirlanabilir ve kanserin teshis ve taninmast i¢in kullanilabilirler (Matsumoto ve
Tsuda, 1990). Alifatik aminlerin tayinleri, organ naklinde dokunun kabul etmemesinin
izlenmesinin temelini olusturmaktadir (Hoekstra ve Johnson, 1998). Biyolojik
sistemlerde genis bir dagilim gdstererek aminoasitlerin indirgenmesinde ve sentezinde
onemlidirler. Gidalarda poliamin igerigi dzellikle balik ve etin bozulmasinin yararlt bir
gostergesi olarak onemlidir (Trevino ve ark., 1997; Sadain ve Koropchak, 1999).
Poliaminler, nitrillerle kanserojenik nitrozamin formuna doniisiim reaksiyonlari
verebildikleri i¢in saglik agisindan tehlikelidirler (Oliveira ve ark., 1995). Ayrica, bu
bilesikler koordinasyon kimyasi, biyokimya ve polimer kimyasinda da genis kullanim
alan1 bulan 6nemli bilesiklerdir.

Amino bilesikler genellikle ters-faz (Krasnova ve ark., 1997), iyon-etkilesim
(Matsumoto ve Tsuda, 1990; Krasnova ve ark., 1997) ve katyon-degisim (Kertsen,
1992) sivi kromatografi teknikleri ile dedektor olarak UV ve floresans deteksiyon
yontemi kullanilarak tayin edilir. Amino bilesiklerin ¢ok onemli bir kismimnin yeterli
derecede UV ve floresans aktif olmayiglar1 arzu edilen duyarlilikta tayinler i¢in dnemli
engel olusturmaktadir. Duyarliligi artirmak igin c¢ogunlukla derivatizasyon islemi
yapilmaktadir. O-ftalaldehit, dansilkloriir ve fluorescamine, pre-kolon ve post-kolon
derivatizasyon islemlerinde yaygin olarak kullanilan reaktiflerdir. Ancak derivatizasyon
islemleri, reaksiyonun hizli olmamasi veya tamamlanamamasi gibi dezavantajlar
nedeniyle sikintilidir. Diger taraftan derivatizasyon reaktiflerinin bir kisminin zehirli ve
kararsiz olmalar1 da dezavantaj olusturmaktadir.

Amino bilesiklerin tayininde elektrokimyasal deteksiyon teknikleri ilgi ¢eken bir
alternatif olusturmaktadir. Iletkenlik, iyon kromatografi icin geleneksel deteksiyon

metotlarindan biridir (Bag, 1985). Amperometrik deteksiyon bu amagla sik¢a uygulama



alan1 bulmaktadir. Potansiyometrik deteksiyon yaygin degildir. Literatiirde sadece
birka¢ uygulamada potansiyometrik deteksiyon goze ¢arpmaktadir.

Potansiyometrik esasa dayali iyon-segici elektrotlar son yillarda {izerinde yogun
caligmalarin yapildig1 elektrokimyanin 6nemli bir konusu haline gelmistir. Yogun
caligmalara ragmen, mikro boyutlarda potansiyometrik sensér sistemlerinin
hazirlanmasina literatiirde ¢ok az rastlanmaktadir. Mikro boyutlarda potansiyometrik
sensOr sistemlerinin ve akis hiicrelerinin tasarimi ve iiretimi gelistirdigimiz yeni bir
hazirlama teknolojisi ile laboratuarlarimizda saglanmaktadir. Hazirladigimiz iyon-segici
elektrot membranlarin birgogunda disiklo ve dibenzo-8-crown-eter bilesikleri veya
calix-[6]-aren hegzaester bilesikleri aktif bilesenler olarak (host-guest interaction)
kullanilmaktadir. Bu aktif bilesikler kulllanilarak hazirlanan iyon-segici elektrot
sistemlerle yaptigimiz calismalarda elektrotlarin protonlanmis amin bilesiklerine karsi
olduk¢a o©nemli duyarlilik sergiledikleri goézlenmistir. Yani protonlanmis amin
bilesikleri membran icindeki host-guest aktif bilesiklerin sahip olduklar1 kavitiye ilgi
gostermektedir. Aym bilesiklerin kullanildigi iyon-segici elektrot sistemlerde benzeri
davranislara literatiirde de rastlanmistir.

Bu nedenle, tez ¢alismamizda, yukarida sozii edilen host-guest aktif bilesikler ve
diger amin duyarli iyonofor bilesikler kullanilarak iyon-segici elektrot sistemleri
hazirland1 ve potansiyometrik performans karakteristikleri test edildi. Daha sonra bu
elektrotlar sivi kromatografik sistemde amin bilesiklerinin tayini igin detektor olarak
kullanildi. Tez galismamizda gelistirilen sivi-kromatografi-potansiyometrik deteksiyon
sistem ile amin bilesiklerinin oldukga basit, duyarli ve ekonomik analizleri saglanda.

Aminler, (6zellikle biyojen aminler) dogal olarak insan, hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarin metabolizmalarinda bulunan diisiik molekiil agirlikli organik
bazlardir. Bu aminlerin, balik ve balik iirlinleri, peynir, et ve et iirlinleri, ¢ikolata, sarap
ve bira gibi gidalarda isleme, olgunlasma ve depolama sirasinda, proteinlerin
biyokimyasal ve/veya mikrobiyolojik etkilesimlerine bagli olarak genellikle serbest
kalan aminoasitlerin dekarboksilasyonu sonucu olustuklart belirlenmistir (Askar, 1986).
Ayrica, fermente gidalarda kullanilan baslatici kiiltiirlerin de, gidalardaki normal
mikrobiyal flora ile etkilesimleri sonucu direkt veya indirekt olarak biyojen aminlerin
olusumunda etkili olduklari rapor edilmistir (Scheuer, 1995; Sila 1996). igerdikleri amin

sayisina gdre monoamin veya poliamin olarak adlandirilan biyojen aminlerin biiytik bir



kisminin gidalarin  pisirilmesi sirasindaki 1siya dayanikli olduklar1 belirtilmistir
(Lehanel, 2000; Knut, 2002).

Bazi biyojen aminler, insan viicudunda o6zellikle sinir sisteminde ve kan
basincinin  kontroliinde ©6nemli metabolik fonksiyonlara sahiptir. Bu aminlerden
histaminin diiz kaslarin kasilmasina, damarlar1 genisleterek kan basincinin diismesine,
kapiler permeabilitenin ve mide asidi sekresyonun artmasina yol agtigi, noérotransmitter
olarak islev gordiigli ve ayrica alerjik reaksiyonlarda da rol aldigi bildirilmektedir
(Joosten, 1988; Halasz, 1994). Tiramin, triptamin ve feniletilamin gibi biyojen
aminlerin hipertansif etkiye sahip olduklari, bunlardan tiramin ve triptaminin diiz
kaslarin kasilmasina yol agtiklari bildirilmistir (Ramantanis, 1984; Joosten, 1988). Bazi
poliaminler (putresin, kadaverin, spermidin, spermin) de, hiicreler igin esansiyel
bilesikler olup, protein sentezinde, niikleik asit fonksiyonlarinin yenilenmesinde ve
hiicre membraninin kararliliginda 6nemli rol oynarlar (Loser, 2000). Gidalarda bulunan
biyojen aminlerin analizi i¢gin ¢esitli metotlar kullanilmaktadir. Bu yontemler nadirende
olsa kullanilan gaz kromatografisi (Slemr, 1984) ve ¢ok kullanilan sivi kromatografisi
ozellikle de yiiksek basing sivi kromatografisi yontemidir (Salazar, 2000; Shannon,
2006). Bu aminlerden yedi alifatik diaminin diisiik diizeylerdeki tayini HPLC-UV ile
basariyla gergeklestirilmistir (Asan, 1999).

Amino bilesiklerin tayininde elektrokimyasal tayin metotlart 1ilgi c¢ekici
goriinmektedir. iletkenlik, iyon kromatografisi i¢in geleneksel bir tayin metodudur.
Baskilayict kolon, duyarligi artirmak ve hareketli fazin iletkenligini diisiirmek igin
iletkenlik tayininde uygun bir sekilde kullanilmaktadir. Alifatik aminlerin sivi
kromatografide amperometrik tayini nikel temelli cam karbon elektrot (Casella, 1998)
ve bir kobalt tel elektrot ile yapilmistir (Hidayet, 1997). Ayrica, altin elektrotlarla
voltametrik puls teknigide aminlerin tayininde kullanilmigtir (Dobberpuhl, 1996;
Hoekstra, 1998).

Chen ve Alexander (Chen, 1997), iyon-etkilesim kromatografisi teknigi
kullanarak aminlerin potansiyometrik tayinini bir metalik bakir elektrot kullanarak
gerceklestirmiglerdir. Scnierle ve arkadaglari (Schnierle, 1998), bir karisgimdaki ti¢ alkil-
amin bilesigini kapiler elektroforezle sistemde membran kapli tel iyon-secici elektrot
kullanarak belirlemislerdir. Bu amagla, analitle spesifik reaksiyon vermeyen PVC
temelli elektrot membran igerisinde bir lipofilik katyon-degistirici kullanmislardir.

Iyonik organik maddelerin belirlenmesinde kromatografik metotlarla birlikte



potansiyometrik deteksiyon nadiren kullanilmistir. Poels ve Nagels (Poels ve Nagels,
2001), organik iyonlarin analizi igin sivi kromatografi sisteminde iyon-segici elektrotlar
detektor olarak kullanmislardir.

Tez ¢alismamizda, farkli amin duyarli iyonofor reaktifler kullanilarak biitliniiyle
kati-hal kontakt amin duyarli PVC-membran elektrotlar gelistirildi ve bu elektrotlarin
laboratuvarda tasarimi yapilan akis hiicrelerine yerlestirilmesi sonucu kromatografide

detektor olarak kullanilmasiyla aminlerin tayini gergeklestirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Aminler ve Olusumlari

Aminler baz 0Ozelligi gosteren ve amonyagin hidrojenlerinin alkil veya aril
gruplariyla yer degistirmesi ile olugsmus bilesiklerdir. Aminler, azot atomuna dogrudan
bagli karbin sayisina gore birincil (dogrudan bir karbon bagli), ikincil (dogrudan iki
karbon bagli) ve lg¢iinciil (dogrudan ii¢ karbon bagli) olarak siniflandirilir (Yildirir,
2011). Amin azotuna dort karbonun bagli oldugu tuz yapisindaki bilesikler de kuaterner
amonyum tuzlar1 olarak adlandirilirlar. Dogada amin grubu igeren ve birgogu biyolojik
etkinlik gosteren pek c¢ok bilesik vardir. Bunlar, canlilarin yapitaglarini olusturan
aminoasitlerden, canlilarin Sliimiinden sonra ¢iiriimesinden ya da bozunmasindan
kaynaklanan kotii kokular1 veren molekiillere kadar yasamin her yerinde dogal olarak
bulunurlar; biyolojik etkinliklerinden dolay1 pek ¢ok ilagta yer alirlar. Yine bu
bilesikler, baz1 bitkilerin kendilerini bdcek ve diger canlilara karsi korumak icin
kullandiklar1 biyokimyasal silahlarini olustururlar. Baz1 6nemli amin bilesikleri asagida
verilmistir.

Efedrin; Kronik astim, bronsit gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir
alkaloittir. Doping maddesi olarak kabul edildiginden sporcular tarafindan yaris dncesi
kullanim1 yasaklanmistir.

Nikotin; Tiitlinde bulunan ve oldukca toksik olan bir alkaloittir. 150-200 mg
nikotinin bir insana damardan verilmesi o insani 6ldiirebilir. Kullananlarda bagimlilik
yapma etkisi vardir.

Dopamin; Viicutta dogal olarak iiretilir. Sempatik sinir sistemindeki etkileri
nedeniyle ila¢ olarakta (kalp atiglarin1 hizlandirmak ve kan basincini yiikseltmek)
kullanilir.

Histamin; Insan ve hayvan hiicrelerinin ¢ogunda bulunur; genel doku hasar
yapan maddeler (yilan veya ar1 zehiri, deterjanlar gibi) tarafindan hiicre disina
cikarildiginda, alerji deniler reaksiyonlara yol acarlar.

Amino bilesikler aminoasitlerin indirgenme ve sentezlerinde de Onemli
olduklarindan biyolojik sistemlerde genis bir sekilde dagilim gosterirler. Yapisal olarak

aminler NH3' e benzerler ama bir veya daha fazla H atomu, alkil yada aril gibi organik



gruplarla yer degistirmistir. Bu kuralin 6nemli bir istisnast RC(O)NR, tipi bilesiklerdir.
Bunlara amin yada amid denir. Amidler ve aminlerin yapilar1 ve &zellikleri farkli

oldugu i¢in bu ayrim kimyasal olarak dnemlidir.

2.1.1. Alifatik Aminler

NHs' teki 3 H atomundan biri organik bir grup ile yer degistirirse bir birincil
amin ortaya ¢ikar. Ikincil aminlerde N'ye iki organik grup ve bir H baghdir. Ugiinciil
aminlerde 3 H' nin yerine organik gruplar vardir. Bu terimler yerine sirasiyla primer

amin, sekonder amin ve tersiyer aminde kullanilir.

2.1.2. Aromatik Aminler

N atomu bir aromatik halkaya baglidir. Aromatik halka tizerindeki diger gruplara
bagli olarak, aminin bazligini biiyiilk oranda azaltir. Bir amin grubu, elektron verici
ozelliginden dolayr bagli oldugu aromatik halkanin reaktivitesini kuvvetle artirir.
Aromatik aminlerin rol aldigi bir organik tepkime Golberg tepkimesidir.

Birincil aminlere 6rnek; Metil amin, etil amin, tris amin

Ikincil aminlere 6rnek; Dimetil amin, metil etanol amin (2-metil amino etanol)

Ucgiinciil aminlere érnek; Tri metil amin, dimetil etanol amin

2.1.3. Aminlerin Fiziksel Ozellikleri

Aminler, azot atomlarinin karbon atomlarindan daha elektronegatif olmalar1 ve
ortaklasilmamis elektron ¢iftleri nedeniyle polar yapiya sahiptirler ve dipol momentleri
oldukga yiiksektir. Bu nedenle de, yapilarinda —OH ve —NH grubu bulunduran
bilesiklerle hidrojen baglar1 yapabilirler.

Polar olmalar1 nedeniyle birincil aminlerin ¢ogu suda ¢oziiniir. Coziiniirlik,
ikincil ve tgiinciil aminlere dogru gidildik¢e azalir. Suda ¢ozliniirliigii zayif olan ya da
hi¢ ¢oziinmeyen aminler seyreltik asit c¢ozeltilerinde, tuz olusturarak tamamen
coziiniirler. Bu 6zelliklerinden dolayr aminler, seyreltik asit ¢ozeltilerine alinarak polar

olmayan diger bilesiklerden ayristirilabilirler.



Aminler kendilerine 6zgii 6lii balik kokusuna sahiptirler. Kaynama noktalari
benzer molekiil kiitleli yalniz elektron ¢iftine sahip olmayan bilesiklerinkinden daha

yiiksektir.

2.2. Aminlerin Kullanim Alanlari

2.2.1. Boyalar

Birincil aromatik aminler azo boya yapimi igin baslangic malzemesi olarak
kullanilir. HNO; ile tepkimeye girerek diazonyum tuzlari olusturur, buda birlesme
tepkimesi sonucunda azo bilesigi olusturur. Azo bilesikleri renkli olduklarindan boya
endiistrisinde yaygin olarak kullanilirlar.

Bu maddelere bazi 6rnekler; Metil turuncu, giin batimi sarisi, ponceua kirmizisi

ornek olarak verilebilir.

2.2.2. Gaz Aritimi

Suda ¢oziinmiis monoetanol amin, diglikol amin, dietanol amin ve metil dietanol
amin endiistride yaygin olarak kullanilir. Dogal gaz hatlarindan ve rafineri atiklarindan
CO; ve H,S gazlarini aritmak igin kullanilirlar. Ayrica bacalardan CO; 'tin aritilmasi
i¢in de kullanilabilirler ve sera etkisinin 6niine gegme potansiyelleri vardir.

Ayrica monoetanol amin; madeni yag, mum ve regineyi eriterek sabunu meydana
getirir. Bu cesit eriyikler tekstil liretiminde, metal kesiminde ve evde kullanilan parke
cilalarinda kullanilir. Gaz absorbe edici olarak kullanilir ve tekstil imalatindaki son
islemlerde, deterjan ve bocek ilact imalatinda kullanilir.

Suda ¢6ziinmiis dietanol amin; CO,'ti diger gazlardan ayirmak i¢in sanayide boya
ve temizlik malzemelerinin elde edilmesinde kullanilir. Bir sentetik agri1 dindirici
dietanol aminden yapilir.

Trietenol amin; otomobil radyatérlerine konan antrifize karistirtlarak paslanmaya
karsi, dokuma sanayinde elyaflarin yaglanmasinda sabun olarak ve parke cilalarinda
kullanilir. Ayrica kozmetik, bocek ilact ve petrolden ¢ikan kimya maddelerinde asit

tesirini azaltici olarak kullanilir.



2.3. Biyojen Aminler

Biyojen aminler, aminoasitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonlarin
aminasyon ve transaminasyonu ile olusan azotlu bilesiklerdir (Maijala ve ark 1993;
Santos, 1996; Gingerich ve ark. 1999). Bu aminler kimyasal olarak alifatik (putresin,
kadavarin, spermin, spermidin), aromatik (tiramin, B-feniletilamin) veya heterosiklik
(histamin, triptamin) yapida olabilir. Ayn1 zamanda icerdikleri azot sayisina gore de
monoaminler, diaminler ve poliaminler olarak gruplandirilirlar. Hayvan, bitki, insan ve
mikroorganizmalarin metabolizmasinda bulunan diisiik molekiil agirlikli organik
bazlardir. Bu aminler; balik ve balik iirlinleri, peynir, et ve et liriinleri, ¢ikolata, sarap ve
bira gibi gidalarda isleme, olgunlasma, depolama sirasinda genellikle serbest kalan
aminoasitlerin dekarboksilasyonu sonucu olusur (Aksar ve ark, 1986). Ayrica fermente
gidalarda kullanilan starter kiiltiirlerinde gidalardaki normal mikrobiyal flora ile
etkilesimleri sonucu direkt ve indirekt olarak biyojen aminlerin olusumunda rol aldiklari
bilinmektedir (Scheuer ve Rodel, 1995; Beutling, 1996; Santos, 1996).

Gidalarda uygun 1s1 (20-30 °C) ve pH (5-7) ile yeterli miktarda (1g' da > 10°)
amin olusturabilen organizma olmasi durumunda amin olusumu hizlanir, tuz oraninin %
5 ten fazla olmasi durumunda biyojen amin olusumu azalir (Beutling, 1996).

Biyojen aminler gidalarin pisirilmesinde 1s1iya dayaniklhidirlar (Aksar ve Treptow,
1986; Knut, 2002; Lehane, 2002). Baz1 biyojen aminler, insan viicudunda 6zellikle sinir

sisteminde ve kan basincinin kontroliinde 6nemli metabolik fonksiyonlara sahiptir.

2.3.1. Histamin

Diiz kaslarin kasilmasina, damarlar1 genisleterek kan basincinin diismesine,
kapiler permeabilitenin (kandaki bazi maddelerin dokulara ge¢cme Ozelligi) ve mide
asidi sekresyonunun (salgi) artisina yol acar, alerjik reaksiyonlarda rol oynar (Halasz,

1994; Jooesten, 1998).

2.3.2. Tiramin, Triptamin ve Feniletil amin

Hipertansif etkiye (hipertansiyona yol agan, kan basicin yiikselten) sahiptirler.

Tiramin ve triptamin diiz kaslarin kasilmasina yol acar.



2.3.3. Putresin, Kadavarin, Spermin ve Spermidin

Hiicreler i¢in esansiyel bilesiklerdir. Protein sentezinde, niikleik asitlerin
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde ve hiicre membraninin stabilizasyonunda rol oynar

(Scheuer, 1995; Santos, 1996; Loser, 2000).

2.4. Halk Saghg Aqisindan Biyojen Aminlerin Onemi

Insan ve hayvanlarin biyolojik fonksiyonlarmda énemli role sahip olan biyojen
aminler gidalarda fazla miktarlarda alindiklarinda toksik etkiler gosterebilir (Santos,
1996; Shalably, 1996). Genel olarak biyojen aminlerin neden oldugu en sik goriilen
toksik etkiler; ciddi bas agrilari, hipo ve hipertansiyon, cesitli alerjik reaksiyonlardir.

Daha ciddi durumlarda 6liim olaylar1 da meydana gelebilir.

2.4.1. Histamin

Normal olarak agizdan alinan histamin ¢esitli viicut dokularindaki histamin
diizeyini etkilemez. Histamini diizenleyen mekanizma, alinan histaminin tamamin
regiile etmede yetersiz ise, Ornegin asiri derecede histamin alinmis veya diger toksik
maddeler ile histamin metabolizmasi bozulmus ise histamin zehirlenmesi ortaya
cikmaktadir.

Histamin zehirlenmesinde ilk belirtiler birka¢ dakika veya 3 saat i¢inde ortaya
cikar. Ilk once yiizde ve boyunda kizariklik meydana gelir ve genellikle bunu siddetli
bas agris1 izler. Kalp carpintisi, bag donmesi, bayginlik, hizli veya yavas nabiz atisi,
mide ve bagirsak sikayetleri, brons spazmlari ve solunum sikintist gibi diger
semptomlarda bildirilmistir (Stratton ve ark 1991; Jooesten, 1998; Bakirci, 2000).

Histamin, biyolojik olarak viicutta bir takim degismeler meydana getirebilir.
Kalbi uyarabilir, ekstravaskiiler ylizey kaslarinin kasilmasina veya gevsemesine neden
olabilir ve gastrik asit salgilanmasii kontrol edebilir. Histamin zehirlenmesinin
sikligim1  belirlemek zordur. Ciinkii bircok iilkede gidalardaki histamin diizeyi
belirlenememistir. Ayrica hafif seyrettigi ve belirtileri gida alerjisine benzediginden
ayirt edilememektedir (Stratton ve ark, 1991; Jooesten, 1998).

Histamin, histidin dekarboksilaz enzimine sahip mikroorganizmalarin gidalarda

gelismesiyle olugsmaktadir. Serbest histidince zengin gidalar yiiksek miktarlarda
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histamin igerebilir. Fazla bekletilmis baliklarda ve peynirde bulunan histaminin, sulu
cozeltilerindeki histaminden daha fazla toksik oldugu goriilmiistiir. Bu olay bagirsakta
histamin emilimini engelleyen histamini enzim mekanizmasinin inhibit6rlerinin
bulunmas ile agiklanabilir. Bu inhibitorler “putrefactive” (glriitiicii ) aminler olarak
isimlendirilir ve bu aminlere 6rnek olarak putresin ve kadavarin verilebilir. Yani
histaminin gida zehirlenmesindeki etkinligi putresin ve kadavarin varlig: ile daha da
artmaktadir (Stratton ve ark, 1991; Rodriquez-Jerez ve ark, 1994).

Hafif seyreden belirtilerde 1,5 mmol/kg dozda, histamin zehirlemesinin belirtileri
elde edilir. Bununla beraber gidalarda toksik olarak histamin diizeyinin saptanmasi

miimkiin degildir.

2.4.2. Tiramin

Tirozinin biyojen amin tiirevi olan tiramin, bir¢ok gidada dogal olarak bulunur.
Tiramin, tirozinin dekarboksilasyonu sonucu ve siit proteinlerinin bakteriyel
parcalanmasiyla peynir yapimi sirasinda olusmaktadir. Tiramin genellikle ¢ok biiyiik
miktarlarda alinmaz ise herhangi bir tehlikesi yoktur.

Histaminin aksine tiramin viicutta énemli bir metabolit degildir ve ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Tiramin genellikle kan basmcinin artmasina, kalp
carpintisina ve bas agrisina neden olur. Tiramin aym1 zamanda yiiksek dozlarda
alindiginda kan seker diizeyini artirmaktadir (Jooesten, 1998). Tiramin zehirlenmesi
peynir reaksiyonu olarak adlandiriimaktadir.

3 mmol doz seviyesine kadar sistolik kan basincinda meydana gelen artigin
onemli olmadig1 tespit edilmistir. Toksik olabilmesi i¢in ¢ok fazla miktarlarda tiramin

alinmasi gerektigi yapilan arastirmalar sonucunda elde edilmistir (Jooesten, 1998).

2.4.3. Putresin ve Kadavarin

Gidalarda bu bilesenlerin bulunmasinin en 6nemli sonucu, diger biyojen
aminlerin toksitesini artirmasidir. Histaminin gida zehirlenmesindeki etkinligi bu iki
amin varliginda artmaktadir (Rodriquez-Jerez ve ark, 1994; Jooesten, 1998). Cok biiyiik
miktarlarda putresin ve kadavarin alinmasi toksik etkiye neden olabilir. Zehirlenme

belirtileri olarak diisiik tansiyon ve nefes darlig: bildirilmistir.
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Putresin, kadavarin gibi diaminler, nitrillerle reaksiyona girme yatkinliklar1 ve
potansiyel kanserojen nitrozaminler olusumu nedeni ile, mutajenik Onciiller olarak
degerlendirilmektedir (Hernandez-Jover ve ark, 1997; Nakamura ve ark, 1997; Ordonez
ve ark, 1997; Bover-Cid, 2000). Bu aminler, 1siyla nitrozopirolidin ve nitrozopiperidin
meydana getirerek, pirolidin ve piperidine doniisiir (Shalably, 1996; Nakamura ve ark,
1997). Bu yiizden pisirme (kizartma) ile ¢ig triinlerde bulunan serbest nitrozamin

olusumu artmaktadir.

2.4.4. Triptamin

Tiramine benzer bir farmakolojik etkiye sahiptir. Ancak triptaminden
kaynaklanan yiiksek tansiyon krizleri ve zehirlenmeler bildirilmemistir. Bunun nedeni
gidalarda yiiksek miktarlarda triptamin bulunmamasidir (Jooesten, 1998).

Biyojen aminlerin toksisitesi, bireysel karakterler ve diger aminlerin
konsantrasyonlarina bagli oldugundan, bunlarin toksik diizeylerinin belirlenmesi zordur.

Gidalarda > 100 mg/kg histamin; > 100-800 mg/kg tiramin; > 30 mg/kg feniletil
amin toksikasyona yol agar.

Alkollii igeceklerde > 2 mg/L histamin toksikasyona yol agar.

2.5. Gidalarda Biyojen Aminlerin Varhgi

Biyojen aminlere, mikrobiyel ve biyokimyasal aktivite i¢in uygun kosullarin
oldugu durumlarda serbest aminoasit veya protein iceren biitiin gidalarda rastlanabilir
(Brink, 1990). Ozellikle balik ve balik iiriinleri, et ve et iiriinleri, peynir gibi gesitli
gidalarda bira, sarap, lahana tursusu gibi fermente iirlinlerde 6nemli miktarlarda
olustuklar1 bilinmektedir.

Balik ve balik iiriinleri, histamin zehirlenmesinden sorumlu tutulan baslica gida
olarak degerlendirilmektedir. Omura ve arkadaslari (Omura,1978) tarafindan yapilan bir
calismada ton baliklar1 bes giin siireyle oda sicakliginda ( 20-25 °C) birakildiktan sonra
histamin miktar1 7140 mg/kg olarak saptanmustir.

Veciano-Noques ve arkadaslari (Veciana-Nogues ve ark, 1978) yar1 konserve
hamsilerde tiretim ve depolamada olusan degisiklikler iizerinde ¢alismalar yapmislardir.

Salamurada ve yagda paketlenen hamsilerde oda sicakliginda depolama isleminde,
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yiiksek histamin ve triptamin olusumu gozlenmis, dondurarak muhafazanin ise amin
olusumunu 6nledigi bildirilmistir.

Smith ve arkadaslarmin (Smith ve ark, 1993) yaptig: bir ¢alismada 120 giin 1 °C
de depolanan vakum paketlenmis sigir etlerinde biyojen amin olusumu arastirilarak
depolamanin 20. glinlinden itibaren 6nemli seviyelerin tespit edildigi bildirilmistir.

Nakamura ve arkadaslarinin (Nakamura ve ark, 1997) yaptigi bir ¢alismada
domuz etinin poliamin (spermidin, spermin, putresin ve kadavarin) igerigi incelenerek
taze domuz eti 6rneklerinde bu aminlerin miktarlar1 oldukea diisiik (0,1-6,9 mg/100 g)
bulunmustur. Buna karsilik, bozulmus domuz etlerinde spermin, spermidin, putersin,
kadavarin miktarlarinin sirasiyla 2796, 1013, 351 ve 40,8 mg/100 g seviyelerinde
oldugu belirtilmektedir.

Peynirde olusan en Onemli biyojen aminler; tiramin, histamin, putresin,
kadavarin, triptamin ve feniletil amin olup bu aminlerin miktarlari olgunlagma siiresince
artmaktadir (Shalably, 1996; Ordonez ve ark, 1997).

Bira ve sarap gibi fermente igkiler, cesitli biyojen aminleri 6nemli miktarlarda
icermektedir. Lahana tursusunda da biyojen aminler Onemli miktarlarda
bulunabilmektedir.

Mandalina, portakal, limon, ahududu, ¢ilek, lizim ve greyfurttan elde edilen
meyve sulart ve nektarlari, degisik konsantrasyon ve yapida biyojen amin
icerebilmektedirler. Bunlarin basinda ise putresin gelmektedir (Santos, 1996). Ayrica
kakao tanelerinde ve kakaodan yapilan ¢ikolata, ¢ikolata iriinleri ve sekerlemelerde
dogal olarak feniletil amin bulunabilmektedir. Alglerden yapilan karamela veya

sekerlemelerde ise histamin ve kadavarine rastlanmistir (Santos, 1996).

2.6. Biyolojik Onemi Olan Bazi Aminler

Tibbi ve biyolojik 6nemi olan bilesiklerin ¢ogu amindir. Asagida bdyle aminlere

baz1 6rnekler verilmistir.

2.6.1. Feniletil Aminler

Pek ¢ok feniletilamin bilesiginin gii¢lii ve fizyolojik etkileri vardir. Adrenalin ve
noradrenalin adrenal salgi bezinden salgilanan iki hormondur. Bir hayvan bir tehlike

hissettiginde kana verilen adrenalin kan basincini ve kalp atis hizini arttirir, akciger
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hava gecis yollarint genisletir. Biitiin bu etkiler hayvani savagsmaya ya da kagmaya
hazirlar. Noradrenalin de kan basincini arttirir ve diirtiilerin bir sinir ucundan digerine
gecmesinde gorev iistlenir. Dopamin ve serotonin beyindeki 6nemli sinir ileticileridir.
Beyindeki dopamin diizeyindeki anormallikler, Parkinson hastaligi dahil, pek ¢ok
psikolojik hastaliga neden olur. Dopamin hareketlerin, motivasyonun ve duygularin
kontroliinde ve diizenlenmesinde baglica rol oynar. Serotonin ilging bir bilesiktir.
Zihinsel aktiviteleri artirdigr bilinmektedir. Sizofreni gibi zihinsel bozukluklarin

serotonin metabolizmasi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir.

2.6.2. Vitaminler ve Antihistaminler

Aminlerin bir ¢ogu vitamindir. Bunlardan bazilar1 nikotinik asit ve nikotinamit,
pridoksin ve tiamin kloriirdiir. Nikotin tiitinde bulunan zehirli bir alkaloittir ve sigara
aliskanligini yapan bilesiktir. Klorfeniramin bir “antihistamindir” ve soguk alginliginin
tedavisinde ila¢ bileseni olarak kullanilir. Baska bir zehirli amin olan histamin viicudun
biitiin dokularinda proteinlere baglanmis olarak bulunur. Histaminin serbest kalmasi

alerjik tepkimelere ve soguk alginligina neden olur.

2.7. Elektroanalitik Kimya

Elektroanalitik kimya, c¢ozeltilerin elektrokimyasal hiicrelerin bir kismi haline
getirildikten sonra, elektriksel ozelliklerinin Ol¢iilmesi ve Olgiilen bu ozelliklerinden
yararlanilarak maddenin tayin edilmesi lizerine kurulmus olan metotlar toplulugudur.
Bu metotlar toplulugu ¢ok sayidaki maddenin tayinine imkan verir. Ayrica, bunlar teki

analitik metotlara da bir takim stiinliikler saglarlar. Bu iistiinliikler sunlardir:

1) Elektroanalitik metotlarla genel olarak bir maddenin veya iyonun birden fazla
yiikseltgenme basamagi varsa sadece bir yiikseltgenme basamagi tayin edilir.

2) Elektroanalitik kimya alaninda kullanilan cihazlar basit ve ucuzdur.

3) Elektroanalitik metotlar, iyonun konsantrasyonunun degil, aktivitesinin tayin

edilmesinde kullanilir. Bu durum konsantrasyon 6l¢iilmesinden daha anlamlidir.
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Elektroanalitik kimya baslica dort boliime ayrilir (Giindiiz T., 2002). Bunlar:
1) Potansiyometri
2) Kulometri
3) Kondiiktometri
4) Voltametri

Sekil 2.1°de elektroanalitik kimyada kullanilan elektrokimyasal bir hiicre yer

almaktadir.

! Doygun
| KC1 pozeltisi

Anot: Az +C1 S AgCl+e’ Katat: Fe' 4+ ¢ = Fe™™

Sekil 2.1. Elektrokimyasal bir hiicre

Laboratuarda gelistirdigimiz biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarlh PVC
membran elektrot potansiyometrik olarak cevap gosterdigi i¢in potansiyometrik

yontemi ele alalim.

2.8. Potansiyometri

Potansiyel dl¢iimiine dayali analitik metotlar “potansiyometrik metotlar” olarak
adlandirilir. Akimin ¢ok az gectigi veya hi¢ gegmedigi sistemlerde, indikator elektrotun
referans elektroda karsi gosterdigi, konsantrasyon degisimine bagli olarak degisen
potansiyelin 6l¢iildiigii tayin yontemidir. Degisken direncin ayarlanmasi ile standart
voltajin bilinen kismu bilinmeyen voltaja kars: isaretlenir. Iki voltaj esit oldugu an,
galvanometreden herhangi bir akim gegmez. Boylelikle bilinmeyen voltaj, degisken

direncin pozisyonundan okunabilir (Covington, 1974). Potansiyometrik sistem; bir test
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hiicresi (analit ¢6zeltisi), buna baglantili olan indikator elektrot (degisken potansiyel) ve
referans elektrot (sabit potansiyel) ile kararli bir potansiyometreden olusur. Bunlara
“potansiyometrik hiicre elemanlar’” da denir. Analit ¢ozeltisine daldirilan indikator
elektrotta, mevcut iyon veya iyonlarin konsantrasyonuna bagli olan bir potansiyel
degisimi meydana gelir. Dolayisiyla potansiyel degisimi dlgililerek iyonlarin
konsantrasyonlar1 tayin edilebilir. Sekil 2.2°de basit bir potansiyometrik sistem

gorilmektedir.

Dijital
Potansiyometre

T

AgihgCl
Tyor-secici || 1] : Elektrot
Eleletrot

Eeferans
Elektrot

Ig
| Elektrolit ™I

Iembran Analit Cozeltist

St Bilegirn

Sekil 2.2. Basit bir potansiyometrik sistem

Iyon-segici elektrotlar son yillarda 6nem kazanmis ve giiniimiizde genis bir
kullanim alanina sahip ve iyi bilinen, alternatif bir yontemdir (Captian-Vallvey ve ark.,
2003). Iyon-segici elektrotlarin kullanildigi potansiyometri, siirekli ve otomatik
analizlerde kullanima uygun bir tekniktir. Buna ilaveten kemometrik yaklagimlar ve
akis enjeksiyon sistemleri kullanilarak iyon-segici elektrotlarin analizlerde kullanimi her
gecen giin gelisim gostermektedirler (Saurina ve ark., 2002; Moreno ve ark., 2006).
Iyon-segici elektrotlar oldukca basit, ucuz ve yerinde olgiimlere uygulanabilir

ozelliklere sahiptirler (Saurina ve ark, 2002).

2.8.1. Potansiyometrik Tayin Ilkesi

Modern bir iyon segici elektrotta, iyon-se¢ici membran i¢ standart ve test
cozeltisindeki iyonlar1 birbirinden ayirir. Elektronlar, basit iyonlar veya test edilen

iyonun yiiklii ya da notral kompleksleri, membranin i¢ kisimlarina dogru i¢ standart
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¢ozeltinin kompozisyonuyla orantili olarak taginirlar. Boylece olusan elektrostatik
motor kuvveti (EMK), standart referans elektrot yar1 hiicresiyle membran elektrot yari
hiicresi birlestirilerek Sl¢iiliir (Skoog ve ark., 1990).

Konsantrasyon ile elektrot potansiyeli arasindaki iliski asagidaki gibidir;
aA+DbB+..+ne < cC+dD +.
tersinir yar1 reaksiyonu ele alindiginda, bir elektrodun potansiyel farki (E), Nernst

(Nernstian) Esitligiyle verilmistir.

2,303RT, a4,
+t——log—

E=E°
nF a,

E = Indikatér elektrot potansiyeli

E° = Standart elektrot potansiyeli

R = Gaz sabiti, 8,314 J.mol*.K*

T = Sicaklik, Kelvin (0 °C i¢in 273,15 K)

F = Faraday sabiti ( 96486 J.volt™)

aa?, ag", ac’ ve ap” = Elektrotta hissedilen iyon aktiviteleri

a, b, ¢ ve d = yari1 reaksiyonda yer alan her bir tiiriin mol say1st

n= Alinip-verilen elektron sayis1 veya membrandaki aktif iyon yiikiidiir.

aj 1yon aktivitesi olmak iizere, esitlik tek bir iyon i¢in yazilirsa, agagidaki gibi olur.

E=E°+ % Ina, (%) ; Anyonlar igin (-), katyonlar igin (+) olur

Eger iyon aktivitesi a; ‘den ay‘ye degisirse potansiyel degisimi agagidaki gibi olur.

RT a
E=E°+—1In—2
nF a,

Esitlige gore, ¢ozeltide iyon aktivitesinin artmasi sonucu elektrodun cevabi logaritmik

olarak gozlenir.

RT a.’-ay’...

E=E° —%
nFa,”-b; ..
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Eger Olcimler 25°C’de alinirsa, sabit sayilar yerine yazildiginda Nernst Esitligi

asagidaki gibi olur.
o 00592 a,
E=E % log —
n a,

Buna gore 25°C’de E-log(a) iligkisinin teorik degisimi n yiiklii iyonlar i¢in 59,2/n
mV’dur. Bu degisim genel olarak katyonlar icin pozitif anyonlar i¢in negatiftir.
Dolayistyla tek yiiklii, iki yiiklii ve ti¢ yiikli iyonlar i¢in bu deger sirasiyla 59,2, 29,6 ve
19,8 mV olur (Haddad ve Jackson, 1990). Kalomel ve giimiis/glimiis kloriir elektrotlar
bir hiicreye indikator elektrotlara karsi konabildikleri gibi son zamanlarda kombine
elektrotlar da yapilmaktadir.

Bir iyon-segici elektrot hiicresindeki potansiyel degisimi sematik olarak

asagidaki gibi gosterilebilir.

I¢ referans elektrot / ¢ referans ¢ozelti / Iyon-segici membran elektrot // Test
cozeltisi / D1s referans elektrot veya;

I¢ referans elektrot (bakir tel) / Kati-hal kontakt // iyon-secici membran elektrot

/I Test ¢ozeltisi / Dis referans elektrot

2.8.2. Referans Elektrotlar

Referans elektrotlar, elektrot potansiyeli tam olarak bilinen bir yar1 hiicredir. Bir
hiicrede kullanimi esnasinda potansiyeli degismeden kalabilen elektrotlardir. Bunlara
standart elektrotlar da denir. Referans elektrodun potansiyeli numune ¢ozeltisinde
bulunan analitin ve diger iyonlarin konsantrasyonuna bagl degildir. Potansiyometrik
Ol¢iimlerde referans elektrot genellikle anot islevi goriir.

Referans elektrotlarin potansiyelleri sicaklik degisimlerinden etkilenir ve bir
miktar degisir.

Ideal bir referans elektrodun sahip olmasi gereken &zellikler sdyle siralanabilir
(Giindiiz T., 2002):

1) Degeri tam olarak bilinen, 6rnek ¢ozeltisinin bilesiminden hi¢ etkilenmeyen ve

zamana bagimli olmayan sabit bir potansiyel vermelidir.
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2) Cozeltiden kiiglik akimlarin gegmesinden hemen sonra eski potansiyeline geri
donebilmelidir.
3) Tekrarlanabilen sonuglar vermeli (tersinir) ve Nernst denklemine uymalidir.

4) Kolay kullanilabilmelidir.

En yaygin kullanilan referans elektrotlar, referans hidrojen elektrodu, kalomel
referans elektrot ve giimiis/glimiis kloriir referans elektrotlardir.
Biz calismamizda Ag/AgCl referans elektrodu kullandigimiz i¢in bu elektrodun

calisma mekanizmasini agiklayacagiz.

2.8.2.1. Giimiis/Giimiis Kloriir Referans Elektrot

Yaygin olarak kullanilan referans elektrotlardan biri de giimiis/glimiis kloriir
referans elektrottur. Bir giimiis/giimiis kloriir elektrot, genellikle giimiis veya platin bir
telin ylizeyine giimiis kloriiriin kaplanmasiyla hazirlanir. Elektrot ile hiicre arasindaki
temas gozenekli cam ile saglanir.

Bir giimiis/gtimiis kloriir referans elektrot Sekil 2.3’de goriilmektedir.

Baglantt teli

Hava girigi

Agtel

AgClve EClde
‘ dovgun sulu gozelt
J AgCl pastast

Katt KClve
" ‘biraz AgCl

\“'?ﬁ-’l D pizelt e temast

saflayan ghzenelkh
tikeag (tuz képriisil)

Sekil 2.3. Giimiig/giimiis kloriir referans elektrot

Elektrotta gergeklesen reaksiyon su sekildedir:
AQCl 4 + € S Ag 9 +CI°
E= EOAgCUAg —0,059 Iog [C']
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Tepkimeye gore elektrot potansiyeli kloriir iyonu derisimine baglidir. Ortamda
bulunan KCI, elektrotta gerceklesen indirgenme ya da yiikseltgenme tepkimeleri
sonucunda elektrodun potansiyelinde olusabilecek degisime karsi tampon gorevi goriir.
Ayrica KCI, pH o6l¢iimlerinde girisim yapmamasi ve potasyum iyonu ile kloriir iyonu
mobilitelerinin esit derecede birbirine yakin olmasi sebebiyle bu elektrotta ¢ok
kullanilan bir elektrolittir. Elektrodun hiicreyle olan temasi gozenekli bir cam ile

saglanmaktadir.

Glimiig/giimiis kloriir elektrodun standart hidrojen elektroduna kars1i 25 °C
sicakliktaki elektrot potansiyeli 0,199 V’tur. Gilimiis/giimiis klorlir elektrodun
potansiyeli sicakliktan c¢ok az etkilenir. Bu sayede elektrot, 275 °C’ye kadar

kullanilabilme avantajina sahiptir.

Glimiis/giimiis klortir elektrot, kalomel elektrotta kullanilan civanin toksik
Ozellik tasimasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilir. Ayrica olduke¢a kiiciik boyutlarda
giimiig/glimiis klortir elektrot yapilabilmesi avantaji bir¢ok ¢alismada kolaylik saglar.

Kalomel ve giimiig/glimiis kloriir referans elektrotlar bir hiicreye indikator
elektrotlara karsi konabildikleri gibi son zamanlarda kombine elektrotlar halinde de
yapilmaktadir. Kalomel elektrot ile indikator elektrot veya glimiis/glimiis kloriir elektrot
ile indikator elektrot yan yana bir tiip igeriSine yerlestirilerek Sekil 2.4’deki gibi bir
kombine elektrot sistemi yapilmuistir.

Baglants teli

. Aztel
I referans I I?T'
pozelti |
il Diug referans
Kate &gl b pozelti
Tuz kiprisi
+
2.aCdle doymug (AgCL+ECD
0.1 LIHCL Catn membrat

Sekil 2.4. Giimiig/glimiis klortir referans elektrotlu kombine cam elektrot
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2.8.3. indikator Elektrotlar

Potansiyometrik bir hiicrede referans -elektrotla birlikte kullanilan, tayini
yapilacak iyonun aktivitesindeki meydana gelen degisimi Olcen elektrotlara indikator
elektrotlar denir. Bunlar iyon-segici elektrotlardan olusur. Bir indikator elektrot, analizi
yapilacak iyonun aktivitesindeki degisimlere c¢ok kisa siirede cevap verir. Bu tiir
elektrotlar belirli bir iyona kars1 secicilik gdstermesine ragmen diger iyonlara karsi da
tamamen duyarsiz degildir. Son zamanlarda bazi iyonlar i¢in iyi derecede segicilik
gosteren gesitli indikator elektrotlar yapilmistir (Giindiiz T., 2002).

Indikator elektrotlar; metalik indikator elektrotlar ve membran indikator

elektotlar olarak iki grupta incelenmektedir (Giindiiz T., 2002).

2.8.4. iyon Secici Elektrotlar

Birgok iyon yaninda sadece tek bir iyona cevap sergileyen elektrotlara “iyon-
secici elektrotlar (ISE) denir. Iyon-segici elektrotlar, serbest iyonun aktifligine
duyarhdir. Iyonik siddet sabit tutulursa konsantrasyon aktiflikle dogru orantili
oldugundan ISE ile konsantrasyonlar dl¢iilmiis olur. Hicbir elektrot sadece tek bir iyon
cesidine cevap vermez, mutlaka ortamdaki diger iyonlarin girisimleri s6z konusudur.
Fakat bir iyona kars1 bilinen bir se¢icilik gosterir.

Potansiyometrik iyon-segici elektrotlar1 olusturan membranlarda bulunmasi
istenen bazi 6zellikler vardir. Buna gore ideal bir membran;

1) Diger bir¢ok iyonun yaninda sadece analit iyona segici davranir.
2) Analit ¢o6zeltisi iginde ¢Ozlinmez veya ¢Oziinmesi ihmal edilebilecek
seviyededir.

3) Membranin bir yiizeyi ile digeri arasinda bir miktar iletkenlik gosterir.

Iyon-segici elektrotlarin siniflandirilmasi asagidaki gibi yapalir.
% Cam iyon-segcici elektrotlar
% Metalik (kati-hal) iyon-secici membran elektrotlar (1., II. ve III. Sinif)
+«» Kaplama tel elektrotlar
% Swvi-hal iyon-segici elektrotlar
% Gaz ve enzim elektrotlar

% Iyon-segici alan etki transistorleri (ISFET)
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% Kompozit elektrotlar

+« Sivi-membran iyon-segici elektrotlar (polimer-membran elektrotlar)

2.8.5. Iyon-Segici Elektrotlarin Performansina Etki Eden Faktorler

2.8.5.1. Cevap Zamani

Iyon-segici elektrotlarda cevap zamani genel olarak membranin duyarl kismiyla
cOzeltideki iyonun dengeye gelmesi i¢in gegen zaman olarak bilinir. Uluslararasi
Kuramsal ve Uygulamali Kimya Birligi'ne (IUPAC, 1994) gore dengeye gelme
zamaninin % 95’1 olarak alinir ve tgs olarak gosterilir (denge potansiyelinin de % 95’ine

karsilik gelir). Sekil 2.5°de IUPAC’a gore cevap zamani grafiksel olarak gosterilmistir.

Denge

Potansiyvel (mV)
3
]
2 m L
Ay

Sekil 2.5. [IUPAC’a gore cevap zamani

Girisim yapan iyonlar, bir Nernst potansiyel farki olusmasi i¢in tagmmasi

gereken iyonlarin aktif elektrot ylizeyine ulagsmalarini geciktirir ve cevap zamanini
etkiler.

Elektrotlarin cevap siireleri asagidaki islemlerle kisaltilabilir;
1. Etkili karistirma (veya akis hizinin artirilmasi)

2. Membran yiizeyinden kirliliklerin uzaklastirilmasi veya ¢ok kiiclik membran

yiizeyli mikroelektrotlar kullanilmasi

3. Olgiim sirasinda ¢dzelti konsantrasyonunun diisiikten yiiksege dogru olmast.
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2.8.5.2. Tayin Limiti

Iyon-segici elektrotlarin tayin limiti, membran ara fazinda olgiilebilir bir
potansiyel farki meydana getiren en diisiik iyon konsantrasyonu olarak tanimlanir
(IUPAC, 1994). Sekil 2.6’da IUPAC’a gore tayin limiti grafiksel olarak gosterilmistir.

Cogu iyon-secici elektrot i¢in tayin limiti 10° mol.L? civarindadir. Bazilarinda
ise 10® mol.L™""¢ kadar diisebilir. Bu limitler, ortamda bulunan girisim yapan iyonlar ve
molekiiller ile ters yonde etkilenebilir (konsantre sulu ¢ozeltilerde su molekiilleri

iyonlarin hidrofobik membrana girisini 6nler ve tayin limiti ters yonde etkilenir).

Elektromotor Kuvveti(cmf)

" Tayin Limiti

»

-log a;

Sekil 2.6. IUPAC’a gore tayin limiti

2.8.5.3. Secicilik

Ideal olarak sadece tek bir iyona duyarli bir elektrot yoktur. X iyonunu dlgmek
icin kullanilan bir elektrot Y iyonuna da duyarl olabilir. Diger iyonlarin varlig: elektrot
performansint 6nemli Olgiide etkiler. Bu iyonlarmn girigsimi, elektrot membraninin
yapisina bagli olarak ¢esitli sekillerde olabilir.

Secicilik ilk kez Nicolsky tarafindan hidrojen ve sodyum iyonlarina duyarlilik
gosteren cam elektrot i¢cin kullanilmis ve asagidaki esitlikle verilmistir. Pek ¢ok ISE
cogunlukla asagidaki esitlige uygun davranir (Kolycheva ve Muller, 1991)

log [ax +E(k§f’y‘ ay”X’"y)]

E_E® 4+ 0,0592
n

ay = Olgiilecek iyonun aktivitesi

ay = Girisim yapan iyonun aktivitesi
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Ny, Ny = Herbir tiirtin yiikii

ki = Segicilik katsayist

pot

Segicilik katsayis1 (K3 ) biytidiikge elektrodun dlgiilecek iyona duyarliligi azalir

ve log ax-potansiyel grafigi yataya dogru gider. Girisim yapan iyonun yoklugunda

Nernst degisimi gozlenir. Segicilik katsayisi;

1. Ayr ¢ozelti metodu,
2. Anaiyonun girisim yapan iyon ¢ozeltisine ilavesi metodu,

3. Girisim yapan iyonun ana iyon ¢ozeltisine ilavesi metodu ile hesaplanabilir.

Secicilik katsayisinin hesaplanmasinda metotlardan herhangi birisi kullanilabilir.
Ayri ¢ozelti metodunda, elektrodun hem ana iyona karst hem de girisim yapan iyona
karst kalibrasyonu alinir ve Sekil 2.7°de gosterildigi gibi kalibrasyon grafikleri

karsilastirilarak segicilik katsayis1 hesaplanabilir.

Potansiyel (mW)

log[C]

Sekil 2.7. Secicilik katsayisinin kalibrasyon grafigi ile gdsterimi

2.8.5.4. Tekrarlanabilirlik

Hazirlanan iyon segici elektrotlarin tekrarlanabilir potansiyeller vermesi analiz
islemlerinde hatalarin en aza indirilebilmesi ve analizin gilivenilirligi yonlerinden arzu

edilen bir Ozelliktir.
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Tekrarlanabilirlik, farkli konsantrasyonlardaki standart c¢ozeltilerde elektrodun
uzaklastirilip yikandiktan sonra tekrar cozeltilere daldirilmasiyla sergiledigi bir seri

potansiyel degerlerinin standart sapmasi olarak verilebilir.

2.8.5.6. Kullanim Omrii

Bir ISE i¢in kullanim Omrii en Onemli karekteristik 6zelliklerden birisidir.
Elektrotlarin kullanim &miirleri Nernst cevabi sergiledikleri siire olarak bilinir (Ozkan
ark., 2000). Elektrotlarin kullanim 6miirleri on katlik konsantrasyon degisiminde belirli
periyotlarla sergiledikleri potansiyel farklar incelenerek belirlenir. Olgiilen bu
potansiyel farklar kullanilarak zamana kars1 grafikler olusturulur. Egimde 6nemli bir

farkinin meydana geldigi siire kullanim 6mrii olarak verilebilir.

2.8.6. Tyon Secici Elektrotlarin Avantaj ve Dezavantajlar
2.8.6.1. Iyon Segici Elektrotlarin Avantajlari

Iyon secici elektrotlar asagidaki avantajlara sahiptirler:

1. Elektrotlar, pek cok kimyasal tiir icin genis bir konsantrasyon araliginda dogrusal
olarak degisim gosterirler.

2. Bilinmeyen numunenin bozunmasina neden olmazlar. Sadece numuneyi ihmal
edilebilir 6l¢iide kirletirler.

3. Elektrotlarin cevap siireleri genellikle kisadir (saniye ve dakika seviyelerinde). Bu
nedenle klinik ve endiistriyel numunelerin tayininde kullanilirlar.

4. Spektrofotometrik Ol¢iimlere uygun olmayan, koyu renkli ve bulanik ¢ozeltiler
elektrotlarla kolaylikla dl¢iilebilirler.

5. Ozel olarak hazirlanan elektrotlar ile canli hiicrelerin ici gibi degisik yollarla
ulasilamayan zor ortamlarda 6l¢tim yapilabilir.

6. Elektrotlar, kromatografik ve akis yolu-enjeksiyonu analiz yontemlerinde dedektor
olarak kullanilabilirler.

7. Hem pozitif ve hem de negatif iyonlarin derisimi dl¢iilebilir.

8. Hizli ve kolay bir bi¢imde kullanilabilirler. Tamamiyla kati-hal kontakt ve jel

dolgulu modelleri saglam ve kararlidir.
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2.8.6.2. Iyon Secici Elektrotlarin Dezavantajlar

Iyon-segici elektrotlarin avantajlarinin yam sira bazi dezavantajlar1 da vardir.

Bunlar sdyle siralanabilir:

1. Elektrotlarla calisilirken olumlu sonug¢ elde edebilmek igin ¢ok dikkatli olmak
gerekir.

2. lyon segici elektrotlarla yapilan dlgiimlerin kesinligi nadiren % 1’den daha iyi olup,
genellikle daha dusiiktiir.

3. Elektrotlar, potansiyellerin kararsiz olmasimma ve kaymasina yol acacak sekilde,
proteinler ve diger organik maddeler vasitasiyla kirlenebilirler.

4. Bazi iyonik tiirler girisim yapar veya elektrotlar zehirlerler.

5. Elektrotlar kompleks halde olmayan serbest haldeki iyonlara cevap verirler. Bu
nedenle ISE’lerle yapilan dl¢iimler ortamda ligant bulunmamasini, varsa da varolan
ligantlarin maskelenmesini gerektirir.

6. lIyonlarin tayininin dogrulugu acisindan dlgiimler sirasinda ortamin iyonik siddetinin

sabit tutulmasi gerekir.
2.8.7. Tyon Secici Elektrotlarin Uygulamalar

Iyon-segici elektrotlar genellikle dort farkli analitik uygulamada yaygin olarak
kullanilir. Bunlar;

1. Dogrudan dlgiimlerde,

2. Potansiyometrik titrasyonlarin doniim noktalarinin tayininde,

3. Denge sabiti ve buna bagli fiziksel sabitlerin hesaplanmasinda

hareketli ortamlarda dedektorler olarak kullanilirlar.

2.9. Akis Enjeksiyon Analizi (AEA)

Akis Enjeksiyon Analiz (AEA) teknigi ilk olarak 1975 yilinda Ruzicka ve
Hansen tarafindan tanimlanmistir. Seri halinde olan denemeleri otomatiklestirmek i¢in
tasarlanan AEA, genel bir ¢ozelti bosaltma ve toplama teknigi olarak ortaya ¢ikmistir.
Ruzicka ve Hansen’in Danimarka’da, Stewart’in Amerika’da ayn1 zamanlarda aldiklar
patentlerle baslatilan bu yeni teknoloji, hizli bir sekilde diinyada biiyiik kabul gorerek

rutin analizlerde yaygin uygulama alanlari bulmustur (Skoog, 1998).
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Akis enjeksiyon analizi, daha onceleri kan ve idrar analizlerinde kullanilan
segmentli akis analizinin bir devamidir. Segmentli akis analiz cihazlarinda numuneler
dedektor icinde yan yana hava kabarciklari bulunan bir sulu ¢ozelti vasitasiyla
gotiirilirdii. Burada kullanilan hava kabarciklarimin gorevi; numunenin dagilmasini
onlemek, numuneyle ayiracin karigsmasini kolaylastirmak, numune yolunu temizlemek
ve bdylece ard arda analizi yapilan numunelerin birbirlerini kirletmelerini dnlemektir
(Giindiiz T., 2002).

AEA; basit temelli, olduk¢a ucuz donanimli, elle gerceklestirilen seyreltme,
deristirme, karistirma, ¢oziicii ekstraksiyonu vb. pek ¢ok analitik iglemin otomasyonunu
saglayan, hizlilik, kesinlik, dogruluk agisindan miikemmel sonuglar1 elde edebilme
kapasitesine sahip, ¢ok amagl kullanima uygun bir tekniktir. AEA sistemi ¢ok basittir
ve arzu edilen herhangi bir ihtiyaci karsilamak ic¢in karmasik degisiklikler
gerektirmemektedir. Ayni  zamanda sistemin optimizasyonunu ve kimyasal
degiskenlerin kontroliinii saglamak ¢ok kolaydir. Genel olarak tek kanalli bir AEA

sisteminin blok semas1 sekil 2.8’de goriilmektedir.

enjeksivon vanasi

polpa ormel: dedeltor

tasyicl

Sekil 2.8. AEA sisteminin blok semasi

AEA teknigi belirli hacimdeki 6rnek ¢dzeltisinin uygun bir tasiyici faz igerisine
enjeksiyonuna dayanmaktadir. Enjekte edilen 6rnek, bir bolge olusturur ve dedektore
dogru tagiir. Bu tasinma sirasinda reaktif ile karsilasir ve kimyasal reaksiyona girerek
dedekte edilebilir tiirlerine doniigiirler. Olay, 6rnek bolgesinin tasginmasi nedeniyle
stirekli olarak degisen absorbans, elektrot potansiyeli gibi parametreleri devamli olarak

kaydeden dedektorde gecici bir pik olusumu ile sonuglanir. Pik yiiksekligi veya alani
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derigimle orantilidir ve bilinen derisimdeki Orneklerle karsilagtirilarak kantitatif tayin
amagcli kullanilir.
Kisaca AEA tekniginin basarili bir sekilde calismasi ve uygulanmasi i¢in bazi

temel Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bunlar;

1) Kesintisiz stirekli akis,
2) Tekrarlanabilir 6rnek enjeksiyonu
3) Ornek bélgesinin kontrollii kismi dagilmast,

4) Tekrarlanabilir islem zamanlamasi, seklinde siralanabilir.

Akis-enjeksiyon analiz cihazlarinda hava kabarciklar1  kullanilmaksizin
numunenin dagilmasi ve birbirlerini kirletmeleri tamamen onlenmistir. Ayrica, hava
kabarcigi kullanilmadan numune ve ayiracin karigtirilmasi da daha iyi olacak sekilde
ayarlanmigtir. Boylece hava kabarciklarinin ortadan kaldirilmasi ile akis-enjeksiyon

metodu bir takim avantajlar kazanmistir. Bunlar:

Birim zamanda ¢ok sayida analiz yapilmast,
Dedektorden cevap alma siiresinin kisaltilmasi,

Analize baslama ve kapatma zaman kisaltilmasi,

A WD

Enjeksiyon sistemi hari¢ cihazin biitiin kisimlarinin basit olmasidir.

Cihazin 6zellikle son iki avantaji ¢ok 6nemlidir. Ciinkii bunlar sayesinde metot,
rutin olmayan birka¢ numuneye de uygulanabilmistir. Diger bir ifadeyle devamli-akis
metodu artik rutin analizlere degil, az da olsa rutin olmayan analizler de uygulanabilir
hale gelmistir. Sayilan avantajlarinin sonucu olarak akis-enjeksiyonlu metotlar,

segmentli akis metotlarinin yerlerini almaya baslamistir (Giindiiz T., 2002).

2.9.1. Akis-Enjeksiyon Analizinde Numune ve Ayiracin Sevkedilmesinde

Kullanilan Sistemler

Akis-enjeksiyonlu analizde ¢ozelti peristaltik bir pompa vasitasiyla sisteme
sevkedilir. Peristaltik pompada gaz veya s1v1 akiskan plastik bir boruda bulunan ¢ozelti

donen ¢ok kiiciik silindirler vasitasiyla sikistirilarak nakledilir. Pompada yayla bastirilan
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donen silindirler i¢inde ¢dzelti bulunan ¢ok esnek bir hortum iizerine basing yaparak
¢ozeltinin silindirlerin dondiikleri yone dogru c¢ozeltiyi sevkeder. Boylece devamli bir
akis meydana gelir. Modern pompalar bir daire gergevesinde genel olarak 8-10 silindir
ihtiva eder. Donme esnasinda herhangi bir anda bunlarin yarisi, hortum {izerine basing
yapar. Bu sayede ¢ozelti akimi biiyiik dl¢iide pulssuz yani devamliya ¢ok yakin olur.
Cozelti akimmin silindirleri dondiiren motorun hizina ve hortumun i¢ ¢apina gore
ayarlanir. Bu amagla kullanilan hortumlarin i¢ ¢aplar1 genel olarak 0,25-4 mm arasinda
degisir. Bunun sonucu ¢ozelti akis hiz1 dakikada 0,0005-40 mL’ye ayarlanabilir. Dénen
silindirler uzun olduklarindan ayn1 zamanda bir¢cok hortumun ¢aligmasini saglayabilirler
(Giindiiz T., 2002).

Akisg-enjeksiyonlu sistemler genel olarak bir de spiral kolon kismu ihtiva eder.
Spiralli kolonun gdrevi numuneyle ayiracin iyice karigmasini saglamaktir. Bu sayede
reaksiyon tam olur ve denge kurulur. Bunun bir sonucu olarak da simetrik pikler elde

edilir. Spiral kolonlarin boru i¢ ¢aplari genel olarak en fazla 1 cm’dir (Giindiiz T., 2002).
2.9.1.1. Enjeksiyon Vanasi
Enjeksiyon vanasi, AEA tekniginde Orneklerin tekrarlanabilir enjeksiyonunda

onemlidir. En fazla kullanilan enjeksiyon vanalarindan birinin sekli Sekil 2.9’da

gosterilmistir ( Manuel,5102-001).

Sekil 2.9. Enjeksiyon vanasinin kullanimi; A: enjeksiyon halkasinin doldurulusu,

B: harekete gegirme, C: enjeksiyon
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2.9.1.2. Numune Enjektorleri ve Dedektorler

Akis enjektorlii analiz cihazlarinda kullanilan enjektorler ve dedektorler
HPLC’de kullanilanlarin aynidir. Akis-enjektorlii sistemlerde kullanilan numune
miktar1 5-200 pL arasinda degisir. Ancak genel olarak kullanilan miktar 10-30 pL’dir.
Iyi bir sonug almak igin enjeksiyon cok dnemlidir. Enjeksiyon siiratli bir puls halinde
veya hortuma bir tikag seklinde yapilmali ve hortumdaki tasiyict akimi
engellememelidir (Giindiiz T., 2002).

Akis enjektorlii analiz sistemlerinde dedektor olarak atomik absorpsiyon,
emisyon cihazlariyla, florometreler, elektrokimyasal sistemler, refraktometreler,
spektrofotometreler ve fotometreler kullanilabilir. Bunlar icinde en iyisi de

fotometrelerdir (Giindiiz T., 2002).

2.9.2. Akis-Enjeksiyon Analizini Etkileyen Faktorler

Akis-enjeksiyon analizinde numunenin enjeksiyonu numune muslugu (valfi)
vasitastyla yapilir. Enjeksiyon yapildiktan hemen sonra numune konsantrasyonu
borudaki akim sisteminde bir silindir seklini alir. Numune akim iginde ilerledikce
numunenin silindir sekli bozulmaya baslar. Buna dispersiyon denir. Dispersiyonun
baslica iki nedeni vardir:

1) Konveksiyon

2) Difiizyon

Konveksiyon bir boru i¢inde hareket eden numunenin orta kisimlarinin borunun
duvarlarma yakin olan kisimlarindan daha hizli hareket etmesi olayidir. Buna laminer
akim denir. Laminer akim nedeniyle numunenin 6n cephesi parabolik bir hal almaya
baslar. Numune daha ¢ok 6n cephede toplanir ve numune yamulmaya baslar.

Numunenin seklinin bozulmasinin ikinci nedeni difiizyondur. Difiizyon iki tiptir.
Bunlar:

1) Radiyal (akis yoniine dik olan),
2) Boyuna (akis yoniine paralel olan)

Dar borularda boyuna difiizyonun etkisi yok denecek kadar azdir; ancak radyal
difiizyonun etkisi 6zellikle de diisiik akis hizlarinda ¢ok etkilidir ve numunenin seklinin

bozulmasinda konveksiyon gibi 6nemli bir rol oynar. Bdyle durumlarda numune
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yuvarlagimst bir sekle yaklasir. Akis-enjeksiyon cihazlarindaki dispersiyon hem
konveksiyonun hem de radyal difiizyonun etkisi vardir.

Konveksiyon ve difiizyonun etkisi altinda kalan numuneden elde edilen pikler
genel olarak bir tarafa meyletmis haldedir.

Boru i¢ cidarinda meydana gelen radyal difiizleme borularda bulunan analit
taneciklerini ¢ozeltinin orta kisimlarina getirir. Bu ¢ok onemli bir olaydir. Boylece

borunun i¢ cidar1 temizlenmis ve bir sonraki analiz karistirllmamis olur (Giindiiz T.2002).

2.9.3. Akis-Enjeksiyon Analizi Tekniginin Uygulamalari

AEA tekniginin uygulamalarmin yaklasik {igte birlik kismini kirlilik olusturan
maddelerin tayininde kullanim olusturmaktadir. Bu alandaki g¢alismalar kisaca su
sekilde 6zetlenebilir (Yadigaroglu, 2002); deniz suyunda eser miktardaki Cd, Zn, Pb gibi
gir metallerin tayini, atik sularda, toprak ekstraktlarinda, havada ve giibrede nitrat
tayini, endiistriyel atik sularda ve nehir sularinda Al tayini, dogal sularda Cr (V1) tayini,
amonyum, siilfat, klortir, flortir, fosfat tayini.

Klinik kimyanin ihtiyaclarina uyarlanabilirligi nedeniyle bu alanda da ¢ok genis
uygulama alani bulmustur. Bu alandaki uygulamalar da su sekilde 6zetlenebilir; Hansen
tarafindan gerceklestirilen kan serumunda kalsiyum tayini, idrarda siilfat tayini,
karaciger komasi ve Reye’s sendromunun tanisinda kullanilan, kandaki amonyak diizeyi
tayini, Mottala ve Rmasemy tarafindan gergeklestirilen insan serumunda bakir tayini,
lityum terapisi psikiyatristlerin ¢esitli sinir hastaliklarinin tedavisinde kullandiklar
tekniklerden birisidir. Bu teknik kullanilarak kan ve serumda lityum tayini (Karlberg ve
Pacey, 1989) serumda toplam karbondioksit tayini.

Endiistri ve yiyecek maddeleri iizerine az sayida ¢aligma vardir. Az sayida da

farmakolojik madde tayininde kullanilmistir.

2.9.4. ISE’lerin Hareketli Ortamda Dedektor Olarak Kullanimi

Elektrotlarin potansiyometrik bir dedektor olarak hareketli ortamlarda kullanimi
yayginlasmaktadir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, PVC temelli ve i¢ referans
cozeltinin kullanilmadigi kati-hal kontakt tipi sivi-membran iyon segici elektrotlarin

yaygmlik kazandig1 gdzlenmektedir. Iyon kromatografi ve akis-enjeksiyon ydntemleri
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ile potansiyometrik tayinlerde en fazla iyon-segici elektrotlar kullanilmaktadir (Isildak

ve Covington, 1993).

Anyon ve katyona duyarli iyon-segici elektrotlar asagidaki yollarla
tiretilebilmektedirler:

I¢ referans ¢ozeltinin kullanildig1 s1vi membran elektrotlar; i¢ referans c¢ozelti
kullanimi bu tip elektrotlarin minyatiirize olmasina ve uygun hiicre tasarimima engel
olusturmaktadir.  Bu  elektrotlar  iyon  kromatografide  dedektor  olarak
kullanilabilmektedir (Deelder ve ark. 1981; Nomura ve ark. 1988; Isildak ve Covington,
1993; Isildak ve Asan, 1999).

1) Timiyle kati-hal kontakt iizerine sivi membran kaplanmis elektrotlar; minyatiir
akis hiicresi olusumuna izin verir ancak sivi membranin kati-kontaga iyi
yapismamasi ve ¢ozeltiyle direkt temas halinde olmasi dmriiniin kisa olmasina
neden olmaktadir. Bu elektrotlarda iyon kromatografide dedektor olarak basariyla
uygulanabilmektedir (Yigit, 1996; Isildak ve ark., 1996; Isildak ve Asan, 1999).

2) Sivi-membranin veya az ¢oziinen bir inorganik veya organik tuzun kati-hal
kontakt icinde kullanimiyla olusturulan kompozit tiirii elektrotlar; bu sekilde
hazirlanan bir elektrotun, gérev yapmasi halinde, dmriiniin uzun olacagi ve

kolayca minyatiirize edilebilecegi diisiiniilmektedir (Unal, 1998).

IUPAC’a gore (IUPAC, 1976) disiiniildiigiinde yukarida bahsi gegen kati-hal
kontakt PVC-membran elektrotlarin 6lgiim yapilan tek yiiklii iyonlara karsi tayin
limitleri (her iyon igin bir miktar degismekle beraber) 5x10° mol.L? civarinda
seyretmektedir. Hazirladigimiz elektrotlarin 6zellikle hareketli ortamlarda dedektor
olarak kullanilip kullanilmayacagini gérebilmek amaciyla Sekil 2.10 *da gosterilen ¢ok

kii¢lik hiicre hacmine sahip (< 5.0 pl) potansiyometrik akis hiicreleri kullanilmaktadir.
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Sekil 2.10. Hareketli ortamlarda kullanilan potansiyometrik akis hiicresi a) PVC-
membran b) Kati-hal kontakt c) Teflon boru tubing d) Metalik baglanti (indikator
elektrot) e) Referans elektrot

Iyon segici elektrotlarin hareketli ortamlarda potansiyometrik dedektor olarak
kullanilabildigi yapilan ¢alismalar sonucunda ortaya ¢ikmustir (Isildak ve Covington,
1993; Isildak ve Asan, 1999).

Son yillarda iyon segici elektrotlarin potansiyometrik dedektér olarak
kullanildiklar1 akig-enjeksiyon analiz sistemleri birgok alanda yaygin uygulama alani
bularak kullanilir hale gelmistir. Bu amagla yeni akis-enjeksiyon analiz sistemlerini

gelistirme yoniindeki caligsmalar hiz kazanmustir.

2.10. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimdaki iki ya da daha fazla bilesenin, hareketli (tasiyici)
bir faz yardimiyla, sabit (durgun) bir faz arasindan degisik hizlarda hareket etmeleri
esasia dayanir. Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine
cok yakin bilesenlerden olusan karisimlari, tiimiiyle, kolayca ve kisa silirede ayirmak

olanaklidir.

Kromatografi 1903 yilinda Rus bilim adami1 Tswett tarafindan kesfedilmistir.
Tswett bitki pigmentlerini ayirmak i¢in kromatografiyi kullanmistir. Yaptig1 caligmada
toz kalsiyum karbonat ile doldurulmus bir cam kolon kullanmistir. Bu cam kolondan
bitki pigmentlerini iceren ¢ozeltiyi gegirerek klorofil ve ksantofil gibi bir¢ok bitki
pigmentini ayirmayr basarmistir. Ayrilan maddeler kolonda renkli bantlar halinde
gOziiktigii i¢in yOnteme kromatografi adini vermistir. Kromatografi Yunanca’da

chroma “renk” ve graphein “yazmak” anlamina gelmektedir (Skoog ve ark., 1998).
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1938 yilinda, Izmailov ve Schraiber ince tabaka kromatografisinin (TLC)
temellerini atmis, bu yontem 1958 de Stahl tarafindan gelistirilmistir. 1941° deki
caligmalarinda Martin ve Synge teorik tabaka sayis1 kavramini kromatografik yontemin
veriminin bir Sl¢limii olarak uygulamislardir. Bu kavram sadece sivi kromatografisi
tekniklerinde devrim yaratmamis, gaz ve kagit kromatografisinin gelisimi i¢in de asama
kaydetmistir.

Martin ve James’ in 1952’ de yayimlanan ilk gaz kromatografik ¢alismasi bu
teknigin hizli gelisiminin bir baglangici olmustur.

Klasik kolon kromatografisinden tiiretilen yiiksek basing sivi kromatografisi
(HPLC), giiniimiizde kullanilan modern enstriimental analitik teknikler arasinda yer

almaktadir (Weisss, 1989).

2.10.1. Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

Kromatografi farkli sekillerde siniflandirilabilir (Ozcimder ve Demirci, 2009);
a) Kromatogarfik ortamin fiziksel sekline gore,
b) Ornegin kromatografik ortama verilis bigimine gore,
c) Kromatografik ayirim mekanizmasina gore,
d) Iki fazin polarlik durumlarma gore,

e) Iki fazin fiziksel durumuna gore,

Kromatografik ortamin fiziksel durumu dikkate alinarak yapilan siniflandirma iki
siifa ayrilir:
o Kolon Kromatografisi

o Diizlemsel Kromatografi

Kolon kromatografide, sabit faz yiiksek basinca dayanikli bir kolona tutturulur ve
hareketli faz basing altinda, bu sabit faz arasindan gegcmeye zorlanir.

Diizlemsel kromatografide, sabit faz diiz bir plaka ilizerine veya bir kagidin
gozenekleri arasina tutturulur ve hareketli faz durgun faz arasindan kapiler etkisiyle
veya yer c¢ekimi etkisiyle hareket eder (Weisss, 1989). Sekil 2.11’de kromatografik

yontemlerin siniflandirilmasi verilmistir.
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Sekil 2.11. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmast

2.10.2. Kromatografik Ayirma Teknigi

Hareketli fazin ilerlemesiyle ¢oziinen maddelerin sabit faz iizerinden
stirliklenmelerine eliisyon, kullanilan c¢oziiciiye eliient adi verilir. Sekil 2.12°de
kromatografik ayirma tekniginin sematik gosterimi goriilmektedir (Lewis, 2005).
Kolona ¢6ziiciiniin siirekli verilmesi, hareketli ve durgun faz arasinda stirekli madde
aktarimi yaparak, ¢ozlinen madde molekiillerini kolondan stiriikler. Numune enjeksiyon
sonrasinda kolona gelir ve numunenin bilesenleri kolonun iki fazi arasinda dagilir.
Kolona katilan hareketli faz numunenin bir boliimiinii igeren c¢oziiciiyii kolonda

ilerlemeye zorlar.
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Sekil 2.12. Kromatografik ayirma tekniginin sematik gosterimi

2.10.3. Kromatografi Terimleri

2.10.3.1. Kromatogram

Coziinen maddenin derisimlerine cevap veren bir dedektor, kolon cikisina
yerlestirilirse ve dedektdr sinyali zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilirse bir seri pik
elde edilir. Kromatogram olarak adlandirilan bu grafikler, hem kalitatif hem de
kantitatif analiz i¢in kullanilir. Zaman eksenindeki piklerin yerleri, numune bilesenlerini
tanimada kullanilabilir. Pik alanlar1 her bir bilesenin miktarinin kantitatif bir 6l¢iisiidiir

(Asan, 1999).

2.10.3.2. Dagilma Sabitleri

Cogu zaman, kromatografide dagilma dengeleri analitin hareketli ve durgun
fazlar arasinda aktarimu ile ilgili nisbeten basit esitliklerle tanimlanir. Bu nedenle bir A
¢ozlineni i¢in

Avareretii € Purgun
yazilabilir.
Reaksiyonun denge sabiti K dagilma sabiti, boliisim orani veya boliisiim

katsayis1 olarak adlandirilir ve
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(=G
CM

olarak gosterilir. Bu esitlikte cs ¢Oziinenin durgun fazdaki molar derisimi, cy ise
hareketli fazdaki molar derisimidir. Idealde, K genis bir ¢dziinen derisim araliginda
sabittir; bu nedenle cs, ¢y ile dogru orantilidir. Yukaridaki esitligin gegerli oldugu
kromatografiye dogrusal kromatografi denir ve simetrik Gauss tipi pikler vermesi ve
alikonma zamanlarinin enjekte edilen analit miktarindan bagimsiz olmasi gibi
ozellikleri vardir.

K degerinin biiylik olusu, maddenin sabit fazda iyi tutuldugunu ve bu yiizden
kolon boyunca yavas ilerledigini gosterir. Tersi durumda yani K degerinin kiigiik
olusunda ise maddenin sabit fazda az tutuldugunu ve boylece kolon iginde hizli
ilerledigi anlamina gelir. Bir karisimda bulunan bilesenlere ait K degerlerinin farkl
olusu, bunlarin kolon boyunca birbirlerine gore farkli hizlarda ilerlemelerine yol agar.
Bu yiizden bilesenler, kolonun sonlarina dogru birbirlerinden ayrilmis olurlar ve kolonu

farkli zamanlarda terk ederler (Asan, 1999).

2.10.3.3. Alikkonma Zamani

Sekil 2.13’de iki bilesen igeren bir numune icin tipik bir kromatogram

goriilmektedir.

tr

A
v

Zaman

Sekil 2.13. Iki bilesenli bir numune igin tipik bir kromatogram
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Numune enjeksiyonundan sonra, analit pikinin dedektdre ulasmasi igin gecen
zamana alikonma zamani denir ve tg sembolii ile gosterilir. Soldaki kiiciik pik kolondan
tutulmayan bir tiir i¢indir. Cogu zaman numune veya hareketli faz kolonda tutulmayan
bir tiir i¢erir. Eger boyle bir madde numune veya hareketli fazda bulunmuyor ise pik
tanimlamalarin1 kolaylastirmak i¢in ortama uygun bir tiir katilabilir. Bazen kolonda
tutulmayan maddenin dedektore ulagsmasi i¢in gecen zamana Olii zaman (tv) denir.
Tutulmayan tiiriin kolonda gé¢ hizi, hareketli faz molekiillerinin ortalama hareket hizina
esittir.

(Coziinen maddenin ortalama dogrusal go¢ hizi v

dir. Bu esitlikte L kolon dolgusu uzunlugudur. Benzer sekilde, hareketli faz
molekiillerinin ortalama dogrusal hareket hiz1 u,
u=—
tM
dir. Bu esitlikte ty 0lii zamandir. ty bir hareketli faz molekiiliiniin kolondan ge¢mesi

icin gerekli ortalama siiredir (Asan, 1999).
2.10.3.4. Kolonun Ayirim Giicii (Resolution)

Kromatografik yontemin uygulanmasiyla, karisimdaki maddelerin birbirinden
ayrilmasiin amaclandigir daha onceden agiklanmisti. Maddelerin birlerinden ne derece
ayrilabildikleri, bir yazici iizerinde her madde icin elde edilen pikler ile izlenir. Piklerin
varlig1 tek basina bir anlam ifade etmez. Pikler genis goriilmesine ragmen maddeler
birbirlerinden ayrilmis, keskin dik pikler goriilmesine ragmen de maddeler
birbirlerinden ayrilmamais olabilir. Bu durumda hangi kromatogramdaki maddelerin tam
olarak ayrildigini belirleyebilmek i¢in ayirim giicii terimi “Rs” yi dikkate almak gerekir.

R asagidaki esitlik kullanilarak belirlenebilir;

R = (2)(tRl _tRz)
(Wl + Wz)
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Y

Sekil 2.14. Kromatografide piklerin ayiriminin gosterimi

Rs: Ayirim giicii
tr1, tro: ki farkli maddenin alikonma zamanlari

Wi, Wa: Bu iki madde pikinin taban genisliklerini gostermektedir.

Iki madde pikinden faydalanilarak bulunan degerler yerine konursa ayirm giicii
hesaplanabilir. Ayirim giiciiniin hesaplanabilmesi i¢in Sekil 2.14’de gosterildigi gibi
Gaussian piklerin elde edilmesi gereklidir. Genellikle bir kromatogramda elde edilen
ardisik iki pik aras1 i¢in;

Rs>1.5-2 ise pikler % 100 ayrilmigtir.
Rs=1 ise % 97.5 yeterli ayirim vardir.
Rs<I ise yeterli ayirim saglanamamis demektir.

Bu durumda sartlar yeniden gozden gecirilmelidir (Asan, 1999)

2.11. Sivi Kromatografi

S1vi kromatografi bir ayirma teknigidir. Bir sivida ¢6ziinmiis ayrilacak bilesenler,
bir kolon igerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek iizerindeki sabit faz ile farklh
etkilesmelere girerek, kolon i¢inde degisik hizlarda ilerler. Kolonu degisik zamanlarda
terk ederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar. Burada tasiyici faz olan sivi, pompalarla
kolona basildigindan yiiksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirma daha kisa siirede ve
tam olarak gergeklesmektedir. Ayrilan bilesik, kolon cikisina baglanan uygun bir
dedektorle tespit edilip miktariyla orantili olarak kaydedilir. Yiiksek hizda
gerceklestirilen ayirmalarin yapildigi sivi kromatografi sistemlerine, Yiiksek Basing

Sivi Kromatografi (HPLC) denir.
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S1vi kromatografi asagidaki temel birimlerden olusur;
a) Hareketli/ Tasiyic1 Faz Deposu
b) Tasiyic1 Faz Hareket Birimi; Pompa(lar)
c¢) Enjeksiyon (Ornek Yiikleme) Birimi
d) Ayirma Birimi; Kolon(lar)
e) Olgiim Birimi; Dedektor(ler)

f) Yazim Birimi; kaydedici, Integrator

2.11.1. Kolon

Adsorpsiyon kromatografisinde kullanilan kolonlarin uzunlugu genellikle 0,5 cm
ile 50 cm arasindadir. Kolonlar basinca ve korozyona dayanikli paslanmaz celikten
yapilirlar. Analitik amaglar i¢in kullanilan ¢aplari 2-6 mm kadardir. Kolonlarin
hazirlanmas1 genellikle stispansiyon halindeki dolgu maddesinin yiliksek basing altinda
pompalanmasi ile yapilir.

Ayirma islemi icin kullanilan kolonlara analitik kolon adi verilir. Kolonlarin 6n
ve arka kisminda frit ad1 verilen filtreler bulunur. Bunlar hem hareketli faz siizerler hem
de sabit fazin kolondan ileri geri ilerlemesini engellerler. Ornek icindeki safsizliklarin,
partikiillerin kolona ulagsmasini en aza indirgemek i¢in 6n kolonlar kullanilir. Bunlarin
boyutlar1 0.5-10 cm kadardir. Genellikle analitik kolon dolgusu ile doldurulurlar.
Ornegin kirlilik derecesine gore sik sik degistirilirler. Boylece analitik kolonun émrii

uzatilir.

2.11.2. Dedektorler

Elektronik bir aygit olan dedektor, i¢inden gegmekte olan hareketli sivi fazin
belli bir 6zelligini (kirilma indisi, 11 absorbsiyonu, 1sin emisyonu, yiikseltgenme-
indirgenme potansiyeli) izler. izlenen bu 6zellik dnce analitik, sonra elektronik sinyal
haline doniistiiriiliir. Bu sinyal zamana kars1 bir ¢izgi halinde kaydedilir. Enjeksiyonla
verilen ornek i¢indeki maddeler birbirlerinden ayrilmis olarak dedektore ulastiklart
zaman hareketli fazin O6zelliginde bir degisme meydana gelir. Bu degisme gelen
maddenin derisimi veya miktar1 ile orantili olarak dedektdrde temel ¢izgiden farkli bir

elektronik sinyal olugsmasina neden olur. Bu elektronik sinyal dedektoriin bagl oldugu
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bir kaydedici cihazda anolog sinyal seklinde otomatik olarak temel ¢izginin {izerine bir
pik olarak cizilir. Dedektorde ard arda gelen maddelerin miktarlarinin belirlenmesinde

kullanilan kromatogram adi verilen sekil elde edilmis olur.

S1v1 kromatografi dedektorleri i¢in asagidaki 6zellikler 6nemlidir.
1) Segicilik,
2) Duyarlilik,
3) En kiigiik tayin sinir1,
4) Dogrusal ¢alisma bolgesi,
5) Tekrarlanabilirlik,

Dedektér maddenin derisimi ile dogru orantili bir 6zelligini 6l¢melidir. Bu
amagla;
v" Absorbans Dedektorii,
v Floresans Dedektorii,
v Kirilma Indisi Dedektorii,
v" Elektrokimyasal Dedektor
v’ lletkenlik Dedektorii kullanilabilir.

Absorbans dedektorleri, akis hiicrelerinden gegen sivinin sabit ya da istenilen
degere ayarlanabilir dalga boyundaki- 15181 absorpsiyonunu dlgerler.

Floresans dedektorler, belli bir dalga boyunda 15181 absorpladiktan sonra bagka
bir dalga boyunda 151n yayan yani florasans 6zellik gésteren maddelerin yaydigi 1s1k
siddetini dlgerler.

Kirilma indisi dedektorleri ise akis hiicrelerinden gegen akimin kirilma indisini
Olcerler. Absorbans dedektorii kullanilirken secilen dalga boyunun, 15181in % 90’1nin
absorplandig1 dalga boyu olarak tanimlanan, ¢6ziicii uv-cut off degerinden yliiksek
olmamasina dikkat edilmelidir. Bu durum, 6zellikle diisiik dalga boylarinda absorpsiyon
yapan Ornekler icin onemlidir. Akis hiicresine gelen madde derisimi ve/veya cinsi
degistiginde dedektor sinyalinde degisiklik olur. Kaydedici, zamana gore dedektorden
gelen sinyali (voltaj degisimini) kaydeder.
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2.12. yon Degisimi Kromatografi

Cozeltideki iyonlarin ters yiiklii destek katis1 iyonlaria olan ilgisine dayali bir
ayirmadir. Durgun faz zayif ya da kuvvetli, katyon ya da anyon degistirici bir reginedir.
Reginenin sabit yiikii (-) ise buna ‘katyon degistirici regine’, (+) ise de ‘anyon degistirici
recine’ adi verilir. Analiz sirasinda reginenin tamamen iyonlagmis durumda olmasi
gerekmektedir. Hareketli faz genellikle tamponlanmis: istenen iyonlarin olusmasina
neden olan belli bir pH degerinde sulu ¢ozeltidir ve yiikli katinin sabit yiikiiniin tersi
olan ‘zit iyonu’ igerir. Yiki, hareketli fazin zit iyonlar ile ayni olan iyonik yapidaki
ornek bilesenleri katiya baglanmak icin zit iyonlarla yarisirlar. Zit iyonu yerinden
ederek katiya kuvvetle baglanan —uygun yiikte- bilesenler kolonda uzun siire kalirken,
katiya zayifca baglanan, uygun yiikte olmayan veya yliksiiz olan bilesenler kolonu

cabuk terkeder.

2.13. Gida Analizlerinde Kullamlacak HPLC’nin Ozellikleri

Biitiin kromatografik analiz sekilleri, gida analizlerinide kapsayacak sekilde
bircok bilimsel alanda organik bilesiklerin tayininde artan dozda kullanilmaktadir.
HPLC, son 20 yilda gelismis kromatografik tekniklerden biridir. HPLC, gaz
kromatografisi kadar yiiksek rezoliisyona sahip olmamakla birlikte, pek ¢ok alanda gaz
faz kompozisyonuna kiyasla daha uygundur. HPLC’nin en biiyiikk avantaji isiya
dayanikli olmayan ve ucucu olmayan bilesikleri analiz edebilmesidir. Tiirevlendirmeyle
pek cok bilesik gaz kromatografik analiz icin ugucu hale getirilebilir. Fakat HPLC’de
buna ihtiya¢ duyulmamasi bir tistiinliigidiir.

HPLC’de uygun sartlar saglanmak suretiyle analiz siiresi genellikle kisadir. Bu
0zellik diger kromatografik teknikler arasinda onu bu bakimdan iistiin yapar. HPLC, gaz
kromatografisi kadar ekstraksiyon, temizleme, tlirevlendirme, konsantrasyon gibi 6rnek
hazirlama basamaklarinda detayli calismay genellikle istemez. HPLC kantitatif kesinlik
bakimindan iistiinliik sagladig gibi olduk¢a duyarli bir tekniktir.
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2.15. Aminlerin Tayinleri

Aminlerin tayininde elektrokimyasal tayin metotlar1 ilgi ¢ekici gériinmektedir.
Alifatik aminlerin sivi kromatografide amperometrik tayini nikel temelli cam karbon
elektrot (Casella, 1998) ve bir kobalt tel elektrot ile yapilmistir (Hidayet ve ark., 1997).
Ayrica, altin elektrotlarla voltametrik puls teknigide aminlerin tayininde kullanilmistir
(Dobberpuhl, 1996; Hoekstra, 1998).

Chen ve Alexander (Chen ve ark.,1997), iyon-ctkilesim kromatografisi teknigi
kullanarak aminlerin potansiyometrik tayinini bir metalik bakir elektrot kullanarak
gerceklestirmiglerdir. Scnierle ve arkadaslar1 (Schnierle ve ark., 1998), bir karisimdaki
alkil amin bilesigini kapiler elektroforezle sistemde membran kapli tel elektrot
kullanarak belirlemiglerdir. Bu amagla, analite spesifik reaksiyon vermeyen PVC
temelli elektrot icerisinde bir lipofilik katyon degistirici kullanmiglardir. Luhua ve
arkadaglart (Luhua ve ark., 2004) kirli sularda iyon kromatografisinde indirekt
kondiiktometrik deteksiyon ile amin tayini yapmislardir.

Son yillarda hareketli ortamlarda ¢alisan polimer membran iyon segici
elektrotlarin dedektor olarak kullanildigi kromatografik sistemlere olan ilgi her gecen
giin daha da artmaktadir. Bu nedenle tez ¢alismamizda, biitiiniiyle kati-hal kontakt amin
duyarli PVC membran elektrotlar hazirlanarak sivi kromatografide dedektor olarak
kullanildi. Potansiyometrik dedektorler; hizl, tekrarlanabilir, diisikk diizeylerde madde
analizine imkan saglayan ve mikro diizeyde tasarimi yapilabilmeleri gibi onemli
avantajlara sahiptirler. Ayrica potansiyometrik dedektor sistemlerinde dedektoriin
duyarliligi, elektrodun yiizey alanina bagli olmadigindan mini veya mikro diizeyde
tasarimi1  yapilmis bir Olclim hiicresi kullanilmasina olanak tanir. Ayrica
laboratuvarimizda gelistirdigimiz elektrotlar tamamiyla kati halde olduklarindan i¢
referans c¢ozelti gerektirmemektedir. Bu avantajlarinin  yaninda kromatografide
kullanilan hareketli fazlardan etkilenmeden calisan elektrotlarin hazirlanmasi diger
dedektdr sistemlerine gore daha verimli sonuglarin elde edilmesine inkan tanimaktadir.

Bu nedenle tez calismamizda, biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC
membran elektrotlar sivi kromatografide dedektor olarak kullanarak aminlerin ayirimi

ve analizini yapildu.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1. 1. Kullanilan Kimyasallar

Membranlarin hazirlanmasinda ¢oziicii olarak kullanilan Tetrahidrofuran (THF),
membran polimeri olarak kullanilan yiiksek molekiil agirliklt polivinilkloriir (PVC),
iyonofor olarak kullanilan potasyumtetrakis p-klorofenilborat (KTpCIPB), dibenzol8
crown-6 (DB18-C6) ve calix-6-aren hegza etilasetat, plastiklestirici olarak kullanilan bis
(2-etil hegzil) sebakat (DOS) Fluka firmasindan temin edildi. Kati kontaklarin
hazirlanmasinda kullanilan epoksi (Macroplast Su 2227) Henkel (Istanbul A.S.) ve
sertlestirici (Desmodur RFE) Bayer AG (Germany) firmasindan temin edildi.

Calismada kullanilan biitiin amin bilesikleri (etil amin, propil amin, biitil amin,
pentil amin, hegzil amin, heptil amin, oktil amin, kadavarin, feniletil amin, spermin)
Fluka firmasindan, asetik asit, metansiilfonik asit Merck (Darmstadt, Germany)

firmasindan, asetonitril Carla Erba firmasindan temin edildi.

3. 1. 2. Kullanilan Cihazlar

Durgun ve hareketli ortamdaki potansiyometrik olgiimler, tasarimi ve program
yazilimi laboratuvarimizda gergeklestirilen, bilgisayar kontrollii ¢ok kanalli
potansiyometrik olgiim sistemi kullanilarak alindi. Potansiyel olgimlerinde referans
elektrot olarak laboratuvarimizda iretilen Ag/ACI referans elektrot kullanildi. Sekil
3.1’de laboratuvarimizda kullandigimiz potansiyel Sl¢lim sisteminin sematik gdsterimi

verilmistir.
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Potansiyometre

RE - ASE

Sekil 3.1. Calismada kullandigimiz bilgisayar kontrollii potansiyel 6l¢im sisteminin
sematik gosterimi (RE: Referans Elektrot, ASE: Amin Segici Elektrot)

Cozeltilerin pH &lgiimleri iyon metreye (Jenway 3040, Ingiltere) baglanmis olan
cam pH elektrot (Schott, Almanya) kullanilarak yapildi. Cozeltilerin ve hazirlanan
membranlarin homojenlestirilmesinde ultrasonik karistirict (Ultrasonic LC30, Almanya)
kullanild1. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan ultra safliktaki deiyonize su, normal
saf suyun Simplicity UV deiyonize su sisteminden (Millipore, ABD) gegirilmesiyle elde
edildi.

Tartim islemlerinde, Avery Berkel (Model VA 304) analitik terazi kullanildi.
Cozeltilerin kiigiik hacimlerinin alinmalar1 ve aktarilmalarinda 10-100 pL ve 100-1000
uL hacim araliklarina sahip mikro pipetler (Brand, ABD) kullanildu.

Akis enjeksiyon analizi 6l¢limleri, Rheodyne enjeksiyon vanasi bulunan Spectra
Series P 100 pompa sistemi kullanildi. Ayrica enjeksiyonlarda Hamilton cam enjektor
(100 pL’lik) kullanildi. Akis hiicrelerinin hazirlanmasindaki delik agma, kesme ve
yiizey diizeltme gibi islemler i¢in torna matkabi1 ve zimparasi kullanildu.

Akis enjeksiyon analizi 6l¢iimlerinde biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarl
PVC membran elektrotlarin dedektdr olarak kullanildigi sistemin blok semasi Sekil

3.2°de ve fotografi Sekil 3.3’de verildi.



45

B M Y

i

HF

Sekil 3.2. AEA sisteminin genel semasi1 (H.F: Hareketli faz; P: Pompa; E.V: Enjeksiyon
vanast; D: Dedektor; B: Bilgisayar; M: Monitor; Y: Yazici)

Sekil 3.3. Tasarladigimiz akis hiicresinde referans elektrotun ve biitiiniiyle kati-hal

kontakt amin-duyarli PVC-membran elektrotlarin bagli oldugu hareketli ortam akisg
sistemi

Aminlerin kromatografik analizlerinde Spectra Series P100 pompasi, Dionex
CSA12 kolonu ve eclektrotlarin dedektor olarak yerlestirildigi bilgisayar kontrollii

potansiyometrik 6l¢iim sistemi kullanildi.
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3. 2. Metot

3. 2. 1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Analizi yapilacak amin bilesiklerinin biitiiniiyle kati-hal kontakt PVC membran
amin duyarli elektrotlarla tayin edilebilmesi igin nétral olan s6z konusu aminlerin
katyonik forma déniistiiriilmeleri gerekir. Bu nedenle her bir amin bilesiginin 1x10? M
stok ¢oOzeltisi pH’st 5.0 olan 0.1 M CH3COOH/CH3;COO" (HACc/Ac) tampon
¢ozeltisinde hazirlandi. Kullanilan aminlerin formiilleri ve pK, degerleri Cizelge 3.1°de

verildi.

Cizelge 3.1. Kullanilan amin bilesikleri ve baz1 6zellikleri

Kimyasal
Ads Kapal Formiilii pPKa Molekiil Agirhg: (g/mol)
Etilamin CH3CH,NH; 10.81 45.08
Propilamin | CH3(CH2),NH, 10.70 59.11
Biitilamin CH3(CH3)sNH, 10.77 73.14
Hegzilamin | CH3(CH2)sNH, 10.56 101.9
Heptilamin | CH3(CH2)sNH> 10.67 115.22
Pentilamin | CH3(CH2)4sNH, 10.63 87.17
Spermin C1oH26N4 11.50 202.35
kadavarin CsH14N4 9.13 102.18
Oktilamin CH3(CH3)7NH, 10.65 129.55
Dimetilamin | (CH3) .NH 10.73 45.08

S6z konusu aminlerin agik formiilleri ise Cizelge 3.2°de gosterildigi gibidir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan amin bilesiklerinin agik formiilleri

Kimyasal Adi Acik Formiilii

Etilamin /\NH
2

Propilamin /\/NH2

Biitilamin /\/\ NH,

Pentilamin /\/\/NHZ

Hegzilamin /\/\/\NH2

Heptilamin /\/\/\/NHZ

Spermin NN N S e

kadavarin HZN/\/\/\NH

Oktilamin /\/\/\/\NH

Dimetilamin N

Hazirlanan stok ¢ozeltiler renkli siselerde ve karanlikta saklandi. Istenilen
konsantrasyonlarda amin ¢ozeltileri asetik asit tamponu ile seyreltilerek kullanilmadan
hemen Once hazirlandi. Elektrotlarin pH caligma araliklariin belirlemesinde fosfat
tamponu kullanild1.

pH=2.0-5.0 araligindaki fosfat tampon c¢dozeltileri 5x10° M H3PO4 / NaH,POy,
pH=6.0-8.0 araligindaki fosfat tampon ¢ozeltileri 5%x10°M NaH,PQO, / Na;HPO, ciftleri
kullanilarak hazirlandi. Elektrotlarin pH ¢alisma araliklarinin belirlemesinde her bir

amin bilesigi 1x10 M olacak sekilde tampon ¢ozelti i¢inde sabit tutuldu.
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3.2.2. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarh PVC Membran

Elektrotlarin Hazirlanmasi

Calisma siiresince kullanilan biitiinliyle kati-hal kontakt amin duyarlh PVC
membran elektrotlarin hazirlanmasi dort ana basamaktan olusmaktadir.
e Kat1 kontaktlarin hazirlanmasi,
e Elektrot membranlarinin hazirlanmasi,
e Membranlarin kat1 kontakt yiizeyine kaplanmasi,

o Elektrotlarin sartlandirilmast,

Kati kontaktlarin hazirlanmasi; Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC
membran elektrotlarin hazirlanmasinda kati-kontak ara yiizey kullanildi. Bu amagla
birgok farkli kompozisyonda kat1 kontakt karigimlar hazirlanarak test edildi. Elde edilen
sonuglardan biitiin farkli iyonoforlarin kullanildigi membran bilesimleri i¢in en uygun
kat1 kontakt bilesiminin kiitlece % 50 grafit % 35 epoksi ve % 15 sertlestirici karigimi
oldugu belirlendi. Kiitlece % 50 grafit, % 35 epoksi ve % 15 sertlestirici 1 mL THF
icinde ¢oziildii. Karisim iyice homojenize edildi. Bu isleme THF tamamen ugurulup
uygun kivama ulagincaya kadar devam edildi.

Hazirlanan kati kontaktlar istenilen kivama ulastiktan sonra elektrot gévdesini
teskil eden bakir kablolara kaplandi. Elektrotlarin hazirlanmasinda, ¢aplari yaklasik 0.6
mm olan 10 cm uzunlugunda bakir kablolar kullanildi. Ug¢ kisimlar1 zimparalanarak
aktif hale getirilen bakir yiizeyine kati kontak materyal kalinlig1 yaklasik 0.5 mm olacak
sekilde kaplandi. Kati-kontakt ile kaplanan bakir teller, 24 saat siireyle oda sicakliginda
kurumaya birakildi.

Elektrot membranlarinin hazirlanmasi; Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin
duyarli PVC membran elektrotlarin membranlarinin hazirlanmasinda destek maddesi
olarak PVC kullanildi. Membranin polaritesini artirmak ve buna bagli olarak
iyonoforlarin ¢oziinilirliigiinii iyilestirmek i¢in membrana plastiklestirici ilave edildi.
PVC iceren membranlar, bis (2-etil hegzil) sebakat gibi kaynama noktas1 yiiksek olan
organik sivi ile plastiklestirildi. Kullanilan bis (2-etil hegzil) sebakat, iyonlarin
dagilimini kolaylastirmak i¢in membranin polarligini artirir ve iyonoforlara hareketlilik

saglar. Membranlarin hazirlanmasinda, analiti tersinir bir sekilde segici olarak
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baglayarak membrana segicilik kazandirmak i¢in farkli iyonoforlar kullanildi. Amin
duyarli uygun membran kokteylinin bulunabilmesi i¢in polimer, plastiklestirici ve farkli
iyonoforlar degisen oranlarda karistirildi ve THF igerisinde homojen olarak ¢oziildii.
Elde edilen sonuglardan en iyi membran bilesiminin % 31 PVC, % 64 bis (2-etil hegzil)
sebakat , % 1 potasyumtetrakis (p-klorofenil) borat ve % 4 calix-6-arene-hegzaetilasetat
oldugu belirlendi. Hazirlanan elektrotlarin membran bilesenleri Cizelge 3.3’de
gosterildi.

Membranlarin kati kontakt yiizeyine kaplanmasi; Yiizeyleri kati-kontakt ile
kaplanmis olan bakir teller hazirlanan membran kokteyline yaklasik 0.1-0.2 mm
kalinliginda membran kalinligi elde edilene kadar birka¢ kere daldirilarak kaplandi.
Membran kaplamasi sirasinda, elektrot uglarinda hava kabarciklar1 kalmamasina 6zen
gosterildi. Kaplanan membran elektrotlar oda sicakliginda bir gece kurumaya birakildi.

Elektrotlarin sartlandirilmasi; Membranla kaplanan elektrotlar kuruduktan
sonra 6 saat 102 M’lik amin ¢ozeltilerinde bekletilerek sartlandirildi. Elektrotlar
kullanilmadig siirelerde normal oda kosullarinda saklandi. Kullanimdan 6nce her bir
PVC membran elektrot 10 M’lik amin ¢dzeltilerinde yaklasik 30 dakika sartlandirildi.

Her 6l¢timden 6nce biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli elektrot ve referans
elektrot ¢ifti deiyonize su ile yikandi. Ol¢iimler degisen konsantrasyonlarda hazirlanan

amin ¢ozeltilerinde alindi.



Cizelge 3.3. Hazirlanan biitiiniiyle kati-hal kontakt amin-duyarli PVC-membran
elektrotlarin membran bilesimleri

Elektrotlar | Polimer Plastiklestiri | % iyonofor 1 | % iyonofor 2 | % iyonofor 3
Elektrot1 | % 32 PVC % 66 DOS 2 - -
Elektrot2 | % 31 PVC % 64 DOS 1 4 -
Elektrot3 | % 31 PVC % 64 DOS 1 - 4

e PVC: Polivinil klorur

e DOS: bis (2-etil hegzil) sebakat

e lIyonofor 1: Potasyumtetrakis (p-klorofenil) borat

¢ iyonofor 2: Dibenzo-18-crown-6

e iyonofor 3: Calix-6-arene-hegzaetilasetat

Kullanilan iyonoforlarin agik yapisi Sekil 3.4’de gortldiigii gibidir.

0" TOCH,CH,

Sekil 3.4. Kullanilan iyonoforlarin agik yapist (A: potasyumtetrakis (p-klorofenil) borat;
B: dibenzo-18-crown-6; C: Calix-6-arene-hegzaetilasetat)

Hazirlanan kompozit ve PVC-membran elektrotlarin yapisi Sekil 3.5’de

gorilmektedir.
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Sekil 3.5. Mini boyutlarda biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran
elektrodun yapisi

Hazirlanan mini boyutta biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran
elektrot Sekil 3.6°da goriilmektedir.

— lzolasvon

- Cutel

Kat-Hal kontakt
PV -membran

Sekil 3.6. Mini boyutta biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran
elektrot

Laboratuvarda hazirladigimiz biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC
membran elektrotlarin dedektor olarak kullanildigi akis hiicresi Sekil 3.7°de gorildigi

gibidir.
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Sekil 3.7. AEA sisteminde kullanilan akis hiicresinin sekli

3.2.3. Hareketli Ortam Akis Hiicresinin Hazirlanmasi

Laboratuvarda gelistirdigimiz biitiiniiyle kati-hal Kontakt amin duyarli PVC
membran elektrotlarin akis hiicreleri 2x2,5x1 cm boyutlardaki polikarbonat polimer
bloklarin destek materyali olarak kullanilmasi ile tasarlandi. 0.5 mm ¢apinda akis yolu
ve elektrot boyutlaria uygun ¢aplardaki delikler akis yoluna gelecek sekilde el matkabi
kullanilarak agildi. Akis yolunun her iki tarafina bu yolla ayn1 ¢apta olan ince borular
baglandi. Elektrotlar deliklere yerlestirilerek akis hiicresi hazirlandi. Boylece,

elektrotlarin hem o6l¢glim esnasinda zarar gérmemesi hem de referans elektroda esit
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mesafede olmalart saglanmis oldu. Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da hazirlanan tek kanalli ve

cok kanalli akis hiicreleri goriilmektedir.

biitiiniivle kati-hal kontalkt
amin duvarli PVC
membran elektrot

referans elektrot

Sekil 3.8. Laboratuarda gelistirdigimiz biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC
membran elektrotun ve referans elektrotun bulundugu akis hiicresi (tek kanalli)

Laboratuarda farkli kompozisyonlarda hazirladigimiz biitiiniiyle kati-hal kontakt
amin duyarli PVC membran elektrotlarin bir dizisi ayn1 akis yolu tizerinde tasarlanarak
bilgisayar kontrollii ¢ok kanalli bir potansiyometre ile ayn1 anda elektrotlarla 6lgiim
alinabilmektedir. S6z konusu elektrot dizisi 5 yeni kurus ile kiyaslamali olarak Sekil

3.9’da gosterildigi gibidir.
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Referans Elektrot

Amin Secici
Elektrot Dizisi

Akig Yolu

Sekil 3.9. Farkli kompozisyonlarda hazirlanan birden ¢ok elektrotun ayni akis yoluna
yerlestirilmesiyle elde edilen elektrot dizisi (¢cok kanalli)

3. 2. 4. Calisma Y ontemi

Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrotlarin
potansiyometrik  karakteristikleri (dogrusal ¢aligma araliklari, tayin limitleri,
tekrarlanabilirlikleri, segcicilikleri, cevap zamanlar1 ve pH ¢aligma araliklar1) durgun
ortam Ol¢timleriyle belirlendi. Elektrotlar 6l¢lim alinmadig1 zamanlarda kuru olarak oda
sicakliginda saklandi ve her 6l¢lim alinmadan Once ana iyon ¢dzeltilerinde yarim saat
kadar sartlandirildi (doyuruldu). Durgun ortamlarda alinan 6l¢iimlerde, elektrotlarin
potansiyel degisimleri, biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran
elektrotlarin iyon segici elektrot ve referans elektrotun 20 mL’lik ¢dzeltiye aym
derinlikte daldirilmasiyla Olgiildii. Her ol¢iimden once elektrotlar deiyonize su ile
yikandi. Boylece, durgun ortamda elde edilen degerlerden elektrotlarin
performanslarindaki degisim ve kullanim 6miirleri aragtirildu.

Durgun ortamda test edilen biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC
membran elektrotlarin hareketli ortamdaki davramiglarimi arastirmak igin, durgun
ortamda test edilen elektrotlar laboratuvarda hazirladigimiz mikro diizeyde tasarlanan
potansiyometrik akis hiicrelerine yerlestirildi. Gerekli baglantilar yapildiktan sonra
sistem Ol¢lime hazir hale getirildi. Akis enjeksiyon analiz (AEA) sisteminde, hareketli

faz olarak asetik asit ve metansiilfonik asitin ¢esitli kompozisyonlardaki ¢ozeltileri



55

kullanilarak aminler icin AEA sistemi optimize edildi. Akis yolu iizerine yerlestirilen
potansiyometrik akis hiicreleri vasitasiyla aminlerin hizli ve tekrarlanabilir tayinleri,
diisiik 6rnek hacimlerinde (20 pL) gergeklestirildi. Farkli hacimdeki numune ve akis
hiz1 denemeleri sonucunda; enjeksiyon hacmi 20 puL ve akis hiz1 1 ml/dak olarak seg¢ildi.
Hazirlanan biitiin elektrotlar hem durgun ortamda hem de AEA ortaminda test edildi.
Laboratuvarda tasarimi yapilan mini boyuttaki akis hiicresine yerlestirilen
biitlintiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrotlar HPLC sisteminde

dedektor olarak kullanilarak peynir alti kazan suyundaki aminler tayin edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada elde edilen bulgular asagida belirtilen ana baghklar altinda
sunulmustur.
1. Elektrotlarin durgun ortamdaki potansiyometrik performans 6zellikleri,
2. Elektrotlarin hareketli ortam dlgiimleri,
3. Elektrotlarin siv1 kromatografik sistemde dedektor olarak kullanilmasi ve gergek

numunelere uygulanmasi.

4.1. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarh PVC Membran

Elektrotlarin Potansiyometrik Davranislar:

Cizelge 3.3’te goruldigi gibi ii¢ farkli kompozisyonda biitiiniiyle kati-hal
kontakt amin duyarli PVC membran elektrotlar hazirlandi. Hazirlanan elektrotlarin
potansiyometrik  performans  Ozellikleri  incelendi. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde % 31 PVC (polimer), % 64 DOS (plastiklestirici), % 1
potasyumtetrakis (p-klorofenil) borat (iyonofor 1) ve % 4 calix-6-aren-hegzaetilasetat
(iyonofor 3) karisim 3 kullanilarak hazirlanan biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli
PVC membran elektrodun (Cizelge 3.3’te elektrot 3 olarak gosterildi) diger elektrotlara
gore daha iyi performans gosterdigi belirlendi. Bu nedenle galisma boyunca AEA ve
kromatografik analizlerde biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran
elektrot icin bu kompozisyonlar kullanilarak hazirlandi. Bu elektrot i¢in bundan sonra

biitliniiyle kat1 —hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrot deyimi kullanilacaktir.

4.1.1. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarh PVC Membran

Elektrodun Durgun Ortam Performanslari

% 31 PVC (polimer), % 64 DOS (plastiklestirici) ve % 1 potasyumtetrakis (p-
klorofenil) borat (iyonofor 1) ve % 4 calix-6-aren-hegzaetilasetat (iyonofor 3)
kullanilarak hazirlanan biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrot
ile farkli amin ¢ozeltilerinin 1x102-1x10° M derisim aralifinda degisen derisimlerine

kars1 olgiimler alindi. Olgiimler diisiik derisimden yiiksek derisime ve sonra tekrar
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diisiik derisime dogru alindi. Bu 6l¢iimler sonucunda elektrodun her bir amin ¢ozeltisine
kars1 gostermis oldugu potansiyometrik performans 6zellikleri belirlendi.

Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun amin
coOzeltilerinin degisen derisimlerine karsi sergiledigi potansiyometrik davraniglar Sekil
4.1-10’da gorildigii gibi bilgisayar ekraninda goriilen seklin yazicidan ¢ikan hali ile

verilmisgtir.

T
140 160 180 zaman,s 200

Sekil 4.1. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun etil amin

¢ozeltisinin farkli derigimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi
(a= 1x10% M, b=1x10° M, c= 1x10™* M, d= 1x10° M, e= 1x10° M)

Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun farkl
derisimlere Sahip etil amin ¢ozeltisine ait potansiyel-zaman grafigi incelendiginde
elektrodun farkli konsantrasyonlar arasindaki gecislerde yiiksek konsantrasyonlardan
diisiik konsantrasyonlara yada diisiik konsantrasyonlardan yiiksek konsantrasyonlara
gecislerde bir miktar farklilik gostersede genel olarak etil amin ¢ozeltilerine karsi

oldukca hizli cevap zamanu ile tekrarlanabilir davranis sergiledigi goriilmektedir.



58

160 +

140

120

E.mY

100+

20

E0

40

20

T T T T T T T
100 120 140 160
Zaman,s

Sekil 4.2. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun propil
amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranigi

(a=1x10% M, b=1x10"° M, c= 1x10™* M, d= 1x10" M, e= 1x10° M)

Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun degisen
derisimlerdeki propil amin c¢ozeltilerine karsilik gelen potansiyometrik davranisi
incelendiginde elektrodun 10-10° M arasinda 6 mV’luk bir potansiyel fark verdigi
goriilmektedir. 10%-10° M arasinda elektrot biitil amine daha diisik duyarlilik

gostermektedir.
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Sekil 4.3. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun biitil amin

¢ozeltisinin farkli derigimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi
(a= 1x10 M, b=1x10° M, c= 1x10™* M, d= 1x10° M, e= 1x10° M)

Biitlintiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun degisen
derisimlerdeki biitil amin ¢o6zeltisine karsi gosterdigi potansiyometrik davranis
incelendiginde elektrodun 10°-10° M arasinda 8 mV’luk bir potansiyel fark verdigi
gorilmektedir. Diislik derisimlerde potansiyel farkin azalmasi biitil amin derisimi
azaldikca biitil aminin katyonik forma doniismesinin daha az olmasindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.4. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun pentil

amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine karsi gosterdigi potansiyometrik davranisi
(a= 1x10% M, b=1x10° M, c= 1x10™ M, d= 1x10° M, e= 1x10° M )

Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun degisen
derisimlerdeki pentil amin ¢ozeltisine karsi gosterdigi potansiyometrik davranis

incelendiginde elektrodun pentil amine kars1 duyarli oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun hegzil
amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi

(a=1x10 M, b=1x10" M, c= 1x10™* M, d= 1x10° M, e= 1x10° M)

Biitlinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun degisen
derisimlerdeki hegzil amin ¢ozeltisine karst gosterdigi potansiyometrik davranisi
incelendiginde 10°-10° M arasinda elektrodun performansmmn ve duyarliliginin
azaldig1 goriilmektedir. Elektrot her on katlik derisim degisimine karsilik 56 mV’luk bir

potansiyel fark gostermektedir.
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Sekil 4.6. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun heptil

amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranist
(a= 1x10% M, b=1x10"° M, c= 1x10™* M, d= 1x10° M, e= 1x10° M )

Biitiinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun degisen
derisimlerdeki heptil amin c¢ozeltisine karsi gosterdigi potansiyometrik davranis

incelendiginde elektrodun heptil amine kars1 duyarli oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun oktil amin
¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranigi
(a= 1x10 M, b=1x10° M, c= 1x10™* M, d= 1x10° M, e= 1x10° M)

Biitlinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun degisen
derisimlerdeki oktil amin ¢06zeltisine karsi gosterdii potansiyometrik davranisi

incelendiginde elektrodun oktil amine karsi duyarli oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun kadavarin

¢Ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi
(a=1x10 M, b=1x10" M, c= 1x10™* M, d= 1x10™ M, e= 1x10° M)
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Sekil 4.9. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun spermin
¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranisi

(a=1x10 M, b=1x10" M, c= 1x10™* M, d= 1x10° M, e= 1x10° M)

Biitlintiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun degisen
derisimlerdeki kadavarin ve spermin c¢ozeltilerine karsi gosterdigi potansiyometrik
davranig1 incelendiginde elektrodun spermin ve kadavarine beklenen seviyede
performans gostermedigi goriilmektedir. Bu duruma tampon ortaminda spermin ve
kadavarinin sahip oldugu katyonik yiikiin dort azot atomu tarafindan paylasilmasi ve

iyonoforun kavitesi ile tam olarak etkilesmemesi neden olmaktadir.
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Sekil 4.10. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun dimetil
amin ¢ozeltisinin farkli derisimlerine kars1 gosterdigi potansiyometrik davranigi
(a= 1x10 M, b=1x10° M, c= 1x10™* M, d= 1x10° M, e= 1x10° M)

Biitliniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun degisen
derisimlerdeki dimetil amin ¢o6zeltisine karst gosterdigi potansiyometrik davranisi

incelendiginde elektrodun dimetil amine kars1 duyarli oldugu goriilmektedir.

Gelistirilen biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun
tekrarlanabilirligi farkli amin c¢ozeltilerinin 1x10°*M cozeltileri ile dort kez alinan
Ol¢timlerin ortalamasi ve standart sapmasi kullanilarak verildi. Herbir iyon i¢in elde
edilen Ol¢iim degerleri, ol¢iim degerlerinin ortalamas: ve standart sapmasi Cizelge

4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun amin
¢ozeltileri i¢in ortalama ve standart sapma degerleri ile verilen 6l¢liim sonuglar

Cozelti Ol¢iimler (mV) Ortalama ve Standart
103molL 1. 2. 3. 4. Sapma
Etil amin 119.00 118.00 119.00 119.00 118.75 + 0.50
Propil amin 151.00 150.00 152.00 151.00 151.00 +0.81
Biitil amin 144.00 143.00 144.00 148.00 144,75 +2.21
Pentil amin 211.00 210.00 210.00 212.00 210.75+0.95
Hegzil amin 195.00 196.00 196.00 195.00 195.00 £ 0.57
Heptil amin 232.00 233.00 232.00 230.00 231.75+1.26
Spermin 81.00 82.00 80.00 81.00 81.00 +0.82
Kadavarin 116.00 115.00 116.00 117.00 116.00 +0.82
Oktil amin 259.00 258.00 258.00 259.00 258.50 + 0.57
Dimetil amin | 113.00 112.00 112.00 110.00 111.75+1.26

4.1.2. Biitiiniiyle Kati-Hal

Elektrodun Tekrarlanabilirligi

Kontakt Amin Duyarh PVC Membran

Sekil 4.11°deki grafik 102, 103, ve 10™ M’lik biitil amin ¢ozeltilerinden ard arda

alinan ol¢iimlerde biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun

tektarlanabilirligini géstermektedir. Bu Ol¢timlerde 10'2, 10'3, ve 10 M’lik biitil amin

cozeltilerinden elde edilen ortalama potansiyel degerleri standart sapmalari ile birlikte

% 95’lik giiven araliginda sirastyla 169.25 + 0.96, 116.75 + 0.50, 68.50 + 0.58 mV

olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.11. Biitiiniiyle kati-hal kontankt amin duyarh PVC membran elektrodun
tekrarlanabilirligi (a=1x102 M, b= 1x10°M, c= 1x10™ M biitil amin ¢6zeltisi)

4.1.3. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarh PVC Membran

Elektrodun Cevap Zamani

Bir elektrodun cevap zamaninin, elektrodun analitik amaglarla etkin bir sekilde
kullanilmas: i¢in olduk¢a kisa olmasi istenir. Bu nedenle, laboratuvarimizda
hazirladigimiz biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrot igin
cevap zamanlar arastirildi. Bunun i¢in 1x10° M hegzil amin ¢ozeltisinden 1x10™* M
hegzil amin ¢ozeltisine gegiste elektrodun dengeye gelme zamaninin % 95’ne karsilik
gelen siire hesaplanarak cevap zamani 12 s olarak bulundu. S$ekil 4.12°de biitiiniiyle
kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrot i¢in 1x10°-1x10™* M hegzil amin
¢ozeltilerindeki denge potansiyeline gecis siiresi grafiksel olarak gosterilmektedir ve
Cizelge 4.2’de biitliniiyle kati-hal kontakt amin-duyarli PVC membran elektrodun

gbzlenen cevap zamanlari saniye olarak verilmistir.
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Sekil 4.12. Biitiiniiyle kati-hal amin-duyarli elektrot i¢in cevap-zamani grafigi (hegzil
amin ¢ozeltisi)

4.1.4. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarh PVC Membran

Elektrodun Kullanim Omrii

Biitliniiyle kati-hal kontakt amin duyarl elektrodun kullanim émrii zamana bagh
olarak 1x103-1x10° M araliginda her bir amin ¢ozeltilerinden alinan dlgiimlerle ¢izilen
kalibrasyon grafiklerinin egimindeki degisim dikkate alinarak belirlenmistir. Sekilde
4.13.’de biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun etil amin
¢ozeltisinde izlenilen 100 giinliik davramisi goriilmektedir. Olciimlerde kullanilan
biitlintiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrot, her dl¢iimden once
yaklasik 20 dakika siiresince 1x10% M’Lik amin cozeltisinde sartlandirildi. Sekil
4.13’den de goriilecegi gibi 3. aydan sonra alinan dl¢limlerde egimler arasindaki 6nemli
farklar s6z konusudur. 80 giin boyunca elektrodun egimi 31 mV civarinda iken, 80
giinden sonra elektrodun egimi hizla azalmaya baslamistir. Bu egim degerlerine gore
laboratuvarda hazirladigimiz biitiintiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran

elektrodun kullanim 6mriiniin yaklasik 3 ay oldugu anlasilmaktadir.
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Sekil 4.13. Biitiiniiyle kati-hal kontankt amin duyarli PVC membran elektrotun zamana
bagli olarak egiminde meydana gelen degisim (etil amin ¢ozeltisi)

4.1.5. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarh PVC Membran
Elektrodun pH Calisma Arahg

Hazirlanan biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun
pH calisma aralii, amin konsantrasyonu 1x10% M da sabit tutulan pH’s1 2.0-9.0
arasinda degisen 5x10° M fosfat tamponundaki c¢ozeltilerde alinan o6l¢limlerle
belirlendi. Sekil 4.14’te goruldigii gibi hazirlanan biitiiniiyle kati-hal kontakt amin
duyarli PVC membran elektrodun potansiyeli 2.0-7.0 arasindaki pH’larda Onemli
derecede degismemistir. Bu pH araligimin disinda, ortamdaki amin derisimi ayni
olmasina ragmen potansiyel degerleri 6nemli derecede farklilasmustir. Elektrot, pH’nin
2.0-7 araliginda oldugu ortamlarda pH’dan etkilenmeden ¢alisabilmektedir. Elektrodun

diger amin ¢ozeltilerinde de benzer davranisi sergiledigi gozlendi.
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Sekil 4.14. Biitiiniiyle kati-hal kontankt amin duyarli PVC membran elektrotun pH
calisma aralig1 (hegzil amin ¢ozeltisi)

4.1.6. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarh PVC Membran
Elektrodun Dogrusal Calisma Arahig ve Tayin Limiti

Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin-duyarli PVC-membran elektrot igin, derisimi
1x1073-5x10" M arasinda degisen standart amin ¢ozeltileri 0.1 M CH3COOH/CH3;COO
tampon ¢oOzeltisi i¢inde (pH:5.0) hazirlandi ve durgun ortamda potansiyometrik
Ol¢iimler alindi. Elde edilen kalibrasyon grafiklerinden IUPAC sistemine gore
hesaplanan tayin limitleri Cizelge 4.2’de gosterilmistir. Farkli kompozisyonda farkli
iyonoforlar kullanilarak hazirlanan elektrotlar i¢in hesaplanan tayin limitleri her bir
amin i¢in farklilik gostermektedir. Biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC
membran elektrodun dogrusal ¢alisma araligi genel olarak 1x102-1x10° M arasinda

degismektedir.
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Cizelge 4. 2. Biitiinliyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarli PVC Membran Elektrodun
Durgun Ortamda Potansiyometrik Performans Ozellikleri

Amin Tayin limiti | Cevap Dogru denklemi r Kullanim pH

(mol L™ zamani, omrii calisma

tos () (hafta) arahgi
Etil amin 7.3x10” 12 E=-39.0 [C] + 247.2 | 0.9806 12 2-7
Propil amin 3.4x107 13 E=-32.0[C] +214.4 | 0.9468 12 2-7
Biitil amin 9.8x10” 14 E=-37.3[C] +243.6 | 0.9572 12 2-7
Pentil amin 2.1x10” 14 E=-41.7 [C] + 262.8 | 0.9694 12 2-7
Hegzil amin 3.1x10° 12 E=-56.0 [C] + 376.4 | 0.9563 12 2-7
Heptil amin 5.6x107 12 E=-46.4[C] +289.0 |0.9766 12 2-7
Oktil amin 8.9x10° 11 E=-48.0.[C] + 356.8 | 0.9744 12 2-7
Kadavarin 7.9x10° 11 E=-31.7 [C] + 268.8 | 0.9624 12 2-7
Spermin 7.6x10” 11 E=-27.1[C] +185.8 | 0.9352 12 2-7
Dimetil amin | 9.1x10” 13 E=-44.8 [C] +324.0 | 0.9965 12 2-7

E; mV olarak potansiyel, C; ilgili amin derisimi, mol L™
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4.2. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarh Elektrodun Hareketli

Ortam Olciimleri

4.2.1. Akis Enjeksiyon Analizi (AEA) Uygulamalari

AEA metodunun iyi bir sekilde optimize edilmesi, sonuglarin kalitesi lizerine
onemli etkilere sahip olup, sistemin bilesenlerine bagli olarak ¢ok sayida deneysel
parametrenin incelenmesini mecburi kilar. Bu deneysel parametreler; pH, sicaklik ve
reaktif konsantrasyonu gibi kimyasal parametreler, enjeksiyon hacmi, karistirma
cemberinin 6zellikleri, baglantilarin uzunluk ve sekilleri gibi AEA parametreleri ya da
elektrodun sekli, akis hiicresinde diizenlenmesi ve akis hiicresinin 6lii hacmi gibi tayin
parametrelerinden olusabilir (Calatayud, 2003).

Optimizasyonun en temel amaci; duyarlilik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik gibi
analitik ozellikleri iyilestirmektedir. Ornekleme sayisi, ornek ve reaktif tiiketimi,
calisma maliyeti yukarida sayilanlara gore daha geri planda kalmaktadir (Calatayud,
2003).

Bolim 3.2.3’de acgiklandigr gibi biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC
membran elektrot igin akis hiicreleri hazirlandi ve AEA sisteminde dedektor olarak
kullanildi. Aminler nétral bilesikler olduklari i¢in hazirlanan elektrot sistemi ile
Ol¢iilebilmeleri i¢in notral halden katyonik hale doniistiiriilmeleri gerekir. Bu nedenle
hareketli faz olarak protonlama 6zelligi olan asetik asit ve metansiilfonik asit ¢ozeltileri
ayri ayr1 kullanilarak test edildi. AEA sisteminde hareketli ortamda elektrodun

performansini belirlemek i¢in dnce sistem optimize edildi.

4.2.2. Hareketli Faz Akis Hizimin Etkisi

Laboratuvarda hazirlanan biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC
membran elektrodun AEA sisteminde dedektor olarak kullanilmasi ile elde edilen amin
piklerine hareketli faz akis hizinin etkisi arastirildi. Bunun igin hareketli faz akis hiz1 0.5
ile 2.0 mL/dak arasinda degistirilerek elde edilen piklerin durumlari incelendi. Sekil
4.15’ten de goriilecegi gibi gerek pik sekilleri ve gerekse pik yiikseklikleri dikkate
alindiginda optimum akis hizinin 1 mL/dak oldugu goriildii. Yiiksek akis hizlarinda pik

yiiksekliginin azalmasimnin nedeni enjekte edilen amin bilesiginin kisa siirede
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protonlanmadigini géstermektedir. Optimum piklerde 1 mL/dak akis hizinda saglandigi

icin kromatografik ¢alismalarda da bu akis hiz1 kullanildu.

2 '/_+\‘\—.

Pik vitksekligi, cm

] 15 1 1.5 2 2B

Alas i, ml/dak

Sekil 4.15. Pik yiiksekligine akis hizinin etkisi(Hareketli faz: 1x 10° M HAc/Ac
(pH:5.0) tampon ¢ozeltisi; Enjeksiyon hacmi: 20 pL, 1x10™° M biitil amin ¢ozeltisi)

4.2.2. Enjeksiyon Hacminin Etkisi

Akis hizi 1 mL/dak olarak belirlendikten sonra, bu akis hizinda farkli enjeksiyon
hacimlerinde (20, 50, 100 L) hareketli faza 1x 10 M derisimde aminlerin enjeksiyonu
gerceklestirildi. Elde edilen pik yiikseklikleri ve pik genisliklerindeki degisim incelendi.
Piklerin boylar1 Ol¢timlerin duyarliligi yoniinden 6nemli iken, genislikleri de birim
zamanda gerceklestirilebilecek analiz sayisi yoniinden onemlidir. Elde edilen pikler
degerlendirildiginde sisteme en uygun enjeksiyon hacminin 20 uL oldugu belirlendi ve

calisma boyunca bu akis hizi kullanildi.
4.2.3. pH’ min Etkisi
Hareketli faz pH’ nin pik sekli ve pik yiiksekligi lizerindeki etkisini arastirmak

icin pH’ s1 4.0, 4.5, 5.0 ve 5.5 olan HAC/AC™ tampon ¢ozeltisi ile hareketli fazin pH’s1
degistirildi. Sekil 4.16’dan da goriildiigii gibi en uygun pH’nin 5.0 oldugu belirlendi.
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Sekil 4.16. Hareketli faz pH’sinin pik yiiksekligine etkisi (Enjeksiyon hacmi: 20 pL,
Akis hizi:1 mL/dak)

4.2.3. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarh PVC Membran
Elektrodun AEA Sisteminde HAC/Ac- Hareketli Fazinin Kullamilmasiyla Elde

Edilen Sonuglar

AEA sistemi optimize edildikten sonra hareketli faz olarak 1x102 M HAc/Ac
tampon ¢6zeltisi kullanilarak alinan ve elektrotlarin yaklasik 1x10™ M seviyesine kadar
duyarli oldugu standart amin ¢ozeltilerine karsi sergiledikleri davranmislar bilgisayar
ekranindan izlendi ve elde edilen sonuglar direkt bilgisayar ¢iktisi olarak verildi. Amin
¢ozeltilerinin degisen derisimlerinin enjeksiyonu ile elde edilen flogramlar sekil 4.17-

24°de gosterildi.
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Sekil 4.17. Standart etil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10? M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon

hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.18. Standart propil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10% M HAC/Ac tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon

hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.19. Standart biitil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.

Hareketli faz: 1x 102 M HAC/Ac  tampon ¢dzeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.

200
-2
> 1077 M
£ 1204
®
= |
2 e { i
c 160
i) | | |
o 1 1 b
o \ l
140 | !
107°M 474 10" M \ lL
120 0 M bf
100
a0
T T T T T T T T T T T T T
7400 000 &0 £2000 &30 g400 B500
Zaman, s

Sekil 4.20. Standart pentil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10% M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.21. Standart hegzil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.

Hareketli faz: 1x 10? M HAC/Ac tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.22. Standart heptil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.

Hareketli faz: 1x 10? M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.23. Standart oktil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri

Hareketli faz: 1x 10? M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 L.
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Sekil 4.24. Standart kadavarin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri

Hareketli faz: 1x 10? M HAC/AC tampon ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.
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4.2.4. Biitiiniiyle Kati-Hal Kontakt Amin Duyarh PVC Membran

Elektrodun AEA Sisteminde Metansiilfonik Asit Hareketli Fazinin Kullanilmasiyla
Elde Edilen Sonuclar

HAC/Ac tampon hareketli fazi kullanilarak elde edilen sonuglardan sonra
protonlama potansiyeli farkli olan metansiilfonik asit ¢ozeltisi kullanilarak iki hareketli
fazdan elde edilen sonuglar karsilastirildi. Bu nedenle 1x102 M metansiilfonik asit
coOzeltisi hareketli faz olarak kullanildiginda elektrodun standart amin ¢ozeltilerine karsi
sergiledikleri davraniglar bilgisayar ekranindan izlendi ve elde edilen sonuclar direkt
bilgisayar ¢iktisi olarak verildi. Amin ¢o6zeltilerinin degisen derisimlerinin enjeksiyonu

ile elde edilen flogramlar sekil 4.25-32de gosterildi.
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Sekil 4.25. Standart etil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.

Hareketli faz: 1x 10% M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.26. Standart propil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10% M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizt: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.27. Standart biitil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10° M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.28. Standart pentil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10% M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizt: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 L.
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Sekil 4.29. Standart hegzil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10® M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.30. Standart heptil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri

Hareketli faz: 1x 10% M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hiz: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.31. Standart oktil amin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri

Hareketli faz: 1x 10® M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.
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Sekil 4.32. Standart kadavarin ¢ozeltisinin degisen derisimlerine ait AEA pikleri.
Hareketli faz: 1x 10% M metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizt: 1 mL/dk; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL.

Biitiinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun HAC/Ac™ ve
metansiilfonik asit hareketli fazlar1 kullanilarak degisen derisimlerde amin ¢6zeltilerinin
enjeksiyonu ile elde edilen flogramlar incelendiginde metansiilfonik asitin uygun
hareketli faz oldugu goriilmektedir. Pik yiikseklikleri dikkate alindiginda HAC/AC
hareketli fazinda elektrodun 6zellikle 1x10° M’hik amin ¢ozeltilerinde duyarliliginin
¢ok az oldugu goriilmektedir. Elektrodun HAcC/Ac™ hareketli fazinda kadavarine karsi
performansinin beklenen seviyede olmadigi goriilmektedir. Derisim degismesi ile pik
boylar1 fazla degismemektedir. Bunun nedeni kadavarinde bulunan ¢ift azotun katyonik
yiikiin 1ki azot atomu tarafindan paylasilmasi ve iyonoforun kavitesi ile tam olarak
etkilesmemesi ve hareketli ortamda yiikiin paylasilmis oldugu, bu katyonik aminin
iyonofor ile etkilesecek yeterli zamani bulamamis olmasidir. Metansiilfonik asit
hareketli fazinin kullanilmas ile elde edilen flogramlar incelendiginde elde edilen pik
boylar1 dikkate alindiginda elektrodun degisen derisimlerdeki amin ¢6zeltilerine daha
duyarli oldugu goriilmektedir. Ayrica elektrot tekrarlanabilir sonuglar vermektedir.
HAC/AcC hareketli fazinda kadavarin i¢in elde edilen flogramla kiyaslandiginda
elektrodun kadavarine duyarli oldugu goriilmektedir. Bu nedenle kromatografik

analizlerde hareketli faz olarak metansiilfonik asit kullanilacaktir.
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4.3. Kromatografik Sonuclar

4.3.1. Amin Bilesiklerinin Alikonma Zamanlarinin Belirlenmesi

Kromatografik analizin en Onemli parametrelerinden birisi analitin alikonma
zamaninin belirlenmesidir. Bunun ig¢in ilk olarak aminlerin alikonma zamanlari
belirlenmeli ve metod optimize edilmelidir. Bu amagla hazirlanan her bir amin
bilesiginin 1x10° M derisimdeki ¢ozeltisinden 20 pL enjeksiyon yapildi ve buradan
elde edilen piklerden her bir amin i¢in alikonma zamanlar1 belirlendi. Alikonma
zamanlar1 belirlenen her bir amin bilesigi iceren bir karisim hazirlandi ve biitiin
calismalar bu amin ¢ozeltileri karigimi {lizerinden yiiriitiildii. Aminler i¢in alikonma
zamanlariin belirlenmesi i¢in hareketli faz seciminde elektrotlarin durgun ve hareketli
ortamlarda test edilmesinde kullanilan ve aminlerin ayirimi igin Dionex lonpac CS12A
ayirim kolonu i¢in uygun olan metansiilfonik asit ¢oziiciisii temel almarak cesitli
alternatifler denenerek ayirim i¢in en uygun hareketli faz kompozisyonu belirlenmeye
calisildi. Bunun yani sira analitin alikonma zamanini etkileyen akis hizi da test edildi ve
en uygun akis hizi belirlendi. Aminlerin ayirimi i¢in ¢alismaya, 1 mL/dk akis hizinda %
10 asetonitril iceren 27 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi (pH:2.0) kullanilarak baglandi.
Bu akis hizi ve hareketli faz kullanilarak elde edilen kromatogramin direkt c¢iktisi
bilgisayardan alindi. S6z konusu kromatogram Sekil 4.33’de gosterildi. Biitlin
kromatogramlarda yatay eksen saniye olarak alikonma zamanini, dikey eksen ise mV

olarak potansiyel degisimini gostermektedir.
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Sekil 4.33. Her biri 1x10™ M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karisimdan 20 pL
enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 10 asetonitril igeren 27 mM
metan stilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A kolonu) (1) etil amin;
(2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin; (5) hegzil amin; (6) heptil amin

Yukaridaki kromatogramdan da goriildiigli gibi 27 mM metan siilfonik asit , %
10 asetonitril hareketli fazinda ¢o6zelti karisiminda bulunan altt amin bilesigi 53
dakikada basartyla ayrildi. Ancak, biiyiikk molekiil agirlikli oktil amin ve kadavarin bu
hareketli fazda kolonda biiyiik oranda dagildig: i¢in bu siire i¢inde gozlenemedi. Elde
edilen kromatogramdaki piklerin alikonma zamanlar1 daha 6nce tek tek enjekte edilen

pikler ile karsilastirdi. Belirlenen alikonma zamanlar1 Cizelge 4.3°de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Her bir standart amin ¢ozeltisi igeren karisimdan 20 pL enjeksiyonu;
Akis hiz1: 1.0 mL sonucu elde edilen kromatogramdan belirlenen alikonma zamanlari
(Hareketli faz: % 10 asetonitril igeren 27 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi /dk)

Amin bilesigi | Ahkonma Zamam (dakika)
Etil amin 5.9

Propil amin 6.7

Biitil amin 9.6

Pentil amin 11.2

Hegzil amin 21.6

Heptil amin 52.8

Oktil amin* -

Kadavarin* -

* 52 dakikalik analiz siiresi i¢inde pikleri gozlenmedi.

4. 3 .2. Akis Hizimin Alikonma Zamanina Etkisi

Yukaridaki cizelgede verilen aminlerin alikonma zamanlari 1 mL/dak akis
hizinda belirlendi. Kromatografik analizde temel hedef en kisa siirede en iyi ayirimi
gerceklestirmek oldugundan hareketli faz bilesimi % 10 asetonitril igeren 27 mM metan
stilfonik asit ¢ozeltisi olarak sabit tutularak akis hizi degistirildi. Optimum akis hizi
belirlendi. Asagida sekil 4.34 ve sekil 4.35°te, akis hiz1 0.75 mL/dk ve 1.5 mL/dk

yapilarak elde edilen kromatogramlar gosterildi.
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Sekil 4.34. Her biri 1x10™ M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karisimdan 20 pL
enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 10 asetonitril igeren 27 mM
metan siilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 0.75 mL/dk; Ionpac CS12A kolonu) (1) etil
amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin; (5) hegzil amin.
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Sekil 4.35. Her biri 1x10 M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karisimdan 20 pL
enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 10 asetonitril igeren 27 mM
metan siilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.5 mL/dk; lonpac CS12A kolonu) (1) etil amin;
(2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin; (5) hegzil amin.
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Yukaridaki kromatogramlar incelendiginde akis hiz1 0.75 mL/dk oldugunda elde
edilen piklerin alikonma zamanlari, 1.0 mL/dk akis hizinda elde edilen piklerin
alikonma zamanlarindan daha uzun oldugu goriildii. Ayrica 1 ve 2 nolu pikler birbirine
yaklasmis ve heptil amine ait olan 6. pik gézlenememistir. Bu durum akis hizinin
yavaglamasiyla 6 nolu pik olan biiylik molekiil agirlikli heptil aminin kolondan
stiriiklenmesinin zor olacagi sonucunu dogurdu. Akis hizi 1.5 mL/dk iken elde edilen
pikler incelendiginde alikonma zamaninin diger akis hizlarinda elde edilen piklerin
alikonma zamanindan daha kisa oldugu gozlendi. Ama sekil 4.35.’den de goriildiigi
gibi 1 nolu etil amin piki 2 nolu propil amin pikine girisim yapmaktadir. Ayrica pik
boylarinda da azalma goriildii. Bunun sebebi ise kolondan ayrilarak biitiiniiyle kati-hal
kontakt amin duyarl elektroda gelen madde yeterli dengeyi meydana getiremeden
hareketli faz ile siiriiklenmesidir. Bunu elektrotlarin durgun ortamda yapilan cevap
zamanlar testleri desteklemektedir. Yine akis hiz1 1.5 mL/dk iken 6 nolu heptil amin
piki gozlenemedi. Biiyilk molekiillii olan heptil amin kolonda genis bir dagilim
gostermekte ve elektrot bu maddeye yeterince cevap sergileyemedi. Elde edilen
sonuglardan aminlerin ayirimi i¢in en uygun akis hizinin 1.0 mL/dk oldugu belirlendi ve

caligmalar boyunca bu akis hiz1 kullanildi.

4. 3. 3. Hareketli Faz Tiiriiniin Etkisi

Amin bilesikleri icin en uygun akis hiz1 1.0 mL/dk olarak belirlendikten sonra en
1yi ayirimu saglamak i¢in farkli hareketli faz kompozisyonlar1 denendi. Bu nedenle farkli
hareketli faz kompozisyonlarindan elde edilen kromatogramlar incelendi. 27 mM
metansiilfonik asit sabit tutularak karigimdaki asetonitril yiizdeleri degistirildi ve bu

degisimin etkisi incelendi.
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Sekil 4.36. Her biri 1x10™ M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karisimdan 20 L
enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: %5 asetonitril igeren 27 mM

metan stilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A kolonu) (1) etil amin;
(2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin; (5) hegzil amin
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Sekil 4.37. Her biri 1x10 M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karisimdan 20 L
enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 2 asetonitril iceren 27 mM

metanstilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Tonpac CS12A kolonu) (1) etil amin;
(2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin.
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Kromatogramlar incelendiginde gerek pik sekilleri gerekse pik boylar1 dikkate
alindiginda hareketli fazdaki asetonitril konsantrasyonunu belirlemek i¢in yapilann
calisma sonucunda en iyi hareketli fazin 27 mM metansiilfonik asit igeren % 5
asetonitril oldugu belirlendi. 27 mM metansiilfonik asit iceren % 2 asetonitril ¢6zeltisi
hareketli faz olarak kullanildiginda ilk dort bilesenin alikonma zamanlarinda azalma
oldu ancak hegzil amin piki gézlenemedi. Bu sonug asetonitril derigiminin azalmasiyla
kolondaki maddelerin yeterince toparlanamayacagini gosterdi.

Akis hizim1 1.0 mL/dk ve asetonitril miktari1 % 5 olarak belirledikten sonra
hareketli fazdaki metansiilfonik asit derisimi degistirildi. Bunun i¢in etil amin, propil
amin, biitil amin, pentil amin, hegzil amin, heptil amin, oktil amin ve kadavarinden
olusan karisimin 1x10° M derisimdeki ¢ozeltisi 20 mM metansiilfonik asit igeren % 5
asetonitrilin hareketli faz olarak kullanildigi bir karisim hazirlandi ve bu karigimdan

sisteme 20 pL enjeksiyon yapildi. Elde edilen kromatogram sekil 4.38’de verildi.
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Sekil 4.38. Her biri 1x10™ M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karigimdan 20 pL
enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 5 asetonitril iceren 20 mM
metanstilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A kolonu) (1) etil amin;
(2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin; (5) hegzil amin; (6) heptil amin; (7)
oktil amin; (8) kadavarin.

Elde edilen kromatogram incelendiginde sekiz amin piki gézlendi. Ancak toplam

analiz yaklasik 1 saatte tamamlandi. 1 nolu etil amin pikinin boyunun kisalmasi ve
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neredeyse propil amin pikine girisim yapmasi arastirildi. Bu nedenle 1 nolu pikin diger
maddelerden tam olarak ayrilmasi i¢in hareketli faz kompozisyonu degistirilerek elde
edilen pikler incelendi. Bunun i¢in her biri 1x10° M derisimde olacak sekilde etil amin,
propil amin, biitil amin ve pentil aminden olusan dortlii karisim hazirlandi. Farkli

hareketli faz derisimleri denenerek piklerin ayrimina c¢alisildu.
4.3.4. Etil Aminin Propil Aminden Ayrilmasi1 Calismalari

Etil aminin propil aminden yeterince ayrilmasi ve pik boyunun artirtlmasi igin
hareketli faz kompozisyonu iizerinde denemeler yapildi. Bunun i¢in ii¢ farkli bilesimde
metan siilfonik asit-asetonitril ¢ozeltisi hazirlandi. Her biri 1x10° M derisimde olacak
sekilde etil amin, propil amin, biitil amin ve pentil aminden olusan karisim hazirlandi.
Bu karisimdan farkli kompozisyonlarda hareketli fazlarda enjeksiyonlar yapilarak

kromatogramlar elde edildi. Elde edilen kromatogramlar sekil 4.39-41"de verildi.
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Sekil 4.39. Her biri 1x10 M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karigimdan 20 pL
enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 5 asetonitril igeren 20 mM
metanstilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A kolonu) (1) etil amin;
(2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin.

Yukaridaki kromatogram incelendiginde, % 5 asetonitril iceren 20 mM

metansiilfonik asit ¢ozeltisi hareketli faz olarak kullanildigi durumda 1 nolu etil amin
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pikinin 2 nolu propil amin pikinin baslangicinda bir omuz seklinde ortaya ¢iktigi
goriildii. Clinkii kiigiik molekiillii etil amin yiiksek asitli bir hareketli fazda tam katyonik
forma donilisemeden biitiinliyle kati-hal kontakt amin duyarli elektrottan gectigi ve
bunun elektrot tarafindan tam olarak hissedilmedigi sonucunu dogurdugu seklinde
aciklandi. Bu nedenle hareketli fazdaki metan siilfonik asit derisiminin azaltilmasi
gerekir. Bu amagla % 5 asetonitril iceren 15 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi hareketli

faz olarak kullanild1 ve asagidaki kromatogram elde edildi.
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Sekil 4.40. Her biri 1x10° M derisimde standart amin ¢dzeltisi igeren karigimdan 20 pL
enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 5 asetonitril iceren 15 mM
metanstilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A kolonu) (1) etil amin;
(2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin.

Yukaridaki kromatogram incelendiginde, 1 nolu etil amin pikinde % 5 asetonitril
iceren 15 mM metansiilfonik asit hareketli fazinda bir degisiklik meydana gelmedigi
goriildii. Ayrica % 5 asetonitril iceren 15 mM metansiilfonik asit hareketli fazinda pik
boylarinda azalmalar goriildii. Bu nedenle hareketli faz icerisindeki metan siilfonik asit
derisimi azaltildi. % 5 asetonitril iceren 10 mM metansiilfonik asit hareketli fazinda elde

edilen kromatogram asagida gosterildi.
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Sekil 4.41. Her biri 1x10™ M derisimde standart amin ¢dzeltisi iceren karisimdan 20 L
enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: % 5 asetonitril iceren 10 mM
metan siilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A kolonu) (1) etil amin;
(2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin.

Yukaridaki kromatogram incelendiginde 1 nolu etil amin pikinin 2 nolu propil
aminden tamamen ayrildigr goriildii. Ayrica pikler ayrilirken pik boylarinin arttigi
belirlendi. Alternatif olarak % 5 asetonitril iceren 5 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi
hareketli faz1 hazirland1 ve karisim ¢ozeltisinden 20 pL enjeksiyon yapildi. Elde edilen
kromatogram incelendiginde pik boylarinin azaldigi goriildii. 1 nolu etil amin pikinin
propil aminden ayriminin yapildigi en uygun faz olarak % 5 asetonitril igeren 10 mM
metansiilfonik asit ¢ozeltisi hareketli faz olarak belirlendi. Bu hareketli fazda etil amin
ve propil amin piklerinin ayrimi saglandi. Ancak ayni hareketli faz kullanimi
karigimdaki biitiin aminlerin ayirimi i¢in alikonma zamanlar1 ve pik boylar dikkate
alindiginda uygun degildi. Bu nedenle basamakli eliisyon olarakta bilinen gradient

elisyon yaparak en ideal ayirimin yapildigi kromatogram elde edilmeye calisildi.
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4.4, Gradient Eliisyon Uygulamasi

En kisa siirede en 1yi ayirimi saglamak igin ¢esitli hareketli faz kompozisyonlari
test edildiginde ozellikle biiylik molekiiller olan heptil amin, oktil amin ve kadavarin
kolonda genis bir dagilim gosterdikleri i¢in bu maddelerin alikonma zamanlari oldukga
yiiksektir. Bu durumun ortadan kaldirilmasi i¢in ilk dort madde olan etil amin, propil
amin, biitil amin ve pentil amin i¢in daha 6nce belirlenen % 5 asetonitril iceren 10 mM
metansiilfonik asit ¢ozeltisi sabit tutularak diger aminlerin en kisa siirede ayirmak icin
cesitli hareketli faz kompozisyonlari test edildi. S6z konusu ilk dort pikin yaklasik 15
dakika icerisinde ayirimlar1 yapildi. Bu nedenle ilk 15 dakika A pompasindan % 5
asetonitril igeren 10 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi gonderildi. Bu dakikadan sonra
geride kalan diger amin bilesiklerini ayirmak i¢in B pompasindan farkli hareketli faz
kompozisyonlar1 gondererek elde edilen pikler degerlendirildi. Elde edilen pikler
degerlendirildiginde ilk dort maddeden sonraki maddelerin ayirimi ve minimum
alikonma zamanlarinin saglanmasi i¢in en uygun hareketli fazin % 5 asetonitril iceren
50 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi oldugu tespit edildi. Ancak, yapilan biitiin testlere
ragmen yedinci ve sekizinci pik olan oktil amin ve kadavarin i¢in ¢ok net ayirimlar
saglanamadi. Bunun nedeni daha once de ifade edildigi gibi son derece biiyiik molekiil
olan bu bilesiklerin kolondan siiriiklenmesinin oldukca zor olmasi ve kolonda genis bir
dagilim gostermeleri ve bu sartlarda amin duyarli elektrotlarin bu maddelere olan
duyarliliginin az olmasiydi. Biitiin bu gerekgeler bu iki madde i¢in gerek durgun
ortamda derisim degisimine kars1 yeterince potansiyel degisim gostermemesi ve gerekse
akis-enjeksiyon analizinden elde edilen piklerin boylarinin  kisa olmasi ile
desteklenmektedir. Ayrica, elde edilen kromatogramlar degerlendirildiginde 6zellikle B
pompast devreye girdiginde diizgiin bir baze-line elde edilememesinin nedeninin bu
maddelerden kaynaklandigi sdylenebilir. Sekil 4.42, her biri 1x10° M derisimde olan
standart sekiz amin ¢ozeltisinin gradient eliisyonu sonucu elde edilen kromatogramini

gostermektedir.
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Sekil 4.42. Her biri 1x10° M derisimde sekiz standart amin ¢zeltisi igeren karisimdan
20 uL enjeksiyon ile elde edilen kromatogram (Hareketli faz: A pompasi: % 5
asetonitril igeren 10 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi; B pompasi; % 5 asetonitril i¢eren
50 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac CS12A kolonu) (1)
etil amin; (2) propil amin; (3) biitil amin; (4) pentil amin; (5) hegzil amin; (6) heptil
amin.

Yukaridaki kromatogram incelendiginde pik boylar1 ve alikonma zamanlari
dikkate alindiginda amin bilesikleri i¢in yapilan ¢aligmalardan elde edilen en iyi
kromatogram (Hareketli faz: A pompast: % 5 asetonitril iceren 10 mM metan siilfonik
asit ¢ozeltisi; B pompasi; % 5 asetonitril igeren 50 mM metan siilfonik asit ¢ozeltisi;
Akis hizi: 1.0 mL/dk; lonpac CS12A kolonu) oldugu goriildii. Her bir amin bilesiginden
sisteme farkli konsantrasyonlarda enjeksiyonlar yapilarak pikler elde edildi. Elde edilen
piklerden her bir amin i¢in kalibrasyon grafigi ¢izildi. Cizilen kalibrasyon grafikleri
sekil 4.43’te ve kalibrasyondan elde edilen analitik parametreler Cizelge 4.4’te

verilmistir.
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Sekil 4.43. Aminler igin ¢izilen kalibrasyon egrisi

Cizelge 4.4. Her biri 1x10° M derisimde sekiz standart amin ¢ozeltisi iceren
karisimdan 20 pL enjeksiyon ile elde edilen kromatogramdan belirlenen alikonma
zamanlar1 (Hareketli faz: A pompasi: % 5 asetonitril iceren 10 mM metansiilfonik

asit ¢ozeltisi; B pompast; % 5 asetonitril igceren 50 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi;
Akis hizi: 1.0 mL/dk)

Amin Alikonma Dogrusal R’ Regresyon Esitligi® Tayin Limiti

bilesigi Zamani (dak) | Arahk (mg/L) (mg/ L)b

Etil amin 6.6 2.61-450.80 0.9952 y=-2.09 [X] +22.32 3.92
Propil amin 7.5 3.25-59.11 0.9002 y=-3.86 [X] +61.08 4.67
Biitil amin 10.2 2.05-73.14 0.9446 y=-3.95 [X] +50.94 6.51
Pentil amin 12.5 4.79-305.09 0.9705 y=-4.28 [X] +49.96 6.19
Hegzil amin 16.6 5.09-1019.00 0.9633 y=-2.84 [X] +35.04 6.83
Heptil amin 28.3 4.03-115.22 0.9945 y=-5.81 [X] +56.76 4.38

2y: pik yiiksekligi (cm); X: amin derisimi (mg/L)

® Sinyal-giiriiltii orammn ii¢ kat1 dikkate alindu.
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Izokrotik eliisyon kullanilarak sekiz amin icin analiz siiresi bir saat olarak
belirlendi. Ayrica izokrotik eliisyon sonunda elde edilen kromatogramda oktil amin ve
kadavarinin oldukc¢a yayvan pikler olusturdugu ve pik boylarinin da kiiciik oldugu
gorildii. Gradient eliisyon sonunda elde edilen kromatogram incelendiginde alt1 amin

bilesiginin ayirim1 yarim saat igerisinde gerceklestirildi.

4.5. Gercek Numune Analizi

Metodun ger¢cek numunelere uygulanmasi i¢in peynir alti kazan suyu analiz
edildi. Bu amagla Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesinde iiretimi yapilan
peynirlerden 100 mL kazan suyu alindi. Kazan suyu dnce SIBITA (micro fitler) siizme
sisteminde 0.45 um goézenek ve 47 mm c¢apinda bir membran kullanilarak siiziildi ve
standartlara uygulanan islemlerin aynis1i numuneye de uygulandi. Boylece, numunede
diisik seviyede bulunan aminlerin tayini gergeklestirildi. Aminlerin standart
¢ozeltileriyle yapilan kromatografik caligmalar sonucu metodun optimizasyonu
(hareketli faz kompozisyonu, akis hizi vs.) saglandiktan sonra, aym sartlarda
standartlara uygulanan islemler ger¢ek numuneye de uygulanarak sonuclar elde edildi.
Sisteme numuneden 20 uL enjeksiyon sonucu elde edilen kromatogram sekil 4.44'te

goriildiigi gibidir.
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Sekil 4.44. 100 mL Peynir alt1 kazan suyundan elde edilen kromatogram (Hareketli faz:
A pompast; % 5 asetonitril iceren 10 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi; B pompasi; % 5
asetonitril iceren 50 mM metansiilfonik asit ¢ozeltisi; Akis hizi: 1.0 mL/dk; Ionpac
CS12A kolonu) (1) etilamin; (3) biitilamin; (5) hegzilamin, Enjeksiyon hacmi: 20 pL
enjeksiyon)

Bu kromatogram, metodun duyarligint ve amin bilesiklerin dogrudan tayin

yapilabilecegini gostermektedir. Elde edilen kromatogramda etil amin, biitil amin ve

hegzil amin pikleri goriilmektedir. Standart amin ¢ozeltilerinden farkli derisimlerde

cozeltiler hazirlanmis ve elde edilen pik boylarindan kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.

Kromatogramdaki pik boylarindan elde edilen bu aminlerin miktarlar1 Cizelge 4.5’de

verilmistir.
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Cizelge 4.5. Peynir alti kazan suyundan elde edilen kromatogramdan hesaplanan
aminlerin miktarlari. Verilen miktarlar ortalama degerlerdir. [;(=ug/mL, standart

sapma (ts/ VN x100), n=5 i¢in % 95 giivenilirlik derecesinde elde edilen veriler]

i - 0
Amin Ortalama deger (x) Yo Standart sapma (ts)
(1) etil amin 6.45 2.94
(3) biitil amin 451 1.63

(5) hegzil amin 8.37 2.31
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4.6. Geri Kazanim Calhismalari

Ger¢ek numunelerdeki aminlerin tayini i¢in 100 mL peynir alti kazan suyuna
bilinen miktarlarda aminlerden ilave edildi. Standart amin ¢o6zeltilerine uygulanan
islemlerin aynis1 bu numunelere de uygulanarak analiz gergeklestirildi. Kromatogrami
elde edilen aminler i¢in peynir alti kazan suyundan geri aliabilirlik Cizelge 4.6’da

gosterildigi gibi % 2.2-4.0 bagil standart sapma ile % 88-101 olarak belirlendi.

Cizelge 4.6. 100 mL peynir altt kazan suyu numunesinden aminlerin geri
almabilirlikleri

Amin ilave edilen Geri alman” geri alinabilirlikleri BSS™ (%)
Etil amin 60 58 97 2.2
Propil amin 74 75 101 2.3
Biitil amin 88 81 92 2.2
Pentil amin 102 90 88 2.7
Hegzil amin 116 108 93 3.5
Heptil amin 130 115 88 4.0

“Bes deneyin ortalamasi. Normal peynir alti kazan suyu Grnegi (N) ve ilave edilen
peynir alt1 kazan suyu 6rnegi (S) arasinda farkli miktarlardaki % geri alinabilirlik= [(s-
N)/A] x 100. Burada A ilave edilen miktardir.

“"Bagil standart sapma




101

5. SONUC VE ONERILER

Farkli molekiiler ve kimyasal 6zelliklere sahip iyonoforlar kullanilarak biitiiniiyle
kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrotlar gelistirildi. Hazirlanan
biitiinliyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrotlarin durgun ortamda
potansiyometrik performans ozelliklerini belirlemek i¢in degisen derisimlerdeki amin
coOzeltilerine karsilik potansiyeller Ol¢iildii. Elde edilen veriler degerlendirildiginde,
hazirlanan elektrotlarin spermine karsi performansinin beklenen seviyede olmadigi
goriilmektedir. Bu duruma tampon ortaminda sperminin sahip oldugu katyonik yiikiin
dort azot tarafindan paylasilmasi ve iyonoforun kavitesi ile tam olarak etkilesmemesi
neden olabilir. Elde edilen veriler incelendiginde % 31 PVC (polimer), % 64 DOS
(plastiklestirici), % 1 potasyumtetrakis (p-klorofenil) borat (iyonofor 1) ve % 4 calix-6-
arene- hegzaetilasetat (iyonofor 3) kullanilarak hazirlanan elektrodun en iyi performans
gosteren elektrot olduguna Karar verilmistir.

Hazirlanan biitiiniiyle kati-hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun
cevap zamanimin kisa, kullanim Omriiniin uzun ve tayin limitinin diisiik olmas1 gibi
potansiyometrik performans o6zellikleri dikkate alindiginda, biitiiniiyle kati-hal kontakt
amin duyarli PVC membran elektrot, AEA sisteminde detektor olarak basariyla
kullanilmigtir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, biitiiniiyle kati-hal kontakt amin
duyarli PVC membran elektrodun hareketli ortamda biitiin aminlere 1x10®° M civarinda
cevap sergiledigi gozlemlenmistir. Ayrica, elektrodun hareketli ortamda kadavarine
kars1 performansinin beklenen seviyede olmadigi goriilmektedir. Bunun nedeni olarak
kadavarinde bulunan ¢ift azotun katyonik yiikiin iki azot atomu tarafindan paylasilmasi,
iyonoforun kavitesi ile tam olarak etkilesmemesi ve hareketli ortamda yiikiin
paylasilmis oldugu bu katyonik aminin iyonofor ile etkilesecek yeterli zamani
bulamamis olmasi diisiiniilmektedir. Dolayistyla analizi yapilan amin bilesikleri i¢cinde
kadavarin s6z konusu durum nedeniyle tayininde zorluklar yasanmaktadir.

Sonraki ¢alismalarda tekli akis hiicresi kullanilarak hazirlanan biitiiniiyle kati-hal
kontakt amin duyarli PVC membran elektrot, detektor olarak kullanilarak kromatografik
analiz yapilmistir. Gelistirilen yontem peynir alti kazan suyuna basariyla uygulanmis ve

etil amin, biitil amin ve hegzil amin tayin edilmistir.
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Laboratuvarimizda hazirlanan biitiiniiyle kati hal kontakt amin duyarli PVC
membran elektrodun cevap zamani kisa, kullanim 6mrii uzun olup elektrodun maliyeti
oldukca ucuz, kolay hazirlanabilir, mekaniksel olarak saglam ve minyatiirize
olabildiginden akis hiicresine yerlestirilerek akis enjeksiyon analizlerinde kullanilabilir.
Hazirlanan biitiiniiyle kat1 hal kontakt amin duyarli PVC membran elektrodun dedektor
olarak kullanildigi HPLC sisteminde aminlerin tayinlerinin farkli Orneklere

uygulanmasi alaninin genisletilmesi miimkiindjir.
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