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IYON KROMATOGRAFI KULLANARAK CESITLI ORNEKLERDE
PERKLORAT ANALIZI

OZET

Perklorat bulundugu su ve besinlerle viicuda giris yapabilir. Suda kolaylikla
¢Oziindiigl i¢in mide ve bagirsaklara ¢ok hizli gecis yapar ve buradan kan dolasimina
katilir. Kan dolagimi yoluyla viicudun biitiin boliimlerine taginir. Pek c¢ok i¢ organ
(6rnegin; tiroid, meme dokusu ve tiikiirik bezleri) kan dolasimindan perkloratin
nispeten biiyiikk miktarini alir. Kandan bobreklere gecen perklorat daha sonra idrarla
birakilir. Insanlarda perklorat toksisitesi icin temel hedef organ tiroid bezidir.

Peklorat anyonu tiroid bezlerinin sodyum iyodiir simporter (NIS) proteini tarafindan
iyodiir alimimni yarigmalt olarak inhibe eder ve ¢ok yiliksek diizeyde, metabolik
aktivite igin gerekli iki iyot hormonunun [triiyodotironin(Ts) ve tiroksin(T4)]
{iretimini engelleyebilir. Iyot tiroid hormonlarmin sentezi igin bir yap1 blogu olarak
gereklidir. Kana birakilan tiroid hormonlar1 baz1 viicut fonksiyonlarin1 diizenler.
Uzun siire perklorata maruz kalan insanlarda tiroid hormanlarini azaltict etkisi
oldugu sdylenmektedir. Tibbi olarak hipotiroidizm adi verilen bu durumda, kandaki
tiroid hormonlarinin daha diisiik miktar1 hipofiz hormonlarinda artmaya sebep olur
ve boylece tiroid bezlerinde bir biiylime meydana gelir. Tibbi olarak bu duruma guatr
denir. Fetuslar ve bebekler perklorat maruziyetine karsi, noral beyin ve iskelet olarak
kismen risk altindadirlar. Hamile ve emziren kadinlar perklorati plasental ve meme
NIS sistemi tarafindan sirasiyla transfer ederler.

Perklorat su ve siit, baz1 yiyecek orneklerinde bulunmustur. Baz: bitkilerde, 6zellikle
lifli sebzelerde yiiksek miktarda perklorat bulunmustur. Bitkiler perklorat iceren su
ile sulandiginda, bitkinin yapraklarindan su buharlastifinda geriye perklorat kalir.
Inekler perklorat iceren yemleri yiyebilir ve perklorat siitlerine gegebilir. Bunlara ek
olarak, roket iiretim ya da test alaninin yakininda yasayan, yapiminda galisan kisiler
veya havai fisekler, diger fisek ve patlayici tiirlerinin yapildigi tesislerde g¢alisan
kisiler icin bu alanlar potansiyel perklorat kaynagidir. Uretim ve askeri tesislerde
perklorat yer alt1 ve yilizey sularina sizinti ile bulasabilir. Bu alanlarda perklorata
maruz kalinabilir.

Siit insan saglig1 acisindan 6zellikle yeni dogan ve ¢ocuklar i¢in ¢ok dnemli oldugu
bilinir, ¢linkii perkloratin tespit edildigi tiroid bezleri beyin gelisiminde c¢ok
onemlidir. Bu calismada siit Orneklerinde tespit edilebilir miktarda perklorat
bulunmustur. Perkloratin temel kaynagi olarak, sigirlarin beslendigi yem ve su
kaynaklar1 goriilebilir. Tiirkiye de su 6rneklerinde perklorat kirliligini 6l¢gmek igin
cesitli su ornekleri (havuz, musluk, yiizey suyu) analizlendi. Bu 6rneklerde ya ¢ok
diisiik miktarlarda tespit edilmis ya da hi¢ tespit edilememistir. Calismamiz su
orneklerinde perklorat kirliliginin ¢ok yaygin olmadigini géstermektedir.
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ANALYSIS OF PERCHLORATE IN VARIOUS SAMPLE USING ION
CHROMATOGRAPHY

SUMMARY

Perchlorates can enter the body after you have swallowed food or water containing
them. Since they easily dissolve in water, they quickly pass through the stomach and
intestines and enter the bloodstream. The bloodstream carries perchlorate to all parts
of the body. A few internal organs (for example, the thyroid, breast tissue, and
salivary glands) can take up relatively large amounts of perchlorate from the
bloodstream. The main target organ for perchlorate toxicity in humans is the thyroid
gland.

Perchlorate anion (ClO4") competitively inhibits iodide uptake by the thyroid gland’s
sodium-iodide symporter (NIS) protein and, at high levels, may disrupt production of
two iodine hormones [trilodothyronine (T3) and thyroxine (T4)] essential for
metabolic activity. lodine is required as a building block for the synthesis of thyroid
hormone. Thyroid hormones regulate certain body functions after they are released
into the blood. Although not demonstrated in humans, it is anticipated that people
exposed to excessive amounts of perchlorate for a long time may develop a
decreased production of thyroid hormones. The medical name for this condition is
hypothyroidism. In hypothyroidism, the lower amounts of thyroid hormones in blood
cause increases in pituitary hormones that can lead to an increase in the size of the
thyroid gland. The medical name for this condition is goiter. Perchlorates have been
found in food, water samples and milk. Some plants, especially leafy green
vegetables, have been found to have elevated levels of perchlorate. When water
containing perchlorate is used to irrigate the plants, perchlorate is left behind when
water evaporates from the leaves of the plants. Cows may eat fodder containing
perchlorate and pass them on in their milk. Additional potential sources of
perchlorate may be found if you live near a rocket manufacturing or testing facility,
if you live near or work at a factory where they are made, or if you live near a factory
that makes fireworks, flares, or other explosive devices. Production and military
facilities have contaminated ground and surface waters through leaching,seepage,
and improper disposal of material past its shelf life. It is universally known that milk
is important for human health, especially for infants and children because the thyroid
hormone is essential for the development of the brain detected perchlorate.

The study showed that detectable perchlorate was present in milk samples. The main
source of perchlorate in milk may be forage and water that are fed to the cattle. The
perchlorate in various water samples (pool,surface,tap water etc.) were also analyzed
to assess the perchlorate pollution in Turkey water samples were investigated.
Consequently, there is no or low concentration of perchlorate in analyzed water
samples. Our study showed that water samples have not been extensively polluted by
perchlorate.
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1. GIRIS

Iyon kromatografisi (IC), hassasiyeti, perklorat1 diger iyonlardan ayirma kabiliyeti ve
bircok laboratuarda bulunabilme o6zelliklerinden dolay1 perklorat tayini ig¢in en
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir (Tian ve dig., 2004). Iyon-degistirme
kromatografi (IC) ¢cogu zaman iyon kromatografi olarak kisaltilir. Iyon degistirici
recinelerin kullanimina dayanan iyonlarin ayrilmasi ve tayini i¢cin modern ve etkili
bir yoéntemdir. Iyon-degistirme olaylari, ¢ozeltideki iyonlar ile ¢éziinmeyen, yiiksek
molekiil agirlikl bir katinin yiizeyindeki benzer isaretli iyonlar arasindaki degistirme
dengesi temeline dayanmaktadir (Destanoglu, 2009). Bu c¢alismada kullanilan
Dionex ICS-3000 cihazi, verimi, iiretkenligi ve Oncesine gore on kat daha yiiksek
performansi ile gelismis bir sistemdir. Bu sistemde ayni anda iki analiz tek bir
otodrnekleyiciden tek bir uygulama ile yapilabilir. Ayrica pompa hem isokratik hem
de gradient olarak calisabilir. Dual sistemlerde iiretimlilik, esneklik, hassasiyet ve
secicilik artar ve ekonomik avantajlar 6nemli 6l¢lide goze carpar (Dionex Ref. Lib.,
2007). Insan dahil tiim canhlar yasamak i¢in mutlak suretle suya ihtiyac
duymaktadirlar. Ihtiyag karsilanirken sularm belli bir asgari kaliteyi saglamasi
gerekmektedir. Igme sularinda yaygin anorganik anyonlarin tayini IC nin diinyada en
onemli uygulamalarindan birisidir (Dionex Corporation, 2004). igme sularinda IC ile
analizler musluk yiizey ve havuz sularina gore daha kolay yapilabilmektedir. Ciinkii
matriksteki asir1 anyon konsantrasyonlarinda eser anyonlarin analizleri zorlasir. Bu
ylizden bu su oOrneklerinde perklorat analizi i¢in Oncelikle ortamdan katyonlar
kuvvetli katyon degistirici regine ile uzaklastirilmaya ¢alisilmistir. Yiizey musluk ve
havuz suyu Orneklerinde oldugu gibi siit orneklerininde de bazi anyonlarin IC
analizleri dogrudan yapilamamaktadir. Siitiin matriksinde bulunan proteinler,
karbonhidratlar, yaglar, mineraller ve diger tuzlar gibi bilesenler iletkenlik degerini
arttirarak eser perklorat anyonu analizini 6nemli 6l¢iide engellemektedirler. Bunun
icin Oncelikle proteinler ve katyonlar ortamdan uzaklastirildiktan sonra siitiin diger
bilesenlerinin elimine etmek amaciyla ekstraksiyon caligsmalar1 yapilmistir (Kirk ve

dig., 2003).



Yeni dogan bebeklerin ve ¢ocuklarin en fazla tiikettigi besin maddesi olan siitte NIS
inhibitorleri ile iyodiir anyonlarinin analizleri genel toplum saglig1 agisindan hassas
bir konudur. Cilinkii NIS, kandan tiroid bezine iyodiir yerine inhibitorleri tagidiginda
tiroid hormonlarin iiretimini azaltarak bebeklerde ve cocuklarda zamanla zeka,
gelisim ve biiylime gibi baz1 sorunlar ortaya ¢ikar (Blasini ve dig., 2007). Matriksteki
anyonlarin konsantrasyonlarin yiiksek olmasi ile olusan girisimin yani sira
kromatografi kolonomuzda c¢ok yakin hatta ayn1 alikonma zamanlarinda ¢ikabilen
anyonlarinda ayrimi i¢in ICS-3000 iyon kromatografi cihazinda optimizasyon

calismalar1 yapilmistir.



2. TEORIK KISIM

2.1 Kromatografi

Kimyasal bilesik karisimlarini ayirmak ve aritmak igin, analitik kimyacilarin
kullandiklar1 iki teknik vardir: damitma ve kromatografi. Damitma, farkli
sicakliklarda kaynayan bilesikleri ayirir. Ne var ki, birgok karigimin bilesenleri
(6zellikle biyolojik ornekler), 1sitildiklar1 zaman bozulurlar; bazilart ayni sicaklikta
kaynar; bir bolimii de ¢ok kiigiik miktarlarda bulunur. Bu nedenle, karisimlarin,
stvilardaki ¢oziiniirliklerinden ya da kati maddelerin yiizeylerine tutunma
farkliliklarindan yararlanarak ayrilmasimi saglayan kromatografi gelistirilmistir. Tlk
kromatografi yontemleri, 6teki yontemlerle ¢oziimlenmesi gili¢ ya da olanaksiz olan
karmagik dogal iiriinlerin incelenmesi i¢in gelistirildi. XIX. ylizy1l ortalarinda seker
cozeltileri, komiir tabakalarindan siiziilerek aritiliyordu (bu da, temelde bir
kromatografi yontemidir). XIX. yiizyil sonlarinda Amerikali D. T. Day, ham petrolii
bir kil (Fuller topragi) siitunundan gecirerek, cesitli boliimlerine ayirdi. 1903 yilinda
Rus botanik¢isi M. Tsvett, yapraklardan ¢ikarilan ¢esitli boya maddelerini bir
kalsiyum karbonat siitunundan gecirerek, ¢esitli renklerdeki bdliimlere ayirdi.
Boylece teknik, adini, yunanca renk anlamina gelen ‘chroma’ ile aldi (Tian ve dig.,

2004).

2.1.1 Kromatografinin genel tanimi

Kromatografi kompleks karigimlarda bulunan birbirine yakin 6zellikteki maddeleri
ayirmak i¢in kullanilan birgok yontemi igerir; bu ayirmalarin cogu baska yontemlerle
yapilamamaktadir. Biitiin kromatografik ayirmalarda numune gaz, sivi veya bir
stiperkritik akiskani olan hareketli faz ile tasinir. Bu hareketli faz bir kolonda veya
bir kati yiizeyde sabitlestirilmis kendisi ile karismayan bir durgun faz icinden
geemeye zorlanir. Bu iki faz numunenin bilesenlerinin hareketli ve durgun fazlarda
farkli oranlarda dagilacagi sekilde secilir. Durgun faz tarafindan kuvvetli tutulan
numune bilesenleri, hareketli fazin akisiyla ¢cok yavas hareket ederler. Bu hareket

hizlarmin farklili§i sonucu, numune bilesenleri birbirlerinden kalitatif ve/veya



kantitatif olarak analizlenebilen farkli bantlar veya bolgeler seklinde ayrilirlar (Sahin
ve dig., 2005).

2.1.2 Kromatografinin ilkeleri

Kromatografi, bir hareketli, tasiyic1 faz (bir siv1 ya da bir gaz), ile bir hareketsiz sivi
ya da kat1 faz arasinda, karisimin bilesenlerinin ayrilmasidir. Kromatografi siirecinde
ornek karigimini tagimada kullanilan hareketli faz, ya bununla karigsmayan bir baska
fazdan ya da hareketsiz kalan bir tutunma yiizeyinden gegirilir.
Karisimdaki ¢esitli kimyasal bilesenler, hareketli fazdan hareketsiz faza ve yeniden
hareketli faza gecerler. Gegis yolu boyunca bu islem bir¢ok kez yinelenir. Karigimi
olusturan maddeler arasinda ¢oziinebilirlik ya da ylizeye tutunma farkliliklart oldugu
icin, daha ¢oziiniir ya da yiizeye daha ¢ok tutunabilir olanlar, daha az ¢oziiniir ya da
daha az tutunabilir olanlardan geri kalacaklardir. Ayirict madde i¢inden yeterli bir
gecis siiresinden sonra, tam bir ayirma saglanmis olur ve karisimdaki cesitli

bilesenler toplanarak belirlenir.

2.1.3 Kromatografik teknikler

Kromatografi kelimesi Yunanca “Chroma” renk ve “Graphein” yazmak
kelimelerinden kaynaklanmistir. Ik defa yirminci yiizyilin baslarinda gozle goriinen,
renkli bitki pigmentlerinin ayrilmasinda kullanilmis bir tekniktir. Kromatografi
farkli bilesiklerin degisken bir sekilde farkli fazlarda dagilmasina dayanir. Bir
duragan faz (stasyoner faz) ve bir de hareketli faz (mobil faz) vardir. Hareketli faz
duragan fazin iizerinden gecer ve ayrilmasi istenen maddeyi de beraberinde stiriikler.
Ayrilacak madde bilesenleri farkli derecede duragan fazla etkilesime girerler.
Duragan fazla etkilesimi fazla olan bilesenler daha agir, etkilesimi az olan bilesenler
ise daha cabuk hareket ettiklerinden bilesenler birbirlerinden ayrilirlar. Bilesiklerin
bilesenlerine ayrilmasinda, duragan faz ile bilesenler arasindaki etkilesimin tabiatina
gore farkli kromatografik yontemler gelistirilmistir (Cizelge 2.1). Bu etkilesim
molekiil biiylikliigiine, polariteye, spesifik baglanma 6zelliklerine veya elektrostatik

¢ekim giicline dayanabilir.



Cizelge 2.1: Duragan faz ile bilesenler arasindaki etkilesime gore kromatografik

yontemler.
Molekiiler Ozellik Kromatografi Yontemi
Polarite Dagilim Kromatografisi
Yiik Iyon Degisim Kromatografisi
Molekiiler afurhk Jel filtrasyon Kromatografisi
Hidrofobik dzellikler Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi
Spesifik molekiil baglama dzellikleri Affinite Kromatografisi

2.2 Iyon-Degistirme Kromatografi (Ion-Exchange Chromatography, IE)

Iyon degisim kromatografisi, modern sivi kromatografi yontemleriyle genis bir
bicimde kullanilan sivi kromatografi yontemlerinden ilkidir. Otomasyon sistemli,
yiiksek ¢Oziintirliiklii iyon degisim kromatografisi 1960 yilindan itibaren amino asit
analizlerinde kullanilmistir. Daha sonra bu teknik yiizlerce farkli fizyolojik bilesigin
(6r: tire ve serum ) 10- 70 saat aras1 siiren analizlerinde kullanilmak iizere kapsami
genislemistir. Ayni tarihlerde protein karisimlarinin analizinde ve ayrilmasinda iyon
degisim kromatografisi yontemleri biyokimyasal platformda ¢ok Onem tasiyordu
(Sekil 2.1). Buna karsin yakin zamana kadar iyon degisim kromatografisi ile yapilan
protein analizi geleneksel diisiik basing sivi kromatografisi yontemlerine gore
yapilmistir.1960” 11 yillarin sonlarindan itibaren sivi kramotagrafisindeki devrim ile
niikleik asit ve bazlar, niikleositler ve zar kaplamali (pelikiiler) iyon degistiricilerde
niikleotitlerin ayrilmasi ve analizi gergeklesmistir. Bazi1 ¢esitli pratik sebeplerden
dolayr diger kromatografik yontemlere gore daha az kullanigh olan iyon degisim
kromatografisi, son zamanlarda iyon c¢ifti kromatografisinin gelisimiyle bazi
geleneksel kullanim alanlarini kaybetmektedir. Buna karsin bazi ayirma problemleri
iyon degisim kromatografisini hala gecerli kilmaktadir. Yeni nesil kolon dolgu
materyalleriyle birlikte yiiksek molekiil agirlikli iyonik 6rneklerin ayrilmasiyla iyon
degisim kromatografisine yeni olanaklar sunulmaktadir. iyon degisim kromatografisi
fonksiyonel grup tasiyan dolgu materyalleriyle yiiriitiliir. Genel tutunma
mekanizmasi sabit fazdaki yiiklii gruplar R ile mobil fazdaki Y iyonlari ile 6rnege

ait X iyonlar1 arasindaki basit iyon degisimidir.

X + RR'Y - Y + R" X" (anyon degisimi) (2.1)



X+ RY - Y + R X (katyon degisimi) (2.2)
Anyon degisim kromatografisi icin, X &rnek iyonu mobil fazdaki Y* iyonu ile iyon
degistirici iizerindeki R* iyonik bolgeleri icin rekabete girer. Ayni sekilde katyon
degisim kromatografisinde X" 6rnek katyonlar1 mobil fazdaki Y™ iyonu ile iyon
degistirici iizerindeki R~ iyonik bélgeleri icin yarisir. Iyon degistiriciyle mobil faz
varliginda zay1f bir etkilesime giren 6rnek iyonlar1 kolonda zay1f bir sekilde tutunup,
cabuk olarak eliisyona ugrar. Daha kuvvetli etkilesime giren 6rnek ise daha geg bir
sirede kolondan ¢ikar. Iyon degisim kromatografisi bazi durumlarda iyonik
bilesenleri ayirmada kullanilsada genellikle organik asit ve bazlarin yani uygun pH’

ta iyon durumundaki bilesenleri ayirir.
HA — H + A B + H — BH’ (2.3)

Asit ve bazlarin iyon degisim kromatografisi sisteminde iyonlasmast mobil fazin
pH’1mnin degisimiyle ayarlanabilir. pH’taki artis asitlerin iyonlagsmasini arttirirken
bazlarin azaltir ve pH degisimindeki azalim durumu tersine cevirir. Iyonlasmadaki
artis her durum i¢in 6rnegin tutulma siiresini arttirir. Stvi kromatografisinde birgok
iyon degistirici, fonksiyonel grup igeren polimerik sabit fazdan olusur. (katyon
degistiriciler icin —SO3 grubu ve anyon degistiriciler igin —N(CHs)3" grubu) Diger
dolgular ise silika ylizeyine organik baglayicilar ile tutunmus fonksiyonel gruplardir.
Her iki durumda iyon degistirici tarafindan tutunma islemi iki sirali prosesin sonucu
sayilabilir:
1. Ornek bilesenlerinin mobil faz ve sabit faz arasinda dagilima,

2. lyonik bolgelerle sabit faz arasindaki reaksiyon.

Ornek tutulumu, her iki prosese de baglidir ve ayirma kontrolii her iki prosesi ayri
etkileyen  deneysel  faktdrler baglaminda  anlasilabilir.  Iyon  degisim
kromatografisinde 6rnegin dagilim ve ayrim: mobil ve sabit fazda var oldugu igin,
iyonik olmayan bilesenler bile iyon degisim kromatografisi kolonlarinda tutulup

ayrilabilir.

2.2.1 Dolgu materyalleri
Bir¢ok farkli iyon degistirici dolgu maddesi, iyon degisim kromatografisinde
kullanilmaktadir. Protein gibi makromolekiillerin ayrilmasinda kullanilan yumusak

materyallerden inorganik iyon ve kiigiik molekiillerin ayrilmasinda kullanilan kati



maddelere kadar iyon degisim kromatografisi uygulamalarinda asagidaki sekillerde
kolon dolgusu kullanilir.

Gozenekli polimerik partikiiller (geleneksel iyon degistirici regineler),

Kimyasal yollu bagh silika bazli filmsi partikiiller (Bonded-Phase Pellicular
particules),

Kimyasal yollu bagh silika bazli gozenekli partikiiller (Bonded-Phase Porous

particules).
% Negatif yiiklii protein
5:4— Pozitif yiikli Tuz ¢ozeltisi ile
protein negatif yiikla
~ . proteinleri elue
Kolona Pozitif yilkli | =" O et (NaCl) @@
Ornegi proteinleri mplu@ 34
yiikle o A
LT °9:
I ON\Y

A

/
Pozitif yiiklii jel yatag

Sekil 2.1: Proteinlerin iyon degisimi ile ayrilmasi.

Gegmiste, gézenekli polimerik partikiiller, amino asit, peptit ve karbonhidratlarin
ayrilmasinda genis bi¢gimde kullanilmistir. Bu dolgular 10 pm c¢apinda,
mikrogozenekli, PS-DVB kopolimeri formunda ve fonksiyonel iyonik grubu
tagimaktadir. Yakin zamana kadar, 1yonik fonksiyonel grubun yoklugunda tiim sabit
fazlar hidrofobik temelde olmustur. (PS, silikon). Protein, niikleik asit ve diger biiyiik
molekiillerin bu tiir iyon degisim kromatografisinde kullaniminda cesitli bilinen
problemler vermigstir. Daha yakin zamanda iri gozenekli silika partikiilleriyle
hidrofilik kaplamalar, biiyiik molekiillerin iyon degisim kromatografisinde hizli
bicimde ayrilmasia olanak saglamistir. Modern iyon degisim dolgu materyalleri,
cesitli partikiil boyutlarinda, seklinde ve fonksiyonlarda bulunur. Bir¢ok farkli iyonik
degistirici iyon degistiricilerde kullanilir, fakat genelde uygulamalar siilfonat veya
trialkil amonyum gruplari ile olur. Bu giiclii anyon ve katyon degistiriciler sirasiyla
SCX (gii¢lii katyon degistirici) veya SAX (giiclii anyon degistirici) etiketini tagir.
Bazen zayif anyon ve katyon degistirici olarak (COO-) karboksilat veya amin (NH)

kullanilir. Diger yer degistirici gruplar sivi kromatografisinde énemli kullanim alani



heniiz bulamamigstir. Tamami polimerik olan iyon degistiriciler suyu i¢ine ¢ekerler
ve sulu mobil faz varliginda siserler. Bagil sisme gozenekliligin ve biiyiik molekiiller
icin iyon degistirme Kkapasitesinin bir gdostergesidir. Sismenin biliyiimesi ile
gozenekler biiylir ve daha biliylik 6rnek molekiilleri partikiil igine girer ve iyon
degisimi gerceklesir. Sismenin derecesi eklenen capraz baglayict DVB miktarina
baglidir ve yiiksek konsantrasyonlarda daha kat1 partikiil olusumu ve boylece daha az
sismeye yol acar. Ayn1 zamanda partikiil dayanikliligi DVB miktarinin artistyla artar.
Geleneksel polimerik iyon degistiriciler % 4-12 DVB igerir ve % 8 ¢apraz bagl
partikiiller en bilinendir. Bagil 6rnek tutulumu ve maksimum 6rnek boyutu kolon
dolgu materyalinin iyon degistirme kapasitesinin artmasiyla artar. Bu partikiil
icindeki Olgiilebilir (titre edilebilir) R+ iyonik gruplarina baghdir, fakat pH’ la
degisir. Dolayisiyla diisitk pH’ da proto eklenmesiyle katyon degistiriciler notralize

olurlar.

H" + R —> RH (2.4)
Yiiksek pH’ da ayn1 sekilde anyon degistiriciler baz ile nétralize olurlar.

R® + OH — R+OH (2.5)

Kuvvetli katyon degistiricilerin iyon degistirme kapasitesi diisik pH’ da sifira
diisecegi i¢in bu dolgular pH 1’in altinda kullanilamazlar. Zayif katyon degistiriciler
pH 6’ nin iizerinde kullanilamazlar. Benzer sekilde giiclii anyon degistiriciler sadece
pH 1’ in altinda g¢alisirken, zayif anyon degistiriciler pH 8 ve altindaki degerler
siirlandirilmistir. Bu etkiler pH’ 1n ug noktalarinda H* ve OH™ iyonlarinin artan
rekabetinin drnek iyonlar1 uzaklastirmasiyla agiklanir. Cizelge 2.2” de yaygin olarak

kullanilan iyon degistirici gruplari goriilmektedir.

Bu sekilden goriilecegi gibi kuvvetli iyon degistiriciler zayif iyon degistiricilere gore
daha genis bir pH araliginda kullanilabilir, bu da kuvvetli degistiricilerin
bilinirliginin sebebini verir. Sonucta genis bir aralikta kuvvetli degistiricilerde

bilesikler ayrilabilir ve daha fazla bilesik basit pH gradyent eliisyonunda ayrilabilir.



Cizelge 2.2 Yaygin olarak kullanilan iyon degistirici gruplari.

lyonik Grup pH Fonksiyonel Grup Karsi
Arahji iyon

ZayitAnyonDegistiriciler
Aminoetil(AE) 2-9 -OCH;CHaMHy" cr
Dietilaminoetil(DEAE) 2-9 -OCHzCHaN"H{CHzCHa)z Ccl
Kuvvetli Anyon Iyon

| Dedistirici
Kuaterneraminoetil{QAE) | 2- 10 OCHzCHzMN"(CzH5)2CHzCH{CQH) | CI

CHs

Zayif Katyon Degistirici
Karboksimetil{CM| 3- 10 -OCH-COQ’ Ma”
Kuwvvetli Katyon

| defistirici
Silfopropil[SP) 2-12 -CHzCHzCH:505 MNa’

2.2.2 Alikonma parametreleri

Kromatografik alikonma, 6rnegin kolona enjekte edildigi noktadan kolon boyunca
ilerleyen bilesigin dedektdrde verdigi maksimum cevap arasindaki zamandir. Bu
zamana alikonma zamani (retantion time, t) denir. Alikonma zaman siirekli faz akis
hiz ile ters orantilidir. Diger bir parametre alikonma hacmidir (V). Alikonma hacmi,
bir bilesenin kolondan ¢ikmasi i¢in gerekli olan eliient miktaridir. Alikonma stiresi
ve stirekli faz akig hizinin ¢arpimina esittir. Akiskanin hizina bagl degildir, ancak

partikiillerin geometrik sekli yani gézenek biiytikliigiine baghdir.

2.2.3 Bant genisligi

Bir kromatografik analiz sirasinda 6rnegin sisteme enjekte edilmesinden sonra kolon
icindeki akigkanin hareketi sirasinda kromatografik piklerin araligi genisler. Daha
bliyiik kolon bant genisligi, belli bir zaman araliginda daha az miktarda bilesenin
ayrismas1 anlamina gelir. Bagka bir deyisle piklerin keskinligi kolon veriminin ne

kadar 1yi oldugunu gosterir. Kolonda bant genislemesi {i¢ ana sebepten kaynaklanir.

1. Kolon i¢inde ilerleyen bir bilesene ait molekiil veya iyonlarin farkli yollar
izlemesi: Bu parametre siirekli fazin akis hizindan bagimsizdir. Kolon dolgu

maddesinin ¢ok kii¢ilik tanecikli olarak alinmasi bu parametrenin etkisini azaltabilir.

2. Fazlar arasindaki kiitle transferi etkisi: Bilesenlerin sabit faz ile hareketli faz
arasinda dagilma dengesine ulagsmasi i¢in belirli bir siireye ihtiya¢ vardir. Eger akis
hiz1 yiiksekse ve 6rnegin kolona gii¢lii bir afinitesi varsa, hareketli fazdaki 6rnek

sabit fazdaki 6rnegin Oniine gegecektir. Bu da dengenin tam olarak kurulamamasina



yani bant genislemesine neden olacaktir. Hareketli faz viskozitesi diistirmek ve kolon

sicakligint arttirmak bu terimin etkisini azaltabilir.

3. Kolonda bilesenlerin yiiksek derisimli bolgelerden diistik derisimli bolgelere dogru
difiizyonla dagilmasi: Ornek konsantrasyonu kolon kenarlarinda kolon merkezinde
oldugundan daha diisiiktiir. Ornek kolon merkezinden disartya dogru difiizlenir. Bu
etki diigiik akis hizlarinda daha da 6nem kazanir. Ayrica bu parametre bilesenlerin
hareketli faz i¢indeki diflizyon katsayilarinin degerleri ile dogru orantili olarak artar.
Hareketli fazin akis hizin1 diistirmek, 6rnegin kolonda daha az zaman harcamasi ve
bu da difiizyonun daha az olmasi demektir. Ayrica sicakligin diisiiriilmesi de bu

etkiyi azaltict yonde etki yapar.

2.2.4 Kolon verimliligi

Bir kromatografik analizde optimum bir ayirma gergeklestirmek yani kolon
veriminin en st seviyede oldugunu gostermek i¢in keskin ve simetrik piklerin eldesi
sarttir. Kolon verimliligi tayin edilirken pik genisligi, teorik tabaka sayisi,
indirgenmis plaka yiiksekligi, secicilik ve ¢oziiniirliik gibi parametreler géz Oniine
aliir. Pikin genisligi, pikin keskinligini ve kolon verimini gdsterir. Bununla beraber
pik genigligi kolonun uzunlugu, akis hizi ve partikiil buytkligi gibi bir¢ok
parametreden etkilenir. Ayn1 kolonda yapilan analizlerde akis hiz1 degistirilebilecek
tek parametre oldugundan, akis hizi kolon verimliliginin en iyi olacagi degerde
segilmelidir. Teorik tabaka sayisi; damitma prosesindeki benzerlikten gelir. Kolonun
hizli c¢aligmasinin 6nemli bir gostergesidir. Elde edilen kromatografik piklerin
keskinligi bir kolonun verimini gésteriyorsa, bu verimin nicel dl¢iisii de teorik tabaka
sayisidir. Tabaka sayist ya da diger adiyla teorik tabaka sayisi N ile gosterilmektedir

ve asagidaki gibi hesaplanir:

N=16x (t/W)? (2.6)
N =554 x (t/W,y)? (2.7)
Burada t; bilesigin alikonma siiresini, W; bilesik pikinin taban genisligini ve W; pik
yiiksekliginin yarisindaki taban genisligini ifade etmektedir. Bir kolonda teorik
tabaka sayist ne kadar yiiksekse kolonun verimi o kadar yiiksek demektir. Kolon
boyu arttikca teorik tabaka sayisinda da artis gdzlenir. Indirgenmis tabaka yiiksekligi;
h ile gosterilir. Kolonun ne kadar hizli ve etkili ¢alistigini gosterir. N ile ters

orantilidir. Bir kolonda N degeri ne kadar biiyiikse yani h degeri ne kadar kiiciikse
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kolonun verimi o kadar yiiksektir. Daha diisiik indirgenmis tabaka ytiksekligi ve daha
fazla teorik tabaka sayisi kisa siirede kromatografik sonuglarin elde edilmesi
demektir. h degerini biiyiiten her etken kolon verimini diisiiriir ve pik genislemesine

neden olur. h degeri asagidaki gibi hesaplanir:

h=(L/Nxdp) (2.8)
burada h; indirgenmis tabaka yiiksekligi, L; kolon boyu ve dp de partikiil ¢apidir.
Secicilik, her bir pikin kapasite oranlar1 veya bunlarin diizenlenmis alikonm a
zamanlarinin  oranidir.  Segicilik  karigimdaki  bilesenlerin  partikiil yiizeyine
adsorplanmasindaki 1ilgisi olarak ifade edilmektedir. Bu parametre kolonun
veriminden bagimsizdir. Sadece bilesenin dogal yapisina, eliient tipine, eliient
bilesimine ve yiizey adsorbansina baglidir. Genellikle iki bilesigin segiciligi 1’ e ne
kadar yakinsa iki pikin birbirinden ayrilmasi o kadar giiglesir. Asagidaki gibi
hesaplanir:

o= tB—1ty/ tra—to (2.9)

Burada tr,B ve tor,A sirasiyla B ve A bilesenlerinin alikonma siirelerini, t ise kolondaki
bosluk hacmi yani kolonla etkilesime girmeden hareketli bir fazin kolondan ¢ikmasi
gerekli olan siireyi ifade etmektedir. Coziiniirliik (ayiricilik, R), kromatografide iki
pikin birbirinden ayrilma derecesine denir. Iki pikin birbirinden ayrildigini kabul
etmek icin R = 1 olmas1 gerekir ve bu ¢oziiniirliik degeri iki bandin birbiri ile % 2
oraninda Ortiistiigli anlamina gelir. Bu deger 1,5 den biiyiik ise pikler tamamen
ayrilmis ve iyi bir ¢oziiniirliikk elde edilmis demektir. Coziiniirliikk asagidaki formdil

ile hesaplanmaktadir:
Ra+1y/q =2 X (tis1 — ti) / (Wi + Wi+1) (2.10)

Burada ti ve ti+1; sirasiyla i ve i+l no’lu bilesenlerin alikonma siireleri, W ise
sirastyla 1 ve i+1 no’lu bilesenler icin elde edilen taban genisliklerini ifade

etmektedir.

2.2.5 Iyon-degistirme dengeleri

Iyon-degistirme olaylari, ¢dzeltideki iyonlar ve ¢dziinmeyen, yiiksek molekiil
agirlikli bir katinin yilizeyindeki 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 recineler ilk

olarak 1930’lu yillarin ortalarinda, su yumusatma, su deiyonizasyonu ve ¢ozelti
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saflagtirllmas1 amaciyla {retildi. Katyon degistirici reginelerin en genel aktif
bolgeleri, kuvetli bir asit olan siilfonik asit (-SO3-H") ve zayif bir asit olan (-COO-
H")’dur. Anyonik iyon degistiriciler, kuvvetli bir baz olan tersiyer amin gruplari (-
N(CH3);'OH") veya daha zayif bir baz olan primer amin gruplarmi (-NH; OH")

icermektedir.

Siilfonik asit tipi bir iyon degistirici, M*" katyonunu iceren bir sulu ¢ozelti ile temas

ettigi zaman, asagidaki gibi gosterilebilen bir yer degistirme dengesi meydana gelir:

XRSOz H" (kat1) + M (¢zelti) <> (RSO3)x M** (katr) + xH" (¢cozelti) (2.12)
Burada, xRSOz H" biiyiik bir polimer molekiiliine tutunmus ¢ok sayidaki siilfonik
asit grubundan bir tanesidir. Benzer sekilde, kuvvetli bazik iyon degistirici, A*

anyonu ile, asagidaki denklemde gosterildigi gibi etkilesebilir:

XRN(CH3)30H" gany + AX (gbzelti) <> [RN(CHz)s IXA* (katr) + XOH (gizery  (2.12)
Kiitle etkilesimi kuralinin iyon-degistirme dengesine uygulamasinin bir Ornegi
olarak, tek yiiklii B+ iyonu ile bir kromatografik kolondaki siilfonik asit reginesi
arasindaki reaksiyonu dikkate alalim. Notral bir ¢ozeltiden, asagidaki reaksiyon

sebebiyle, kolonun bas kisminda, B+ iyonlari tutulur:

RSO3 H" (k) + B* (suda) «» RSO3B" (k) + H*(suda) (2.13)
Burada (k) ve (suda), sistemin bir kati veya suda oldugunu ifade etmektedir.
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. Denge i¢in denge sabiti Kdeg. (2.14)” deki gibi yazilabilir:

[RSO3 B Ik[H " lwsa / [RSOH T[B uusa = Kz (2.14)

Burada [RSOsB*]k ve [RSOsH'lk, B" ve H"”nin Kati fazdaki derisimleridir (en
dogru anlamda aktiviteleridir). Bu ifade yeniden diizenlenirse (2.15) elde edilir.
Eliisyon sirasinda, hidrojen iyonlarinin sulu fazdaki derisimleri, B+ iyonlarinkine
gdre ¢ok daha biiyiiktiir. Ayrica, B" sayis1 yaninda, reginedeki yer degistirme bolgesi
say1s1 ¢ok daha yiiksektir.

[RSO; BT/ [B e = Keeg.[RSOs H T/ [H Juca (2.15)
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Boylece, [H'] suda ve [RSO3H ]k derisimleri Esitlik 2.15 deki kaymalardan fazla
etkilenmez. Bu sebeple [RSOsH'Tk > [RSO3B*]k ve [H']suda >> [B*]suda oldugu

zaman (2.16)’ nin sag tarafi hemen hemen sabittir ve
[RSO3-B+]|( / [B+]suda S K S Cs /Cm (2'16)
yazabiliriz. Burada; K, dagilma katsayisina denk gelen bir sabittir.

Kaeg” in bilyiik oldugu zaman kati1 faz igin B* iyonunu alikoymak igin kuvvetli bir
meyil gdsteriyor demektir. Kgeg” in kiigiik oldugu durumda bunun tersi dogrudur. H*
gibi genel bir referans iyon secerek, verilen bir tipteki recinede farkli iyonlar i¢in
dagilma oranlar1 deneysel olarak karsilastirilabilir. Bu gibi deneyler, ¢ok yiikli
iyonlarin tek yiikli tiirlerine nazaran ¢ok daha kuvvetli tutuldugunu gostermistir.
Ancak, verilen bir yiik grubu icinde goriilen farkliliklar, hidratlagmis iyonun diger
ozellikleri kadar boyutuyla da ilgilidir. Sonug olarak, tipik bir siilfolanmis katyon
degistirici recine i¢in, Kgez degerleri su sirada azalmaktadir: TI">Ag">Cs">Rb" >
K* > NH," > Na" > H* > Li*. iki yiiklii katyonlar icin sira sdyledir: Ba** > Pb®* >
ca?* > Ni* > Cd** > Cu* > Co* > Zn* > Mg*". Anyonlarda, kuvvetli bazik
regineler i¢in Kgez Su sirada azalir: S04% > C,047 > I'>NO3 > Br > Cl' > HCO, >
CH3;CO, > OH > F. Bu sira, baz1 durumlarda reginenin tipine ve reaksiyon

sartlarina bagl oldugundan, sadece bir yaklastirma olarak dikkate alinmalidir.
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3. 1CS-3000 SISTEMIi

Dionex marka ICS-3000 cihazi, verimi, iiretkenligi ve Oncesine gore on kat daha
yiiksek performans1 ile gelistirilmis bir sistemdir. ICS-3000 sistemi biitiin
modiillerinde bilesenlere kolayca ulasilabilmesi i¢in 6zel dizayn edilmistir. Bu
sayede eskiye gore ayarlamalar daha kolay yapilmaktadir. Akis yollarinin kimyasal
olarak inert olmasi sayesinde bu yollar asir1 pH degerlerine dayaniklidir ve hassas
ornekleri metal kirliligine karsi korur. ICS-3000 sistemlerinin komple ¢iftli
calistirilabilme 6zelliginden dolay1 ayri bir cihaz ve otodrnekleyiciye gerek kalmadan
cihaz daha ucuz sekilde giincellenebilir. Yani aym anda iki analiz tek bir
otodrnekleyiciden tek bir uygulama ile yapilabilir. Bu cihazda isokratik pompadan
ultra saf su Eluent Uretici’ye gelir ve burada gradient olarak hidroksit veya
karbonat/bikarbonat mobil faz elde edilir. Ayrica pompa hem isokratik hem de
gradient olarak calisabilir. Yeni ¢ikan zeki otodrnekleyiciler 6rnekleri kromatografik
sisteme sirayla veya eszamanli gonderebilir. Bu sayede 6rnek prekonsantasyonu ve

matriks eliminasyonu essiz bir sekilde basarilir.

Ciftli sistemlerde tretimlilik, esneklik, hassasiyet ve secicilik artar ve ekonomik
avantajlar onemli olgiide goze carpar. Bir otodrnekleyici ile drnekteki anyonlar ve
katyonlar ayni 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
yapici, safsizlik tuzagi ve supprassor kisimlarindan ileri gelir. Ayrica pompa
kisminda da bir modiilde iki pompadan faydalanilabilmektedir. Boylelikle 6rnek
hazirlama, kolon temizligi veya sartlandirma ve reaktif ulastirilmasi siirekli olarak
herhangi bir zamanda yapilabilir. Tiim bunlar g6z 6niine alindiginda bagska bir beng

yerini iggal etmeden ikili ¢aligma ayni1 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 bunlarin da

Omurleri uzundur.
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ICS-3000 EG (Eluent Generator) modiilii RFIC sisteminin kalbidir. Bu modiil ile
eluentleri artik hazirlamaya gerek kalmamistir. Burada UP (Ultra Pure) su ile istege
bagl yiiksek kalitede ve kesin konsantrasyonda eluent hazirlanir. Bu, siradist bir
giiven ve manuel eluent hazirlanmasi ile olusan farkliliklar1 elimine etmeyi saglar.
Tekrarlanabilir sonuglar haftadan haftaya, aydan aya ve laboratuvardan laboratuvara
elde edilir. Ayrica gradient caligmasi ile de Orneklerin ayrilmasmda optimum bir
zaman ayarlanabilir. 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 generator 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 suppressyonu tanitarak modern iyon
kromatografinin kurucusu oldu. Suppresyon arkaplan (background) iletkenligini
azaltirken iyonun yanitini arttirmasi sebebiyle devrim yaratti. Packed-bed kimyasal
suppressyon ile kimyagerler hassasiyet ve secicilik hususunda diisiik pg/L ile mg/L

konsantrasyonlari arasinda ¢alisabilmektedirler.

Dionex, suppressyonun lideri olarak 1981°de oyuk fiber suppressorler iiretti. Bu
suppressorler siirekli yani online ¢alisabilmektedirler. Dionex, 1985’ de
MikroMembran Supprassor (MMS) iiretti. Bunlar dinamik kapasiteye ve gradient
elisyon kullanimmna daha cok izin vermektedirler. 1992°de ise kendini rejenere
edebilen suppressorleri (Self-Regenerating Supprassor (SRS)) otomatik suppressyon
ile tanitti. Bunlar, rejenerant kaynagi olarak elektroliz kullanan korozif

rejenerantlarin hazirlanmasini gerektirmeyen suppressorlerdir.

SRS ULTRA II suppressorii ile Dionex, 2003 te suppressor teknolojisini bir adim
daha o6ne aldi. Bu, ultra diisiik giiriiltli, diisiik ve kararli zemin (background), istiin
dinamik kapasite ve genis dinamik aralik sunar. Yeni gelismeler ile arka basing eski

modellerine gore li¢ kat fazla tolare edilmektedir.
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SRS’ler MMS’lere yap1 olarak ¢ok benzerler. Ancak elektrotlar rejenerant odalarina
yerlestirilmistir. Elektrotlara bir giic kaynagi baglanip suppressérden akim
gecirildiginde rejenerant iyonlar1 suppressorde sudan iretilir. Buna otomatik
suppressyon denir. Bu islem i¢in suyun odalardan sabit bir hizda geg¢mesi sarttir.
Sekil 3.1” de supprasoriin kimyasal olarak nasil ¢alistig1 agikca gosterilmistir. Sekil
3.1’ de ise analitlerin suprasorlii ve suprasorsiiz kromatogramlar1 karsilastiriimasi

sistemin akig semasi ile agik¢a gdsterilmistir.

SRS herhangi bir sabitlenmis rejenere olmus suppressorde en yiiksek kapasiteye
sahiptir. Bu da gradient eluentlerin tam suppressyonuna izin verir. Ayrica dedektor
atigiin rejenerant olarak kullanilmasiyla suyun sabit akisi i¢in ikinci bir pompaya
gerek kalmamistir. Bu suppressor kullanim kolayligi agisindan yeni bir standart

olusturdu.

Analit
Anot & Katot

Na* OH™ Eluent
At Al

4 o 4

H0 &0, Na* OH™ & H,
OH™
A
Ht Na*
\ H, + OH™
<(H+ +0, H*+ OH=—= H,0 2
H20 - HzO
Analit & HZO
{ Eatyon J - Katyon {
Degistirici Degigtirici
H,0 Membran | DEDERKTORE | Membran H,0

Sekil 3.1: Suprasoriin kimyasal olarak ¢alisma mekanizmasi.

Supresyon sinyal/giiriilti oranmni  6nemli Olgilide yiikselten bir yOntemdir.
Supresorlerin farkl tipleri vardir. Hangi supresoriin segilecegi eluentin organik bir
¢oziicii olup olmadigina ve analit ve matriks konsantrasyonuna baghdir. Sekil 3.2’
den de goriildiigii gibi, kolondan ayrilan anyonlar eluentin katyonu olan Na* (veya
K") ile tuzlarin1 olusturup suppressore girerler ve burada bir katyon degisimi

meydana gelerek anyonlarin iletkenlikleri yiiksek asitleri ve su dedektore girer.
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Sekil 3.2: Analitlerin suprasorlii ve suprasorsiiz kromatogramlarinin karsilastirilmasi.

Olusan saf su baselineda ilerlerken anyonlarin piklerinde gozle goriiliir bir artis
meydana gelir. 1CS-3000 sisteminin elektronik kisimlar1 ve dizaymi degisen

sicakliklarda dedektoriin kararl ¢caligmasini saglar (Sekil 3.3).

IC5-3000---- fletkenlik Dedekitr Kararhhig:
35 00200
Dieger
0,001°C

Hircre sicaklik kararlili®y
N=20

0 5 10 15 0

Sekil 3.3: Iletkenlik dedektorii kararlilig1.

Kesin sicaklik kontrolii kaymalar1 (drift) elimine eder ve giiriiltiiyli minimize eder.
Ayrica tespit hassasiyetini arttirir ve kararhilik saglar.

Sekil 3.4: Suprasor ve iletkenlik dedektorti.
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Sekil 3.4> de beyaz kisim suprasor ve istiindeki siyah kisim ise iletkenlik

dedektoriidiir. Sekilden de goriildiigl gibi ara yollar kisadir.

Kolon ve dedektor arast 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.

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

analitlerde denatiirasyon veya adsorpsiyon gibi etkilere neden olabilir.

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

kararli kalmasina yardim eder ve kolonda daha kesin ayrimlar yapilir.

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

kolon iyilestirmesi gibi islemlerdir.

Bilgi analizi i¢in Chromeleon TabletStation biitlinlesik olarak diinyanin en iyi

kromatografi sistemidir.

Otoornekleyicinin yollar1 ve vialleri inert oldugu i¢in ve hazne bdlmesinin sicaga

duyarlh ornekleri belli sicaklikta saklayabildigi i¢cin 6rnekler bilesimi korunmaktadir.

Sekil 3.5 de goriildiigli ayn1 anda iki analiz takibi yapilabilmektedir.

3.1 IonPac AS20 Anyon Degistirici Kolon

IonPac AS20 kolonu yiiksek kapasitede, hidroksit se¢ici, anyon degistirici bir kolon
olarak su orneklerinde ¢ok yiiksek konsantrasyonlardaki kloriir, siilfat ve karbonat
anyonlar1 varhiginda bile pg/L seviyesinde perkloratin tayini icin oldukga
kullanighdir. Hatta sularda eser miktar perklorat anyonu analizi i¢in U.S. EPA 314.1
metodu olarak Ozellestirilmistir. Aynt metotta Cryptand C1 konsantrator kolon
perkloratin prekonsantrasyonu icin yer almaktadir. AS 20 kolonu 310 peg/kolon
degerinde yiiksek bir kapasiteye sahiptir (4x250 mm kolon). Bu kolonun segiciligi
35°C’ ye optimize edilmistir.
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Sekil 3.5: Otoornekleyici ile ayn1 anda iki analiz takibi.

IonPac AS 20 kolonu essiz bir polimer baglama teknolojisi ile gelistirilmis ve
tiretilmistir. Bu polimer oldukga hidrofiliktir ve hidroksit eluentlerinde ¢ok segicidir.
Eluent konsantrasyonunun yiiksek olmasina gerek duymaz. Sekil 3.6’ da bu kolonda

meydana gelen kavramsal ylizey modifikasyonu 6rnegi verilmistir.

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 diistiriir.

Yiizey Modifikasyonunun
Kavramsal Omeg

Sekil 3.6: Yiizey modifikasyonunun kavramsal 6rnegi.

20



Sekil 3.7’ 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 20 min 5. Chlorite 10
Eluent Source: EGC Il KOH with CR-ATC 6. BI'OITI’G_ﬂE! 10
Temperature: 30 °C T. Chlqude a5
Flow Rate: 1.0 mL/min 8. Nitrite 10
Inj. Volume: 10wl 9. Chlorate 10
Detection: Suppressed conductivity, 10. Bromide 10
ASRS ULTRA 11,4 mm, 11.  Nitrate 10
AutoSuppression recycle mode 12. Carbonate 20
13, Sulfate 10
14. Selenate 10
15. Oxalate 10
10 - 16. Phthalate 20
17. Phosphate 20
8 13 18. Chromate 20
19. lodide 20
’ 15 20. Arsenate 20
21. Citrate 20
14 2 22. Thiocyanate 20
‘ 11 i 23. Perchlorate 30
10 18
us gl | 16\ o 22
! 5 | || e
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Sekil 3.7: AS20 kolonunda ayrilmig yirmiili¢ anyonun kromatogrami.

Sekil 3.8’ de ise (A) kromatograminda AS16 kolonunda perklorat pikinin 4-
klorobenzen siilfonat anyonundan ayrilamadigi halde (B) kromatograminda AS20

kolonunda ayrildig1 net bir bigimde goriilmektedir.
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Columns: (M) lonPac AG16, AS1E, 2 mm Peaks:

(B) lonPac AG20, ASZ0, 2 mm 1. Aluoride 2 mg/L (ppm)
Eluent: 35 mM sodium hydroxide 2. Ghloride k]
Eluent Source;  EGC [l NaOH cartridge 3. Sulfate 5

with CR-ATC 4, Thicsulfate 10
Flaw Rate: 0.25 mL/min 5. Iodide 0
Temperature; 30 °C 6. Thiccyanale i}
Inj. Volume: 254 7. 4-Chlorobenzene sulfonate 5
Detection: Suppressed conduchivity, & Perchlorate ki]

ASRS LLTRA I, 2 mm,
AutaSuppression recycle mode

12— (A) Aromatic Backbong

4
23 | ?
5
| | ' 8
| |
T | | |
| | | |
| | | I |
| _I'-.Il._ I-. __,I '\._,I e I'\__ —
-1 T T T T T T T T T T T 1
1] 2 4 -] -] 0 12 14 16 18 20 2 25
Minutes
125 (B) Aliphatic Backbone
1 i 4
i | B
B
I“S \ ? i g
| il | "
| fi
| || Il | 1
| I 1 .I | |
-1 T T T T T T T T T T T T
0 2 4 5] i} 0 12 14 16 18 20 2 25

Minutes
Sekil 3.8: AS16 ve AS20 kolonlarinda perkloratin kromatografik ayirimi.

3.2 AS20 Kolonunun Ozellikleri
Boyutlar::

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
Substrat Karakteristikleri (Analitik kolon icin):
Stipermakropor regine

Tanecik capt  : 7,5 um

Por biiyiikliigii : 2000 A

Capraz baglanma (%DVB) : % 55

Substrat Karakteristikleri (Guard kolon i¢in):

Mikropor recine
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Boncuk capt  : 11 pm

Por biiyiikliigii :<1A

Capraz baglanma (%DVB) : % 55

Iyon Degistirici Grup:

Fonksiyonel grup  : Alkanol kuvaternar amonyum iyon

Fonksiyonel Grup Karakteristikleri:

Hidrofobikligi ¢ok diisiik

Kapasite:

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

Kolon Yapihsi:

PEEK ile 10-32 disli gember stilinde son baglanma. Higbir bilesen metal degildir.
AS20 kolonlar1 ekonomi ve kullanimda kolaylik bakimindan ASRS ULTRA 1I
Suppresorleri ile kullanilmalidirlar. Kolon sicakligi tekrarlanabilirlik agisindan

kontrollii olmalidir (Dionex Ref. Lib., 2007).

3.3 Cryptand C1 Konsantrator Kolon

IonPac Cryptand C1 konsantratdr kolonu, Sekil 3.9’ da goriildiigii gibi bir cryptand
bilesiginin stirendivinilbenzen makroporoz bilesigine kovalent olarak baglandig: bir
recgine teknolojisidir. Cryptand molekiilii potasyum, sodyum, lityum gibi metal
katyonlar1 ile kompleks olusturabilen bisiklik bir bilesiktir. Minimum iyon
degistirme kapasitesine sahiptir. Metal katyonlarmin varliginda bilesikte pozitif
yiikli bir bolge meydana gelir ki bu boélge anyon degistirici olarak fonksiyon
gosterir. Boylece geleneksel iyon degistirmeye benzer sekilde bir anyon degisimi
gerceklesir. Komplekslesme i¢in ¢cok fazla metal katyonu kullanilabilmesine ragmen,
¢ogu uygulamada lityum hidroksit ve sodyum hidroksit basarili olarak kullanilir.
Kullanilan metal katyonunun bag sabiti degeri ¢ok diislik ise (bag sabiti degeri
yaklasik 1 olan lityum gibi) ¢ok az iyon degistirme bolgesi meydana gelir ve bu
yiizden konsantrator kapasitesi ¢ok diisiiktiir. Ancak kullanilan metal katyonunun
bag sabiti degeri daha yiiksek ise(bag sabiti degeri yaklasik 3,9 olan sodyum gibi)
cok fazla iyon degistirme bolgesi meydana gelir ve bu yiizden konsantratér orta

derecede iyon degistirme kapasitesine sahiptir.
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Sekil 3.9: Cryptand C1 reginesinin olusumu.

Load Sarnple:?rnL — Auts lar
Rinse Matrix: 1 mL of 10 mM NaQH |~ Autosample

0.25 mL/min — |0ad, Rinse
Steps 1, 2, and 3

Cryptand C1
Concentrator
Column

Eluent Genarztion

Extarnal Water

Wasta
Guard Analytical ASRS® Conductivity
Waste < ‘ Column Column ‘ ULTRA I Detector
I Supprassar

Primary Method—AG16, AS16 (2 = 250 mm)
Confirmalory Method-AG20, AS20 (2 = 250 mm)

Sekil 3.10: Eser miktarda perklorat analizi i¢in sistem akis diyagrama.

U.S. E.P.A Metod 314.1° ¢ gore eser miktarda perklorat analizi igin sistem akis
diyagrami Sekil 3.11° de goriildiigii gibidir. Ornek ilk olarak cryptand Cl

konsantratdr kolonuna bir otodrnekleyici ile ya da manual olarak gonderilebilir.

Cogu ¢evresel su 6rnegi 10 mg/L’> den 1000 mg/L’ ye kadar kloriir, siilfat ve
karbonat formunda ¢6zlinmiis katilar igerebilir. Bu ¢6ziinmiis katilarin ¢ok biiyiik bir

kismi, 10 mM’ Iik NaOH ile yikama basamaginda uzaklastirilir. Ciinkii perklorat
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¢ozlinmiis katilara nispeten kolonda korunur, yoksa perkloratin tamami

kalir.

158 7

us

143

Sunnyvale

Drinking Water

Sunnyvale Drinking Water
/ Spiked with 0.5 pg/L Perchlorate

24 25
Minutes

Column:

Conc. Column:

Eluent:

Eluent Source:

Temperature
Flow Rate:
Inj. Volume:

Rinse Valume:

Detection:

lonPac AG20, AS20, 2 mm
lonPac Cryptand G1, 4 x 35 mm
Sodium hydroxide:

0.5 mM from 0-12 min,

65 mM from 12.1-28 min,

100 mM from 28.1-30 min

EGC Il NaOH cartridge

with CR-ATC

35°C

0.25 mL/min

2mL

1 mL (10 mM Na0H)
Suppressed conductivity,

ASRS ULTRA[I, 2 mm,
AutoSuppression,

external water mode, 100 mA

1. Perchlorate

Recovery 107 8%

0.5 pg/L (ppb)

kolonda

Sekil 3.11: Cryptand C-1 konsantrator kolonu ile igme suyunda perklorat analizine
ait kromatogram.

3.4 lonPac Cryptand C-1 Konsantratér Kolonunun Ozellikleri

Boyutlari: 4x35 mm

Uygulanabilen maksimum basing: 4000 psi
Mobil Faz Uyumu: pH 0 14; % 0 100 HPLC solventleri

Substrat Karakteristikleri:

Stipermakropor regine
Tanecik gapt  : 17,5 um
Por biiyiikligii : 100 A

Capraz baglanma (%DVB) : % 55

Iyon Degistirici Grup:

Cryptand (bagli metal katyonu ile)
Fonksiyonel Grup Karakteristikleri:
Farkli Hidrofobisitelerde (eluente bagli)

Kapasite:

30 peq (4x35 mm kolon) (sodyum formu).

Kolon Yapihs::

PEEK ile 10-32 disli gember stilinde son baglanma. Higbir bilesen metal degildir.
AS20 kolonlart ekonomi ve kullanimda kolaylik bakimindan ASRS ULTRA 1I.
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4. ANYONLAR VE ANYON ANALIZLERININ ONEMIi

Biyokimyasal dongii ve genel toplum sagligi agisindan bazi anyonlarin su ve

besinlerde belli konsantrasyonlarin iizerinde olmasi sakincalidir.

4.1 Perklorat Iyonu ve Ozellikleri

Perklorat anyonu, klor atomu ve buna bagli dort adet oksijen atomundan olusan
negatif ylkli bir iyondur. Molekiil formiilii ClO4 tiir. Perklorat tuzlar1 perklorat
anyonuna baglh pozitif yiikli gruplardan; 6rnegin amonyum, alkali veya toprak alkali
metallerden olusan inorganik bilesiklerdir.Perkloratlar renksiz ve kokusuzdurlar.
Biiyiik miktarlarda iiretilen bes perklorat: magnezyum, potasyum, amonyum, sodyum
ve lityum perklorattir. Perkloratlar dogada kat1 halde veya sulu ¢ozeltide bulunurlar.
Perkloratlar normal sicaklikta kararlidirlar; ama yiiksek sicakliklara isitilirlarsa
reaksiyon vermeye baslarlar. Reaksiyon vermeye basladiklarinda biiyiik miktarda 1s1
tiretirler. Is1 liretimi devam ettikge reaksiyon vermeye devam ederler ve bu
zincirleme reaksiyon patlama oluncaya kadar devam eder. Perkloratlar bu sekilde
reaksiyon verdikleri i¢in roket motorlari, havai fisek, isaret fisekleri, barut ve
patlayici maddeler yapiminda kullanilirlar. Yiiksek sicaklikta hizli bir sekilde
reaksiyon vermeleri nedeniyle ¢evrede bulunmalar1 istenmez. Ama normal
sicakliklarda ¢ok yavas reaksiyona girerler. Birka¢ yil boyunca reaksiyon vermeden
kalabildikleri bilinmektedir(Agency for Toxic Substances and Disease Registry,
2008).

Perklorat; potasyum, sodyum, amonyum perklorat gibi tuzlarin iyonlasmis formudur
ve suda ¢ok iyi ¢Oziiniir. Bulundugu ortamda uzun siire sabit kalabilir. Potasyum
perklorat uzun siire tipta hipertiroid tedavisinde kullanilmistir. Giiniimiizde daha ¢ok
fiseklerde ve otomobil hava yastiklarinda kullanilmaktadir. Sodyum perklorat sivi
patlayicilarin iiretiminde, amonyum perklorat ise yaygin sekilde roket, fiize ve havai
fisek yapiminda kullanilmaktadir (Soldin ve dig., 2001). Yiiksek konsantrasyonlarda
ilk olarak 1990’larin basinda Kaliforniya’daki su kuyularinda tespit edilen

perkloratlarin tiroid bezi tarafindan iyodiir alimini inhibe ettigi bilinmektedir.
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Perkloratlar tiroid folikiil epitelyum hiicrelerinde iyot alimindan sorumlu olan
sodyum iyodiir simporteri (NIS) adli tastyic1 proteine baglanarak iyot aliminm
engeller. Bilinen tiim etkilerinin, bu proteinin inhibe edilmesi, dolayisiyla da tiroid
hormonu {iretiminin engellenmesi sonucu ortaya ¢iktigr diistiniilmektedir (Wolff,
1998). Yer alt1 ve yiizey suyu kirleticisi olarak perklorat Amerika’ da ¢ok yaygin bir
problemdir. Uygun kosullar saglandiginda, perklorat atmosferde hipoklorit veya
kloriirden dogal olarak olusabilmektedir(Dasgupta ve dig., 2005). Yagmur suyunda
da olgiilebilir miktarda bulunan perklorat, deniz suyunda diisiik konsantrasyonlarda
bulunmaktadir(Martilengo ve dig., 2006). HOCI atmosferde bulunan onemli bir
kloriir rezervi olarak diisliniilebilir (Tanakaa ve dig.,1998). Atmosferik HOCI olusum

ve yikim prosesleri arasinda 6nemli bir ilgi vardir.

4.2 Hipokloritin Bozunmasi Uzerine Calismalar

1874’ te yapilan calismalarin ilkinde, O3 hipoklorik asit veya hipoklorit ¢dzeltisinden
gecirilir ve boylece perklorik asit olusturulur (T.Fairley, 1874).

Bu basamagi, hipokloritten klorat olusum basamag: takip eder (Forester ve dig.,
1917).

OCI" + H"— HCIO 4.1)
2HCIO + OCI'— CIOs + 2H" + 2CI 4.2)
(4.1) numarali1 basamak ¢ok hizli ve (4.2) numarali basamak yavag basamak oldugu

icin HCIO konsantrasyonu sabit kalir.

Hipokloréz astinin (HOCI + OCI’) bozunmasinda, pH 4-14 araliginda yapilan
caligmalar sonucunda Chapin, (1934), seyreltik hipoklorit ¢ozeltisinin pH 13.1
degerinde en kararli ve noétral pH degerinde (pH 6.7) en az kararli oldugunu
bulmustur. Bazik c¢ozeltilerde; klorit Oonemli miktarlarda bulunmustur. Asidik
cozeltilerde; hipokloritin bozunmasi iiglincii dereceden bir reaksiyon ile olur ve hiz
basamagni Forester’ in bulgularima gore (4.2) yavas basamak belirler. Bazik
cozeltilerde, bozunma ikinci dereceden klorit olusumuna neden olur ve asagidaki

reaksiyonlarda goriildiigli gibi klorit aninda klorota dontisiir(Lister, 1956; Adam ve

dig., 1992).
OCI'+ OCI' — CIO; + CI 4.3)
OCI' + CIO; — CIOs + CI 4.4
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Ciinkii reaksiyon (4.4) ¢ok hizlidir. Adam ve Gordon (1992) hipoklorit iyonu
bozunmasini pH 9-10 araliginda kloriir iyonu ile katalizlemistir.
Yokoyama ve Takayasu (1967) ise reaksiyon derecesi gozlemlerine dayanan, HOCI

bozunma reaksiyonlari iizerine notral pH’ da asagidaki mekanizmay1 onermistir.

HOCI + HOCI — H,CI,0, (4.5)
H,Cl,0, + OCI" — CIOs + 2H" + 2CI’ (4.6)
Adam ve arkadaslar1 (Adam ve dig., 1992) hiz kanunu ve sitokiyometri gézlemlerine
dayanan, HOCI bozunma reaksiyonlar1 iizerine pH 5-8 araliginda ve 90 °C’ da

asagidaki mekanizmay1 Onermistir.

2HOCI < CL,O'H,0 (4.7)
OCI" + Cl,0'H,0 — HOCI + HCLO, (4.8)

HCI,0,” — HCIO; + CI’ (4.9)
HOCI + C1,0.H,0 — HOCI + H,CI,0, (4.10)
H,Cl,0, — HCIO, + CI' + H' (4.11)
HCIO, — CIO; +H' (4.12)
ClO; +Cl,0.H,0 — HOCI + HCL,O5 (4.13)
HCI,03" — HCIO; + CI’ (4.14)
HCIO; — CIOs + H* (4.15)

pH 6’ nin iizerinde (4.8) OCI den HCI;O; olusumu i¢in ve pH 6’ nin altinda (10)
daki paralel reaksiyon bu mekanizma igin hiz belirleyen basamaktir. (4.9), (4.11),
(4.12), (4.14) ve (4.15) numarali reaksiyonlar son derece hizli reaksiyonlardir. Bazik
cozeltilerde HOCI” nin bozunma hizinin maksimum degeri pH 8 olarak

belirlenmistir.

Klor dioksit ve klorun fotobozunmasi sonucu iiriin olarak klor ve kloratin iiretildigi

reaksiyonlar agagida gosterilmistir (Leitner ve dig., Part 1 1992).

10CIO; — 6CI +4CI103 + 40, (4.16)
10CIO; + 5H,0 — 4CT + 6CIO3 + 7/20, + 10H" (4.17)
Kloritin fotobozunmasi iizerine kinetik ¢calismalarin sonuglari(Leitner ve dig., Part II
1992), klorit konsantrasyonunu 50% azaltmak icin yaklasik 9000 J/m2 lik 1sinlama
dozunun gerekli oldunu gostermistir. 200-250 J/m2 lik 1sinlama dozunda ise klorit
konsantrasyonunda dnemli bir azalma olmadig1 gézlemlenmistir. Nitrat ve titanyum

dioksit varliginda, birka¢ giin UV 1s1gmma maruz birakilan kuru klorit tuzlarmin
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perklorat tirettigi gosterilmistir. (Miller ve dig., 2004) Nitrat ve titanyum dioksitin
her ikisinin de UV 1s1k altinda hidroksil radikali iirettigi biliniyordu.

4.3 Perkloratin Viicuda Alinimi ve Atilimi

Perklorat igeren su veya yiyecekler tiiketildiklerinde viicuda girerler. Su iginde
kolayca ¢oziinebildikleri i¢in hizli bir sekilde mide ve bagirsaktan gecerek kana
karisirlar. Deri yoluyla dogrudan viicuda giremezler; fakat ellerde bulunurlarsa el-

agiz aktivitesiyle oral yoldan alinabilirler.

Kan sistemiyle perkloratlar biitiin viicuda tasinabilir ve viicut i¢inde degisime
ugramazlar. Birka¢ i¢ organ; ornegin tiroid, meme doku ve tiikiiriik bezleri, kan
sistemindeki biiyiik miktarda perklorati alabilir ve birkag saat icinde bu organlar1 terk

ederler.

Perkloratlar yutulduklari zaman kiiciik bir kism1 digkiyla atilir. Agiz yoluyla alinan
%90’ dan fazlas1 kana geger. Kandaki perklorat, bobreklere gecer ve buradan da
idrarla vucuttan atilirlar. Viicuda giren perkloratin biiyiik bir kism1 hizli bir sekilde
elimine edilmesine ragmen bir¢cok yiyecek ve igme suyu kaynaklarinda bulunan
perklorat varlig1 perklorata maruz kalmanin devam etmesi anlamina gelmektedir

(Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2008).

4.4 Perkloratin Biyolojik Etkisi

Perkloratin esas hedef dokusunun tiroid bezi oldugu bilinmektedir. Tiroid bezi
yetiskinlerde metabolizma hizinin diizenlenmesinde goérev yapar. Cocuklarda ise
metabolizma hizinin diizenlenmesine ek olarak, biliylimenin ve sinirsel gelisimin
istenilen seviyede gerceklesebilmesi icin hayati ©neme sahiptir. Ozellikle
hamilelerde tiroid fonksiyonlarinin bozulmasi, fetiisiin gelisimini olumsuz ydnde
etkileyecektir (Glinoer, 2000). Cesitli tiirlerde yapilmis olan ¢aligmalarda,
perkloratlarin tiroid bezi {izerine etkisi ortaya konmus ve tiroid hormonlarinin temel
bileseni olan iyodiir alimmi engelledigi saptanmistir (EPA, 2002). Perkloratin
omurgalilarda tiroid bezinin yapisi1 ve ¢alismasina etkisine iliskin ¢cok sayida ¢aligma

mevcuttur (Theodorakis ve dig., 2006).

Perklorat tiroid bezi tarafindan iyoda benzer sekilde depolanir fakat tiroid bezi ya da

cevredeki dokular tarafindan metabolize edilemez. Sigcanlar ve insanlarda yapilan

30



caligmalar perkloratin ¢ogunlugu idrar yoluyla olmak tizere (>%90) hizli bir sekilde
elimine edildigini ve bu siiregte herhangi bir degisime ugramadigini gostermistir
(Anbar ve dig.,1959; Eichler ve Hackenthal, 1962). Perkloratin asil hedef dokusu
olan tiroid bezi ¢ok sayida folikiillerden olusur. Folikiillerin i¢ini dolduran kolloidi
olusturan baslica madde, molekiilii i¢inde tiroid hormonlarini da tutan biiyiikk bir
glikoprotein olan tiroglobulindir (Tg) (Barrington, 1964; Zoeller, 2003). Tiroid
hormonlar tiroglobuline bagli olarak folikiil i¢indeki kolloidde depolanir. Bu depo
viicudun 1-3 aylik ihtiyacini karsilamaya yeterlidir. Bu hormonlar tiroglobulinden
ayrilarak serbest hormon seklinde kana salgilanir ve tamamina yakini plazma
proteinlerine baglanir. Tiroid hormonlarindan tetraiyodotironin (tiroksin) veya Ta, iki
adet tirozin aminoasitine toplam 4 tane iyot atomunun baglanmasiyla olusur.
Triiyodotironin veya Ts; tiroksinden sadece 1 adet daha az iyot atomu igerir. Ts,
tiroid hormonlarinin hedefi olan hiicrelerde, T, den 1 adet iyot atomunun
cikarilmasiyla olusur; bu islem Ozgiin bir enzim olan deiyodinaz yardimiyla
gerceklesir. Tiroksin ve triityodotironin sekresyonunun artmasiyla metabolizma hiz1
% 60-100 oraninda artabilir. Salginin ortadan kalkmasi ise metabolizma hizini

normalin % 40 altina distiriir.

Tiroid hormonlarinin olusumu eksojen iyot alimina baglhidir. Gastrointestinal yolla
alinan iyot iyodiir halinde hiicreler aras1 mesafeye gecer. Bunun 4/5°1 idrarla atilir.
Kalan 1/5” i gegici olarak tiroid bezi tarafindan tutulur. Tiroid hiicrelerinin bazal
membrani iyodiirii hiicre igine tasiyan Ozel bir yetenege sahiptir. Bu olaya ‘iyot
tutulmas1” denir. Iyodiir (I) ve sodyum (Na) iyonlar1 hiicrelere basolateral
membranda yer alan sodyum (Na) / Iyodiir (I) simporteri (NIS) tarafindan tasinir.
NIS iyodiire kars1 yiiksek afinite gosterir (Kolbasi, 2008).

Ayni zamanda iyodiire benzer sekil ve elektrik yiikiine sahip diger iyonlar1 da
tasiyabilir. Bu iyonlara bir ornek; perklorattir. NIS” in bu molekiillere afinitesi,
iyodiire kars1 gosterdiginden yiiksektir. Bu nedenle bu molekiiller tiroid hiicrelerine
iyodiiriin girigini bloke edebilirler. Bu durum hiicrelerde iyodiir konsantrasyonunun
azalmasina ve T4 / T3 hormonlarimin iiretimi i¢in gerekli olan iyodiiriin yeterince
bulunamamasina yol acar. Perklorat tiroid bezinin iyodiir alimini engelleyince azalan
tiroid hormon iiretimi negatif feed back mekanizmasinin devreye girmesine neden
olur. Boylece hipofiz bezi daha fazla TSH (Tiroid Uyarict Hormon) salgilar. Bu

durum, tiroid folikiillerinde kolloid azalmasi, folikiiler hipertrofi, folikiiler hiperplazi
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ve folikiiler limen boyutunda azalma gibi degisimlere yol agar (Despopoulos, 1997,
EPA, 2002; LANL, 2003).

Ayrica, perkloratin tiroid folikiillerinde anjiyogenesise sebep oldugu da gosterilmistir
(Patino, 2003; Karayazi, 2005). Tiroidin metabolizmay1 diizenleyici temel
organolmasindan hareketle tiroid fonksiyonlarini bozan herhangi bir durumun,
karaciger, bobrek, kalp gibi organlari da etkileyecegi ¢ikarimi yapilabilir.
Perkloratlarin bobrek yapisinda da degisikliklere yol actigina dair bulgular mevcuttur
(Capps, 2003; Cheng ve dig., 2007). Ancak kalp ve karaciger lizerine etkisi detayl
bir sekilde incelenmemistir. Perkloratlarin karacigerde olusturabilecekleri diisiiniilen
etkiler gercevesinde Oncelikle tiroid-karaciger etkilesimlerinin gozden gecirilmesi
yerinde olacaktir. Normal durumda tiroid bezi her giin 110 nmol T salgilar (Larsen,
1975). Karaciger, deiyodinasyondaki enzim sistemlerinin iiretim merkezlerinden
baslicasi olmasinin yani sira tiroid hormonlarinin taginmasi ve metabolizmasinda da
cok onemli gorevler iistlenmektedir. Radyoaktif iyodiir (I) ile yapilan caligmalara
gore karaciger her seferinde plazmadaki T’ iin % 5-10" unu disar1 atar. Hiicre
icindeki serbest hormon miktar1 plazmadakine oranla yiiksektir. Bu nedenle
sozkonusu siire¢ enerjiye gereksinim gosterir (Hennemann ve dig., 2001).
Dolasimdaki T ve T’lin yaklagik %70’ i tiroksin baglayici globuline (TBG), %5’ i
prealbumine ve az bir kismi1 albumine bagli olarak tasinir ve bu sekilde hormonlarin
% 99’ undan fazlas1 dolasima katilmis olur. Bdyle bir tasinma mekanizmasi tiroid
hormonlarinin hedef dokulara varmadan O©nce metabolize edilerek viicuttan
atilmasmi 6nlemektedir (Christian ve Trenton, 2003). Karaciger, lipofilik tiroid
hormonlarina baglanan bu proteinleri de tiretir. Plazmada serbest haldeki hormonlar,
proteine baglanmis hormonlarla denge halindedir ve hormonun biyolojik
aktivitelerini gerceklestiren, bu serbest kisimdir. T4 ve T3’ iin plazmadaki miktar
belli degerler arasinda sabit oldugu i¢in dokular ayni konsantrasyondaki hormona
maruz kalirlar. Ancak farkli dokulardaki hormon miktari, o dokudaki tasima ve
deiyodinaz aktivitesi ile baglantili olarak degisir (Bianco ve dig., 2002). Baliklarda
tiroid hormonlarinin taginmasinda lipoproteinler de 6nemli rol oynar (Power ve dig.,
2001). Kisaca tiroidin hedef dokulara etkisi sadece hormonlarinin sentez ve salinma
miktarlarina ve bu baglamdaki deiyodinasyona degil, ayrica tasinmaya, T,  {in
nuklear reseptdrlere baglanmasi uzantisinda da reseptér dagilimima ve caligmasina

baglidir.
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Malik ve Hodgson (2002), normal biiyiime, gelisim ve hiicre i¢i enerji metabolizmasi
icin ¢ok Onemli olan tiroid fonksiyonlarmin, normal bir tiroid-karaciger ekseni
olusmasina bagli oldugunu rapor etmekte; tiroid ve karacigerin intraselliiler sinyal
iletimi ¢ercevesindeki iliskilerini, normal ve kronik hastalik durumlarinda tiroid
metabolizmasini ve tiroid hastaliklarinda ortaya ¢ikan karaciger anomalilerini genis
bir derlemeyle sunmaktadirlar. Tiroid bezi ve karacigerin karsilikli etkilesimlerini
belirlemeye yonelik olarak 6zellikle memelilerde ¢ok sayida arastirma yapilmustir.
Etkilesimin ilk 6rnegi tiroid hormonlarinin 6nciil maddesi olan tirozinin, disaridan
besinlerle alinabilecegi gibi, karacigerde fenilalaninin degisime ugramasi sonucu da
olusturulabilmesidir. Sindirim kanalinda proteinlerin sindirimi sonucu serbest hale
gegen tirozin, karacigerde zehirsizlestirildikten sonra idrarla atilir. Hipotiroidi ve
hipertiroidi, tiroid islevlerini etkileyen iki farkli olgu olarak c¢ok degisik
aragtirmalarda ele alinmistir. Sicanlarda hipotiroidi safra akimini yavaslatip (Layden
ve Boyer, 1976) safrayla atilan biliriibin miktarin1 azaltirken (Van Steenbergen
vedig., 1989); karacigerin iire sentezleme kapasitesini artirmaktadir (Marti ve dig.,

1988).

Hipertiroidizm ise bazal metabolizma hizim1 ve hepatik oksijen kullanimini
artirmaktadir (Iossa ve dig., 1992). Hipotiroidi ve hipertiroidi, karaciger glikojen
metabolizmasinda da etkilidir. Holness ve Sugden, (1987), yine sicanlarda
hipertiroidizm durumunda karacigerde glikojen sentezinin bloke edildigini ortaya
koymuslardir (Demartino ve Goldberg, 1978). Siganlarda tiroid bezinin salgiladigi
hormonlarin karaciger ve iskelet kaslarindaki lizozomal enzim aktivitesini kontrol
ettigini one slirmiislerdir. Akut ya da kronik karaciger hastaligi olan insanlarda ise
serum T ve TBG seviyelerinde artma oldugu tespit edilmistir (Babb, 1984; Huang,
1990). Bu bilgilere ragmen, memelilerde hipertiroidi durumunda Kkarsilasilan
karaciger hasarinin, daha ziyade kalp yetmezligi, dengesiz beslenme, enfeksiyon gibi
nedenlerle olusan ikincil bir sorundan kaynaklandigini 6ne siiren raporlar da
bulunmaktadir (Klion vedig., 1971; Sheridan , 1983; Sellin ve Vasilopoulou, 2000;
Ozdemir, 2005).
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4.5 NIS Proteini Ve Anyonlarin Bu Proteine Etkileri

4.5.1 Ni1s proteini hakkinda genel bilgi

NIS inhibitorii anyonlar tiroide gelmesi gereken toplam iyodiir alimini diistirerek
thyroxine (T3) ve triiodothyronine (T4) hormonlarinin tiroidde iiretimini azaltirlar.
Bitin NIS inhibitorlerinin zehirleme mekanizmalart benzerdir. T4 hormonunun
hamilelik boyunca az {iretilmesi cenin beyninin diizgiin olarak gelismesinde problem
¢ikarir. Bu yiizden hamilelikte diisiik bir TIU ¢ocuklarda kalici zihinsel eksikliklere
neden olur. Toplam NIS girisim yiiklenmesi toplam guatr yiiklenmesi olarak bilinir.
Ayrica iyodiiriin beslenme yolu ile yeterince alinmamasi tiroid bezinde benzer
zehirleme mekanizmasi olusmasina neden olur. Bu yiizden TIU seviyesini beslenme
ile alian iyodiir miktar1 ve NIS inhibitorlerinin miktar1 belirler (Niemann ve dig.,
2008).

NIS ayrica, emzirme ile besin ihtiyaglarimin karsilanmasi amaciyla memeli
bezlerinde de bulunmustur (European Reference Materials, 2006).

Bilimsel arastirmalar TIU’ nin % 25’in altina diismesi ile sunlarin baglantili
olustugunu bulmustur:

eDikkat eksikligi ve hiperaktiflik diizensizlikleri (ADHD)
eDiisiik, sozlii zeka katsayis1 (IQ)
eDiisiik toplam 1Q

eDiisiik motor performansi

Follicle
H\RH
~—_
Basolateral (\2 Apical
NIS CI-/I- channel
INa =3 2nat -
. — Y ¢
TsH-R R

Sekil 4.1: Tiroid bezinde NIS’ 1n iyodiirii tagima mekanizmasi.

OIG bilimsel datalar1 US’ de dogan bebeklerin % 6,9° unun TIU degerlerinin % 25°
ten daha diisiik oldugunu tespit etmistir (US da yilda 276000 bebek dogar). Ancak
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OIG’ nin ¢aligmalarina gére TSH’ 1 yiiksek seviyelerde olan ve reaksiyon gecikmesi
olan c¢ocuklarda % 25-50 TIU degeri olanlarin normal ¢ocuklar olabilecegi

saptanmistir.

4.5.2 Sodyum / Iyodiir Symporter (NIS) inhibitorleri

NIS, kan serumundan tiroidin follikuler hiicrelerine sodyum ve iyodiir iyonlarini
aktif olarak tasiyan bir trans-fosfolipid membran proteinidir.

NIS, iyodiir anyonuna biiyiik ilgiye sahip olmasina ragmen c¢ogu tek degerlikli
anyonu da tasiyabilir. (De Groef, 2006; Carrasco, 2005). Su anyonlar tiroid bezinde
birikir veya NIS’1 inhibe eder: Perteknetat (TcO, ), perklorat (ClO4 ), perrenat
(ReOy"), tiyosiyanat (SCN"), bor tetrafloriir (BF;), iyodiir  (I"), nitrat (NO3"),
bromiir (Br"), kloriir (CI"), klorat (ClO4"), selenosiyanat (SeCN"), periyodat (I04") ve
bromat (BrOsz™) (Carrasco, 2005; Wolff, 1998; Dohan, 2007). Iyodiir, NIS’ a en
yiiksek ilgiyi gdsteren anyon degildir. ilgi sirasi ise soyledir:

TcO4 >ClO4 >ReO4 >SCN >BF, >1 >NO3 >Br >CI” (4.1)
Bu siralamadan goriildiigii gibi perklorat iyodiire gore daha fazla se¢imlidir.

1953’ ten bu yana yapilan ¢aligmalarda NIS inhibitorleri olan perklorat, tiyosiyanat
ve nitrat i¢in nispi etkileri Cizelge 4.1’deki gibidir (Niemann ve dig., 2008).

Cizelge 4.1: Perklorat, tiyosiyanat ve nitrat anyonlarinin NIS’ a nispi etkileri.

Calisma agiklamasi NIS inhibitorlerinin nispi etkileri(molar
Calisma .
konsantrasyona bagl)
Perklorat | Tiyosiyanat Nitrat
insan NIS’ini ifade eden in 1 15 240
Tonacchera . .
vivo Cin Hamster Yumurta
2004 . .
hiicreleri
In vivo Farelerde tiroidin 1 20 550
Alexander agirhginin % 50 artmasi
1966 giriieinin 7
Alexander In vitro fare tiroid parcasi 1 20 400
1966
Greer 1966 | In vitro fare tiroidleri 1 20 240
Wyngaarde | | yivo fare 1 10 300
n 1953

Tonnacchera NIS modelinde iyodiir alimini, iyodiir, perklorat, tiyosiyanat ve nitrat
anyonlar1 varliginda hesaplayan bir formiil gelistirilmistir. Bu formiilde toplam

iyodiir alim1 su oranla bulunmaktadir:
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[]/(1.22 + (JC1O47] + [NO37]/240 + [serbest SCN]/15) (4.2)
[ ], her bir anyonun pmol/L cinsinden konsantrasyonudur. Bu esitlik dort anyonun
farkli konsantrasyonlar1 ile olusabilecek zchirlenmeleri belirleme agisindan son
derece faydalidir. Hamilelik ve emzirme doneminde toplam iyodiir alimindaki
azalma ile dogrudan olusabilecek kotii sonuglar baglantilidir. Bu model ile
hesaplanmis spesifik toplam iyodiir alimi seviyesi ile spesifik kotlii sonuglar

arasindaki bagmnti yapilir (Niemann ve dig., 2008).

4.5.3 Hipotiroidizm veya hipotiroxinemia’ nin olusmasi

Ceninin beyin gelisiminin diizgiin ilerlemesi i¢in gebelik boyunca T4 hormonunun
yeterli diizeyde alinmasi gerekir. Cenin, gebeligin ortalarinda veya ilerleyen
zamanlarinda anne T, iline tamamiyla bagimlidir (Glinoer, 2005). Annenin
hipertiroidizmi ¢ocuk i¢in toksiktir.

Hipotiroidizm diisiik iyodiir alimindan kaynaklanmasina ragmen perklorata maruz
kalmaya bagimli degildir. Tonacchera modeli gdstermistir ki kandaki iyodiir miktari
ile NIS ile alinan iyodiir miktar1 arasinda dogrudan bir iliski vardir. Bu yiizden
beslenmedeki iyodiir eksikligi zehirlenmenin benzer etkisini gosterir ve NIS’ 1
yiiksek derecede inhibe edilmesine neden olur.

NIS inhibitorii olan tiyosiyanat, nitrat ve perkloratin NIS inhibisyonu i¢in sinerjik
veya ters etkileriyle ilgili kesin bir kanit yoktur. Sadece bu anyonlarin molar etkileri
toplam inhibisyonu belirler. OIG, su ii¢ epidemiyolojik caligmalarin sonucunu
vermistir:

Siddetli hypothyroxinemia, siyaniire maruz kalan elektrokaplama endiistrisindeki
calisanlarindaki NIS inhibitorii tiyosiyanata maruz kalinmasi ile olusabilir (Banerjee,
1997). Hypothyroxinemia, tiyosiyanatli koruyucu igeren siitleri tiikketen bayanlarda
gortlebilir (Banerjee, 1997).

Hypertrophy, okul ¢agindaki ¢ocuklarin nitrata maruz kalmasi ile olusabilmektedir
(Niemann ve dig., 2008).

4.5.4 NIS inhibisyonunu tolare etmede iyodiirle beslenmenin rolii

Tonacchera Modeli, iyodiir almmin NIS’ a etkisini de incelemistir. UIC’ nin 50;
72,5 ve 145 pg/L konsantrasyonlarinin 1,501 pmol/L’deki kisimlarina bagli olan
0,34, 0,50 ve 1,00 degerleri iyodiir seviyesi olarak kullanilir. UIC’nin 50, 72,5 ve
145 ng/L konsantrasyonlari iyodiir yetersizligi i¢in sinir degerleridir (Niemann ve

dig., 2008).
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Cizelge 4.2: NIS Inhibisyonunu Tolare Etmede Iyodiirle Beslenmenin Onemli

Sonuglart.

Normal lyodiirle SPEC(% US Belirlenmis

%TIU Beslenmenin  TIU) Normaltt  TIU

Seviyesi  Normal umol/L  TIU seviyesini

kismi Seviyesine  olusturmak
Ulasmak icin NIS
icin ilave inhibitor
SPEC ilavesinin
(umol/L) yuzde
artisi (%)

% 10 0,34%* 8,03 6,53 % 435

% 15 0,34* 4,94 3,45 % 230

% 20 0,34%* 3,41 1,90 % 127

%22,7 0,34* 2,85 1,35 % 90

% 25 0,34%* 2,48 0,98 % 65

% 30 0,34* 1,86 0,36 % 24

% 34 0,34%* 1,501 0 % 0,0

% 10 0,501 12,38 10,88 % 725

% 15 0,50t 7,85 6,35 % 423

% 20 0,501 5,58 4,08 % 272

% 22,7 0,50t 4,77 3,27 % 218

% 25 0,501 4,22 2,72 % 181

% 30 0,50t 3,32 1,81 % 121

% 34 0,501 2,78 1,28 % 85

% 50 0,50t 1,501 0 % 0,0

% 15 1,00 16,92 15,41 % 1027

% 20 1,00 12,38 10,88 % 725

% 22,7 1,00 10,77 9,27 % 618

% 25 1,00 9,66 8,16 % 544

% 34 1,00 6,78 5,28 % 352

% 50 1,00 4,22 2,72 % 181

% 100 1,00 1,501 0 % 0,0

(normal

TIU)
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4.5.5 Herbir NIS stresoriin etkisinin degerlendirilmesi

Iyodiirle beslenme halk sagligi agisindan kritik bir dneme sahiptir. Tonacchera
Modeli, iyodiir miktar1 ile viicudun toplam NIS inhibisyon yiiklemesi (SPEC ile
Olctilen) arasindaki iliskiyi basitlestiren iki esitlik yayinlamastir.

Cizelge 4.3: Iyodiir Miktari Ile Viicudun Toplam NIS Inhibisyon Yiiklemesi

Arasindaki Tliski
Normal %TIU Normal iyodiir SPEC US Normal*inden Toplam NIS
Seviyesi Beslenmesi (%) umol/L TIU Seviyesine inhibitor
Ulasmak icin SPEC  ylklenmsinde
de azalma yuzde degisiklik
(umol/L)
0, 0,
%99 % 100 1,528 0,027 % 1,8
0, 0,
% 99 % 99 1,501 0,0 % 0,0
0, 0,
% 100 % 100 1,501 0,0 % 0,0
(normal TIU)
0, o -
% 100 % 99,4 1,468 0,015 % -1,0
0, % -
% 100 % 99 1,474 0,027 % -1,8
0, 7
% 101 % 100 1,474 0,027 % -1,8

Iyodiir eksikligi NIS stresdrleri arasinda en baskinidir. Beslenme ile alinan
tyodiirdeki % 1’ lik azalma viicudun toplam NIS inhibisyon yiiklenmesinde % 1,8’
lik azalmaya yakin bir etki gosterir. Yani iyodiirdeki azalma diger NIS inhibitorlerine
gore TIU da iki kat fazla etki gosterir.

Tonacchera Modeli, TIU’ ya etkide dort anyonunda hesabini igerir. Su siralama
stresorlerin halk sagligi etkilerini karsilagtirilmasi1 bakimindan énemlidir.

Iyodiir eksikligi > SCN™ >>NO3~ >>Cl04”

Herbir NIS stresoriin bu nispi etkisi halk sagligi acisindan alinacak onlemler igin

oldukca faydalidir (Niemann ve dig., 2008).

4.5.6 Iyodiirle zayif beslenmede azalan toplam NIS inhibisyon yiiklenmesinin
etkisinin degerlendirilmesi

Tonacchera Modeli, TIU seviyesi normal ayarlansin diye iyodiirle fakir beslenmeyi
telafi etmek icin viicudun azalan toplam NIS inhibisyon yiliklenmesi
degerlendirmesini aciklayabilir. Iyodiir beslenmesinde % 1 diisiis (UIC’ nin 143,6
pgl/L konsantrasyonuna denk gelen) viicudun toplam NIS inhibisyon yiliklenmesinin

0,027 umol/L azalmasina neden olur. % 7.5 azalma ile 0,176 pmol/L ve akil iyodiir
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eksikligi sinir degeri olan % 31 azalma ile ise viicudun toplam NIS inhibisyonu
yiiklenmesinde 0,843 pmol/L SPEC azalis1 gézlenir.

Sonug olarak NIS inhibitorlerine ortalama maruz kalmada azalma iyodiir eksikliginin
telafisi icin etkili bir ¢ozlim degildir. Bunun tek telafi yolu besin ile iyodiir aliminin

arttirilmasidir (Niemann ve dig., 2008).
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5. DENEYSEL KISIM

5.1 Kullanilan Kromatografi Sistemi

Bu ¢alismada DIONEX ICS-3000 ( Dionex Corporation, USA ) Iyon Kromatografi
Sistemi kullanilmustir. Bu sistem, DP-1 ¢iftli pompa ( ¢alismada isokratic pompa
kullanild1), tek ve ¢ift pompa sistemlerine uygun EG-2 Eluent Ureteg, DC-2
Dedektor-Kromatografi Modiilii ve AS Oto-6rnekleyici kisimlarindan olugmaktadir.
Otodrnekleyicinin drnek alma hacmi 250 pL, sample loop hacmi 100 ve 10 uL’ dir.
Eluent iirete¢ kartusu, RFIC-Eluent Gaz Giderici ve devamli rejenere olan CR-ATC
Anyon Tuzak Kolonu kisimlarimi igeren EG-2 eluent ireteci, istenilen zamanda
istenilen konsantrasyonda eluent ( ¢alismada NaOH ) hazirlayarak, bu eluenti kolona
gaz1 giderilmis ve kirliliklerden arindirilmis olarak verir. DC-2  modiilii
kromatografik ayirim boliimiinde, RFIC TM lonPac AS20 Analitik ( 2 X 250 mm )
anyon degistirici kolon ve RFIC TM IonPac AG20 Guard ( 2 X 50 mm ) 6n-koruma
kolonu ile dedektoér boliimiinde ASRS ULTRA I1-2mm suprasor ve iletkenlik
dedektorii parcalart bulunmaktadir. AS20 kolonunun reginesi 7,5 pum partikiil
capinda, fonksiyonel grubu kuaternar amonyum grubu olan divinilbenzen ile ¢apraz-
bagl siipermakropordz polivinilbenzil amonyum polimeridir. AS20, polarize
olabilen anyonlar1 kisa siirede ayirabilen hidroksit secici anyon degistirici bir
kolondur. AG20 ise, 11 pm partikiil ¢apinda regine bilesimi mikropordz
polivinilbenzen ve fonksiyonel grubu kuaternar amonyum grubu olan guard
kolondur. AG20 mikropor6z yapili oldugundan uzun siire optimum performans
gostermektedir. Ayrica, bu modiilde analiz giicliigli yasanan eser anyonlar icin
Cryptand C1 konsantratér kolonu kullanilmaktadir. Bu kolon, bir cryptand
bilesiginin stirendivinilbenzen makroporoz bilesigine kovalent olarak baglandig: bir
recine teknolojisidir. Cryptand molekiilii potasyum, sodyum, lityum gibi metal
katyonlar1 ile kompleks olusturabilen bisiklik bir bilesiktir. Minimum iyon
degistirme Kkapasitesine sahiptir. Dedektor olarak, CD iletkenlik dedektorii ve
suprasor olarak kendini rejenere edebilen ASRS ULTRA 11 2 mm kullanilmstir.
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5.2 Kullanilan Kimyasallar ve Araglar

Eluent (NaOH), sistemde on-line olarak EG-2 (DIONEX, USA) elektrolitik eluent
iirete¢ modiiliinde multigradient-¢ok egimli bigimde olusturulmustur.

1000 mg/L’lik sertifikali standart Perklorat ¢ozeltisi Alltech’ten ( Deerfield, IL,
USA) satin alinmistir.

10 mM NaOH baz ¢ozeltisi i¢in, 0, 020 gr Merck marka kati NaOH tartild1 ve 50
mL’ lik balon jojede hazirlandi.

Kati kimyasallarin tartimlari virgiilden sonra dordiincii haneye kadar tartim yapabilen
Radwag marka eletronik hassas terazi ( Radwag 26-600 Radom, Bracka 28 Street,
Poland ) ile yapilda.

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

Kuvvetli katyon degistirici regine Merck’den (Merck KGaA, 64271 Darmstadt,
Germany) ve C-18 kati faz ekstraksiyon kartuslart Waters-Millipore’ dan temin
edildi.

5.3 Standartlarin Hazirlanmasi

1000 mg/L’lik standart perklorat ¢ozeltisinden 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250 ve 500

ng/L konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler 25 mL’ lik balon jojelere hazirlandi.

5.4 Musluk Suyu ve Havuz Suyunun Analize Hazir Hale Getirilmesi

Musluk Suyunun Analize Hazir Hale Getirilmesi: Oncelikle sebeke suyu alma
kurallarina uygun olarak ¢esme suyu alindi. Cesme suyunun dogrudan ol¢timii
yapilmadan Once analize hazir hale gelmesi icin gesitli 6n islemlerden gecirildi.
Anyon analizlerinde, analizi yapilacak 6rneklerin katyon icermemesi istenir. Clinkii
katyonlar kromatogramlarda giiriiltiiyii artirabilir ve pik verebilirler. Bu nedenle
alinan ¢esme suyu belirli miktarda KKDR ( kuvvetli katyon degistirici regine ) ( 1gr
KKDR / 10 mL o6rnek ) ile 20 dk. boyunca ¢alkalayici da calkalandi. Regine
kullanilmadan 6nce 1 M NaOH ile yikanip bir gece bekletildi. Nétrallestikten sonra
bir gece de 1 M HCI de bekletildi. Sonra regine kloriir kalmamasi igin saf suyla
yikandi ve siiziintilye kloriir varligi kontrolii i¢cin, AgNO; testi yapildi. Organik

Kirlilikleri uzaklastirmak igin, aseton ile yikanan re¢ine su ile muamele edildikten
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sonra siiziilerek kullanildi. Ornekte bulunmasi muhtemel polar organik bilesiklerin
uzaklagtirllmasi i¢in, C-18 kartuslar kullanildi. Bu kartuslarin sartlandirilmast,
yaklasik 0,25 mL/dk hizla 2’ ser mL hekzan, aseton ve su ile yapildi. Hazirlanan
konsantrasyonlarda g¢esme suyu Ornekleri, kiiglik taneciklerin tutulup kolonun
ttkanmasini onlemek amaciyla PES 0,20 pum’lik filtrelerden siiziilerek viallere
dolduruldu ve cihazin AS (autosampler) boliimiine uygun programda analizlenmek
lizere yerlestirildi.

Sebeke suyu ile 25 mL’ lik balon jojelere son konsantrasyonlar1 2,5; 5; 10; 25; 50;
100; 250 ve 500 pg/L olacak sekilde ClO4 sulu cozeltileri hazirlandi (spike).

Yukaridaki islemlerin aynisi uygulanarak analizi yapilmasi i¢in cihaza verildi. %’ de

geri kazanim miktarlarina bakildi.

Havuz Suyunun Analize Hazir Hale Getirilmesi: 1.T.U. Spor Tesisleri Kapal
Yiizme Havuzu’ ndan, su 6rnegi toplama kurallarina uygun olarak alinan, yaklasik
200 mL havuz suyu 6rnegine yukaridaki islemlerin birebir aynisi uygulandi. %’ de

geri kazanim miktarlarina bakildi.

5.4.1 Havuz suyu ve musluk suyu analizleri icin optimizasyon ¢alismalar

Eluent konsatrasyonu, 0-5 dk 5 mM NaOH; 5-15 dk 30 mM NaOH; 15-20 dk 30 mM
NaOH; 20-35dk 5 mM NaOH, suprasdr akimi 19 mA, kolon sicakligi 40 °C
programinda, 10 pg/L ve 100 pg/L konsantrasyonlarinda hazirlanan musluk suyu

¢ozeltilerinin kromatogramlari sekil (5.1)° de gosterilmistir.

Sekil 5.1 : 10 pg/L ve 100 pg/L CIO,4 eklenmis musluk suyu 6rneklerinin
kromatogramlari.
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Eluent konsatrasyonu, 0-25 dk 35 mM NaOH; suprasor akimi 22 mA, kolon sicaklig
30 °C programinda, 10 pg/L ve 100 pg/L std. CIO, eklenmesiyle hazirlanan musluk

suyu ¢ozeltilerinin kromatogramlari sekil (5.2) de gosterilmistir.

5,004
5,004

4,004

3,004
2,004

{1 AL

0,20
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
23 38 50 B3 TE 88 100 M3 135 138 150 163 175 188 00 M3 135 b2

Sekil 5.2: 10 pg/L ve 100 ug/L CIO, eklenmesiyle hazirlanan musluk suyu
cozeltilerinin kromatogramlari.

Her iki programla yapilan analizlerin kromatogramlari incelendiginde, perklorat

analizi i¢in kesinlikle uygun olmadig1 goriilebilir.

Havuz suyu ve musluk suyu analizleri icin kromatografi kosullari: Eluent

konsantrasyonu 0-7 dakikalar arasi 0,5 mM NaOH; 7,1-15 dakikalar aras1 60 mM

NaOH; 15,1-25 dakikalar arast 0,mM NaOH; supprasor akimi 38mA, kolon

sicaklig1 40 °C, akis hiz1 0,25 mL/dk ve sample loop hacmi 100 pL’ dir.

Biitiin standart ve numuneler cihazdan da gelebilecek hatalara bagli olarak en az 3’ er

defa analizlenmistir.

Bu optimize kosullarda, perklorat igin 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250 ve 500 pg/L

konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerin analizlenmesiyle elde edilen kalibrasyon grafigi

sekil (5.3) *deki gibidir. Bu grafige gore korelasyon katsayist 0,9981 olarak bulundu.

Sekil (5.4)’de 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250 ve 500 pg/L standart CIO, ¢dzeltilerinin

kromatogramlari gosterilmektedir.
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Sekil 5.3: 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250 ve 500 pg/L konsantrasyonlarindaki
cozeltilerin analizlenmesiyle elde edilen kalibrasyon grafigi.

lus

4,00

2,50

3,00

73 CI04

2,50

3,00

b T T T T T T T 7 7 7 T
12,98 13,20 1340 1360 13,80 14,00 14,20 14,40 14,60 14,80 15,00 15,20

Sekil 5.4: 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250 ve 500 pg/L standart C104™ ¢6zeltilerinin
kromatogramlari.

5.4.2 Musluk suyunda perklorat anyonu tayini
Perklorat anyonu i¢in kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmis ve sonuglar ¢izelge 5.1° de

verilmistir.

Cizelge 5.1: Perklorat anyonuna ait kalibrasyon grafigi i¢in hazirlanan ¢ozelti

sonugclari.
Anyon | Istatistik 25 5 10 25 50 100 250 500 Korelasyon
(gD | (gl) | (gD | (gl) | (gD | (mgl) | (uglh) | (ugll) | Kavays:
Ortalama
(ng/L) 2,917 4,000 7,667 | 20,833 | 44,000 | 88,833 | 247,833 522,667
Cloy Std. 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,004 0,005 0,006 0,9981
Sapma
% Std. 28,997 | 13,772 | 4,348 3,547 3,267 3,711 1,806 1,006
Sapma
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Sekil 5.5: Cesme suyu 6rneginde CIO, iin olmadigini gosteren kromatogram.

Sekil (5.5)’ deki kromatogramda goriildiigii gibi, cesme suyu O6rneginde perklorat t.
Cesme suyu numunesine 0,0025; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 ve 0,5 mg/L
perklorat ilavesinden sonra elde edilen kromatogramlar sekil (5.6)” da gosterilmistir.
% geri kazanimlar sirastyla %91,6, %85,4, %91,3, %84,6, %92,5, %93,8, %95,6 ve
%95,2 olarak bulunmus ve Cizelge 5.2° de gosterilmistir.espit edilememistir

4825
Hs

1,00

3,50+

3,00+

63: ClO4

2,50+
2,00+
1,50+

1,00+

It 00 it
B = - - —== i
0,38 =

T T T T T T T T T T T 1
13,26 13,40 13,60 13,80 14,00 14,20 14,40 14,60 14,80 15,00 15,2

Sekil 5.6: Musluk suyu 6rnegine 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250 ve 500 ug/L perklorat
ilavesi sonucu elde elde edilen kromatogram.

46



Cizelge 5.2: Musluk suyundan perklorat anyonunun geri kazanimi.

Y% Gen
Anyon | Konsantrasyon (ugL) Eazamm
2.3 91.6
3 254
10 91.3
cl0: > 34.6
30 0213
100 938
230 05,6
300 952

Perklorat igin standart ¢ozelti ile tayin sinir1 kontrol edilmistir. LOD degeri 2,79
ug/L ve LOQ degeri 9,3 pg/L olarak bulunmustur.

5.4.3 Havuz suyunda perklorat anyonu tayini

Analize hazir hale getirilen havuz suyu dogrudan Ol¢iilmiis ve 10,66 = 0,01 ng/L
perklorat tespit edilmistir.

Havuz suyunun dogrudan olgimii ve CIO4 eklenmesinden sonra elde edilen
kromatogramlar da sirastyla sekil (5.7) ve (5.8)° de gosterilmistir.

1,55
1lps
—_ 60,00

1,37

1,26

1,12

41: Perchlarate

1,00
0,88—2
0,?5—2
0,53{

0,50

]| concentration: 0,50 rmm in,s0

oz29-
' T T T T T T T
¥.0 2.0 a.0 10.0 11.0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0

Sekil 5.7: Havuz suyunun dogrudan 6l¢iilmesi sonucu elde edilen kromatogram.
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i

69: Perchlorate

1
; @ ; ; ;
:

=

Concentration; 60,00 mM

T T T T T T T T T 1
13,688 13,800 13,500 14,000 14,100 14,200 14,300 14,400 14,500 14,61

Sekil 5.8: Havuz suyuna 1; 2,5; 5; 10; 25; 50 pg/L ClO, ilavesi
yapildiktan sonra elde edilen kromatogram.
Cizelge 5.3° de gosterildigi gibi 1 ve 25 ng/L perklorat ilave edilmesinden sonra %’

de geri kazanimlar sirastyla %92,6 ve %109,6 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.3: Havuz suyundan perklorat anyonunun geri kazanimau.

Konsantrasyon Olgiilen Ortalama % Geri
Anyon (ng/L) Konsantrasyon 0
(ng/L) Kazanim
ClO4 1 11,9 96,2
25 28,8 109,6

5.5 Siit Orneginin Analize Hazir Hale Getirilmesi

1000 mg/L’ lik stok CIO; ¢ozeltisinden mikropipet yardimiyla 10; 25 ve 50 uL
cekilerek 100 mL’ lik balon jojelerde 100; 250; 500 ng/L’ lik siit Ornekleri
hazirlandi. Hazirlanan siit 6rnekleri ve perklorat ilave edilmemis siit 6rnegi derin
dondurucuda bir gece bekletildi. Bozulan érnekler 30 °C” da bir gece daha bekletildi.
Boylece biiylik oranda yag ve proteinlerinden arinmuis siitiin sivi sarimtirak orta kismi
bir enjektor yardimiyla PES filtreden gekildi. 10 mL supernatant siiziildiikten sonra
2 gram H' formunda kuvvetli asit katyon degistirici regineden gegirilerek
protolizlenen molekiillerden uzaklastirildi . 3500 rpm’ de 30 dk. boyunca 4 °C’ da
santrifiijlendi. Ust kisimdaki yag tabakasindan asagi dogru siringa dikkatlice
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daldirilarak sulu kismindan yaklasik 5 mL ¢ekildi. Hidrofobik bilesenlerin
uzaklastirilmasi i¢in C18-SPE kartus ve 0,20 mikronluk PES filtreden gegirilerek
viallere dolduruldu ve analizi yapilmak lizere cihaza verildi. %’ de geri kazanim

miktarlarina bakildi.

5.5.1 Siit analizi icin optimizasyon calismalar:

Eluent konsatrasyonu, 0-30 dk 35 MM NaOH; suprasor akimi1 22 mA, kolon sicakligi
20 °C programmda, 1 mg/L ve 5 mg/L konsantrasyonlarinda hazirlanan siit

orneklerinin kromatogramlari sekil (5.9)” da gosterilmistir.

\

Sekil 5.9: 1 mg/L ve 5 mg/L std. ClO4 eklenmesiyle hazirlanan siit rneklerine ait
kromatogramlar.

Eluent konsatrasyonu, 0-5 dk 5 mM NaOH; 5-15 dk 30 mM NaOH; 15-30 dk 55 mM
NaOH; 30-30,1 dk 5 mM NaOH, suprasér akimi 35 mA, kolon sicaklhigi 25 °C
programinda, 1 pg/LL ve 5 pg/L konsantrasyonlarinda hazirlanan siit 6rneklerinin

kromatogramlari sekil (5.10)° da gosterilmistir.
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500

Sekil 5.10 : 1 mg/L ve 5 mg/L std. ClO4 eklenmis siit orneklerine ait kromatogram.

Eluent konsatrasyonu, 0-5 dk 5 mM NaOH; 5-15 dk 30 mM NaOH; 15-20 dk 30 mM
NaOH; 20-35 dk 5 mM NaOH, suprasér akimi 19 mA, kolon sicakligi 40 °C
programinda, 10 pg/L ve 100 pg/L konsantrasyonlarinda hazirlanan siit 6eneklerinin

kromatogramlari sekil (5.11) de gosterilmistir.

T|Egneentration: 5,00 an"

r T T T
25 40 B0 80

Sekil 5.11 : 1 mg/L ve 5 mg/L std. ClO4 eklenmesiyle hazirlanan siit rneklerine
ait kromatogramlar.

Siit analizi icin kromatografi kosullari: Eluent Konsantrasyonu 0-5 dakikalar arasi
5mM NaOH, 15-20 dakikalar aras1 30 mM NaOH, 20-35 dakikalar arasi 5SmM
NaOH, suppressor akimi: 8 mA, kolon sicakligi: 40 °C, akis hiz1 0.25 mL/dk sample
loop hacmi: 10 pL dir.

Bu optimize kosullarda, perklorat i¢in 10; 25; 50; 100; 250 ve 500 pg/L
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerin analizlenmesiyle elde edilen kalibrasyon grafigi

(5.12)’ deki gibidir. Bu grafige gore korelasyon katsayis1 0,999 LOD: 15ug/L olarak
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bulundu

. Sekil (5.13)” de 10; 25; 50; 100; 250 ve 500 pg/L standart CIO4

cozeltilerinin kromatogramlari gosterilmektedir.

00680~ Cl04 Extemnal CD_1
' 1 Area [US*min]
0,0500+
0,03764
0,02504
001264
-0,0000+4
-U‘m w0 T T T T T T T T T T T ppbl
-13 50 100 150 200 250 300 380 400 450 522

Sekil 5.12: 10; 25; 50; 100; 250 ve 500 pg/L standart perkloratin ¢ozeltilerinin

kalibrasyon grafigi (r*=0,999).

0,145

us

Concentrain 30,00 mw

T
0100 |
| |L

0,050 I
0,018

I 1 I I I 1 1 ) I I 1 1 T I 1 1

206 20 230 240 250 26,0 270 28,0 290 300 310 320 330 340 35

Sekil 5.13: Perkloratin standart 10; 25; 50; 100; 250 ve 500 pg/L

konsantrasyonlarinin kromatogramlari.

5.5.2 Siitte perklorat anyonu tayini

Analize

hazir hale getirilen siit 6rnegi ile 100; 250; 500 pg/L CIO4 eklenmis siit

orneklerinin analizleri yapilmis ve ornekteki perklorat konsantrasyonu 213,3 + 5,3

ng/L olarak bulunmustur.
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Sekil 5.14: a) 500 pg/L CIO4 eklenmis siit drnegi b) direkt siit drneginin

kromatogramlari.
_ Fenflde Ederdl
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Sekil 5.15: (a) 100; 250; 500 pg/L CIO, eklenmis siit rneklerinin kromatogramlari,
(b) bu Srneklere ait kalibrasyon grafigi (R?=0,998)

Cizelge 5.4’ de 100; 250; 500 pug/L CIO, eklenmis siit orneklerinin geri kazanim

degerleri verilmistir.

Cizelge 5.4: Siitte perklorat anyonunun geri kazanimu.

Anyon Konsantrasyon Olgiilen Ortalama Konsantrasyon % Geri
(ug/L) (ng/L) Kazanim
100 99,22 99,22
ClO,
250 247,08 98,83
500 503,56 100,71
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5.6 Yiizey Suyunun Analize Hazir Hale Getirilmesi

Kirklareli Askeri Atig Sahas1 Bolgesi’ nden, 6rnek alma kurallarina uygun olarak
alinan yiizey suyu ornegine yine ayni On islemler uygulandi. Bu 6rnek i¢in dnceki
boliimlerde anlatilan Cryptand-C1 Concentrator kolonu kullanilarak daha hassas

analiz gerceklestirildi. %’ de geri kazanim miktarlarina bakildi.

5.6.1 Yiizey suyu i¢in optimizasyon calismalari (Cyptand C1 Konsantrator
Kolonu ile):

Cryptand C1 konsantratér kolonu, pH, sicaklik, eluent konsantrasyonu gibi
kromatografik kosullarin degisimine karst ¢ok duyarlidir. Dogru bir analiz
gerceklestirmek i¢in Oncelikle farkli pH’ larda hazirlanan 50 pg/L standart perklorat
cozeltileri kolona gonderildi. Cozelti pH degerlerine karsi pikin alanini veren grafik

sekil (5.16)” daki gibidir:

2,10 |
2,00
1,90 »
2
%’?8 *11
2
ji o
< 100 s
3 090
0.80
0,70 7
0.60
0,50 ©6
0,40
0.30 ©5
0.20
0,10 ¢4
0,00

i ORS00 @ & &
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

pH

Sekil 5.16: Farkli pH’ larda hazirlanan perklorat ¢ozeltilerinin verdigi alana kars1
grafigi.

Elde edilen bu grafige gore; Cryptand C1 konsantrator kolonu pH 3-5 araliginda

yiiksek kapasitede fonksiyon gostermektedir. Ancak 3 gibi diisiik pH degerlerinin

kolon dolgu maddesine zarar verecegi diisiiniilmiis ve ¢aligmalar pH 4-5 araliginda

yuritilmistir.

pH 4-5 araliginda caligmak i¢in 6rnegi asitlendirmek gerekmektedir. Ancak bu

amagla sarfedilen HCI asit c¢ozeltisinden kaynaklanan CI° anyonlarinin
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kromatogramda verdigi pik CIO4 anyonunun pikini 6rtmekte ve analiz imkansiz hale
gelmektedir.

Her iki sorun diisiintildiigiinde Cryptand C1 konsantrator kolonunu onceden
asitlendirmek gerektigi diisiiniildii. Bu amagla, kolona 2ml pH 4-5 HCI asit ¢ozeltisi
kolona enjekte edildi ve hemen ardindan 2 ml UP su enjekte edilerek kolondaki CI
anyonlarmin biiyiik kismi atik olarak alindi. Son olarak 2 mL analize hazir yilizey
suyu O0rnegi ve 2 mL 10 mM NaOH kolona enjekte edildi. Boylece hem yliiksek

kolon kapasitesi hem de kromatografik olarak uygun analiz ortami saglanmis oldu.

Yiizey suyu analizi icin kromatografi kosullari: Eluent Konsantrasyonu 0-5
dakikalar aras1 0,5mM NaOH, 15-20 dakikalar arast1 15 mM NaOH, 20-35 dakikalar
arast 0,5mM NaOH, suppressor akimi: 8 mA, kolon sicakligi: 40 °C, akis hiz1 0.25
mL/dk sample loop hacmi: 10 puL’ dir.

Bu optimize kosullarda, perklorat igin 2,5; 5; 10; 20 ve 40 pg/L
konsantrasyonlarindaki c¢ozeltilerin analizlenmesiyle elde edilen kalibrasyon grafigi

sekil (5.17)” deki gibidir. Bu grafige gore korelasyon katsayis1 0,998 olarak bulundu.

1,2

1- y = 0,0252x
R =D,9983

0,6 -

Pik Alam pS.dk)

0.4 -

0,2 -

o T T T T T T T 1

0] 5 10 15 20 25 30 35 4C 45
Konsantrasyon (pg/L)

Sekil 5.17 : 2,5; 5; 10; 20 ve 40 pg/L std. ClO,4 ¢ozeltilerinin kalibrasyon grafigi.
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5.6.2 Yiizey suyunda perklorat anyonu tayini

Analize hazir hale getirilen 2 mL yiizey suyu 6rnegi dogrudan olgiilmiis ve ortalama

4, 68 ng/L perklorat tespit edilmistir.

Yiizey suyu ornegine CIO, ilavesi yapilmadan ve yapildiktan sonra elde edilen

kromatogramlar da sirastyla sekil (5.18) ve (5.19)’ da gosterilmistir.

] 15 utﬁ\
1,50

1,40+

—_—

—

1.30-|
1.20| boncentration: 2,54 mi

110+

1,00

-
{'"‘“'u
- ’__'E:F;_;'- 63 Perchlarate

-
e

0,90+
0.20—

n.7rn—

us-lr_-l T T T T T
15.2 180 20.0 22,0 24,0

24,0 el

Sekil 5.18: Yiizey suyunda perklorat anyonu varligin1 gésteren kromatogram.
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Sekil 5.19: 2,5; 5; 10; 20 ve 40 pg/L standart CIO, ¢ozeltilerine ait kromatogramlar.
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1,604

1,404

1,204

100

0,60

ﬂ,&ﬁ—‘ T T T T T 058" T T T T
B 10 10 um %0 265,00 1.0 24.0 6,0 28,0

Sekil 5.20: Yiizey suyu 6rneginde perklorat varligini gésteren kromatogram ile 5
ug/L perklorat ilave edilmesinden sonra elde edilen kromatogram.

izelge 5.5° de de gosterildigi gibi 5 nug/L perklorat ilave edilmesinden sonra % geri
Cizelg g gig ne/L p g

kazanim %80 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.5: Yiizey suyundan perklorat anyonunun geri kazanimu.

Anyon Konsantrasyon Olgiilen Ortalama Konsantrasyon % Geri
(ug/L) (ng/L)
Kazanim
CIO; 5 0,2302 80

5.7 Perklorat anyonu tayinine tiyosiyanat etkisi

25 pg/L perklorat ve artan konsantrayonlarda tiyosiyanat iceren c¢ozeltilerde
tiyosiyanatin perklorat tayinine etkisi incelendi. Sekil (5.21)” deki kromatogramlarda

da goriildiigii gibi, perkloratin 100 kat fazla tiyosiyanat varliginda bile kantitatif tayin

edilebildigi, bundan fazlasinda ise interfere ettigini syleyebiliriz. 25 pug/L CIO, ve

100 pg/L SCN'; 500 ug/L SCN'; 1000 ug/L SCN’; 2500 ug/L SCN’; 5000 pg/L

SCN' ¢ozeltilerinin kromatogramlari sekil (5.21)° de goriilmektedir.
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Sekil 5.21: 25 pug/L CIO, ve (a)100 pg/L SCN™ (b) 500 pg/L SCN™ (c) 1000 pg/L

SCN" (d) 2500 pg/L SCN" (e) 5000 ug/L SCN ¢ozeltilerinin
kromatogramlari.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan ¢alismayla musluk, havuz, yiizey suyu ve siitte perklorat anyonu hassas ve
kesin bir sekilde analizlendi. IC analiz sonug¢larmin iyi ¢ikmasi igin drnekler 6n
islemlerden gegirildi ve IC sisteminde bazi parametrelerde optimizasyonlar

yapildiktan sonra belirlendi.

Musluk ve havuz suyu icin eluent konsantrasyonu, 0-7 dakikalar arasi 0,5 mM
NaOH; 7,1-15 dakikalar aras1 60 mM NaOH; 15,1-25 dakikalar aras1 0,5 mM NaOH
supprasor akimi, 38mA, kolon sicakligr 40°C, firin sicakligr 45°C, akis hizt 0,25
mL/dk ve sample loop hacmi 100 pL’dir. Bu yontemle perklorat anyonu i¢in LOD:
2,79 pg/L bulundu.

Yiizey suyu i¢in eluent konsantrasyonu, 0-5 dakikalar arast 0,5mM NaOH, 15-20
dakikalar arast 15 mM NaOH, 20-35 dakikalar arasi 0,mM NaOH, suppressor
akimi: 8 mA, kolon sicakligi, 40 °C, akis hiz1 0.25 mL/dk sample loop hacmi: 10 pL’
dir. Bu yontemle perklorat anyonu i¢in LOD: 1,12pg/L bulundu.

Siit i¢in eluent konsantrasyonu, 0-5 dakikalar aras1 5SmM NaOH, 15-20 dakikalar
arast 30 mM NaOH, 20-35 dakikalar arast SmM NaOH, suppressor akimi: 8 mA,
kolon sicakligi: 40 °C, akis hiz1 0.25 mL/dk sample loop hacmi: 10 pL’ dir. Bu
yontemle perklorat anyonu i¢in LOD: 15 pg/L bulundu.

Sonug olarak, ¢esme suyunda perklorat anyonu tayin edilemezken, havuz suyunda
10,66 ng/L, ylizey suyunda 4,68 pg/L, siitte 213,3 pg/L konsantrasyonunda perklorat

saptanmistir.

Perklorat, hipoklorit, klorit, klorat ve kloriiriin yer aldigi homojen veya heterojen
reaksiyonlarin bir sonucu olarak olusturulabilir. Zamanla yiiksek konsantrasyondaki
ClO (yaklasik %5 CIO™ iceren camasir suyu) c¢ozeltilerinden olusabilir. UV 1s181na
maruz birakilmasi durumunda ¢ok hizli, karanlikta bekletme ile daha yavas olarak
klorat (CIO3) ve hipokloritden (CIO") olusabilir. Camasir suyu (dogal pH’ nda, pH 8
ve 12 de), pool shock ylizme havuzu dezenfektani (%12 CIO"), %1 w/v Cl037, %5
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w/v CIO3™ + %0.5 CIO™ gibi pek ¢ok 6rnek karanlik yerlerde veya giin 1g1gina maruz
kalma durumunda perklorat olusturma yetenegine sahiptir. Daha yiiksek hipoklorit
konsantrasyonu, zamanla olusan daha yiiksek perklorat miktar1 anlamina gelir.
Zamanla yaklagik 20 ppb/giin olan ¢amasir suyundan perklorat olusum hizi, UV’ ye
maruz birakilan Orneklerde 80ppb/dk’ ya kadar onemli derecede artis gosterir.
Camasir sularinda bulunan CIO;” ve CI" UV ye maruziyet sonucunda perklorati
orantili olarak arttirsa da klorit, CIO4 olusturma hizi en yiiksek oksiklorin tiirtidiir
(G.Gilimiis ve dig., 2005).

Havuz sularinda kullanilan dezenfektanlarin  yukarida anlatilan  kosullar
saglandiginda 6nemli bir perklorat kaynagi oldugu diistiniilmektedir.

HOCI atmosferde bulunan 6nemli bir kloriir rezervi olarak diistiniilebilir (Tanakaa ve
dig.,1998). Uygun kosullar saglandiginda, perklorat atmosferde hipoklorit veya
kloriirden dogal olarak olusabilmektedir (Dasgupta ve dig., 2005). Yagmur suyunda
da olgtilebilir miktarda bulunan perklorat, deniz suyunda diisiik konsantrasyonda
bulunmaktadir (Martilengo ve dig.,2006).

Bu calismalar dogrultusunda yiizey suyunda buldugumuz perkloratin,yagmur veya
toprak yoluyla olustugunu soyleyebiliriz. Bitkiler perklorat igeren su ile
sulandiginda, bitkinin yapraklarindan su buharlagan sudan geriye perklorat kalir.
Inekler perklorat igeren yemleri yiyebilir ve perklorat siitlerine gegebilir. Bunlara ek
olarak, roket liretim ya da test alaninin yakininda yasayan, yapiminda ¢aligan kisiler
veya havai fisekler, diger fisek ve patlayici tiirlerinin yapildig tesislerde c¢alisan
kisiler icin bu alanlar potansiyel perklorat kaynagidir. Uretim ve askeri tesislerde
perklorat yer alt1 ve ylizey sularina sizint1 ile bulasabilir. Bu alanlarda ¢evrede dogal

diizeyde perklorat meydana gelmesi sebebiyle,perklorata maruz kalinabilir.
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