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IYON KROMATOGRAFi KONDUKTIVITE DEDEKTORU iLE OROTIK
ASIDURILI HASTA IDRARINDA OROTIK ASIT TAYINI

OZET

Son on yilda, biyolojik, klinik ve besin drneklerindeki organik asitlerin 6l¢iilmesi
biiyiiyen bir ilgi alanidir. insan kan serumunda ya da idrarinda bulunan bazi organik
asitlerin konsantrasyonu ile baglantili olarak bircok hastaligin teshisinin miimkiin
oldugu bilinmektedir.

Orotik asit, de nova pirimidin sentezinin dordiincii ara iriinidiir. Bu sentez,
glutamin, 2 mol ATP ve CO;, den meydana gelen karbomil fosfat ile baglar. Merkez
bilesik iiridin 5’-monofosfat (UMP)’ dir. Bu bilesik iki enzim ile katalizlenir; orotat
fosforibozil transferaz (OPRT) ve oratat monofosfat dekarboksilaz (OPD).

Orotik asit B13 vitamini olarak bilinir. Bir¢ok deneysel calisma orotik asidin
karsigonesis, bobreklerde yag depolanmasi ile ilgili oldugunu gosterdigi igin orotik
asidin biyolojik etkisi iizerine odaklanilmistir. Orotik asidin tekrarlanan dozlarinin
tiimor formlarmin gelismesini tetikledigi kabul edilmistir. Orotik asidin idrar ile
atilmasi s6z konusu oldugundan kan plazmasinda tayin edilmesindense idrarda tayin
edilmesi daha olasidir.

Orotik asidin asiriliginin  orotik asudiiri denilen rahatsizliga sebep oldugu
bilinmektedir. Yetigkinlerde iire dongiisiinde aksamaya sebep olur. Cocuklarda ise
DNA ve RNA sentezinde kisitlamaya yol agarak fiziksel ve sinirsel hasara sebep
olabilir.

Bu o6nemli hastaliklarin teshisinde giivenilir ve hassas bir metod gelistirilmesi
gereklidir. Bu ¢alismada, iyon kromatografi/suppressorlii iletkenlik dedektorii cihazi
kullanarak insan idrarindaki orotik asidin miktarinin tayini i¢in segici, giivenilir ve
hassas bir yontem gelistirilmesine calisilmistir. Idrar numunelerinin analizi icin
temizleme prosesi gelistirilmistir. Numunelere santrifuj, kuvvetli katyon degistirici
ile muamele ve kat1 faz ektraksiyon islemleri siire ve miktar optimizasyonu yapilarak
uygulanmistir.  Oncelikle idrardaki siispansiyon halindeki kati pargaciklari
uzaklastirmak igin santrifiij kullanilmistir. Idrar orneklerindeki katyonlari
uzaklastirmak i¢in kuvvetli katyon degistirici recgine kullanilmistir. Kati faz
ekstraksiyon prosediirii, idrar orneklerindeki orotik asidin ayriminin daha iyi
gozlenebilmesi amaciyla uygulanmigtir. Ayrica iyon kromatografi/suppressorlii
iletkenlik dedektorii cihazi kullanarak idrardaki orotik asit miktarinin hizli, ucuz ve
doga dostu bir metodla belirlenebilmesi i¢in kromatografik sartlar optimize
edilmistir.

Optimum kosullar tespit edildikten sonra idrarin analize hazirlanmasi ve IC ile hizli
bir sekilde dedekte edilmesi saglanmustir.
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DETERMINATION OF OROTIC ACID IN OROTIC ACIDURIA PATIENT'S
URINE SAMPLES WITH ION CHROMATOGRAPH / CONDUCTIVITY
DETECTOR

SUMMARY

In the latest decade, a growing interest has been noted for the determination of
organic acids in biological, clinical and food samples. Some of organic acids found
in human serum or urine have known in relation to their concentrations in biological
fluids, since they are intermediates formed at various stages of amino acid as
indicators of a variety of disease.

Orotic acid (1,2,3,6-tetrahydro-2,6-dioxo-4-pyrimidinecarboxylic acid; uracil-6-
carboxylic acid) is a minor component of the diet. It is found in whey and root
vegetables, such as carrots and beets. In contrast to sheep’s and goat’s milk, cow’s
milk contains a relatively large amount of orotic acid, while human milk lacks this
compound.

The biological effects of orotic acid have been focus on considerable attention,
because recent experimental studies have demonstrated that it has effects of
carcinogenesis, hepatic lipid storage and renal toxicity. Several studies have shown
that repeated dosing of orotic acid promotes the formation of tumours initiated by
various known carcinogenic substances. Because renal excretion of orotic acid is
very efficient and urinary values integrate changes over time, orotic acid
measurements are more relevant in urine than in plasma.

Orotic acid is an intermediate product in pyrimidine biosynthesis. It is a heterocyclic
compound and an acid; it is also known as pyrimidinecarboxylic acid It was
originally introduced as a vitamin, called vitamin B13, but essentiality has not been
demonstrated. It is not actually a vitamin, but was originally classified as such after
being added to the diets of laboratory animals in the 1960s. The addition of it to their
food encouraged heart health and showed other vitamin-like benefits.

Orotic acid is a very important substance but difficult to analyze in biological
samples. New insights into the importance of pyrimidine biosynthesis and
metabolism in humans followed the recognition of the first genetic defect, hereditary
orotic aciduria.

Orotic acid is an intermediary metabolite in the biosynthesis of pyrimidine
nucleotides. The acid is present in healthy adults urine only at trace concentrations in
urine. However, at the deficiency of enzyme uridine monophosphate synthase, which
participates in the synthesis of uridylic acid from orotic acid, the excretion of orotic
acid into urine increases (orotic aciduria). It may be about 1000 times higher in urine
of patients having orotic acid as a diagnostic metabolite. To diagnose inborn error of
organisms, it is important to use a method enabling for determination of both
increased and normal levels of OA.
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Organic acidemias, also known as organic acidurias, are a group of disorders
characterized by increased excretion of organic acids in urine. A spectrum of
disorders characterized by enzymatic defects in biochemical pathways leading to
toxic accumulations of molecules normally metabolized and safely excreted from the
body. Numerous types of organic acidemias exist, with methylmalonic aciduria,
propionic acidemia and isovaleric acidemia among the most prevalent forms. They
result primarily from deficiencies of specific enzymes in the breakdown pathways of
amino acids or from enzyme deficiencies in beta oxidation of fatty acids or
carbohydrate metabolism. Children with an organic acidemia are susceptible to
metabolic decompensation during episodes of increased catabolism, such as
intercurrent illness, trauma, surgery, or prolonged episodes of fasting.

Defects of pyrimidine methobolism can be lead to a variety of symptoms. The
determination of the urinary orotic acid is very important to diagnose some inborn
errors of metabolic pathways such as pyrimidine synthesis and urea cycle.
Pyrimidines and purines are the building blocks of DNA and RNA. The pyrimidines
also function as intermediates in synthesis of energy sources and essential elements
of cell surface structures Pyrimidines are heterocyclic, six-membered,
nitrogencontaining carbon ring structures, with uracil, cytosineand thymine being the
basal structures of ribose-containing nucleosides (uridine, cytidine and thymidine
respectively), or deoxyribose-containing deoxynucleosides, and their corresponding
ribonucleotides or deoxyribonucleotides Pyrimidines serve essential functions in
human metabolism as ribonucleotide bases in RNA (uracil and cytosine), and as
deoxyribonucleotide bases in DNA (cytosine and thymine), and are linked by
phosphodiester bridges to purine nucleotides in double-stranded DNA, in both the
nucleus and the mitochondria. Pyrimidines, similarly to purines, are synthesized de
novo from simple precursors. Synthesis occurs in six steps, with cellular
compartmentalization of specific steps in the cytosol or mitochondria, enabling
changes in metabolic rate with need. Pyrimidine synthesis differs from purine
synthesis, in that the single pyrimidine ring is assembled first and is then linked to
ribose phosphate to form UMP. This gene encodes a uridine 5-monophosphate
synthase. The encoded protein is a bifunctional enzyme that catalyzes the final two
steps of the de novo pyrimidine biosynthetic pathway. The first reaction is carried
out by the N-terminal enzyme orotate phosphoribosyltransferase which converts
orotic acid to orotidine-5'-monophosphate. The terminal reaction is carried out by the
C-terminal enzyme OMP decarboxylase which converts orotidine-5'-monophosphate
to uridine monophosphate. Defects in this gene are the cause of hereditary orotic
aciduria. The enzymes that catalyse UMP synthesis, CAD [carbamoylphosphate
synthetase Il (CPSII), aspartate transcarbamoylase (ATCase) and dihydroorotase
(DHOase)], dihydroorotate dehydrogenase (DHODH) and uridine monophosphate
synthase (UMPS), are encoded by only three genes — CAD, DHODH and UMPS are
encoded by only three genes.

An excess of orotic acid leads to a condition known as orotic aciduria. This condition
can be hereditary or brought on by excessive consumption. In adults, it causes an
interruption of the urea cycle. In children, it can cause inhibition of DNA and RNA
synthesis leading to mental or physical damage. Increased urinary orotic acid has
been observed in patients and heterozygotes with hereditary metabolic disease.
Severe trauma, pregnancy and a number of drugs have also increased the excretion of
urinary orotic acid. The biological effects of orotic acid have been the focus of
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considerable attention, because recent experimental studies have demonstrated that it
has effects of carcinogenesis, hepatic lipidstorage and renal toxicity.

Orotic aciduria results from deficiency of either or both of the last two enzymes:
oratate phosphoribosyl transferase and OMP decarboxylase as mentiones before,
both these enzyme activities are present on a single protein as domains. Mutation in
the phosphoribosyl transferase impairs its association with the other domain,
resulting in loss of activity of both. This produces type | situation (orotic aciduria
type 1). This deficiency is treated by taking supplements of the compound uridine. In
the type Il, mutation in the decarboxylase occurs, but it does not effect its
aggregation with phosphoribosyl transferase. In this case, only decarboxylase is
inactive, whereas activity of phosphoribosyl transferase is not affected. This
deficiency has been successfully treated with chronic uridine therapy.

Orotic aciduria is a rare disease that is characterized by megaloblastic anemia. A
devastating response to what is usually mild infection may be seen in any of the
megaloblastic anemias of early life. The feature which led to the original recognition
of the condition was crystalluria. Crystals of orotic acid have caused urethral and
ureteral obstructions hematuria and azotemia.

Disorder related to pyrimidine synthesis is hereditary orotic aciduria caused by
deficiency of uridine monophosphate synthase (UMPS), a bifunctional protein
having two catalytic activities: orotate phosphoribosyltransferase (OPRT) and
orotidine monophosphate decarboxylase (ODC). A defect in both the activities is
classified as orotic aciduri type | while ODC defect is denoted orotic aciduria type II.
In most cases, orotic aciduria arises from inherited defects of enzymes involved in
the urea cycle after synthesis of intramitochondrial carbamoyl phosphate. Excessice
production of OA may also occur in defiency of ornithine transcarbomolayse, a urea
cycle enzyme. It leads to accumulation of carbomyl phosphate, which is diverted for
enhanced synthesis of OA. Increased urinary excretion of this compound follows,
hence this defect is considered as a secondary orotic aciduria.

Orotic acid excretion is also elevated by ammonia intoxication, during feeding of
diets high in protein and in patients treated with diets high in protein and in patients
treated with allopurinol or 6-azauridine.

Suitable chromatographic conditions and pre-treatment method was developed for
reliable analysis of orotic acid in urine in this study. Samples were analyzed by ion
chromatography / conductivity detector equipped with a Dionex lon Pac® AS20
analytical coluomn (2x250 mm) and a Dionex Ion Pac® AG20 guard column (2x50
mm) using gradient and isocritic NaOH elution.

Interferences from matrix in urine were removed by strongly cation exchange resin
and solid-phase extraction after centrifugation and dilution. The calibration curves
showed good linearity in the ranges of 10-10000 pg/L with the r2 values of 0.999.
Significant results were obtained for various spiked urine samples with % recovery
in the range of 85-95 %. The method was applied to urine samples collected from
both healthy volunteers and patients with orotic aciduria. The value of urinary OA
excretion, expressed in pumol/mmol of creatinine are reported in both healty
volunteers and patient with orotic aciduria. The advantages of the method described
herein are: (i) it allows determining trace amount of orotic acid from human urine
samples, (ii) the sample preparation is overly simple, inexpensive, and (iii) the test is
not time demanding and could be employed in routine analysis.
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1. GIRIS

Son on yilda, biyolojik, klinik ve besin 6rneklerindeki organik asit analizleri biiylik
ilgi cekmektedir. Insan kan serumunda ya da idrarinda bulunan bazi organik asitlerin
konsantrasyonu ile baglantili olarak bir¢ok hastaligin teshisinin miimkiin oldugu
bilinmektedir. Organik asitler, karbonhidrat, lipit ve proteinlerin metabolizmadaki en
onemli isaretcileri arasindadirlar. Biyolojik sivilardaki organik asitlerin anormal
konsantrasyonlardaki varliklari metabolizmadaki belirli bozukluklarin  kesin

teshisinde 6nemli bir rol oynar [1].

Idrardaki orotik asit primidin sentezini belirlemede metabolik bir isaret¢iyken kan
serumunda dl¢iilemeyecek degerdedir. Idrarda artan orotik asit degerleri kalitimsal
metabolik bir hastaligin belirtisidir. Siddetli travma, hamilelik ve bir ¢ok ilag da
idrardaki orotik asit seviyesini arttirir. Orotik asit idrar ile viicuttan atildig: i¢in kan

plazmasi yerine idrardaki tayini tercih edilir.

Organizmadaki dogustan gelen hastaliklarin teshisinde, yiiksek konsantrasyondaki ve
normal konsantrasyondaki orotik asit seviyelerinin idrardaki analizlerinde
kullanilacak etkin yontem gelistirmek onemlidir. Bu Ol¢iimler yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), gaz kroamtografisi (GC), niikleer manyetik rezonans
spektroskopi (NMR), kapiler elektroforez gibi yontemlerle yapilmaktadir. Literatiirde
orotik asidin biyolojik 6rneklerde tespiti iizerine bir¢cok ¢aligma yapilmistir. Ters faz
kromatografik prosediirlerde orotik asit tespiti pKa degerinden dolayi, iyon ¢ifti
kromatografisinde kararsiz ¢Oziiniirlik degerlerinden dolayi, iyon-degisim
kromatografisinde ise yiikselen alikonma zamanlar1t sebebiyle yoOntemlerin

uygulanma giigliikleri belirtilmistir.

Uzun stireli yiiksek konsantrasyondaki orotik aside maruz kalma sagliga zararh
etkilere yol acabilir. Farelerin beslenmesine eklenen orotik asidin karaciger

yaglanmasina sebep oldugu gézlemlenmistir [2].

Insan idrarinda yapilan analizlerle orotik asidin tayini ozellikle kalitimsal bazi

rahatsizliklarin teshisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica basta karaciger olmak
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lizere kanserojen yapilarin ilerlemesi ile idrardaki orotik asit miktarinin baglantist
vardir. Bu nedenle bir¢ok rahatsizligin erken teshisinde idrardaki orotik asit

miktarmin dogru ve hizli 6l¢giimii 6nemlidir.

Bu c¢alismada, iyon kromatografi/suppressorlii iletkenlik dedektorii cihazi kullanarak
insan idrarindaki orotik asidin miktarinin tayini icin segici, giivenilir ve hassas bir

yontem gelistirilmesi amag¢lanmastir.



2. IYON KROMATOGRAFiI

2.1 Kromatografi

2.1.1 Giris

Genellikle, kimyasal tayin yontemleri secici olup belki ¢oz az1 spesifiktir. Bunun
sonucu olarak, analitik islemlerde girisim yapabilecek maddelerden ayrilmasi ¢ogu
zaman zorunludur. Yirminci yiizyilin ortalarina kadar analitik ayirmalar ¢oktiirme,
damitma ve ekstraksiyon gibi klasik yontemlerle yapiliyordu. Giinlimiizde, analitik
ayirmalar, ozellikle numune ¢ok bilesenli ve karmasik ise, ¢ogunlukla kromatografi

ve elektroforez ile yapilmaktadir.

Kromatografi, bilimin tiim dallarinda uygulamasi bulunan gii¢lii bir ayirma
yontemidir. Kromatografi yirminci yiizyilin basinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett
tarafindan bulunmus ve onun tarafindan isimlendirilmistir. Tswett bu teknigi, toz
kalsiyum karbonat doldurulmus bir cam kolondan bitki pigmentleri ¢ozeltisini
gecirerek klorofil ve ksantofil gibi bir¢ok bitki pigmentini ayirmada kullanmigtir.
Ayrilan maddeler kolonda renkli bantlar seklinde goziiktiiglinden, yontem igin
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kromatografi adim1 kullanmistir (Yunancada chroma “renk” ve graphein “yazma”

anlamina gelmektedir.).

Son yillarda hem bir¢cok yeni kromatografik teknik gelistigi hem de bilimcilerin
karmagik karigimlart ayirmak i¢in daha iyi tekniklere gereksinimleri arttigi igin,
kromatografik uygulamalar ¢ok biiyilk oranda artmistir. Bu yoOntemlerin bilime
bliylik katkilar yapmasi sonucu bu alandaki buluslarina karsilik 1952 yilinda A.J.P.
Martin ve R.L.M. Synge’ye Nobel ddiilii verilmistir. Daha da énemlisi 1937 ile 1972
yillar1 arasinda alman 12 Nobel Odiilii kromatografinin énemli rol aldig1 calismalara

verilmistir. Siiphesiz, gliniimiize kadar bu say1 da artmustir.

2.1.2 Kromatografinin genel tanim

Kromatografi kompleks karisimlarda bulunan birbirine yakin 6zellikteki maddeleri

ayirmak i¢in kullanilan birgok yontemi igerir; bu ayirmalarin ¢ogu baska yontemlerle



yapilamamaktadir. Biitiin kromatografik ayirmalarda numune gaz, sivi veya bir
stiperkritik akiskan olan hareketli faz ile taginir. Bu hareketli faz bir kolonda veya bir
kat1 yiizeyde sabitlestirilmis kendisi ile karigmayan bir durgun faz i¢inden gecmeye
zorlanir. Bu iki faz numunenin bilesenlerinin hareketli ve durgun fazlarda farkl
oranlarda dagilacag: sekilde segilir. Durgun faz tarafindan kuvvetli tutulan numune
bilesenleri, hareketli fazin akisiyla ¢cok yavas hareket ederler. Bu hareket hizlarinin
farklilig1 sonucu, numune bilesenleri birbirlerinden kalitatif ve/veya kantitatif olarak

analizlenebilen farkli bantlar veya bolgeler seklinde ayrilirlar.

2.1.3 Kromatografik yontemlerin siniflandiriimasi

Kromatografik yontemler iki sekilde smiflandirilabilir. Birincisinde, hareketli ve
durgun fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettirildikleri esas almir. Kolon
kromatografide, durgun faz ince bir kolonda tutulur ve hareketli faz basing altinda bu
durgun faz arasindan ge¢meye zorlanir. Diizlemsel kromatografide, durgun faz diiz
bir plaka iizerine veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulur ve bu durumda
hareketli faz durgun faz arasindan kapiler etkisiyle veya yergekimi etkisiyle hareket
eder. Ancak, her iki tiir kromatografinin dayandigi dengeler aynidir ve kolon
kromatografi igin gelistirilmis kuramlar diizlemsel kromatografiye de kolaylikla

uygulanabilir.

Kromatografinin daha temel bir siiflandirilmasi kullanilan durgun ve hareketli
fazlarin tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimini saglayan dengelerin cinslerine
gore yapilir. Sekil 2.1’de kromatografinin {i¢ temel tipi gosterilmektedir: sivi
kromatografi, gaz kromatografi ve superkritik akiskan kromatografi. Bu isimlerde de
gectigi gibi, bu ii¢ teknikte hareketli faz sirasi ile sivi, gaz ve superkritik akiskandir.
Cizelgenin ikinci kolonunda goriildiigi gibi, bircok kromatografik yontem ilk iki
teknikten birine girmektedir.

Sadece sivi  kromatografi, hem kolonlarla hem de yiizeyler iizerinde
gerceklestirilebilir; gaz kromatografi ve superkritik sivi kromatografi yalniz

kolonlarda gerceklestirilir ve kolonun i¢ yiizeyinde hareketli faz bulunur.

2.1.4 Kolonlarda elusyon kromatografi

A ve B maddelerinin sivi hareketli faz kullanarak bir kolonda elusyon kromatografi
ile ayrim1 Sekil 2.1 de goriilmektedir. Eliisyon kromatografide, bir miktar numune
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kolona konur (tp) ve numunenin bilesenleri kolonun iki fazi arasinda dagilir. Kolona
katilan hareketli faz (eluent), numunenin bir boliimiinii i¢eren ¢oziicliyli kolonda
ilerlemeye zorlar ve bu arada hareketli fazla durgun fazin yeni boliimleri arasinda
numune tekrar dagilir (t; zamani). Ayni anda, numunenin kolona giris tarafinda, taze

¢oziicii ile durgun faz arasinda da dagilim gergeklesir.

Kolona ¢oziicliniin siirekli olarak ilavesi, hareketli ve durgun faz arasinda siirekli
madde aktarimi yaparak, ¢oziinen madde molekiillerini kolonda asagiya dogru tasir.
Fakat, ¢oziinen madde hareketi sadece hareketli fazda olustugu igin, ¢Oziinen
maddenin kolonda go¢ ettigi ortalama hizi, onun hareketli fazda gec¢irdigi zaman
kesri ile orantilidir. Durgun fazin kuvvetli tuttugu maddeler i¢in, bu kesir kii¢iik (B
maddesi) ve hareketli fazda bulunma olasiligi daha fazla olan maddeler icin (A
bileseni) ise biiyiiktiir. Ideal olarak, hizlarda olusan bu fark sonucu, karisimdaki
bilesenler kolon boyunca bant veya bolgeler seklinde ayrilirlar (tz). Ayrilan
bilesenler, kolondan yeterli miktarda hareketli faz gecirilerek izole edilir, bu sirada
herbir bilesen i¢in, onlarin tayin edilebilecegi veya ayr1 ayr1 toplanabilecegi bolgeler

elde edilir (t3 ve ty).

2.1.5 Analitin seyrelmesi

Sekil 2.1, ayirma isleminin énemli genel 6zelliklerini gostermektedir. Ozellikle,
ayirma islemlerinde hemen hemen daima analitlerin seyrelmesi s6z konusudur. Bu
nedenle, sekilde analitleri igeren orjinal bolgenin boyutu dedektdére ulasan iki
bolgeye gore oldukga kiigliktiir. Bu, ayirma sirasinda analitlerin onemli oranda
seyreldigini gosterir. Bunun sonucu, herbir analit i¢in kullanilan dedektor, ayirma

yapilmadig1 zamankilere gore genellikle daha duyarli olmalidir.

2.1.6 Kromatogramlar

Coziinen maddenin derisimlerine cevap veren bir dedektor, kolon ¢ikisina
yerlestirilirse ve dedektdr sinyali zamanin (veya kullanilan hareketli fazin hacminin
bir fonksiyonu olarak kaydedilirse, Sekil 2.1’in alt boliimiinde gorildiigi gibi bir seri
pik elde edilir. Kromatogram olarak adlandirilan bu grafikler, hem kalitatif analiz
icin hem de kantitatif analiz i¢in kullanilir. Zaman eksenindeki piklerin yerleri,
numune bilesenlerini tanimada kullanilabilir; pik alanlar1 herbir bilesenin miktarinin

bir ol¢iisiidiir.
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Sekil 2.1 : (a) Kolon eliisyon kromatografi ile A ve B bilesenlerinin ayrilma
diyagrami. (b) (a)’da gosterilen eliisyonun ¢esitli basamaklarinda
dedektor sinyali.

2.2 lyon-Degistirme Kromatografi

2.2.1 Genel bilgi

Iyon-degistirme kromatografi ¢ogu zaman iyon kromatografi (IC) olarak kisaltilir.
Iyon degistirici reginelerin kullanimima dayanan iyonlarin ayrilmasi ve tayini igin
modern ve etkili bir ydntemdir. Iyon kromatografi ilk olarak anyon-degistirici veya
katyon-degistirici regine ile doldurulmus yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
kolonlarinda anyon ve katyon karigimlariin kolaylikla ayrilabileceginin farkedildigi
1970’11 yillarin ortalarinda gelistirilmistir. O yillarda 6l¢iimler genellikle iletkenlik
dedektoriiyle yapiliyordu. Giinlimiizde, iyon kromatografisi i¢in baska dedektorler de

mevcuttur.

Iyon kromatografi, birbiriyle ¢ok benzer olan nadir toprak katyonlarmnin katyon

degistirici recinelerle ayrilmasi igin gelistirilen Manhattan projesi sirasinda ortaya
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¢ikan iyon-degistirme kromatografisinin gelismisidir. Iyon-degistirme ayirmalari igin
teorik temelleri ortaya koyan bu ¢alisma, II. Diinya savasindan sonra, baska pek ¢ok
maddelere uygulanabilecek sekilde genisletildi; sonunda karmasik karigimlardaki
amino asitler ve diger iyonik tiirlerin ayrilmasi ve belirlenmesi i¢in

otomatiklestirilmis yontemlere kadar yayildi.

51
Derisim
5)
Byl A
{

; i B A

,‘f l\ ) ()
' Kolonda alman yol

Sekil 2.2 : Sekilde 2.1’ deki A ve B bilesen bantlarinin kolonda iki degisik go¢
zamanindaki derigim profilleri.

Modern HPLC’nin gelismesi 1960’11 yillarin sonunda basladi, ancak bu yontemlerin
iyonik tiirlere uygulanmalari, alkali ve toprak alkali katyonlar, halojeniirler, asetat ve
nitrat gibi iyonik tiirlerin eluatlarinin belirlenmesi i¢in genel bir yontemin eksikligi
sebebiyle gecikti. Bu duruma, 1975 yilinda, Dow Kimya Sanayi c¢alisanlari
tarafindan, iyonlarin konduktometrik belirlenmesini miimkiin kilan bir “¢oziicii

sinyali baskilama” teknigi ile ¢are bulundu.

2.3 lyon-degistirme Dengeleri

Iyon-degistirme olaylari, ¢ozeltideki iyonlar ve g¢dziinmeyen, yiiksek molekiil
agirlikli bir katinin yiizeyindeki benzer isaretli iyonlar arasindaki degistirme dengesi
temeline dayanmaktadir. Killer ve zeolitler gibi dogal iyon-degistiriciler uzun siiredir
bilinmekte ve son yillarda kullanilmaktadir. Sentetik iyon degistirici regineler ilk
olarak 1930’lu yillarin ortalarinda, su yumusatma, su deiyonizasyonu ve c¢ozelti

saflastirilmasi amaciyla iiretildi.



Katyon degistirici reginelerin en genel aktif bolgeleri, kuvvetli bir asit olan siilfonik
asit (-SOs-H+) ve zayif bir asit olan (-COOH")’dur. Anyonik iyon degistiriciler,
kuvvetli bir baz olan tersiyer amin gruplar1 (-N(CHs)3;"OH") veya daha zayif bir baz

olan primer amin gruplarmi (-NH3"OH") igermektedir.

Cizelge 2.1 : Kolon kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi.

Genel Siif Ozel Yontem  Durgun Faz Denge Tipi
Siv1 Kromatografi  sivi-sivi veya  kati lizerine Karigmayan
(LC) (hareketli faz: dagilma adsorplanmis sivi  sivilar arasinda
S1v1) dagilma
Sivi-bagli faz  Kat1 ylizeye S1vi ve baglh
baglanmis ylizey arasinda
organik tiirler dagilma
Sivi-kat1 veya  Kati Adsorpsiyon
adsorpsiyon
Iyon degisimi  Iyon degistirici Iyon degisimi
Boyut eleme recine Polimer bir Dagilma/eleme
katinin
gozeneklerindeki
S1V1
Gaz kromatografi ~ Gaz-sivi Kat1 yiizeyine Gaz ve sivi

(GC) (hareketli

adsorplanmis sivi

arasinda dagilma

faz: gaz)

Gaz-bagli faz ~ Kati yiizeyine S1vi ve bagl faz
baglanmis arasinda dagilma
organik tiirler

Gaz-kat Kat1 Adsorpsiyon

Siiperkritik- Kat1 yiizeyine Stiper kritik
akiskanl baglanmig akigkan ve bagl
kromatografi organik tiirler yiizey arasinda
(SFC) (hareketli dagilma

faz: siiper kritik
S1V1)




Siilfonik asit tipi bir iyon degistirici, M** katyonunu igeren bir sulu ¢ozelti ile temas
ettigi zaman, asagidaki gibi gosterilebilen bir yer degistirme dengesi meydana gelir:
xRSOz H" (kat1) + M (¢ozelti) <> (RSO3)x M (katr) + xH" (¢ozelti)  (2.1)
Burada, xRSOz H" biiyiik bir polimer molekiiliine tutunmus ¢ok sayidaki siilfonik
asit grubundan bir tanesidir. Benzer sekilde, kuvvetli bazik iyon degistirici, A*
anyonu ile, agagidaki denklemde gosterildigi gibi etkilesebilir:
XRN(CHs)30H" (kat1) + A (¢ozelti) <> [RN(CHaz);3 |XA* (kat1)+ xOH™ (¢ozelti) (2.2)
Kiitlelerin Etkimesi Kanunu’nun iyon-degistirme dengesine uygulamasinin bir 6rnegi
olarak, tek yiiklii B+ iyonu ile bir kromatografik kolondaki siilfonik asit recinesi

arasindaki reaksiyonu dikkate alalim. Notral bir ¢ozeltiden, asagidaki reaksiyon

sebebiyle, kolonun st kisminda, B+ iyonlar1 tutulur:
RSO3 H' (k) + B (suda) «> RSO3B* (k) + H*(suda) (2.3)

Burada (k), katt anlamindadir. Hidroklorik asidin seyreltik ¢ozeltisi ile eliisyon,
durgun fazdaki B+ iyonunu hareketli faza aktaracak sekilde Esitlik 2.3’deki dengeyi
sola kaydirir. Bu iyonlar daha sonra durgun ve hareketli faz arasinda bir seri aktarim

sonucunda kolondan asag1 dogru hareket eder.

Esitlik 2.3’te gosterilen denge i¢in denge sabiti Kdeg. sdyle yazilabilir:

’RSO3_B+I i [H] suda

= deg.
[RSO; 1), [BY] suda o

Burada [RSO;B*lk ve [RSOsH'lk, B" ve H”nin Kat1 fazdaki derisimleridir (en

dogru anlamda aktiviteleridir). Bu ifade yeniden diizenlenirse;

[RSO3'BJr l k

k =
l B+] suda

[RSOSH
Kdeg. =

[H+I suda (2.5)

elde edilir. Ellisyon sirasinda, hidrojen iyonlarinin sulu fazdaki derisimleri, B+
iyonlariinkine gore ¢ok daha biiyiiktiir. Ayrica, B+ sayist yaninda, reginedeki yer
degistirme bolgesi sayis1 ¢ok daha yiiksektir. Boylece, [H+]suda ve [RSO3-H+]k
derisimleri Esitlik 2.3’deki kaymalardan fazla etkilenmez. Bu sebeple [RSO3-H+]k



- [RSO3-B+]k ve [H+]suda .. [B+]suda oldugu zaman Esitlik 2.5’in sag tarafi

hemen hemen sabittir ve

[Rs0yB* . Cq
—_— =K =
BY] Cm

(2.6)

yazabiliriz. Burada; K, dagilma katsayisina denk gelen bir sabittir.

Kgez'in bilyiik oldugu zaman kati faz i¢in B* iyonunu alikoymak igin kuvvetli bir
egilim gdsteriyor demektir. Kgez 'in kiigiik oldugu durumda bunun tersi dogrudur. H”
gibi genel bir referans iyon segerek, verilen tipteki reginede farkli iyonlar icin
dagilma oranlar1 deneysel olarak karsilastirilabilir. Bu gibi deneyler, ¢ok yiiklii
iyonlarin tek yiiklii tiirlerine nazaran ¢ok daha kuvvetli tutuldugunu gostermistir.
Ancak, verilen bir yiik grubu ic¢inde goriilen farkliliklar, hidratlagmis iyonun diger
ozellikleri kadar boyutuyla da ilgilidir. Sonug¢ olarak, tipik bir siilfolanmis katyon
degistirici regine igin, Kdeg. degerleri su sirada azalmaktadir: TI" > Ag” > Cs* > Rb*
> K* > NH," > Na* > H" > Li*. iki yiiklii katyonlar i¢in sira soyledir: Ba** > Pb®* >
Ca®* > Ni** > cd* > cu* > Co® > Zn®* > Mg?*. Anyonlarda, kuvvetli bazik
regineler i¢in Kgez. su sirada azalir: SO42‘ > C2042' >|">NO; >Br >Cl > HCOg_ >
CH3;CO, > OH > F. Bu sira, baz1 durumlarda reginenin tipine ve reaksiyon

sartlarina bagl oldugundan, sadece bir yaklastirma olarak dikkate alinmalidir.

2.4 TIyon-degistirici Dolgular

Tarihsel olarak iyon-degistirme kromatografi, stiren ve divinilbenzenin emiilsiyon
kopolimerizasyonu sirasinda olusturduklari kii¢lik ve gézenekli tanecikli polimerlerle
gerceklesmistir. Divinilbenzenin kullanilmasiyla (genellikle ~ % 8) olusan ¢apraz
baglanma taneciklerin mekanik dayanikliliklarin1 saglamaktadir. Polimeri iyonlara
kars1 aktif hale getirmek igin, daha sonra, yapiya asidik ve bazik fonksiyonlu gruplar
kimyasal olarak baglanmistir. En ¢ok kullanilan gruplar, stilfonik asit ve kuvaterner

aminlerdir.

Sekil 2.3, kuvvetli bir asit reginesini gostermektedir. Burada, ¢apraz baglanma
dogrusal polistiren molekiillerini bir arada tutmaktadir. Diger tipteki re¢ineler, aktif
fonksiyonelli gruplar harig¢, benzer yapilara sahiptir. Gézenekli polimerik tanecikler

kromatografik dolgu maddesi olarak tamamen uygun degildir; bunun sebebi, analit
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molekiillerin mikrogdzeneklerden ge¢mesi ve polimer matriksindeki diflizyonun
yavas olmasi ve matriksin sikistirilabilmesidir. Bu problemleri asabilmek amaciyla
iki yeni tip dolgu maddesi gelistirilmis ve bunlar genel olarak gézenekli polimer tip
membranlardan daha fazla kullanilmistir. Bunlardan biri, yiizeyi bagil olarak biiyiik
(30-40 pm), gozenekli olmayan kiiresel sentetik regine ile kaplanmis cam veya
polimer tanelerden meydana gelen, zar kaplamali (pelikiiler) yatak dolgusudur. ikinci
bir tipteki dolgu maddesi, adsorpsiyon kromatografide kullanilan silisten ibaret
gozenekli mikropartikiillerin, iyon degistiricinin ince bir filmi ile kaplanmasiyla
hazirlanir. Her iki tipte de, polimer film igindeki hizli difiizyon, verimin artmasina
neden olmaktadir. Diger taraftan, bu taneciklerin numune kapasitesi, 6zellikle zar

kaplamali tip i¢in daha diistiktiir [3].

H Ho Hy H
c C C C
ST+ 1T+
SOEH @ SOEH
H Hy Hy H Hy H
C C C C C C
ST+ T+
@SOEH SOEH
H Hy H Hy Hy H Hy

Sekil 2.3 : Capraz-bagli polistiren iyon degistirici recinenin yapist. —SO3 H"
grubu yerine, —COO™H*, —NH3"OH™ ve —N(CH3)3"OH™ gruplari
baglayarak elde edilen benzer recinelerde kullanilir.

11



2.5 Deneyde Kullamlan IC Sisteminin Ana Boliimleri

2.5.1 1CS-3000 sistemi

Dionex marka ICS-3000 cihazi, verimli ve yiiksek performansl bir sistemdir. ICS-
3000 sistemi biitiin modiillerinde bilesenlere kolayca ulasilabilmesi i¢in 6zel dizayn
edilmistir. Bu sayede daha onceki modellere kiyasla ayarlamalar daha kolay
yapilmaktadir. Akis yollarinin kimyasal olarak inert olmasi sayesinde bu yollar asir
pH degerlerine dayaniklidir ve hassas 6rnekleri metal kirliligine karsi korur. ICS-
3000 sistemlerinin komple ¢iftli ¢aligtirilabilme 6zelliginden dolay: ayr1 bir cihaz ve
otodrnekleyiciye gerek kalmadan daha ucuz sekilde giincellenebilir. Yani ayn1 anda
iki analiz tek bir otodrnekleyiciden tek bir uygulama ile yapilabilir. Bu cihazda
isokrotik pompadan ultra saf su Eluent Uretici’ye gelir ve burada gradient olarak
hidroksit veya karbonat/bikarbonat mobil faz elde edilir. Ayrica pompa hem isokratik
hem de gradient olarak calisabilir. Yeni ¢ikan zeki otodrnekleyiciler ornekleri
kromatografik sisteme sirayla veya eszamanli gonderebilir. Bu sayede oOrnek

prekonsantasyonu ve matriks eliminasyonu essiz bir sekilde basarilir.

Ciftli sistemlerde iiretimlilik, esneklik, hassasiyet ve secicilik artar ve ekonomik
avantajlar 6nemli Ol¢lide goze ¢arpar. Bir otoornekleyici ile 6rnekteki anyonlar ve
katyonlar ayn1 anda ayrilabilirler. Buna bagl ¢ift kolon ve takiben ¢ift dedektor 6zel

yazilimi sayesinde kolayca kontrol edilebilmektedir.

RFIC (Reagent-Free Ion Chromatography) sistemlerinin giiven ve performansi eluent
yapicl, safsizlik tuzagi ve Supresor kisimlarindan ileri gelir. Ayrica pompa kisminda
da bir modiilde iki pompadan faydalanilabilmektedir. Boylelikle drnek hazirlama,
kolon temizligi veya sartlandirma ve reaktif ulastirilmasi siirekli olarak herhangi bir
zamanda yapilabilir. Tim bunlar gz oniine alindiginda baska bir beng¢ yerini isgal

etmeden ikili ¢alisma ayni anda tek bir cihazda basarilir.

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

uzundur.

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

kalitede ve kesin konsantrasyonda eluent sistem tarafindan otomatik olarak
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hazirlanir. Bu, manuel eluent hazirlanmasi ile olusabilecek hatalari elimine etmeyi
saglar. Tekrarlanabilir sonuglar haftadan haftaya, aydan aya ve laboratuvardan
laboratuvara elde edilir. Ayrica bu sistem eluenti dereceli olarak otomatik
ayarlayabildiginden anyon analizlerinde optimum zamanin daha kisa siirede
bulunabilmesi i¢in avantaj saglar. Gradient elusyon ile daha iyi ayrim, daha yiiksek
hassasiyet ve daha diisiik tespit sinirlar1 elde edilir. RFIC sistem sayesinde isokratik
elusyona gradient elusyon kolaylikla uygulanir. Gereken sey sadece UP sudur. EG
modiilii de ikili oldugundan bir kartusta hidroksit digerinde de karbonat/bikarbonat
eluentleri ile herhangi bir zamanda istenilen kartus istenilen konsantrasyonda

ayarlanip kullanilabilir.

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

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

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

inilebilmektedir.

Dionex, supresyonun lideri olarak 1981°de oyuk fiber supresorler iiretti. Bu
supresorler siirekli yani online ¢alisabilmektedirler. Dionex, 1985’de MikroMembran
Supresor (MMYS) iiretti. Bunlar dinamik kapasiteye ve gradient elusyon kullanimina
daha cok izin vermektedirler. 1992°de ise kendini rejenere edebilen Supresorler
(Self-Regenerating Supresor (SRS)) otomatik gelistirildi. Bunlar, rejenerant kaynagi
olarak elektroliz kullanan korozif rejenerantlarin hazirlanmasin1 gerektirmeyen

supresorlerdir.

SRS ULTRA 1II Supresérii ile Dionex, 2003’te Supresor teknolojisini bir adim daha
One aldi. Bu, ultra disiik giiriiltii, diisitk ve kararli zemin (background), iistiin

dinamik kapasite ve genis dinamik aralik sunar.

SRS’ler MMS’lere yap1 olarak ¢ok benzerler. Ancak elektrotlar rejenerant odalarina
yerlestirilmistir. Elektrotlara bir giic kaynagt baglanip supresérden akim
gecirildiginde rejenerant iyonlari1 supresorde sudan iiretilir. Buna otomatik supresyon

denir. Bu islem icin suyun odalardan sabit bir hizda ge¢mesi sarttir. Sekil 2.4’te
13



Supresoriin kimyasal olarak nasil ¢alistigi agikca gosterilmistir. Sekil 2.5°te ise
analitlerin supresorlii ve supresorsiiz kromatogramlar karsilastirilmasi sistemin akis

semasi ile acikca gosterilmistir.

SRS herhangi bir sabitlenmis rejenere olmus supresdrde en yiiksek kapasiteye
sahiptir. Bu da gradient eluentlerin tam supresyonuna izin verir. Ayrica dedektor
atiginin rejenerant olarak kullanilmasiyla suyun sabit akist i¢in ikinci bir pompaya

gerek kalmamistir. Bu supresor kullanim kolayligi agisindan yeni bir standart

olusturdu.
Analit
Anot + % Katot
Na* OH™ Eluent
Atk Atile
Hzo& 02 Na* OHi&Hz
OH
A
HY Na'
L0 ) Hy + OH-
( T2 H*+ OH™ H,0
H,0 . H,0
Analit & H,0
{ Fatyon J - Eatyon {
Deegistirici Degistirici
H0  [Membran | DEDERTORE | Membran H,0
Sekil 2.4 : Supresdrde meydana gelen iyon degisimi.
Supresyon sinyal/giirilti oranini  6nemli dlglide yiikselten bir yoOntemdir.

Supresorlerin farkli tipleri vardir. Hangi supresoriin segilecegi eluentin organik bir

¢oziicii olup olmadigina ve analit ve matriks konsantrasyonuna baglidir.

Sekil 2.5’den de goriildiigii gibi kolonda ayrilan anyonlar eluentin katyonu olan Na®
(veya K") ile tuzlar1 halinde supresdre girerler ve burada bir katyon degisimi
meydana gelir. Supresorde anyonlar iletkenlikleri yiiksek asidik formlarina doniisiir
ve NaOH den su olusarak boylece dedektore girerler. Olusan saf su NaOH den gelen
iletkenlik sinyallerini 6nlerken anyonlarin asidik formlarinin iletkenlikleri arttigindan

piklerinde gozle goriiliir bir artis meydana gelir.
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Eluent Generator Omek
(NaOH)

Suppressionsuz

F.Cl-, 502" Kiriﬂ iyon
—
- Cr 50,2
Anyon S A
Kolon
NaOH
Al
NaOH iginde Zaman
Anyon NaCl, NaF ve ‘
Suppressor Haso Suppression ile
304 ‘
e
-t Na| _ — F \
Atk H+ Atk
-1 ‘
> . . - ‘ ‘|
P g | H,0
IF, HCI, H .S0, in ‘ \
H - |
T
Ded;ktbr 7 axtany ——p

Sekil 2.5 : Supresorlii sistemde anyonlarin artan hassasiyeti.

ICS-3000 sisteminin elektronik kisimlar1 ve dizayn1 degisen sicakliklarda dedektdriin

kararli calismasini saglar (Sekil 2.6).

ICS-3000---- Dleikenlik Dedekitr Kararhhg
35 0200
Deger
0,001°C

Hicre sicaldil kararliliz

H =20
3499300

0 5 10 15 20
Diakika

Sekil 2.6 : Dedektoriin sicaklik kararlilig.

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

Avyrica tespit hassasiyetini arttirir ve kararlilik saglar.

Sekil 2.7°de beyaz kisim supresér ve istiindeki siyah kisim ise iletkenlik

dedektoriidiir. Sekilden de goriildiigii gibi ara yollar kisadir.

Kolon ve dedektor arasi da derli toplu bigimde dizayn edildigi i¢in parca degisimi ve
giincellemeler kolayca yapilir. Ayrica kisa tubingler (borular) ve baglantilar

sayesinde 6lii hacim minimize edilir. Bu sayede daginik bir sistem ortaya ¢ikmaz.
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Sekil 2.7: Iletkenlik dedektorii (siyah) ve Supresor (beyaz).

ICS-3000, biyomolekiil analizleri ve iyon kromatografi i¢cin optimum seviyede bir
stv1 kromatografisidir. %100 metalsiz sistem ile (otodrnekleyici, pompa, akis yolu ve
dedektor) korozif mobil faz kullanan diger paslanmaz celik veya metal iceren
kromatografi sistemlerinin sinirlamalarinin iistesinden gelir. Metal akis yollari, bazi

analitlerde denatiirasyon veya adsorpsiyon gibi etkilere neden olabilir.

Termal kompartmanda ise sicakhik kesin bir sekilde 5 ile 85 °C  arasinda
ayarlanabilir. Opsiyonel eluent sicaklik stabilizeri eluent sicakliginin firin ve kolonda

kararli kalmasina yardim eder ve kolonda daha kesin ayrimlar yapilir.

Kompleks analizlerin daha basit yapilabilmesi i¢in cihazin Chromeleon yazilimi
lizerinden baz1 6zel teknikler kolayca uygulanabilir. Bu 6zel teknikler yiiksek hacim
ve yiiksek basing 6rnek Onderistirme, matriks eliminasyonu, kolon temizligi, ve on

kolon 1yilestirmesi gibi islemlerdir.
Bilgi analizi i¢gin Chromeleon Tablet Station kullanilmistir.

Otoornekleyicinin yollar1 ve vialleri inert oldugu i¢in ve hazne bdlmesinin sicaga
duyarli 6rnekleri belli sicaklikta saklayabildigi i¢in 6rnekler bilesimi korunmaktadir.

Sekil 2.8’de goriildiigli ayn1 anda iki analiz takibi yapilabilmektedir.
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Sekil 2.8: 1CS-3000 sisteminin AS otodrnekleyicisinden ayni anda iki analiz
yapilabilmektedir.

Sekil 2.9°da ise sistemin parcgalarinin nasil yerlestirildigi agik¢a anlagilmaktadir.

Kolonlar  Valfler Suppressérler Konsantratér Ehent
ve Tuzak Generator
Kolonlan Kartusu

Sekil 2.9: 1CS-3000 sisteminin modiil ve pargalari
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2.5.2 TIonPac AS20 anyon degistirici kolon

IonPac AS20 kolonu yliksek kapasitede, hidroksit se¢ici, anyon degistirici bir kolon
olarak su o6rneklerinde ¢ok yiiksek konsantrasyonlardaki kloriir, siilfat ve karbonat
anyonlart varliginda bile pg/L seviyesinde perkloratin tayini i¢in oldukga
kullanighdir. Hatta sularda eser miktar perklorat anyonu analizi i¢in U.S. EPA 314.1
metodu olarak Ozellestirilmistir. Ayni metotta Cryptand C1 konsantrator kolon
perkloratin prekonsantrasyonu i¢in yer almaktadir. AS 20 kolonu 310 peg/kolon
degerinde yiiksek bir kapasiteye sahiptir (4x250 mm kolon). Bu kolonun segiciligi
35°C’ye optimize edilmistir.

IonPac AS 20 kolonu egsiz bir polimer baglama teknolojisi ile gelistirilmis ve
iiretilmistir. Bu polimer oldukc¢a hidrofiliktir ve hidroksit eluentlerinde ¢ok secicidir.

Eluent konsantrasyonunun yiiksek olmasina gerek duymaz.

AS20 kolonunun RFIC sistemlerinde kullanilmasi tavsiye edilir. Ultra saf su ile
yiiksek saflikta hidroksit eluenti hazirlayan EGC-NaOH ile bu kartusu siirekli
saflagtiran CR-ATC’den kolona gelen eluent karbonatsiz bir hidroksit eluentidir.

Karbonat varligi, zeminde kaymaya ve analit iletkenligini diisiiriir.

i )

Yiizey Modifikasyonunun
Kavramsal Omeg

Ll

Sekil 2.10 : TonPac AS20 kolon dolgusunun yapisi.
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Sekil 2.11°de AS20 kolonunda ayrilmis yirmiii¢ anyonun kromatogrami ve verileri

verilmistir.
Column: lonPac AG20, AS20, 4 mm Peaks: 1. Fluoride 2 mg/L (ppm)
Eluent: Potassium hydroxide: 2. Acetate 10
5 mM from 0 to 5 min, 3. Butyrate 10
5-30 mM from 5 to 15 min, 4. Formate 10
30-55 mM from 15 to 30 min 5. Chlorite 10
Eluent Source:  EGC Il KOH with CR-ATC . Bfﬂm{itﬁ 10
Temperature: 30 °C 7. Chloride 5
Flow Rate: 1.0 mU/min 8. Nitrite 10
nj. Volume: 10 L 8. Chlorate 10
Detection: Suppressed conductivity, 10. Bfﬂmldﬁ 10
ASRSULTRA 11,4 mm, 1. Nitrate 10
AutoSuppression recycle mode 12. Carbonale 20
13. Sulfate 10
14. Selenate 10
15. Oxalate 10
10 — 16. Phthalate 20
17. Phosphate 20
B 13 18. Chromate 20
19. lodide 20
! c 20. Asenate 20
21. Citrate 20
14 20 22. Thiocyanate 20
‘ 11 17 23. Perchlorate 30
10 18
us o/ 16\ 2 2
s | ( | | 2
19 |
WL |
& |1 I
I I \2| IR 1 A
WL |\I I UL U _I '..~| | | '\ | LU
= T T T T 1
0 10 15 20 25 30
Minutes
21114

Sekil 2.11 : AS20 kolonunda ayrimi yapilmis yirmiii¢ anyon.

Sekil 2.12°de ise (A) kromatograminda AS16 kolonunda perklorat pikinin 4-
klorobenzen siilfonat anyonundan ayrilamadigi halde (B) kromatograminda AS20

kolonunda ayrildig1 net bir bi¢imde goriilmektedir.

AS20 kolonunun 6zellikleri

Boyutlart:

lonPac AS20 Analitik kolon : 4x250 mm
lonPac AG20 Guard kolon : 4x50 mm
lonPac AS20 Analitik kolon : 2x250 mm
lonPac AG20 Guard kolon : 2x50 mm

Uygulanabilen maksimum basing: 3000 psi

Mobil faz uyumu : pH 0-14; % 0-100 HPLC solventleri
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Substrat karakteristikleri (Analitik kolon i¢in):

Stipermakropor recine
Tanecik ¢ap1

Por biiyiikligi

Capraz baglanma (%DVB)

27,5 pm
:2000 A

: % 55

Columns: () lonPac AG16, AS16. 2 mm Peaks:
(B) lonPac AG20, AS20, 2 mm 1. Flucride 2 mg/L (ppm)
Eluent; 35 mM sodium hydrowide 2. Chloride 3
Eluent Source:  EGC [1 NaOH cartridge 3. Sulfate 5
with CR-ATC 4, Thivsulfate 10
Flow Rate: 0.25 mL/min 5. lodide 20
Temperature: 30 °C 8. Thiocyanate 20
Inj. Valume: 254 7. 4-Chlorobenzene sulfonate 5
Detection: Suppressed conductivity, 8. Perchlorate a0
ASRS ULTRAII, 2 mm,
AutoSuppression recycle mode
12— M) Aromatic Backbane
4
f2g | f
‘ 5
| ' 7.8
us || | (| A
1
| | | | |
[ [l [ [
Y| R
-1 T T T T T T T T T T 1
0 2 4 B a 10 12 14 16 18 i 2 25
Minutes
12- (B} Aliphatic Backbone
1
2 3
| 3
|| f.
5 fi c
| [l [l i
]l I I i\ /
-1 T T T T T T T T T T T
0 2 4 & & 10 12 14 16 13 20 2 25
Minutes

Sekil 2.12: Anyonlarin AS16 ile AS20 kolonlarinda ayrilmalari

Substrat karakteristikleri (Guard kolon i¢in):

Mikropor regine
Boncuk ¢ap1

Por biiyiikligi

Capraz baglanma (%DVB)

Iyon degistirici grup:

211 pm
<1A

1% 55
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Fonksiyonel grup . Alkanol kuvaternar amonyum iyon
Fonksiyonel grup karakteristikleri:

Hidrofobikligi ¢ok diistik

Kapasite:

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

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

AS20 kolonlar1 ekonomi ve kullanimda kolaylik bakimindan ASRS ULTRA 1I
Supresorleri ile kullanilmalidirlar. Kolon sicakligr tekrarlanabilirlik agisindan

kontrollii olmalidir [2].
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3. OROTIK ASIT

Orotik asidin insanlarin beslenmesinde kiigiik bir yeri vardir. Siit kesiginde, havug ve
pancar gibi kok bitkilerde bulunur. Inek siitiinde, keci ve koyun siitiine kiyasla

yiiksek bir miktarda bulunurken anne siitiinde bulunmaz [4,5].

Beslenmedeki oOnemi karaciger i¢in bir koruma ajani olmasidir. Orotik asit,
yenidogan sariliginda, hiperlipoproteinemi durumunda, dejeneratif retinal hastalik ve

gut hastaliginda tedavi edici olarak kullanilir [6,8] .

Beslenme yoluyla alinan orotik asidin kolestrol seviyesini diislirdiigii saptanmuistir.
Fermente siit iiriinleri baz alinarak orotik asidin kolesterol diisiiriicli etkisi iizerinde
yapilan bir ¢alisma Novder ve ark. tarafindan gergeklestirilmistir. Arastirmacilar
yagsiz siit ve yagsiz yogurtlardaki orotik asit diizeylerini HPLC teknigini kullanarak
belirlemisler ve ¢alisma neticesinde yagsiz siitte 106,2 ppm, yagsiz yogurtta ise 46,1
ppm diizeyinde orotik asit tespit etmislerdir. Matyl ve ark. tarafindan yagsiz siit,
yogurt ve kefirde orotik asit diizeylerinin belirlenmesi iizerine yapilan bir baska
calismada ise; orotik asit miktarlar sirasiyla; yagsiz siitte 0,783 mmol/l, yogutta
0,331 mmol/L ve kefirde 0,341 mmol/L olarak saptanmistir. Fermente siit
tiriinlerinde 6nemli miktarlarda orotik asit diizeyleri tespit eden arastirmacilar,
caligmalarin1 orotik asit ve kolesterol arasindaki iligkiye yoneltmislerdir. Nitekim
orotik asit ve kolesterol arasindaki iliskiyi baz alan ¢aligmalarin birinde; orotik asit
ile beslenen farelerin karacigerlerindeki yag asitleri sentezinin azaldig,
triacilgliserol, fosfolipid ve Kkolesteril ester miktarinda azalma gorildigi tespit
edilmistir [9].

Orotik asit B13 vitamini olarak adlandirilsa da insan metabolizmasinda ve bagirsak

florasinda tiretildiginden tam olarak vitamin olarak tanimlanmaz [10].

Uzun sitireli yiiksek konsantrasyondaki orotik aside maruz kalma saglia zararh
etkilere yol acabilir. Farelerin beslenmesine eklenen orotik asidin karaciger

yaglanmasina sebep oldugu gozlemlenmistir [2].
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Cizelge 3.1 : Insan idrarindaki orotik asit miktarinin referans degerleri.

Age n Orotic acid (pmol/mmol
creatinine)
Mean Range
6 days 25 1.77 1.13-246
6 months 33 2.61 0.76-4.10
1-5 years 33 1.46 0.68-2.24
6—10 vears 47 1.32 047-2.19
11-15 years 30 0.66 0.32-096
16—40 vears 69 0.58 041-0.75
=41 vears 97 0.76 0.95-1.05

Orotik asitin molekiil yapis1 Sekil 3.1°de verilmistir.

o

| NH
HO
N O
H
O

Sekil 3.1 : Orotik asidin molekiil yapisi.

pyrBI pyrC pyrD pyrE  pyrF
Aspartate g Carbamyl- - Dihydro- —Orotate - OMP —» UMP
HCO; aspartate orotate Ugl::oyrH
+  carAB
Carbamyl-
2 ATP—» v ndk
% phosphate UTP
Glutamine v pyrG
Ornithine *=p Citrulline —-» —» Arginine cTp

Sekil 3.2 : E. coli and Salmonella’da pirimidin biyosentez semasi.

Orotik asit, de nova pirimidin sentezinin dordiincli ara {irlinidiir. Bu sentez,

glutamin, 2 mol ATP ve CO; den meydana gelen karbomil fosfat ile baslar. Merkez
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bilesik iiridin 5’-monofosfat (UMP)’ dir. Bu bilesik iki enzim ile katalizlenir; orotat

fosforibozil transferaz (OPRT) ve oratat monofosfat dekarboksilaz (OPD).

Aiping Liu ve arkadaslar1 idrardaki organik asitlerin izolasyonunda iyi bir segicilikte
yikksek geri kazanim ve hassasiyette bir metot gelistirebilmek icin kat1 faz
ekstraksiyon yontemini kullanmislardir. Gelistirilen metotta idrar 6rneklerinden
organik asitlerin izolasyonunu kuvvetli anyon degistirici kolon kullanarak, miktar

analizlerini ise GC/MS sistemi kullanarak gerceklestirmislerdir [11].

Shu-Ping Wang, ve Chiou-Shyi Liao kapiler elektroforez yonteminde dedeksiyon
limitinin eser miktar analizlerinde tatmin edici olmadigin1 kaydetmis ve
caligmalarinda iyon cifti kromatografisi (IPC) ile kapiler zon elektroforez (CZE)
yontemlerini optimize ederek gelistirmeyi ve bu iki metodu kiyaslamay1
amaclamiglardir. Sonugta, onerilen CZE metodu hizli teshis konmasinda iyi, geri
kazanimin yiiksek oldugu, keskin ve temiz elektroferogram elde edilebildigi bir
yontem oldugu ve diger metod olan ICP de halen gecgerli kullanigli ve evrensel bir

aparat oldugu ortaya ¢ikmistir [10,12,14].

Satoshi Sumi ve arkadaslar1 calismalarinda ¢ok sayida insandan idrar 6rnegi alarak
HPLC ile idrardaki orotik asit seviyesini belirleyerek, orotik asidin biyolojik etkisi

tizerine odaklanmislardir [13].

Costantino Salerno ve Carlo Crifo, calismalarinda insan metabolizmasinda
dongiilerdeki bozukluklarin, idrarda orotik asit seviyesindeki artigla baglantili
olabilecegini gbz Oniinde bulundurarak orotik asidin ayristirilmasi, tespit edilmesi,
kantitatif Ol¢iim yontemleri {iizerinde durmuslardir. Yiksek performansl sivi
kromatografisi, gaz kromatografisi ve kapiler elektroforez yontemleri kullanarak

yapilan orotik asit analizlerini incelemis ve karsilastirmiglardir [10].

Juraj Sevcik ve arkadaslar1 orotik asidin tayininde kapiler zon elektoroforez
yontemini kullanarak, islemden ge¢memis idrar orneklerinde analiz yapmislar ve
gelistirdikleri yontemde analiz siiresini 5 dk ve LOQ degerini de 10 umol/L olarak
belirtmiglerdir [14].

A. Fioravanti ve arkadaslar ise yiiksek performansl sivi kromatografisi C18 kolon

ve UV dedektor kullanmig, orotik asidi analizden dnce metillendirilmislerdir [15].
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Anja Baumeister, Stephanie Vogelmann ve Lutz Fischer, siit kesiginin suyunda
yapilan calismalarinda kuvvetli ve zayif iyon degistiriciler, zayif bagli metal
iyonlarinin giderilmesi igin selat kullanmus, orotik asidin baglanma kapasitesini tespit
etmek icin farkli miktarlardaki adsorbanlar ile 6lgiimler yapmislardir. Orotik asidin
pH degisimleri ile ¢okelmesi arastirilmig, ucuz kolay ulasilabilir adsorbanlar ve

ekipmanlar kullanilarak saflastirma prosesinin uygulanabilirligi incelenmistir [16].

Literatiirde verilen yontemler, orotik asidin idrardaki kantitatif analizi i¢in genellikle
yikksek performansli likit kromatografi ve gaz kromatografisi kullanilarak

yapilmustir.
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4. METABOLIK HASTALIKLAR

Ik kez 1901°de Sir Archibald Garrod tarafindan tanimlanan kalitsal metabolik
hastalik kavramindan bugiine kadar teknik ve laboratuar olanaklarinin artmasiyla
yaklagik 200’ askin metabolik hastalik tanimlanmistir. Bu hastaliklardan bazilari
son derece ender goriilmekle birlikte, bir biitiin olarak degerlendirildiklerinde ¢ocuk

saglig1 agisindan 6nemli bir grup olustururlar [17].

Kalitsal metabolik hastaliklar yasamin herhangi bir déneminde bulgu verebilirler,
herhangi bir organ sistemini etkileyebilirler veya daha sik goriilen bir¢ok g¢ocukluk

cag1 hastaligini taklit edebilirler.

Metabolik hastaliklar protein, karbonhidrat ve yag asitlerinin sentezi ya da
katabolizmas1 ile ilgili olaylar sonucu gelisen patolojik tablolardir.
Metabolik hastaliklar tek tek diistintildiiklerinde nadirdir. Ancak c¢ok sayida
metabolik hastaligin  oldugu disiiniildiigiinde o6nemli bir hastalik grubunu
olusturmaktadir. Hemen hepsi otozomal resesif kalitsal bu hastaliklarin akraba

evliliginin yiiksek oranda oldugu iilkemizde daha siklikla akla gelmesi gerekir.

4.1 Organik Asidemiler

Organik asidemiler amino asit, lipit ve karbonhidrat metabolizmalarindaki dogumsal

bozukluklar sonucu gelisen bir grup hastaliktir [18].

Cogu otozomal resesif gegisli olan bu hastaliklar psikososyal motor gerilik, kusma,
sik enfeksiyon gec¢irme, hipotoni, hipoglisemi, konviilsiyon, metabolik asidoz,
ketozis, hiperamonyemi, en-sefalopati, erken ve agiklanamayan 6liim gibi klinik ve

laboratuar bulgulariyla ortaya ¢ikabilirler [19].

Diger dogumsal metabolik hastaliklar gibi, organik asidemilerde de erken taniyi
izleyerek baglatilan acil uygun tedavi ile hastaliga bagli kalici organ hasarlar

onlenebilmekte ve 6lum riski azalmaktadir.
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4.2 Orotik Asidiiri

Pirimidin biyosentezindeki klasik bozukluk orotik asidiiridir. Kalitsal bir hastalik
olan orotik asidiiri, gelismenin gerilemesi ve megaloblastik anemi ile karakterizedir.

Sekil 4.1°de orotik asidiirinin kalitimsal olarak aktarim modeli gosterilmistir.

Idrar ile asir1 orotik asit atilmaktadir. Pirimidin sentezinde gorevli orotat fosforibozil
transferaz ve oratat monofosfat dekarboksilaz enzimlerinin her ikisine veya sadece

orotat dekarboksilazin eksikligine bagli olarak hastalik ortaya ¢ikmaktadir [20].

Orotik asit idrar ile viicuttan atildig1 i¢in kan plazmasi yerine idrardaki tayini tercih

edilir. Bu asidin, yetiskin idrarindaki varlig1 eser konsantrasyonlarda olmalidir.

d 9

L

OROTIC
ACIDURIA

Sekil 4.1 : Orotik asidiirinin kalitimsal aktarim modeli.

Sekil 4.2°de orotik asidiiri ve saglikli insandaki UMP biyosentezine dahil olan

enzimlerin 6zet gdsterimi verilmistir.

Orotik asidiiri megaloblastik anemi ile karakterizedir. Ilerlemis durumlarda kristaliiri
goriiliir. Orotik asit kristalleri liretra ve iireteral obstriksiyon hematiiri ve azotemiye

sebep olur. Fiziksel ve zihinsel gelisimde gecikme goriliir [21].

2.2.1 Orotik asidiiri tip I

Orotat fosforibozil transferaz ve orotat monofosfat dekarboksilaz enzimlerinde
fonksiyon bozuklugu vardir. Hastada, orotik asit kristalliiri, megaloblastik anemi,

immiin sistem bozuklugu bulgular: vardir. Agizdan iiridin verilince iyilesir.
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Seki 4.2 : Orotik asidiiri ve saglikli insandaki UMP biyosentezine dahil olan
enzimlerin 6zet gosterimi. E1: aspartat karbomil transferaz, E2:
dihidroorataz, E3:dihidrooroticdehidrogenaz, E4: OPRT, E5: OPD.

4.2.1 Orotik asidiiri tip II

Sadece orotat monofosfat dekarboksilaz enziminde fonksiyon bozuklugu vardir.
Orotidiniiri, orotik asidiiri ve megaloblastik anemi bulgular1 vardir. Agizdan iiridin

verilince iyilesir [20].
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5. IDRAR ORNEKLERI

Idrarin % 95’ini su, kalan % 5’lik kismi ise gida ve metabolizma sonucu olusan
¢oziinmeyen artiklar olusturur [22]. Bu artiklarin analizi adeta bobrek biyopsisi gibi,
bobrek fonksiyonu hakkinda ¢ok oOnemli bilgiler verir [23]. Rutin tani
laboratuvarlarinda ¢alisilan Orneklerin 6nemli bir kismi idrar Ornekleridir. Ucuz,

kolay ve hizli olmasi dolayisiyla rutinde idrar analizi sik istenmektedir [24].

5.1 idrar Toplanmasi ve Saklanmasi

Idrar analizi icin idrar 100 ml’lik, temiz, kuru, tek kullanimlik ve tasinacak ise
kapakl1 bir kaba konmalidir. Rutin idrar kaplar1 koruyucu madde icermemelidir. Ozel
test i¢in koruyucu madde gerekli ise ilave edilmis olmali, bu koruyucu madde kabin

etiketinde belirtilmelidir.

Idrar kab1 {izerinde mutlaka hastaya ait bilgiler bulunmalidir. Bu bilgiler asla idrar
kabmin kapaginda degil, idrar kabma etiketlenmelidir [26-28]. Ideal olani oda
sicakliginda 30 dakika i¢inde analiz yapmaktir. Ancak 2 saat i¢inde mutlaka analiz
yapilmalidir. Calisilanmiyorsa +4 °C’de 6-8 saat saklanabilir. Ancak analizden énce

oda sicakligina getirilmelidir [25,26,28].

5.1.1 Sabah ilk idrar:

Rutin idrar analizi i¢in tercih edilen en konsantre ve asidik idrardir. Ozellikle
hiicrelerin degerlendirilmesi, nitrit, protein ve bilirubin tayini i¢in uygundur.

5.1.2 24 Saatlik idrar toplanmasi

Hastaya 3-5 litrelik temiz, koyu renkli bir kap (polietilen kap tercih edilir) verilir.
Sabah uyandiktan sonraki ilk idrar atilir ve saati kaydedilir. O giin ve gece igerisinde
idrar toplanir. Ertesi glin ayn1 saatte yapilan idrar da alinarak laboratuvara ulastirilir.

Serin ve karanlik ortamda saklanmali, kontaminasyon olmamasina dikkat edilmelidir

[25-27].

31



5.2 idrarin Fiziksel Ozellikleri

5.2.1 idrar rengi

Normal idrarin rengi sarinin tonlar1 seklinde olabilir. Giinliik ¢ikarilan idrar arttik¢a
rengi agilir. Konsantre idrar daha koyu, seyreltik idrar ise daha ag¢ik renklidir. Sari
tonlar1 haricinde patolojik olarak eritrosit veya hemoglobinden dolayr kirmizi,
miyoglobinden dolayr kirmizi-kahverengi renkte, melaninden dolayr siyah renkte
goriilebilir. Idrarda kdpiik beyaz ve az miktarda ise normal; beyaz ve biiyiik oranda

ise protein; sar1 ve biiyiik oranda ise bilirubin varligina isaret eder.

5.2.2 idrarin berrak olmasi

Normal idrar berraktir. Ancak tratlar, fosfatlar, karbonatlar, okzalatlar, radyografik
maddeler, mukus, squamoz epitel hiicreleri, spermatozoa, prostat sivisi, fekal
kontaminasyon, krem ve pudra bulasmasi gibi durumlarda idrar bulanik olabilir [22].
Ayrica idrarda patolojik olarak eritrosit, 16kosit, mikroorganizma, renal epitel

hiicresi, lipid ve tag gibi maddelerin bulunmasi da idrar1 bulaniklastirir.

5.2.3 idrarin kokusu

Idrarn kendine has bir kokusu vardir. Meyve kokusu Diabetes Mellitus’u; terli ayak
kokusu izovalerik asidemi ve glutarik asidemiyi; karamela kokusu dalli zincirli
amino asitler ve a-keto asitlerinin arttig1 ak¢aagac surubu idrar hastaligini; fare idrar

kokusu fenilketontiriyi ve eksime kokusu tirozinemiyi akla getirmelidir [22,25,26].

5.3 Idrarin Kimyasal Ozellikleri

Idrarin kimyasal analizi rutin laboratuvarlarda genellikle reaktif emdirilmis pedler
iceren idrar stripleri ile yapilmaktadir. Bu stripler dansite, pH, protein, nitrit, glikoz,

bilirubin, iirobilinojen, keton, kan ve 16kosit esteraz i¢in reaktif pedlerini igerir.

5.3.1 Dansite-ozgiil agirhk

Bir ¢ozeltide birim hacimdeki soliitlerin (NaCl, Sulfat, Fosfat, K, Cl) 6l¢timiidiir.
Birim hacimdeki idrarin dansitesinin, sabit sicaklikta esit hacimdeki destile suyun
birim hacimdeki dansitesine oranidir. Normalde 1002-1025 arasindadir [28].

Bobregin idrar1 konsantre etme yetenegini gosterir. Stripe emdirilmis olan
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elektrolitlerin pKa degerinin degisimi prensibine dayanir. A¢iga ¢ikan H+ iyonlari
pH’y1 diisiiriir, bu da brom timol mavisinin, maviden sartya renk degistirmesine
neden olur. idrarda protein ve keton cisimlerinin varliginda ve de dehidratasyonda
idrar dansitesi artar. Diabetes Incipitus, renal yetmezlik, hiperkalsemi ve hipokalemi
diistik dansiteye neden olabilir [29,31].

53.2 pH

Normal diyetle beslenen yetiskin bir insanin idrar pH’s1 5-6 civarindadir. Normal

idrar pH’s1 4.8 - 7.4 arasinda degisebilir [30].

pH’n Glglilmesi, bobrek enfeksiyonlari, taslari ve bazi ilaglarin etkilerinin izlenmesi

igin gereklidir [22,31].

2 saatten fazla bekletilen idrarda amonyak olusumu sonucu pH artar. Proteinden
zengin beslenme, uyku, metabolik asidoz, respiratuar asidoz, diyare ve dehidratasyon
asidik idrar olusumuna neden olan faktorlerdir. Bikarbonat alinimi, meyve ve
sebzelerle tek tarafli beslenme, iiriner enfeksiyon, metabolik alkaloz, respiratuvar
alkaloz, renal hastalik gibi nedenler de bazik idrar olusumuna neden olabilir
[22,29,31]
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6. DENEYSEL KISIM

6.1 Kimyasallar ve Araglar

Pellet halinde NaOH (pellets pure, min. 97 %) Merck’den (Merck KGaA, 64271
Darmstadt, Germany ), Orotik Asit ( 298 %, titration, anhydrous) Sigma’dan
(Switzerland) ve C-18 kat1 faz ekstraksiyon kartuglar1 Waters-Millipore’dan temin

edildi. Kullanilan kuvvetli asit katyon degistirici re¢ine Marathon C (Dowex, Italia).

Kat1 kimyasallarin tartimlar1 virgiilden sonra dordiincii haneye kadar tartim yapabilen
Radwag marka elektronik hassas terazide (Radwag 26-600 Radom, Bracka 28 Street,
Poland) yapildi.

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

saflagtirma sisteminden edinilmistir.

6.2 Kullanmilan Kromatografi Sistemi

Bu ¢alismada DIONEX ICS-3000 (Dionex Corporation, USA) Iyon Kromatografi
Sistemi kullanilmistir. Bu sistem, DP-1 ¢iftli pompa (¢aligmada isocratic pompa
kullanild1), tek ve c¢ift pompa sistemlerine uygun EG-2 eluent iireteg, DC-2
Dedektor-Kromatografi Modiilii ve otomatik oOrnekleyici AS  kisimlarindan
olugmaktadir. Otodrnekleyicinin 6rnek alma hacmi 25 pL, sample loop hacmi 10 pL
dir. Eluent iirete¢ kartusu, RFIC-Eluent gaz giderici ve devamli rejenere olan anyon
tuzak kolonu CR-ATC kisimlarim iceren EG-2 eluent iireteci istenilen zamanda
istenilen konsantrasyonda NaOH’i hazirlayarak eluenti kolona gazi giderilmis ve
anyonlardan armdirilmig olarak verir. DC-2 modiiliinde kromatografik ayirim
boliimiinde RFIC TM IonPac® AS20 Analitik (2 X 250 mm) anyon degistirici kolon
ve on-koruma kolonu RFIC TM IonPac® AG20 Guard (2 X 50 mm) ile dedektor
boliminde ASRS ULTRA 11-2 mm supresor ile CD iletkenlik dedektori
bulunmaktadir. AS20 kolonunun reginesi 7,5 um partikiil capinda, fonksiyonel grubu
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kuaterner amonyum grubu olan divinilbenzen ile g¢apraz-bagli siipermakropordz
polivinilbenzil amonyum polimeridir. AS20, polarize olabilen anyonlar1 kisa siirede
ayirabilen hidroksit secici bir anyon degistirici kolondur. AG20 ise 11 pm partikiil
capinda regine bilesimi mikropordz polivinilbenzen ve fonksiyonel grubu kuaterner
amonyum grubu olan, kolonun 6n kismina takilan ve kolonun kirlenmesini 6nleyen
koruyucu (Guard) kolondur. AG20 mikroporéz yapili oldugundan uzun siire
optimum performans gostermektedir. Dedektor olarak CD iletkenlik dedektorii ve

supresor olarak da kendini rejenere edebilen ASRS ULTRA 11 2 mm kullanilmistir.

6.3 Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Yaklasik olarak 0,0252 g orotik asitin UP su ile 250 mL’lik balonjojede ¢oziilmesiyle
100,8 mg/L’lik orotik asit stok ¢dzeltisi hazirlandi. 1M NaOH c¢ozeltisi DI su ile

glinliik olarak hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltiler 4 °C ‘de muhafaza edildi.

6.4 On Denemeler

Iyon Kromatografi metoduyla kompleks matriksli drneklerde analizler, yiiksek zemin
cevabir nedeniyle zordur. Ciinkii matriksten gelebilecek pikler orotik asit piki ile
karisabilir. Ayrica matriksin sisteme verebilecegi kalict hasarlardan (kolon, dedektor
ve ara baglantilarda tikanma gibi) kagmmak ic¢in idrar gibi kompleks matriksli
ornekler kromatografi cihazina verilmeden dnce miimkiin olabildigince temizlenmeli
ve ayni zamanda da temizleme asamalarinda tayini hedeflenen maddenin
konsantrasyonunun azalmamasina dikkat edilmelidir. Bu nedenle idrar temizleme
prosediirii olusturabilmek amaciyla ¢alismalarimizin baslangicinda 6n denemeler

yapilmugtir.

Bu amagla, Alumina ve silika kartuslar hazirlanarak 1pg/L orotik asit ¢ozeltisi 1-2
mL/dk hizla bu kartuslardan gecirildi. Yapilan denemeler sonunda orotik asitin
alumina ve silika kartuslarda 6nemli derecede (=% 97) tutundugu bulundu.
Sirastyla %5°lik formik asit ve 0,05, 0,1, 0,5 ve 1M NaOH cozeltileri ile kartuslardan
geri alinmasi denendi ancak eluent ¢ozeltileri ile de yeterince geri alinamadigi (= %
7-12) goriildi. Bu nedenle idrar temizleme islemlerinde alumina ve silika kartuslar

kullanilmadi.
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Iki adet 10 mg/L orotik asit standart ¢ozeltileri -20 °C’de bir gece bekletildi.
Dondurulan ¢ozeltilerden biri oda sicakliginda ¢oziiliirken digeri 70 °C sicakliktaki
su banyosunda ¢oziliip oda sicakligina getirildi. Cozeltiler 0,2 mikron PES
filtrelerden gecirilerek iyon kromatografi sisteminde analiz edildi. Geri kazanimlar

sirasiyla; % 94 ve % 97 olarak belirlendi.

C-18 kat1 faz ekstraksiyon kartuslarinin hangi pH’larda kullanilmasinin orotik asit
tayini i¢in uygun oldugunu belirlemek i¢in pH’lar1 1, 2, 3, 4, 8, 9, 10, 11 ve 12 olan 1
mg/L orotik asit ¢ozeltileri hazirlandi. Farkli pH’lardaki bu ¢ozeltiler 1-2 mL/dk
hizla C-18 SPE kartuslardan gegirilerek orotik asit miktarlari tayin edildi. Efluent

cozeltilerindeki orotik asit miktarlar Sekil 6.1’de % geri kazanim olarak verilmistir.

99,32

97,19
96,13

93,83
92,54 93,25

90,75
89,38

87,60 87,12

%Geri kazanim

1 2 3 4 5 8 9 10 11 12
¢6zelti pH'si

Sekil 6.1: Farkli pH’lardaki 1pg/L orotik asit ¢ozeltisinin C18 kartustan
gecirilmesiyle elde edilen geri kazanimlar.

Idrar temizleme prosediirlerinde, protonlanabilen amin gruplarini elimine etmek igin
genellikle katyon degistirici recineler kullanilir [32]. Calismalarimizda da katyon
degistirici  reginelerin  kullamimimin  orotik  asit  tayinine  uygulanip
uygulanamayacagini arastirmak amaciyla sismis kuvvetli katyon degistirici regine
0,2 mg/L orotik asit standart ¢ozeltisiyle 20 dk muamele edildi ve orotik asit tayin
edildi (% 95). Elde edilen sonuglardan orotik asitin kuvvetli katyon degistiricide
tutunmadigi belirlendigi i¢in temizleme prosediiriinlin bir asamasinda kullanilmasina

karar verildi.
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6.5 Metot Gelistirme ve Optimizasyon

6.5.1. idrar 6rneklerinin analize hazir hale getirilmesi

Orotik asidiiri hastalig1 teshis edilmis erkek ¢ocugundan (goniillii) alinan idrar 6rnegi
-20 °C’da donduruldu ve analiz edilene kadar bu sekilde saklandi. 70 °C’deki su
banyosunda ¢oziildii ve oda sicakligina gelmesi igin bekletildi. 12,250xg’de 40
dakika santrifiij edildi ve 0,2 mikron PES filtreden gecirildi. Filtrelenen 6rnekler
1:250 ve 1:100 oraninda UP su ile seyreltildi. 5 mL seyreltilmis 6rnek yaklasik
olarak 1,4 g sismis kuvvetli katyon degistirici regine ile 20 dk muamele edildi. NaOH
cozeltisi ile pH’lar1 yaklasik olarak 10’a ayarlanan ornekler C-18 kati faz
ekstraksiyon kartusundan 1-2 mL/dk hizla gegirilerek topland: ve tekrar 0,2 mikron
PES filtreden gegirildi. Cesitli yontemlerle iyon kromatografi-kondiiktivite dedektor
ile eluent konsantrasyonu 60 mM NaOH, supresor akimi 38 mA, kolon sicakligi 30
°C, dedektor hiicre sicaklign 35 °C, akis hiz1 0,250 mL/dk ve sample loop hacminin
100 pL oldugu 60 mM isoc yontemi ile analiz edildi. 1:250 seyreltme oraninda

alinan kromatogramlar Sekil 6.5 de goriilmektedir.

6,00

ps

5,00+

4,00+

OA
3,00+

2,00

1,00

| min
0,00+
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 15,0

a

Sekil 6.2: 1:250 seyreltilmis patalojik idrar numunesinin a) 80 mM isoc b) 70 mM
isoc ¢) 60 mM isoc alinan kromatogramlar (tR sirasiyla; 6,2, 6,4, 8,5 dk).
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c
Sekil 6.2 (devam) : 1:250 seyreltilmis patalojik idrar numunesinin a) 80 mM isoc
b) 70 mM isoc ¢) 60 mM isoc alinan kromatogramlar (tR
sirastyla; 6,2, 6,4, 8,5 dk).
1:250 seyreltilmis Orneklerden alinan kromatogramlarda orotik asit piklerinin

belirgin olmadig1 goriildii. Bu nedenle ayn1 denemeler 1:100 seyreltme orani i¢in 60

mM isoc yontemi ile yapildi (Sekil 6.3).
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Sekil 6.3: 1:100 seyreltilmis patalojik idrar numunesinin a) 80mM NaOH izoc b)
70 mM izoc ¢) 60 mM izoc d) 50 mM isoc yontemleriyle alinan
kromatogramlar (tg sirasiyla; 6,1, 6,9, 8,1, 10,0 dk).
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Sekil 6.3 (devam) : 1:100 seyreltilmis patalojik idrar numunesinin a) 80mM NaOH
izoc b) 70 mM izoc c¢) 60 mM izoc d) 50 mM isoc
yontemleriyle alinan kromatogramlar1 (tg sirasiyla; 6,1, 6,9,
8,1, 10,0 dk).
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1:100 seyreltme oranimin orotik asit tayini i¢in uygun oldugu ve en dogru analizin
eluent olarak 60 mM isoc yonteminin kullanildig: sartlar oldugu bulundu. Orotik asit
pikinin yerini belirlemek amaciyla ayni idrar 6rnegine OA standardi ilave edildi ve

kromatogrami alind1 (Sekil 6.4).

9‘_ OA

pS

2] u

AT T T T T T 1

L L L R R
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
min

Sekil 6.4 : 1:100 seyreltilmis patalojik idrar (siyah kromatogram) ve OA standardi
eklendikten sonra ayni idrar Orneginin kromatogramlari (kirmizi
kromatogram).

6.5.2 Kreatinin olciimii

Hasta ve saglikli insandan toplanan idrar 6rneklerinde kreatinin degerleri Istanbul
Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Merkez
Laboratuvari’nda P800 Modular (Roche-Hitachi, Manheim/Germany) kullanilarak,
ticari kit ile analiz edildi. Yontemin temeli Jaffe reaksiyonu ile Folin metoduna
dayanmaktadir. Saglikli ve hasta idrarlarindaki kreatinin seviyeleri sirasiyla 8.5
mg/dL ve 88 mg/dL olarak oOlgiildii. Calismada OA konsantrasyonlar1 idrardaki

kreatinin konsantrasyonlari ile oranlanarak verildi (umol/mmol kreatinin).
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6.6 Kalibrasyon Grafigi

10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 pg/L orotik asit standart ¢6zeltilerinin 60 mM NaOH
eluent kullamilarak alinan kromatogramlar: ve 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500,
5000 ve 10000 pg/L orotik asit standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi Sekil 6.5°de

verilmistir.

6.0 -

1 A

5,5 OA —B

1 —c

5,0 D

1 —E

454 —F

4,0 e
w» 35-
23 ]
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0

O ~ T T T T T 1
2000 4000 6000 8000 10000 12000

ug/L

Sekil 6.5 : a) 10 — 1000 pg/L orotik asit standart ¢ozeltilerinin 60mM NaOH
eluenti ile alinan kromatogramlarz; b) 10 — 10000 ug/L kalibrasyon
egrisi (R?=0,9994).
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6.7 Geri Kazanma ve Tekrarlanabilirlik Calismalari

100 mg/L standart orotik asit ¢ozeltisinden 300 uL ve 500 pL alinarak saglikli
insandan alinan idrar 6rnegi ile 10’ar mL’ye tamamland: ve ¢alkalandi. Bir gece - 20
°C’de dondurulduktan sonra 70 °C’deki su banyosunda ¢oziildii. Oda sicakligina
gelmesi icin bekletildi. Oda sicakligina gelen spike yapilmis idrar 6rnekleri daha
once santrifiij i¢in optimize edilen kosullar olan 12,250 g ve 40 dk’da santrifiij
yapildi. Santrifiij yapilan idrar ornekleri steril siringa yardimiyla 0,2 mikron PES
filtreden gecirildi. Orneklerden 1000 pl alinarak 10 mL’ye UP su ile seyreltildi.
Homojen olana kadar calkalandi. Ayni islemler spike yapilmamis idrar orneklerine
de uygulandi. 3 mg/L ve 5 mg/L spike yapilmis idrar drnekleri 1:10 seyreltildi. 1:10
seyrelme hesaba katildiginda spike konsantrasyonu 300 pg/L ve 500 pg/L olan idrar
ornekleri, 10 mL kapakli tiip i¢ine alindi. Sismis kuvvetli katyon degistirici regine
stizgec kagidi yardimiyla fazla sudan uzaklastirildi ve 6rneklerin bulundugu her bir
tiipe yaklasik olarak 2,8 g recine eklendi. 20 dk calkalanarak muamele edildi. Bir kez
daha filtreden gecirilen 6rneklerden 7 mL alimarak NaOH ¢ozeltisi ile pH yaklasik
olarak 10’a yiikseltildi. Ornekler C-18 kat1 faz ekstraksiyon kartusundan 1-2 mL/dk
hizla gegirilerek toplandi. Hazirlanan 6rnekler eluet konsantrasyonu 60 mM NaOH,
supresor akimi 38 mA, kolon sicakligi 30 °C, dedektdr hiicre sicakhigr 35 °C, akis
hiz1 0,250 mL/dk ve sample loop hacminin 100 uL kromatografi sartlarinda analiz
edilmek tizere IC cihazina verildi. Geri kazanim sirasiyla % 86,74 ve % 90,73 olarak
hesaplandi. Cizelge 6.1°de farkli konsantrasyonlardaki OA standart ¢ozeltilerinin

geri kazanim ¢alismalarinin sonuglar verilmistir.

Hasta idrarinda 47,55 pmol/mmol kreatinin orotik asit bulundu. Yoéntem i¢in LOD
degeri 32 nmol/L ve LOQ degeri ise 106,77 nmol/L olarak hesaplandi.

Tekrarlanabilirlik ¢alismalart igin ise 100 mg/L orotik asit standart ¢dzeltisinden 500
pL ve 250 pL alinarak 25’er mL’ye UP su ile tamamlanarak 0,5 mg/L ve 1 mg/L
konsantrasyonlarina seyreltildi. Bu ¢ozeltiler PES filtreden gegirilerek 60 mM isoc
yontemi kullanilarak IC ile analiz edildi. Bu ¢alisma giinler arasi karsilastirilmalar
yapilabilmesi i¢in alt1 giin tekrarlandi. Alinan sonuglar giin-i¢i ve giinler-aras1 %RSD
degerlerinin hesaplanmasi i¢in kullanildi. Cizelge 6.2°de tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
icin hazirlanan 0.5 mgL‘1 ve 1.0 mgL™ OA standart ¢ozeltilerinin giin-i¢i ve giinler-

aras1 % RSD degerleri verilmistir.
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Cizelge 6.1 Farkli konsantrasyonlardaki OA standart ¢ozeltilerinin % geri

kazanim ve % RSD degerleri.

Farkh konsantrasyonlarda OA geri kazanimi

Eklenen

5 mg/L

3 mg/L

Bulunan % Geri kazanim %RSD
4,53 mg/L 90,73 1,54
2,60 mg/L 86,74 0,61

Cizelge 6.2 : Tekrarlanabilirlik ¢calismasi i¢in hazirlanan 0.5 mgL'1 ve 1.0 mgL"

! OA standart ¢ozeltilerinin giin-i¢ci ve glinler- arasi %RSD
degerleri.

Ortalama

Giln igi RSD
(%, n=6)

Glnler arasi
RSD (%, n=6)

0.5 mgL™ OA 1.0 mgL™ OA

Alikkonma Pik alani Alikonma Pik alani
zamani (dk) (WS dk) zamani (dk) (WS dk)
8.067 0.478 8.032 0.952
0.097 0.826 0.099 3.804
0.06 0.25 0.066 0.254
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7. SONUCLAR VE TARTISMA

Insan idrarinda yapilan analizlerle orotik asidin tayini 6zellikle kalitimsal bazi
rahatsizliklarin teshisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica basta karaciger olmak
lizere kanserojen yapilarin ilerlemesi ile idrardaki orotik asit miktarinin baglantisi
vardir. Bu nedenle bir¢ok rahatsizligin erken teshisinde idrardaki orotik asit

miktarinin dogru ve hizli 6l¢iimii 6nemlidir.

Bu ¢alismada, insan idrarinda orotik asit tayini i¢in giivenilir, hizli ve basit bir
kromatografik yontem gelistirilmistir. Literatiirdeki diger kromatografik yontemlerle
kiyaslandiginda gelistirilen yontem uzun 6rnek hazirlama ya da matrix temizleme
islemlerine ihtiyag duymaz. Ayrica mobil faz olarak organik ¢oziicii igermediginden
atiklar ¢cevreye zararh degildir. Gelistirilen yontem, kolay olmasi, yiiksek hassasiyete
sahip olmasi1 ve dogruluk acisindan avantajlara sahiptir. Metod insan idrarinda orotik

asidin rutin klinik analizleri i¢in uygundur.

Caligmada gradient ve izokritik eliisyon kullanilan farkli kromatografik sartlar
denenmistir. Kromatografik sartlar en iyi ayrimin gézlenebildigi ve en kisa siirede
cevap veren analiz gergeklestirilene kadar gelistirilmistir. Sonug olarak eluent
konsantrasyonu 60 mM, supresor akimi 38 mA, kolon sicakligi 30 °C, dedektor hiicre
sicaklig 35 °C, akis hiz1 0,250 mL/dk ve sample loop hacminin 100 pL oldugu isoc
60 mM ydntemi en uygun method olarak belirlenmistir. Bu yontem ile patalojik
idrarda kantitatif analizler yapilmistir. Hesaplanan sonuglar patalojik idrar 6rneginde
orotik asit miktarinin 47,55 pmol/mmol kreatinin oldugunu gostermistir. Saglikli
insanlardan alindan idrar 6rnkelerinde ise degerler degismekle birlikte ortalama
olarak 0,67 umol/mmol kreatinin civarinda bulunmustur. Bu yontemin
avantajlarindan biri de 1:100 seyrelme uygulandiginda dahi anlamli sonuglar elde
edilmektedir. Bu da kii¢lik miktarlardaki idrar 6rnekleriyle bile ¢alisilabilme

olanagini saglamaktadir.
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