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OZET

DOKTORA TEZI

CESITLI BiYOLOJIiK VE CEVRE ORNEKLERINDEKI
KOBALT, BAKIR, NIKEL VE DEMIR GiBi ESER
ELEMENTLERIN YUKSEK PERFORMANSLI SIVI
KROMATOGRAFISI ILE TAYINI

Harun CIFTCi

Frrat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
2007, Sayfa: 138

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile Fe(III), Ni(Il) ve Co(III)
gibi gecis metal iyonlarinin, 4-(2-piridilazo) resorsinol (PAR) ligand: ile kompleksleri
hazirlanilarak cesitli bitkilerdeki analizleri gerceklestirildi..

Fe(Ill), Ni(Il), Co(Il) ve Cu(Il) iyonlarinin PAR ligandi ile kompleks
hazirlama sartlar1 incelendi. Bahsedilen iyonlarin PAR ile olusturduklari komplekslerin
stokiyometrileri mol orani ve job yontemi kullanilarak Fe(IIT), Ni(I), Co(IIl) iyonlar1
icin (Metal/Ligand) 1:2, Cu(Il) iyonu i¢in 1:1 oldugu bulundu. Kompleks olusum
stireleri metanol-su ortaminda Fe(IIl), Co(III), Ni(Il) ve Cu(II) kompleksleri i¢cin 10-60
saniye arasinda bulundu. Fe(III), Ni(Il), Co(Ill) ve Cu(Il) Komplekslerin maksimum
absorbpsiyon yaptig1 dalga boylart (Ay,,) sirasiyla 490 nm, 504 nm, 510 nm ve 500 nm
olarak bulundu. Kompleks olusumu i¢in en uygun pH degerleri Co-PAR igin 5-8 araligy,
Fe-PAR i¢in 4-6,5 aralig1, Ni-PAR icin 6-10 aralig ve Cu-PAR icin 6-9 araligy oldugu belirlendi.

Komplekslerin molar sogurma katsayilari (g) Fe-PAR icin 5,4x10*mol L™ cm™,
Ni-PAR igin 2,7x10* mol L cm™, Co-PAR i¢in 6,5x10* mol L' cm™ ve Cu-PAR igin
4,2x10* mol L cm™ olarak bulundu. UV-Visible detektorii kullanilarak C;s Luna ODS
(250x4,6 mm 5u 100A) kolonunda optimize edilen kromatografik ayirma sartlari; dalga
boyu 500 nm, akis hizi 0.6 mL/dk, mobil faz bilesimi metanol/su/asetonitril/asetat
cozeltisi (55/40/2,5/2,5 v/v), mobil faz pH’1 5,3 olarak bulundu.

Optimize edilen sartlarda yontemin tayin sinirlar1 Fe-PAR, Ni-PAR ve Co-PAR
icin sirastyla 4.45, 3.26, ve 1.86 ug L™ olarak bulundu.

Optimize edilen sartlarda HPLC ile bitki orneklerinde Fe(IIl), Ni(II), Co(III)
iyonlarinin tayinleri gerceklestirildi.

Anahtar Kelimeler: HPLC, Eser Element, 4-(2-piridilazo) resorsinol, UV-Visible,
Demir, Nikel, Kobalt, PAR, Rezorsinol.
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ABSTRACT

PhD Thesis

THE DETERMINATION OF TRACE ELEMENTS AS
COBALT, COPPER, NICKEL AND IRON IN DIFFERENT
BIOLOGYCAL AND ENVIRONMENTAL SAMPLES WITH
HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPY

Harun CIFTCi

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Chemistry
2007, Page: 138

The trans metal ions such as Fe(Ill), Ni(Il) and Co(IIl) were materialized by
high performance liquid chromatography (HPLC) analyses in various plants by
preparing complexes with 4-(2- pyridiylazo) resorcinol (PAR) ligand.

The suitable conditions to prepare complex with PAR ligand of Fe(III), Ni(II),
Co(IIT) and Cu(Il) ions are investigated. The stoichiometries of complexes that formed
ions above mentioned with PAR were determined that [Metal]/[Ligand] is 1:2 for
Fe(III), Ni(I), Co(IIl) and is 1:1 for Cu ions by using mol rates and job method.
Complex formation periods for Fe(Ill), Ni(Il), Co(IIT) and Cu(II) complexes were found
as 10-60 seconds in presence of methanol-water.

The wavelengths of maximum absorbance for Fe(III), Ni(II), Co(IIl) and Cu(II)
complexes  were determined as 490 nm, 504 nm, 510 nm and 500 nm, respectively.
The most suitable pH values of complex formation for Co-PAR, Fe-PAR, Ni-PAR and
Cu-PAR were determined in 5-8, 4-6.5, 6-10 and 6-9 range, respectively.

The molar absorption coefficients of complexes for Fe-PAR, Ni-PAR, Co-PAR
and Cu-PAR were found as 54x10%, 2,7x10" 6,5x104, , 4,2x10* mol L' cm’,
respectively. The pH of mobil phase was determined as 5,3 under chromatographycal
separation conditions optimized in column C;g Su 100A Luna (250x4,6 mm) ODS by
using UV-Visible detector: wave length 500 nm, flow rate 0,6 mL/min, mobile phase
composition; methanol/water/acetonitrile/acetate solution

Detection limits of process for Fe-PAR, Ni-PAR and Co-PAR under optimized
conditions were found as 4.45, 3.26 and 1.86 pg.L", respectively. The analysis of Fe, Ni
and Co ions in plant samples under optimized conditions were carried out by HPLC.
Key Words: HPLC, Trace Element, 4-(2-pyridylazo)-resorcinol, UV-Visible, Iron,
Nickel, Cobalt, PAR, Resorcinol.



1. GIRIS

Metal iyonlar1 ve metal kompleksleri; organizmalarin hayati fonksiyonlarinda
onemli rol oynayan materyallerden biridir. Bu nedenle bu maddelerin sentezi, yapilari,
olusumlar1 ve kararliliklar1 i¢in ¢esitli inorganik, organik, analitik ve fiziksel teknikler
kullanilmaya baglanmistir. Bu teknikler arasinda HPLC, organometalik ve metal
koordinasyon karisimlarinin hazirlanmasinda analiz edilmesinde ve ayrilmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Organometalik komplekslerin ayrilmas1 igin ilk HPLC
uygulamasi 1969 da Veening tarafindan rapor edilmistir (1). HPLC metodolojisindeki
hizli gelismeler ve kararli metal selatlarinin uygulama alanina girmesiyle metal
iyonlarinin ayrilmasi ve analiz edilmesinde HPLC’ye olan onem daha da artmistir.
Kolon 6ncesi ve kolon sonrasi pyridilazo (2), thiazoliazo (3), 8-hidroksiquinolin (4),
komplekzonlar (5) ve diketonlar (6,7) gibi ligandlarla metal selatlar1 olusturularak
HPLC’ye basariyla uygulanmistir.

Metal komplekslerinin kromatografik tayinlerinde geleneksel olarak kolon
kromatografisi (CC) ve ince tabaka kromatografisi (TLC) kullanilmasi, analiz siiresince
baz1 komplekslerin termal ya da fotokimyasal etkilerle oksidasyona ugramasi nedeniyle
metal tayinleri i¢in uygun degildir. Ancak HPLC ile bu sorunlar giderilebilir. Ortam
sartlarinda sistemin (paslanmaz celik kolon, bozunmayan mobil faz, inert ¢oziiciiler ve
bunun gibi...) 151k ve atmosferden temasi 6nlemis oldugundan analizler daha hizli ve
verimli bir sekilde gerceklesmis olur. Bu sebeplerle HPLC kullanilmasi popiiler ve
kazanchdir (8, 9).

Son birkag yillik siire zarfinda kolonlardaki hizli gelismeler ve ¢esitli detektor
tekniklerinin artmasi yiiksek hizli, etkili verimli bir sekilde metal komplekslerinin
ayrilmasi ve analiz edilmesinde uygun sartlar1 olusturmustur (10).

Bu calismada ise HPLC ile cesitli 6rneklerde metal iyonlarinin analizi ve

ayrilmasinda 4-(2-piridilazo)-resorsinol (PAR) ligandi kullanilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Koordinasyon bilesikleri ve selatlar

Cesitli tipte ligandlarin gecis metalleriyle olusturduklar1 kompleksler
konusunda ilk bilimsel calismalar A.Werner tarafindan yapilmis ve koordinasyon
kimyasinin esas temelleri, bu bilim adaminin 1910'Iu yillarindaki basarili ¢aligmalari
tizerine insa edilmistir. Bugiin koordinasyon bilesiklerinin girmedigi alan yok gibidir
(11). Koordinasyon bilesiklerinin endiistrideki 6nemi giderek artmaktadir. Boyar madde
ve polimer teknolojisinde, ila¢ sanayinde, tipta biyolojik olaylarin agiklanmasinda,
tarim alaninda, roket yakiti hazirlanmasinda ve bunlardan baska daha bir¢ok
bilesiklerden farkl sekillerde yararlanabilmek i¢in yeni sentezlerin yapilmasi yoniindeki
calismalar yogun bir sekilde devam etmektedir (12). Koordinasyon bilesiklerinde metal
iyonu, elektron veren bir grup ile bag teskil etmis durumdadir. Bir metal iyonu elektron
cifti verebilen ligandlar ile bag yaptiginda meydana gelen bilesige koordinasyon bilesigi
veya kompleks adi verilir. Koordinasyon bilesiklerinde ligandlar, merkez atomuna
donor atom denilen elektron verici atomlar vasitasiyla baglanir. Bazi hallerde, ligand
molekiilii icindeki 7 baglar1 da merkez atomu ile bag olusturmada kullanilabilir.

Ligandlar bir dontr atomla merkez atomuna baglanabildigi gibi iki veya daha
¢ok sayida donor atomla da baglanabilir. Boyle hallerde ligandlara iki, ii¢, dort, ... uglu
selat denir. Selatlarin olusturdugu kompleksler tek uglu ligandlardan daha kararhidir.
Birbirine ¢ok benzeyen ligand ve selatlarin ayn1 merkez atomuyla kompleks olusturma
reaksiyonlarinin incelenmesi, reaksiyon entalpileri yoniinden, selatli komplekslerin daha
kararli oldugunu gostermektedir (13).

Komplekslerin kararliligi metal ve ligandlarin yapisina ve 6zelliklerine baglidir.
Koordinasyon bilesiklerinin kararliligin1 etkileyen metalin yapisiyla ilgili faktorler:

1. Metal iyonun biiyiikliigii

2. Tyonun yiikii

3. Iyonlasma gerilimi

Elementlerin yapisina bagli olan koordinasyon sayisi genellikle metalin
degerligi ile dogru orantili olarak degismektedir, metalin degerligi ne kadar biiyiikse
koordinasyon sayis1 da o kadar biiyiiktiir. Dort veya alti koordinasyon sayisina sahip
metallerin kompleks bilesikleri en kararli ve en ¢ok incelenenleridir.

Ligand yapisinin kompleks kararlilig1 iizerine etkileri soyle siralanabilir.

1. Ligandin tasidig1 dondr atom sayisi

2. Ligand basina diisen metal selat halka sayisi
3. Selat halkalarinin biyiikliigi

4. Ligandin yapisindaki sterik etkiler



5. Rezonans etkiler

Gecis metallerinde periyot boyunca ilerledik¢e cekirdek etkin yiikii artar.
Bunun nedeni d orbitallerinin perdeleme etkisinin kiiciikk olmasidir. Cekirdek etkin
yiikiindeki artig atom yari capinin azalmasina, iyonlasma enerjisi ve elektron ilgisinin
artmasina neden olur.

Kobalt d’ yapisindadir, gecis metallerinde periyot boyunca ilerledikce metalin
yiiksek degerlikli bilesiklerinin kararliligi azalir. Degerliligin +4 ve +5 oldugu
bilesiklerin sayisi azdir. Kobalt(Il) kompleksleri kararli bilesiklerdir. Bu bilesiklerden
bircogunun oktahedral ve tetrahedral yapida olduklari bilinmektedir. Kobalt(Il)
kompleksleri siibstitiisyon reaksiyonlarina yatkin olduklar1 halde, kobalt(III)
komplekslerinin bircogu yatkin degildir. Kobalt(III) kompleksleri genellikle uygun
kobalt(IT) komplekslerinin yine uygun sartlarda yiikseltgenmesiyle elde edilirler (14).

Sulu cozeltilerde kobalt bilesikleri genellikle pembe renkli olup uzun siire
yiikseltgenmeden kalabilir. Kobalt, bilesiklerinde genellikle Co(Il) ve Co(IIl)
basamaginda bulunur. Kobaltin elektronik yapist ,Co :[1s* 2s*2p® 3s* 3p° 3d’ 4s’] seklindedir.

Co (II) olmast durumunda 4s'den 2 elektron, Co(III) olmasi durumunda 3d’den 1
elektron verilir. Co(Il)’nin Co(Ill)'e yiikseltgenmesi kompleks asamasinda daha kolay
gerceklesmektedir. Bu 6zellik Valans bag teorisi ile kolay agiklanabilir.

3d”deki bir elektron ligandlarin bag yapmalari ile kazanilan enerjinin etkisiyle
daha yiiksek enerjili iist orbitale gecer. Bulundugu yiiksek enerjili bu seviyeden

kolaylikla verilir ve Co(IIT) kompleksi haline doniisiir (15).

3d 4z 4ip
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Sekil 2.1. Kobalt(II) ve kobalt (III) komplekslerinin orbital semalar1



3d orbitallerindeki elektron bosluklar1 nedeniyle kobalt, 6zellikle Co(III) olarak
N-verici atomu iceren ligandlar1 ile olduk¢a kararli, saglam, renkli ve kristal alan
teorisine gore kuvvetli alan komplekslerini olusturur (16).

Temel halde Nikel'in 3d orbitallerinde 8 elektronu vardir. Bilesiklerinin biiyiik
bir cogunlugu +2 degerliklidir. 0, +1, +3 degerliklerini aldig1 6zel durumlar da vardir.
Nikel koordinasyon sayisi alti veya dort olan kompleksler yapabilir. Koordinasyon
sayisinin dort olmasi halinde nikel, tetrahedral ve kare diizlem yapisinda kompleksler
olusturur.

Bu geometrilerden herhangi birinin tercih edilmesinde kristal alan kararlilik
enerjisi etkili olmaktadir. Tetrahedral kompleksler yiiksek spin, kare diizlem
kompleksler ise diisiik spinlidir. Bu nedenle kristal alan kararlilik enerjisinin yiiksek
olmasi halinde kare diizlem yapida kompleksler meydana gelir. Ayrica hacimce biiyiik
olan ligandlar tetrahedral kompleksler olusturmaya yatkindirlar (17).

Analitik kimyada eser elementlerin analizinde yaygin olarak kullanilmakta olan
rezorsinol ve tiirevleri ile ilgili pek ¢cok calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada, hem azot
hem de hidroksil grubu iceren, 4-(2-piridilazo) rezorsinol ligand olarak kullanilmistir. 4-
(2-piridilazo) rezorsinol’un suda, alkolde ve asetonitrilde kolay ¢6ziinmesi, metal
selatlarmin kararhlik ve molar sogurma katsayilarmm (2x10*-9x10* L.mol” cm™)
yiiksek olmasi (18) ile olusum siirelerinin (10-40 sn) kisa olmasi nedeniyle goriiniir

bolgede diisiik konsantrasyonlarda olan metalleri analiz etmek miimkiin olabilmektedir.

N~ “N=N OH
HQ

Sekil 2.2. 4-(2-piridilazo) rezorsinol ligandinin kimyasal yapisi
2.1.1. Rezorsinol ve Tiirevlerinin Kimyasal Yapilar1 ve Ozellikleri

Rezorsinol, beyaz ignemsi kristaller halinde, tatlimsi, hava ve 151k tesiri ile rengi
pembelesen bir maddedir. Formaldehit reginelerinin iiretiminde, ilag iiretiminde, agac
kaplamalari i¢in yapiskan ve diger baz1i organik bilesiklerin iiretiminde
kullanilmaktadir. Rezorsinol insanlar iizerinde biyolojik etkiye sahip oldugu icin hava
ve su kirleticisi olarak kabul edilir. insanlar iizerinde zararh etkileri vardir. Ornegin

insan derisinde dokiilmelere, egzamaya, nefes yolunda rahatsizliklara, asir1 zayiflamaya,



hazimsizlik ve kan hastaliklarina sebep olur. Otomobillerin egzoz gazlari, sigara dumani
ve petrol rafinerileri, rezorsinol'iin ¢cevreye yayilmasina neden olmaktadir (19).
Rezorsinol'iin bazi tiirevleri analitik kimya da eser elementlerin analizi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlardan birisi de 4-(2-piridilazo) rezorsinoldiir.
4-(2-piridilazo) rezorsinol, hem azot hem de hidroksil grubu icerdiginden yiiksek molar
absorblayiciliga sahiptir. 4-(2-piridilazo) rezorsinol kolay c¢oOziinme ve ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda metalleri belirlemeyi miimkiin kildigindan eser haldeki bir

¢ok metalin belirlenmesinde ve analiz edilmesinde kullanilmaktadir (20).
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Sekil 2.3. Sulu ¢ozeltilerde PAR’1n A max degerleri [A max* ve pKa* degerleri alkol-su
cozeltilerinde olciilmiistiir] (44).

Sulu ¢ozeltilerde, 4-(2-piridilazo) rezorsinol ortamin pH’ina bagli olarak dort
ayr1 yapida bulunabilecegi sekil 2.3’de goriilmektedir. En agirlikli olarak olusan mono-
iyonik yap1 olan C, pH 5.98-12.50 aralifinda biitiin ¢ozeltilerde maksimum 414 nm’de
(e = 25900 L.mol" cm™) absorpsiyon yapmaktadir. Protonlanmus yapi olan A, pH 1.72-
2.44’de 420 nm’de maksimum (¢ = 15700 L.mol"' cm™) absorpsiyon yaparken, D sekli
12.58’in iizerindeki pH degerlerinde 493 nm’de de maksimum (¢ = 17300 L.mol™" cm™)

absorpsiyon yapmaktadir.

2.2. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenleri birbirinden ayirmak igin

kullanilan yontemlerin genel adidir. Kromatografik yontemlerde karisimdaki bilesenler,



gaz veya sivi haldeki hareketli fazin akisi ile sabit faz boyunca tasimirlar. Bilesenlerin
ayrilmasi, bilesenlerin ilerleme hizlarindaki farkliliga, bir bagka ifade ile sabit faza olan
ilgilerine dayanir.

Kromatografik yontemler, hareketli fazin sivi veya gaz olmasina gore, sivi ve
gaz kromatografisi olmak iizere siniflandirilir. Tablo 2.1.’de ¢oziinenin hareketli ve
sabit fazlardaki dagilma dengesine bagli olarak sivi kromatografisi (LC) ve gaz

kromatografisi (GC) tiirleri goriilmektedir.

Tablo 2.1. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

Genel Yontem Adi Sabit Faz Denge Tiirii
Smiflandirma tiirii
Stvi-sivi veya Kat1 iizerine Iki s1vida dagilma
dagilma adsorblanmis s1v1

S1vi kromatografisi
(LC) Sivi-kat1 veya Kati Adsorpsiyon
(hareketli faz: siv1) adsorpsiyon

Iyon degistirme fyon degistirici fyon degistirme
recgine
Gaz Kromatografisi | Gaz-sivi Kat1 iizerine Gaz ve sivida
(GO) adsorblanmis sivi | dagilma
(hareketli faz: gaz)
Gaz-kat1 Kat1 Adsorpsiyon

Sivi kromatografisi cesitli alt gruplara ayrilir:

Adsorpsiyon kromatografisi,

Dagilma kromatografisi,

Ince tabaka kromatografisi,

Kagit kromatografisi,

Iyon degistirme kromatografisi.

Eger sabit faz dolgu maddesi iizerinde yayilmis bir sivi film ise yonteme sivi-
stvi kromatografisi denir. Bilesenler, sabit ve hareketli faz arasindaki farkli dagilma
egilimlerine gore birbirlerinden ayrilirlar. Bu yontemde hem sabit faz, hem de hareketli
faz birbiriyle karismayan, polarliklart farkli iki sividir.

Sabit faz, bir siv1 ile kaplanmamis kati dolgu maddesi ise yontem, sivi-kati
kromatografisi adimi1 alir. Bilesenlerin kati1 yiizeydeki farkli adsorpsiyon ilgilerinden

otiirii ayirma gercgeklesir.




Bu metotla ayirmalarin ¢ogunda, analiz edilecek ¢ozeltide bulunan bilesenler
(iyonlar ve molekiiller), sabit faz adim alan bir dolgu maddesi ile doldurulmus belli
uzunluktaki bir kolondan gegirilir ve uygun bir ¢oziicti (hareketli faz) ile kolonun bir
ucundan oOteki ucuna kadar siiriiklenerek tasinir. Tasima sirasinda adsorpsiyon
kromatografisinde bilesenler sabit fazda adsorbe edilir. Ancak, her bilesenin adsorbe
edilme hiz1 farkli oldugundan, bilesenler kolonda farkli tabakalarda kalirlar. Kolonun
istinden devaml ilave edilen ¢oziicii yardimiyla, en zayif adsorbe edilen bilesen en

onde olmak iizere bilesenler birbirlerinden ayrilarak farkli kaplara toplanirlar.
2.2.1. Kromatografide Kullamlan Temel Kavramlar

a) Dagihim Katsayisi

Kromatografide genel olarak analitin hareketli ve sabit fazlar arasindaki dagilim

dengesi basit olarak, bir A bileseni icin

—_— T
A hareketli =——— A abit

seklinde yazilabilir (21). Bu ifadenin denge sabiti K, dagilim katsayisi olarak

formiilii ile verilir. Ideal olarak bu oranin ¢cok genis bir derisim araliginda sabit olmasi

istenir.

Cs = Analitin sabit fazdaki molar konsantrasyonu

Cwm = Analitin hareketli fazdaki molar konsantrasyonu

b) Kapasite Faktorii (k’)

Analitin kolonda go¢ etme hizlarini tanimlamak i¢in kullanilan bir biiyiikliiktiir.

formiilii ile hesaplanir. Kapasite faktoriiniin 1-5 arasinda bir deger gostermesi idealdir.
Uygun bir kolonun secilmis olmasi halinde kapasite faktoriiniin degeri mobil fazin

bilesimi degistirilerek ayarlanabilir (21).



Dretelctér Sirvali

Zaman

Sekil 2.4. S1v1 kromatografisinde elde edilen kromatogram 6rnegi

tra.tre : A ve B maddelerinin alikonma zamanlar1 (retensiyon zamanlari)
a : Kolonda tutulmamis ¢dziinen piki

b : Temel cizgi (base line)

Ha, Hg  : A ve B maddelerinin pik yiikseklikleri

tm : Olii zaman (kolonda tutulmayan tiiriin ¢rkma zamani)

Wa, Wg : A ve B maddelerinin pik genislikleri
¢) Secimlilik Faktorii (a)

Birbiri ile iligkili iki pikin goreceli alikonmalarina se¢imlilik faktorii denir. A ve

B bilesenleri icin bir kolonun sec¢imlilik faktorii,

K, kg Cr)p" tm

K ! (bl —t
B k " Ra j %
formiiliinden hesaplanabilir. o=1 ise pikler ayrilmamistir. Mobil faz bilesimini

degistirerek veya calisma sicakligini ayarlayarak secimlilik faktorii 2 den biiyiik

yapilabilir ve boylece en iyi ayirma saglanir (21).



d) Rezoliisyon (Ayrisma)

Rezoliisyon, iki kromatografik pikin birbirinden ayrilma derecesini tanimlayan

bir parametredir. Rezoliisyonun belirlenmesinde kullanilan formiil,

2[(tg dp - Chp D)

seklindedir. R'nin 1.5 olmasi durumunda iki bilesenin ayrilmasi tam olarak gergeklesir.
Bu durumda iki bilesenin sadece % 0.3'ii cakisir. Ayrismanin 1.0 oldugu durumda ise A
bilesenine ait pik % 0.4 B bileseni, B bilesenine ait pik de ayni1 oranda A bileseni igerir.
Belli bir sabit faz i¢in ayrisma kolon uzunlugunu arttirarak iyilestirilebilir. Fakat bu kez
ayirma i¢in gereken siire artar.

Ayrigsma kolon etkinligini belirleyen tiim faktorleri icerecek sekilde;

N DR B R
Rs= '. |
4 ! u s 'l) 'l,'l‘l'k[q,l."

Y

formiilii ile ifade edilebilir.
Yukaridaki formiilden kolon verimliligini tanimlamakta kullanilan N, teorik plaka
sayist;

N 1k
N = 1{1 R—Si |{ :I

lll. a— I '|IL ]'CB, !

formiilii ile kolon verimliligini tanimlamakta kullanilan diger parametre H, plaka

yiiksekligi de;
L
H=— formiilii ile hesaplanabilir (21).
N

2.2.2. Kolon Etkinliginin (Performansinin) Optimizasyonu

Iyi bir ayirma gerceklestirebilmek icin temel biiyiikliikler a, k' ve N (veya H)'n
az cok birbirinden bagimsiz olarak degistirebildigini unutmamak gerekir, o ve k'
sicaklik ve mobil faz bilesimi ile kolaylikla degistirilebilir. Farkli bir kolon dolgu
maddesinin kullanilmasi da daha az uygun olmakla birlikte bir secenektir. N'i, kolon

uzunlugunu ve H'l, mobil fazin akis hizini, dolgu maddesinin tanecik biiyiikliigiinii,



mobil fazin viskozitesini ve sabit fazi olusturan adsorblanmis likit fazlarinin kalinligini
degistirerek istenen degere getirmek, en azindan yaklagtirmak miimkiindiir.

Ayrigsmayi iyilestirmenin en kolay yolu kapasite faktoriinii (k') optimize
etmektir. Likit kromatografisinde yukarida bahsedildigi gibi ¢o6ziicii bilesimini
degistirmek k' degerinde gereken degisimi genellikle saglar. Se¢imlilik faktoriinii
arttirabilmenin yollar ise azalan tercih edilebilirlik siras1 ile: (a) pH degisikliklerini de
iceren mobil faz bilesimini degistirmek, (b) kolon sicakligini degistirmek, (c) sabit fazin

bilesimini degistirmek, (d) 6zel kimyasal etkilerden yararlanmaktir (21).

2.3. Sivi Kromatografi Teknikleri

Polarlik, ¢oziiniirlik ve molekiil agirhig tiiriine gore miktar analizinde gesitli
spesifik uygulamalar icin s1vi kromatografi tiirleri kullanilir.
Stv1 kromatografi tiirlerinde zit faz, zit faz iyon cifti, iyon degistirme, jel

gecirgen ve kiral kromatografisi tiirleri bulunur (22).

2.3.1. Dagilma Kromatografisi (Normal ve zit faz)

Normal faz (NP) ve zit faz (RP); hareketli ve sabit fazin polarligina gore
tanimlanir. Ik kromatografik ayirmalar polar alumina ya da sabit silika faz ve hegzan
gibi c¢oziiciilerin kullanildig1 apolar fazlardir.

Bu tip kromatografi normal faz sivi kromatografisi gibi belirtilir. Ancak bir
polar mobil faz kullanilarak ve kismi apolar durgun faz kullanildiginda benzer ayirmalar
diger ayirmalarin zitt1 ile elde edilebilir. Zit faz sivi kromatografisinin bugiinlerde en
popiiler olan1 ICP-MS detektorlii dagilim kromatografisi modiiliidiir.

Silika omurgali durgun fazlar hidrofobik hidrokarbonlarin 2, 8 veya 18 karbonlu
atomlarinin zincirli formudur. Bu yiizden kolonlar C,, Cg ve C;g olarak adlandirilir.
Onlar ayrica okdesilan (ODS) gibi hidrokarbonlar1 kapsar. Analit dagilimi sabit faz ve
mobil faz arasindaki farkli etkilesimden olur. Mobil faz icerigi ve miktartyla ayirma
kontol edilebilir. Asetonitril ve metanol en yaygin olarak kullanilan mobil faz

bilesimidir (22).

2.3.2. Zat Faz iyon Degistirme Kromatografisi

Zit faz iyon c¢ifti kromatografisi RP-kromatografisinin modifiye edilmis
seklidir. RP mobil fazina iyon cifti ayiraci eklenerek iyonik ve non iyonik karisimlari
ayirma kabiliyetine sahiptir. Tyon cifti ayiraclar1 bas kisimlar1 polar, kuyruk kisimlar
apolar gruplara sahiptir.

Tetra alkil amonyum tuzlar1 (t-BABr, n-BABr), tri etil amonyum tuzlari, tri flor

asetik asit (TFA) ya da alkil siilfonatlar gibi anyonlar iyon cifti ayiraclarin farkl
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tipleridir. Onlar bir iyon cifti formunda iyonik analitlere baglanarak tamam elektriksel
olarak notral olan RP kolonu tarafindan tutunurlar. Analit seciciligi mobil faz icerigi
degistirilerek ayarlanabilir. Iyon cifti ayiraclari mobil faza 1x10°-5x10~ M arasindaki

konsantrasyonlarda eklenir (23).

2.3.3. Iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon degistirme bir analit iyonu ve mobil faz iyonunun sabit fazdaki zit yiiklii
fonksiyonel grup iyonlarinin etkilesim prosesidir. Enjeksiyonda mobil faz iyonlar1 karsi
fonksiyonel grup iyonlariyla etkileserek notral olurlar. Analit enjeksiyonundan sonra bu
iyonlar fonksiyonel grup kisimlari i¢in mobil fazdaki iyonlar yarisir. Farkli formdaki
analit iyonlarinin ayrilmasi mobil faz iyonlariyla analit iyon tiirlerinin yer
degistirmesiyle olur. Analit icerdigi iyonlarin kii¢iik ya da biiyiik olmasina gore farkl
stirede ayrilirlar. Biiyiik iyonlarin kolonda tasinimi daha yavastir. Bu tiir iyonlarin selat

olusturularak pH’a bagl olarak da ayrilma ihtimali vardir (24).

2.4. Yiiksek Performansh Si1vi Kromatografisi (HPLC)

Stv1 kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC) yonteminde, sabit faz olarak kullanilan maddelerin tanecik
boyutlarmin 6nemli 6l¢iide kiigiiltiilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz
ylizey alami biiylir ve boylece kolonun etkinligi arttirilmis olur. Cok siki olarak
doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla gecebilmesi i¢in bir basing
uygulanmasi gerekir. Bu yiiksek verimdeki kolonlarin ve oldukga yiiksek basinglarin
kullanildigt HPLC, element tiirlendirilmesinde en yaygin bicimde uygulanan
kromatografi tiirtidiir.

HPLC giintimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyas,
bitki kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini iceren alanlarda ayirma ve analiz igin
vazgecilmez bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Bilhassa diger kromatografik tekniklere
uygun olmayan bilesiklerin ayrilmasi ve analizi i¢in uygundur. Cevre sicakliginda
termal olarak kararsiz bilesikleri ve yiiksek polarliktaki bilesikleri herhangi bir
tiirevlendirme olmaksizin ayirabilir ve analiz edebilir (25).

HPLC’nin s1v1 kromatografisinin diger tiirlerinden tistiinliikleri sunlardir.

1) HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

2) Boyle kolonlarda gergeklestirilen ayirma, eski yontemlerle elde edilenden
cok daha ¢esitlidir.

3) Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimhidir ve tekrarlanabilirlik
daha yiiksektir.

4) Nicel analiz amaglari i¢in de kullanilabilir.
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5) Analiz siiresi ¢ok kisadir.

6) Duyarlik ¢ok yiiksektir, 1-2 ug’lik ornek bile, floresans, elektron yakalama
ve ICP-MS detektorleri kullanilarak analiz edilebilir.

Sekil 2.5.”de goriilen HPLC cihazi baslica ii¢ boliimden olusur:

Coziicli dagitma boliimii

Ayirma kolonu

Detektor ve kaydedici sistem

@

H
ST G-

Sekil 2.5. HPLC sistemi ve enstriimanlart A,E) Mobil faz depolari, B) Pompa kontrolorii,
C,D) Yiiksek basi¢li pompa F) Mikser, G) Kolon, H) Detektor
2.4.1. Coziicii Dagitma Sistemi

HPLC cihazi, diger sivi kromatografisi cihazlarindan, daha 6nce de belirtildigi
gibi, kolon giris ve c¢ikisi arasinda olusturulmasi gereken yiiksek basing nedeni ile
farklilik gosterir. Bu basing farki, kolon girigine bir pompa yoluyla uygulanan basing ile
saglanir. Coziici pompalama sistemi belki de HPLC sisteminin en 6nemli kismidir.
Pompanin performansi, analitik sonuglardaki tekrarlanabilirligi, nicel degeri ve
gozlenebilme sinirini bilyiik olgiide etkiler.

Pompalarin ayn1 zamanda ¢o6ziicii oranlarimi da degistirebilecek sekilde
programlanabilmesi, ¢oziicii programlamasi adi verilen ve cok daha etkin bir ayirmayi
saglayan teknigin uygulanmasina olanak verir.

Coziiciiler, ayirma kolonuna girmeden once karistirilirlar. Bu sistem gerekli
ayirmay1 saglamakta kullanilan iki ve daha fazla hareketli faz i¢in, iki ve daha fazla

yiiksek basing pompasina sahiptir (Sekil 2.6). Bu amacla kullanilacak hareketli fazlarin
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tamamen karisabilir 6zellikte olmas1 gerekir. Pompalar yoluyla ¢oziiciiler, ya difiizyon

ya da mekanik olarak calisan kiiciik hacimdeki karistirma odalarinda karistirilirlar.

ozdci 2

Gozdcd 1

I

¥ilksek Basing | | Yiksek Basing

Fompasi 1 Fompasi 2
I |
Kangtirma
Ddasi
Kolon

Sekil 2.6. Coziicii programlama sistemi

2.4.2. HPL.C’de Kullamlan Kolon Dolgu Maddeleri

Kullanilan HPLC ayirma modiilleri arasinda normal faz (NP-HPLC), zit faz
(RP-HPLC) ve jel gecirgen sivi kromatografisi (SEC) bulunmaktadir. HPLC ayirma
modiillerinden RP-HPLC %80-90 daha yaygin olarak kullanilmaktadir (26).

Analizlerin bircogu icin uygulanan HPLC yonteminde de zit faz (RP) segici
ayirmalarda yogun olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda gelistirilen zit faz kolonlar1
ayirmayr hizli, secici, etkili ve verimli bir sekilde yaparak c¢oziicii tiiketimini
diigiirmekte kimyasal ve termal etkilere karsi daha kararli yapida olmaktadir.
Giintimiizde en fazla kullanilan zit faz HPLC kolonlar1 silika esaslidir. Silika esash
kolonlarin ayirma giicliniin fazla olmasi ¢oziiciilere karsi yiiksek mekanik o6zellik
gostermesi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak yiiksek pH ve sicaklik
etkisinde ¢oziinmeye ugramasi istenmeyen 6zelligidir. Bu durumun 6niine gecmek icin
silika temelli sabit fazlara organik polimerler sentezlenerek modifiye edilmekte
kimyasal ve termal yonden daha kararli yap: kazandirilmaktadir. Ayrica cesitli deney
sartlarinda daha kararli olan zirkona ve alumina esashi sabit faz iizerinde de
calisilmaktadir (25).

Analiz edilecek maddelerin asidik, bazik ve notral Ozeliklerine, kolonlarin
baglant1 sekillerine, uzunluguna, i¢ capina, tanecik boyutuna ve omurga yapisina gore

RP kolonlari tiretilmektedir (27).
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Organik molekiillerin ¢ogu non-polar yapiya sahip olduklari icin, yiizeyinde
non-polar fonksiyonel gruplar olan sorbentlerde ayrilan maddenin alikonulmasinda
non-polar etkilesimlerden yararlanilabilir. Kromatografik sartlar altinda, alkil bagh
kisimlar kismen veya tamamen mobil fazdaki organik molekiilleri ile solvate edilmis
olabildiginden ODS materyalindeki serbest silanol gruplar1 hidrate haldedir. Sulu
organik mobil fazlar kullanildigi zaman sabit fazin alkil bagl gruplari ile analitin
dispersif etkilesimi ve analitin hidrofilik etkisi nedeniyle alikonulmasi kolaylasir.
Bilesiklerin alikonulmasi pH'a, sicakliga, kati fazla etkilesime ve mobil fazin bilesimine

baglhdir (28).

2.4.2.1. Kolonlarda Bulunmasi1 Gereken Ozellikler

1) Analiz edilecek 6rnege gore segici olmali,

2) LC-MS gibi spesifik uygulamalar icin ¢oziicii tiketimi minimum olmali, su
orani yiiksek eluentlerde performansi artirmali,

3) Akis karakteristli yeni formlara 6zellikle diisiik basing sartlarinda hiz artist
icin monolitik fazlar karsilayabilme 6zelligine sahip olmali,

4) Partikiil sentez metodu tekrarlanabilir 6zellige sahip olmali,

5) Partikiil biiyiikliik dagiliminda katinin ¢okme ve asinma 6zelliginin sinirh
olmasi,

6) Yeni dizayn edilecek yeni nesil kolon teknolojisine uyumlu olmalz (29),

7) Polimer omurgali ya da polimer esasli sabit fazlarda minimum sisme
ozelliginin sergilenmesi,

8) Kimyasal modifiyeli yiizeyin kolon boyunca homojen olmast,

9) lyi bir kolon dolgu maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz
coziiclilerine hem de Ornek c¢ozeltilere karsi inert olmalidir. Genis ylizey alanina,
diizgiin olarak dagilmis ve hareketli faza kolay erisebilir acik yapisal yiizeye sahip
olmalidir.Yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan etkilenmemelidir (30).

10) Gozenekler analitin molekiil biiyiikliigii icin uygun biiyiikliikte olmali ve
baglanti kisimlarinin hizli kiitle akisina miisaade edebilecek derecede iyi baglanti
ozelligine sahip olmali (31).

Kolon verimi; kolon dolgu maddesi, ortalama tanecik ¢api, kolonu doldurmak
icin kullanilan teknikler, kolonun i¢ ¢ap1 ve kolonun i¢ yiizeyinin geometrisi gibi pek
cok faktor tarafindan analiz edilir. Paslanmaz celik kolonlarin, malzeme ozellikleri
acisindan en uygun kolonlar oldugu ortaya konulmustur. Analitik uygulamalarda, 2.1
mm, 3.2 mm ve 4.5 mm i¢ capa sahip kolonlar 10-30 cm arasindaki uzunluklarda

kullanilirlar. Bu tiir kolonlarin teorik plaka sayis1 40.000 — 60.000 plaka/m civaridadir (32).
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2.4.2.2. Silika Esash Kolonlar

HPLC calismalarinda sabit faz olarak genellikle silikajel kullanilir. Igerdigi
SiOH gruplar1 nedeniyle zayif asidik o6zellik gosteren silikajel, bazik 6zellik gosteren
bilesikleri bazlik kuvvetlerine gore tutar.Yani, kuvvetli bazlar silikajel kolonlarda zayif
bazlara oranla daha kuvvetli tutulurlar. Silikajel dogrudan dolgu maddesi olarak
kullanildig1 gibi bir kati1 yiizeyine film halinde kaplanabilir. Bu katinin cam boncuk
olmasi durumunda bu ince tabaka, yiizeye kimyasal baglarla baglanir. Asidik 6zellik
gosteren bilesiklerin ayrilmasini saglayan, yani bazik 6zellik tasiyan bir kolon dolgu
maddesi de aluminadir. Bu dolgu maddesi de kati bir yiizeye film halinde kaplanarak
kullanilir (33).

Silika esasli kolonlarda taneciklerin diizgiin dagilmasi mekanik dayaniminin
fazla olmasi, yiiksek yiizeye sahip olmasi, gbozenek dagilim biiyiikliigiiniin kolaylikla
tolare edilmesi, silanol gruplarinin yiizeylerinin zit faz, normal faz, iyon degistirme ve
jel gecirgen kromatografisi icin segici gruplarin kovalent baglanarak modifikasyona izin
verebilmesi ve silika partikiil sentezi, sabit faz sentezi ve silika kimyas1 hakkinda fazla
miktarda arastirmalarin olmasi silika esasl kolonlarin avantajlaridir (33, 34, 35, 36, 37).

Silika esasli kolonlarin caligma pH araliginin dar olmasi nedeniyle silikaya
alternatif olarak aliimina, polimer ve por6z grafit esash destek maddeleri gelistirilmeye
calisilmaktadir. pH 1-12 araliginda dayamikliliga sahip olabildikleri icin divinilbenzen
(DVB), polistiren divinilbenzen (PS-DVB), polivinilalkol (PVA) gibi polimerik destek
materyalleri ve bunlara alkil zincirleri baglanmis kolon dolgu maddeleri ile ilgili yogun
calismalar vardir (38).

Alumina ve zirkona destek maddeleri silikayla karsilastirildiginda daha kararl
kimyasal ozellige sahiptir, pH araliklar1 2-13 arasindadir. Ayrica termal kararliliklar: da
oldukga yiiksektir (150-200 °C) (31).

Pordz polimerler genellikle genis pH araliginda yiiksek ornek yiikleme
kapasitesine sahiptir. Non-polar polistiren divinilbenzen kopolimeri (PS-DVB)
degistirilebilir gruplar icermeyen polimer matrikslerde hidrofobik etkilesimlerle
adsorplar. Bilesiklerin analizinde alkali mobil faz kullanilmasi gerektigi zaman, yiiksek
pH’larda PS-DVB'nin stabil kalma avantaji vardir. Fakat ODS'a gore diisiik
rezoliisyon, diisik pik kararliligi ve zayif basing direnci gibi bazi dezavantajlara

sahiptir. Ayrica bazi solventlerle sisebilir veya biiziilebilirler.

2.4.2.3. iyon Degistirici Recineler

Elementel tiirlendirme amac ile kullanilan dolgu maddesi ise genellikle anyon

veya katyonlar1 tutan iyon degistirici reginelerdir. Bu recinelerin kullanilmasi
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durumunda ornekte iyon halinde bulunan tiirlerin birbirinden ayrilmasi saglanabilir.

Kullanilan iyon degistirici recineler dogrudan kolona doldurulabilen kati recineler

olabilecegi gibi, bir kat1 yiizeyine kaplanmis siv1 recineler de olabilir. Iyonlarin bu

recinelere olan ilgilerine etki eden bircok faktor vardir. Bunlar; iyonlarin yiikii ve

biiytikliigii, pH, iyon siddeti, kullanilan reginenin gozenekliligi, ¢oziicii cinsi, ¢oziicii

derisimi ve sicakliktir (39).

Tablo 2.2. Farkl tip kolon dolgu maddelerinin ozellikleri ve karsilastiriimasi

Ozellik SiO, TiO, | ALO; | ZrO, Degerlendirme

Boyut dagilimi ++ ++ ++ ++ | Kiiresel tanecik boyutu tiim
oksitlerde aynmidir.

Gozenek yapist ++ ? ? ++ | Silika ve zirkonanin gézenek
baglantilar1 uygundur. Titanianin
ve zirkonianin yapilari
belirtilmemistir.

Yiizey ++++ ++ +++ ++ | En genis yiizey alanina sahip

alan1/G6zenek dolgu maddesi silikadir.

cap1

Diizenlenebilen | ++++ ? ? +++ | Silika silan kimyasiyla, metal

yiizey kimyast oksitler polimer baglanmasiyla,
zirkona karbon baglanmasiyla,
titanin yiizey kimyasi yeterince
bilinmemektedir.

Mekanik ++ ? ? +++ | Silika ve zirkonanin 10,000 Psi

dayanim dan fazla basing degerini tolere
etmektedir.

Kimyasal - ++(?) | +++ | ++++ | Silika pH : 2-8 (fosfat icermezse

kararlilik 11,5). Alumina pH 3-13, zirkona
pH 1-14, titania i¢in stabil
caligmalar yapilmamistir.

Termal - ? ? +++ | Silika 60-70 °C, zirkona 200 °C,

Kararlilik alimina ve titan igin termal
kararlik bilgisi yetersizdir.

Kolon Verimi +++ ? ++ +++ | Silika ve zirkonada kolon verimi
yiiksek iken aluminada diistiktiir.
Titana i¢in belirtilmemisitir.

Homojenlik ++ + + + Silika diger metal oksitlerden

daha homojendir.

Birkag bilesenden olusan bir karisimdaki her bilesen, farkli bir net yiike sahiptir

ve bu yiizden kolondan ayrilmasi igin farkli bir iyonik kuvvet gerektirir. Iyonik kuvvet

tamponun veya tampona eklenen tuzun artan derisimiyle artabilir. Boylece Ornegin

kolonda alikonmasi azaltilabilir ve bilesikler farkli tuz derisimlerinde kolondan

ayrilabilirler.
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Ornek bilesenlerinin ayrilmasi, tamponun pH’min degistirilmesiyle saglanabilir.
Tamponun pH’1 molekiiliin pH’ sina yaklastiginda molekiil kendi yiikiinii kaybeder ve
iyon degistiriciden kurtulur. Katyon degistirmede, ornekler kendi pH degerlerinin
altinda bir pH’da tutuldugundan, tampon pH’inin artirilmasiyla 6rnek kolondan daha

cabuk ayrilir (40).

Tablo 2.3. HPLC i¢in silika ve metal oksitli kolon dolgu maddelerinin avantajlar1 ve
dezavantajlari (38).

Madde Avantaj Dezavantaj

Yiiksek ve diisiik pH da kararlilig
yetersizdir. Termal kararlilig
Partikiil biiyiikligii, gozenek cap1 yetersizdir. Notral pH da inorganik

ve yiizey alan1 uygunlugunda segici | tamponlara kars1 duyarhidir. Bir¢cok

Silika
kullanilir. amin tiirevi silika fazlarda pik
verir. Sicaklik yilikselmesinde
diisiik organik icerikli mobil
fazinda hizli HPLC i¢in imkan
saglamaz.
Son derece yiiksek sicaklik
sartlarina ve tiim pH degerlerinde
kararlilig1 yiiksektir. Silikadan farkl yiizey kimyasi ve
Elektrolit olmayan karigimlarin tanecik biiylikliigiiniin olmasi
Metal ayrilmasinda secicidir. nedeniyle yiizey modifiyesi
oksitler Hizli HPLC uygulamalari icin sinirlidir.
yiiksek sicaklik sartlarina ve diisiik | Kuvvetli levis asit ve karboksilli
organik igerikli mobil fazlarla asit icerikli karisimlarin
imkan verir. Asidik ve bazik ayrilmasina imkan
karisimlar icin silikaya gore daha saglamamaktadir.
secicidir.

HPLC destek maddeleri hem silika temelindeki maddeleri hem de
tiirevlendirilmis hidrofilik veya hidrofobik polimerleri kapsar.

a) Polimer temelli iyon degistiriciler: Polimer temelindeki iyon degistirici
recinelerin  polimerik iskeleti polistirene capraz baglanmis divinilbenzenden
sentezlenir. Bu iskelet genellikle bir stirendivinilbenzen (DVB) polimeri, polimetakrilat

polimeri, metakrilik asit divinilbenzen (MA-DVB) polimeri veya akrilik asit
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divinilbenzen (A-DVB) polimeridir. Bunlardan stirendivinilbenzen polimerinin

olusturulmasi asagidaki sekilde gergeklestirilir.
—CH- CHT —CH; CH—CHo—
CHz CHp
é é —CH-CH,— CH—CHz CH- CHo— CH -
Stiter pDrArdlberimen Capraz Badh Polimer

Sekil 2.7. Sitiren divinil benzen polimerinin olusumu

Capraz baglanmanin miktari, divinil benzen miktar ile kontrol edilir.Genellikle
her 11 mol stiren icin 1 mol divinil benzen kullanilir. Capraz bagl polimerik zincirlerin
olusturulmasi i¢in yaygin bicimde p-divinil benzen kullanilmakla birlikte, m-divinil
benzen de ayni islevi goriir. Polistiren divinil benzen reginesinin gozenekliligi ve
mekanik kuvveti, c¢apraz baglanma derecesinin bir fonksiyonudur. Yiiksek dereceli
capraz baglh recineler (% 8-10) yiiksek basingta kullanilabilir, fakat kiiciik caplari
yiizilnden, makro molekiillerin gegmesine izin vermezler. Diisiik dereceli ¢apraz bagh
recineler (% 2-8), biiyiik molekiillerin matrikse ge¢mesine izin verir ve ¢oziiniirligi
arttirirlar. Fakat mekanik kararliliklar1 diistiktiir. Bu destek maddelerinin  avantaji,
pH 2 - 2 arasinda kararl olmalaridir (41).

Katyon degistiriciler, polimere asidik fonksiyonel gruplar eklenerek, anyon
degistiriciler ise bazik fonksiyonel gruplar eklenerek elde edilirler. En ¢ok kullanilan
fonksiyonel gruplar katyon degistiriciler icin siilfonat (-SO;’), anyon degistiriciler
icin kuaterner amin, trimetilamonyum (-N*(CH3);); dimetil hidroksietil amonyum (-
N*(CH3),C,H; OH) formundaki iyon degistiricilerdir. Ornegin bir stiren divinil benzen
polimeri H,SO, tepkimeye girdiginde -SO;H bagli katyon degistirici olusturur (42).

— CH-CHz—-CH- CH5— CH-CHp—CH-CH, -

SOH H SOH SOH SOH

CH-CH, - CH- CHZ— CH- CHE—CH CH:: CH —H—

9.0, 0.0,

S0-H B0,H

Sekil 2.8. Katyon degistirici regine
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b) Silika temelinde iyon degistiriciler: Silika temelinde iyon degistiren
matriksler hidrofiliktir ve polimerik tabaka olusmasi i¢in kullanilan ¢apraz baglayicilar
yiiziinden diisiik hidrofobik tutunma gosterirler. Kiigiik tanecik biiyiikliikleri ve sik
dagilimlan yiiksek kaliteli bir ayirma saglar. Gozenekli ylizeylerinden dolayi, hareketli
faza 6nemli bir temas yiizeyi saglarlar. Kimyasal ve mekanik olarak kararli olan silika
matriksleri, yiiksek akis hiz1 gerektiren yiiksek basinca karsi iyi direng gosterirler. 2.5-7
pH araligindaki sulu tamponlar ve pek ¢ok organik ¢oziiciiler, matrikste sisme veya
biiziilme olmaksizin kullanilabilirler. Bunlar mikro ve makro regineler arasinda orta bir
yerde olarak diisiiniilir ve iyon degistirme fazi ince polimerik aga monomerik
baglanmis olabilir. Silika temelindeki reginenin avantaji, polistiren temelindeki iyon
degisitirici recineden, mL kolon hacmi basina daha biiyiik degistirme kapasitesine sahip
olmasidir. Bununla birlikte silika bazli iyon degistiricilerin birka¢ sinirlamasi vardir.
Bunlarin bazik kosullar altinda kullanimlar1 sinirhdir ve yiiksek iyonik siddet kolon
Omriinii azaltir.

Iyon degistirici recineler, polimere baglanan asidik veya bazik fonksiyonel
gruplarin kuvvetine gore de siniflandirilirlar. Bu siniflandirma kuvvetli bazik (kuvvetli
anyon degistirici), oldukca bazik, zayif bazik, kuvvetli asidik (kuvvetli katyon
degistirici) ve zayif asidik seklindedir. Fonksiyonel grubun bazikligi veya asidikligi
arttikca ters yiiklii 6rnek iyonlarim1 ¢ekme giicii artar. Tablo 2.4’de cesitli katyon ve
anyon degistirici recineler goriilmektedir.

Iyon degistirme kromatografisinde kullanilacak hareketli faz, diger
kromatografi tiirlerinde kullanilanlarla aymi genel o6zelliklere sahip olmalidir. Yani
kullanilacak hareketli faz, o6rnek maddesini ¢6zmeli, uygun alikonma siirelerini
saglamali ve ornekte bulunan bilesenlerle secimli olarak etkilesmelidir. Inorganik
uygulamalar i¢in kullanilacak hareketli fazlar genellikle sulu fazlar olmakla birlikte
metanol gibi su ile karisabilen organik ¢oziiciiler de icerebilir.

Ayrilacak iyonlarin iyon degistirici reginelerdeki tutulmalarina etki eden en
onemli faktor pH’ dir.

HA - H + A

seklinde gosterilen bir zayif asit tepkimesi icin anyon degistirici kolondan gecen
hareketli fazin pH’1 azaldik¢a ¢ozeltideki H iyonu derisimi artar ve yukaridaki tepkime
sola kayar. Boylece kolondaki A" iyonu sayisi, yani kolonda tutulan anyon miktari
azalir. Benzer sekilde bir zayif bazin konjuge asidinin diger bilesenlerden ayrilmasi i¢in
kullanilan katyon degistirici kolonda pH azaldik¢a katyonlarin bagil sayisi ve buna
bagli olarak da tutunma miktar1 artar. Bu nedenle hareketli fazin pH’iin kontrol
edilmesi gerekir. Bu kontrol ile asidik veya bazik denge sabitleri birbirinden farkli olan

iyonlarin birbirinden ayrilmasi ile miimkiin olur.
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Tablo 2.4. Cesitli iyon degistirici regineler

Siniflandirma Fonksiyonel grup Polimerik destek
Tetra alkil-amonyum

Kuvvetli bazik hidroksit S-DVB

(kuvvetli anyon degistirici) | -CH,N(CH;);"CI S-DVB
-CH,N(CH3;);"OH S-DVB
Tetra alkil-amonyum kloriir S-DVB

Oldukca bazik -N(CHj), S-DVB

Zay1f bazik -NH, S-DVB
-NH, S-DVB

Kuvvetli asidik -SO;H* S-DVB

(kuvvetli katyon degistirici)

Zayif asidik -SO;Na* S-DVB
-COOH" S-DVB
-COOH" S-DVB

2.4.3. HPLC'de Kullanilan Ayirma Teknikleri

HPLC'de tek bir mobil faz kullanmak suretiyle yapilan ayirmaya isokratik
eliilsyon, analiz sirasinda mobil fazin bilesiminde degisiklik yapilmasina gradient
elisyon adi verilir. Gradient eliisyonda mobil fazin eliisyon kuvvetinin, pH'in,
polaritenin ya da iyonik kuvvetlerin degistirilmesi suretiyle ¢coziinenin kolonda tutulma

stiresi yani analiz siiresi kisalmig olur (43).

2.4.4. HPLC ile Kantitatif Analiz

Kantitatif analizde pik yiikseklikleri veya pik alanlarindan yararlanilir. Analit
pikinin yiiksekligi veya alaninin bir veya birkag standartin pik yiiksekligi veya pik alan
ile karsilagtirllmasina dayanir. Kromatografide ayrilan tiirlerin kapladigi alan analitik
parametre olarak kullanilir. Sartlar kontrol edildiginde bu parametreler konsantrasyonla
lineer olarak degisir. Pik yiiksekligi kullanilarak yapilan analizlerde, kromatografik
pikin yiiksekligi; pikin her iki ucunu temel ¢izgi (base line) ile birlestiren dogrunun
pikin tepe noktasina olan uzakliginin dik olarak 6l¢iilmesiyle belirlenir. Pik yiiksekligi
pik genisligi ile ters orantilidir. Kromatogramlardan dogru sonug alinmasi, standartlarin
ve orneklerin kromatogramlarinin alinmasi sirasinda kolon sartlarinin pik genisliginin
degismesine engel olacak sekilde kontroliiyle saglanir. Bunlar, kolon sicakligi, akis hizi
ve ornek enjeksiyon hizidir. Pik alanlar pik genislemelerinden bagimsiz oldugu i¢in pik
yiiksekligine gore daha uygun bir analitik parametredir. Diger taraftan pik yiiksekligi
daha kolay olciilir ve dar pikler icin olduk¢a dogru analiz yapilabilir. Modern
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kromatografik cihazlarda dijital elektronik integratorlerin kullanimiyla pik alanlar1 cabuk

ve dogru olarak hesaplanabilmektedir (21).

2.4.4.1. i¢ Standart Yontemi

Yap1 bakimindan analizi yapilacak 6rnege benzeyen, alikonulma zamani farkli
olan ve miktar1 bilinen bir standart, ¢oziinenle birlikte sisteme enjekte edilir.

Bu yontemde hem kalibrasyon egrisi hazirlamak, hem de cevap faktorii elde
etmek icin i¢ standart disinda, analizi istenen madde ya da maddelerin de referans

standartlarina ihtiya¢ vardir (43).

[Aa) (W]

F,: Cevap faktorii

A,: Analizi yapilacak maddenin referans standartinin pik alani
Ais: I¢ standartin pik alam

W,: Analizi yapilacak maddenin referans standartinin agirhigi
Wis: I¢ standartin agirhig

Ws: Ornegin agirligi

Bilinmeyen maddenin % miktart,

Ac. Fo . Wy
% X = ———— 100
Ais . W

2.4.4.2. D1s Standart Yontemi

Ya miktar analizi yapilacak maddeye ait referans standardin belli bir miktari
sisteme enjekte edilerek bir kromatogram elde edilip bilinmeyenin pik alani ile
kiyaslanir ya da referans standardin degisik konsantrasyonlardaki bir seri c¢ozeltisi
hazirlanir, her biri ayn1 hacimde sisteme enjekte edilir; pik alanlarimi kullanmak

suretiyle kalibrasyon grafigi ¢izilir (43).

2.4.4.3. Standart Katki Yontemi

Bir ya da iki maddenin analizi i¢in uygulanan bu yontemde Once Ornek

optimum sartlarda sisteme enjekte edilir, sonra analizi istenen maddenin referans
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standardinin belli bir miktar1 ilave edilip enjeksiyon yapilir ve pik alan1 farkindan

miktar analizine gegilir (43).

2.4.5. Detektorler

Son yillardaki metal komplekslerinin analiz ortaminda, zit faz (RP) HPLC
normal faz (NP) HPLC den daha yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Cesitli RP-
HPLC ve iyon ¢ifti (IP) HPLC arasinda RP-HPLC hizli ve kazanch olmas1 bakimindan
cok popiilerdir. Iyon degistirme HPLC ve jel gecirgen gibi diger ayirma modiilleri de
ayrica uygulanmaktadir.

HPLC de ¢ok cesitli detektorler kullanilmaktadir. Genel detektorler, hareketli
faz ve ornek cozeltisinin 6zelliklerindeki degisimi Olcer. Secici detektorler ise yalniz
ornek cozeltisi i¢in duyarlik ve segicilik gosterir. Genel olarak elemental detektorler
(AAS, AES, ICP-MS, Mikrodalga plazma) Optik detektorler (UV, UV/visible,
IR/raman, optik aktif, refraktometrik) luminesent detektorler (flouresans-fosforesans,
kimilumineasan-bioluminesence)  elektrokimyasal detektorler  (potansiyometrik,
modifiye elektrodlar, array elektrotlar, kondiiktiviti, indirekt elektro kimyasal
deteksiyon sistemleri) kiitle spektrometri detektorleri (FTICR-MS (Forier Transform
fon Cylotron Resonance Mass spektrometri) elektrosprey-termosprey, atmosferik
basingta iyonlastirma) ve diger detektor sistemleri(gas kromatografi detektorleri, NMR,
radyoaktif dedetektorler, immunokimyasal temelli detektorler ve viskozimetri) (45).

Genellikle yaygin olarak UV spektrofotometrik detektorler (UV visible ve foto
diyot array detektor (PDA)) kullanilmasina karsin metal kompleksleri i¢in fluoresans
detektorler de kullanilir (46). UV detektorii, kolondan ayrilarak detektdre ulagan
bilesenlerin ultraviyole bolgede yaptigi absorbansin Ol¢iimiine dayanir. Tek bir dalga
boyunda calisan detektorler kullanilabildigi gibi bir monokromatér ile cesitli dalga
boylarini secerek calisan detektorler de vardir. Tek dalga boyunda calisan detektorlerde
151k kaynagr olarak genellikle 254 nm’de 1s1ma yapan Hg lambasi, gesitli dalga
boylarin1 6lgebilen detektorlerde ise doteryum lambasi kullanilir. Spektrofotometrik
olgiim temeli ile calisan bir baska detektor tiirii ise fotodiyot dizisidir. Olgiimlerin ¢ok
hizl1 bir bigimde yapilmasinin gerektigi analizlerde genellikle bu detektor kullanilir. UV
detektoriin karakteristikleri sunlardir:

- Orneklerin UV- goriiniir bolgede absorpsiyon yapmasi gerekir.

- Hareketli faz akis hiz1 ve sicaklik degisimlerinden etkilenmez.

- Band genisletme etkisi kiigiiktiir.

- Cok giivenilirdir, operasyonu kolaydir.

- Ornek ¢ozeltiyi bozmaz.
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UV ve refraktif indeksli gibi iiniversal detektorler belirli metal tiirlerinin
bulundugu bir ¢ok karigimlarin analizine imkan verir.

Floresans ozellikleri tasiyan bilesiklerin analizinde ise spektrofotometrik
detektorlere oranla duyarligi daha fazla olan floresans detektorlerin kullanilmasi
miimkiindiir. Bu detektor ile 10" g/mL gibi cok diisiik gozlenebilme sinirlarina
inilebilmektedir. Luminesans 6zelligine sahip olan ilaglarin ve aminoasitlerin analizi
yapilabilir ya da baz1 biyokimyasal bilesikler floresans bir madde ile tepkimeye
sokulup, yeni bir floresans iiriin veya etiketlendirilmis iiriin olusturulur. Ornegin;
aminoasit ve proteinlerin bulundugu bir karisim, 5-Dimetil aminonaftalin sulfonik asit
kloriirii ile dansil bilesiklere cevrilir ki bunlar keskin bir floresans gosterirler. Bu yolla
bu bilesiklerin 10"® M’a kadar analizi yapilabilir (47). 10"'-10"2 g/mL degerinde
gozlenebilme sinirina ulasilan elektro kimyasal detektorler, elektroliz sonucu akim
Olciilmesi ilkesine gore calisir. Burada oOlgiilen akim, ornek maddesinin elektrolizi
sonucu olustugundan kullanilan ¢6ziictiniin elektrik akimi vermemesi gerekir. Elektro
kimyasal redoks tepkimelerine cevap veren ve polarografi ilkesine dayanan HPLC
detektorii de yaygin olarak kullanilir (48). HPLC de detektor olarak alevli AAS, grafit
firnli AAS de kullanilir. Yalniz GF-AAS F-AAS ye gore ¢ok daha duyarlidir. Bu
detektorlerde arabirimler ¢ok basit sekilde baglanirlar (49).

UV gibi non-element spesifik detektorlii sivi kromatografisi i¢in daha diisiik
dedeksiyon limitine sahip ICP-MS metal miktarlarinin analizinde biiyiilk avantaj
getirmistir. Spesifik metal detektorleri belirli metallerin tiirlendirilmesi avantajina sahiptir.

ICP-AES detektorleriyle 1 ng/ml seviyesinde deteksiyon limitine sahiptir. Fakat
diisiik ¢oziicti miktariyla uyum sikintis1 vardir. Yiiksek metanol ya da asetonitril (%10
dan fazla) icerigi kolaylikla tolere edilemez. ICP-AES nin avantaji metallerle birlikte
stilfiirlerinde takip edilebilmesidir. ICP-AES plazma enstriimanlar1 son zamanlarda
gecis metallerin analizinde diisiik dedeksiyon limitlerinden dolayr ticari Onem
kazanmistir. Polikromator ekipmanlarin avantaji ile ¢cok sayida element analizi kabiliyetine
sahiptir (50).

ICP-MS c¢ok sayida elementin karekterizasyonu i¢in ¢ok popiilerdir. Diisiik
dedeksiyon limiti ve tek deneyde bir ¢ok eser elementi ayn1 anda analiz edebilen essiz
bir analitik metotdur. Yalniz yiiksek bakim maliyeti ve enstriimanlarinin pahali olmasi
nedeniyle rutin analizlerin yapilmasinda dezavantajlidir (50).

Tletkenlik detektorleri kolondan ¢ikan iyonik haldeki bilesenlerin 6lciimiinde
kullanilir. Bu detektor organik sistemler icin pek uygulanabilir degildir. Daha ¢ok sulu

sistemlere uygundur.

23



Tim bilesenleri Olcebilen, yani secimli olmayan kirilma indisi detektorii ile
yapilan dl¢iimlerde, kirilma indisi sicaklikla degistiginden, ¢ok iyi bir sicaklik kontrolii
yapilmalidir. Cok yonliiligii mitkkemmeldir, fakat duyarliligi vasat oldugundan eser

analizler i¢in ideal degildir.

2.4.5.1. Farkh Detektorlerin Kullamildig1 Calismalar

Sutheimer ve Cabaniss (46) aliiminyumun fluorid, sitrat, asetatat ve silikat
komplekslerini ve kompleks igermeyen aliiminyum eliisyonunu katyon degistirici
HPLC ile ayirmislardir. Kolon 6ncesi lumogallion reaktifi kullanilarak, Al-lumagallion
kompleksleri fliloresans detektorle miktar analizi yapilmistir. Wu ve arkadaglari (51) bir
IP-RP-HPLC fluorimetrik dedeksiyonu ile bir ligand olan lumogallioni kullanarak
serumda aliiminyum analizini basariyla uygulamislardir. Daha sonraki bir ¢calismada Al-
lumagallion kompleksinin fluoresans oOlgiimleriyle idrar ve serumdaki aliiminyum
miktar1 basit ve duyarli HPLC metodu ile belirlenmistir (52). Schuster ve Sando (53) N-
Dansyl-N’-ethiltioure’li agir metal iyonlarmin selatlarinin analizi i¢in fluorometrik
detektorlic RP-HPLC metodunu kullanmiglardir. Ayrica bazi metal kompleksleri kadar
ligandinda bozulma zamanim ilk fluoresans Olciimleriyle gostermislerdir. Fulvik,
kafeik, vanilik ve salisilik bakir kompleksleri Uv-visible PDA ve fluoresans detektorlii
RP-HPLC tarafindan zenginlestirilerek direkt kompleks esasli metodu aragtirilmistir
(54). Serbest Gd** iyonun Gd(EDTA), Gd(DTPA)'2 ve Gd(DOTA) iyonik selatlar icin
fluoresans detektorlii bir RP-HPLC metodu gelistirilmistir. Bu metotta serbest Gd*
siklohegzan diamin tetra asetik asit (CDTA) ile komplekslestirilmistir (55).

Spektrofotometrik detektorlere karsin daha popiiler olan elektro kimyasal,
amperometrik ve diger detektorler metal komplekslerinin analizi i¢in uygulanmistir.
Weber, matriks karisimi ayrilmasinda yardimer olarak HPLC kullanilmasindan sonra
metal komplekslerini segici olarak ii¢ asamali pulsed amperometrik detektoriinii ile
belirlemislerdir. Bu metodu meyve sularinda Fe*’ laktad ve cesitli otlardaki platinyum
komplekslerini ekstrakte ederek uygulanmistir. Fenol ya da siilfiir gibi elektro aktif
karisgimlar iceren peptidlerde cesitli parametreler optimize edilerek kesin sonug¢ veren
secici bazi metal komplekslerinin dedeksiyonu gerceklestirilmistir (56).

N-fenil benzohidrooksamik asit ile kompleks yapilarak vanadyum analizi i¢in
elektro kimyasal detektorlii duyarli bir RP-HPLC metodu gelistirilmistir. Bu metot iki
nehir sularina ve homojene edilmis midyelerdeki vanadyum analizi i¢in uygulanmistir
(57). Polarizeli spektrofotometrik detektdr (PPD) icin siplit tipi jel hiicre tasarlayarak
icin renkli aminoasit-bakir (II) komplekslerini genel polarimetrik detektorlit HPLC ile
analiz etmeyi tartismislardir. Yeni ¢ikan bir ¢ok detektor teknikleri ICP-AES, ICP-IDMS ve
PB-MS HPLC ile birlestirilerek analitik arastirmalar da miktar analizi i¢in kullanilmaktadir.
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RP-HPLC ile eslestirilmis PB-MS detektor kullanilarak bazi diniikleer demir tiirevli
bilesiklerin karakterizasyonu ve ayrilmasi saglanmistir (58). Baz1 metal komplekslerinin

HPLC’de uygulamalar1 Tablo 2.7’ de gosterilmistir.

Tablo 2.5. HPLC’de detektor tipleri ve kullanim alanlart (62).

Kullanmilan detektor teknigi Kullanim (%)

Kiitle spektrometresi (MS) 354

Tandem MS (MS-MS) 13,7

UV spektroskopisi 16,1

Floresans 11,8

Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) 5,6
Evaporative light scatlering 3,7
Konduktiviti 2,5

ICP-MS, ICP-AES 5

Tablo 2.6. HPLC’nin uygulama alanlar1 ( 62).

Alan Kullanim (%)
[lac endiistrisi 19.7
Protein cesitleri 13.8
Biyolojik ornekler (kan, idrar, doku..) 12.1
Gida ve igecek endiistrisi 10.1
Kiral karisimlar 7.6
Cevresel ornekler ve toksik maddeler 6.2
Aminoasit ve organik asit 6.0
Dogal iiriinler 4.7
Organik kimyasallar 3.5
Diger 3.5
Genom ve DNA 3.1
Polimerler 2.7
Pestisit ve herbisit 2.7
Inorganik iyonlar 1.6
Aminler ve biyojenik aminler 1.6
Vitaminler 1.2

ICP enstriimanlarinin kullanildigi detektor tiplerinde nebiiluzer gaz akiginda

oksijen bulundugunda (%10 v/v) sinirhi probleme yol acar. Ciinkii oksijen coziiciilerle
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reaksiyona girerek CO, olusturur. Ilaveten bir ¢ok nebiilizar ekipmanlar1 plazma
girisinde Once ve nebiilizardan sonra organik coziicii tasinimi icin sprey odacigi
icermelidir. Soguma esnasinda sprey odacigi 0 -5°C arasinda plazma giiciinii (1,7 KW)
artirarak plazma kararliligini saglar. Boor ve Browner ICP enstriimanlarinda organik
¢oziicii etkilerini tartigmaktadir(59). Ek olarak, ¢oziicii taginimi igin sprey odaciklar,
membran desolvatorler organik coziiciilerin %100 uzaklastirma imkanina sahiptirler
(60).

Larsen ozellikle gradient ¢oziiciilerde sprey odacik ve nebiiliizer yanlisa sebep
oldugunu belirtmektedir. Organik ¢oziicii sprey odacik duvarlarinda birikirse yiiksek
iyonizasyon elemetler: ile yiiksek sinyal siddetini ortaya cikacaktir. Mobil fazda tuz
igerigi %?2’den fazla oldugunda ara yiizlerde tuz birikimine neden oldugu i¢in duyarlilik
azalabilir. Nitrik asidin kullanildig1 c¢aligmalarda kromatografik calismalar tuz
tasitnimina yardimer olur. laveten en kiiciik araliga sahip (4,6 mm den daha az)
kromatografik kolonlarin kullaniminda organik ¢oziiciilerin miktar1 ve ara yiizlerde tuz

birikimlerinin plazma performansina etkisi azaltilmig olur (61).

Tablo 2.7. Baz1 metal komplekslerinin HPLC de uygulamalari (9).

Kolon
cesidi Metal Kompleksleri Numune tiirii
IP-RP | 4-2-(piridilazo) resorsinol ve Su ornekleri
4-(2-thiazodilazo) resorsinol
RP Trans-[RuCl,(imidazol),] Nehir sular1
RP Cu(I), Co(Ill) ve Ni(Il) dietilditiyokarbamik asid | Cok ¢esitli alagim
selatlari ornekleri
RP Metal-siyaniir kompleksleri Altin tiretim ¢ozeltisi
RP [PtCly(dach)]
RP Nb-(4-(2-piridilazo)-rezorsinol) (PAR) selatlar1 Kayaclar
RP [PtCl,] Plazma

RP Metal ditiyokarbamat kompleksleri

RP 1,2-Diaminosiklohekzanplatin(I'V)

RP 4-( 5-nitro-2-piridilazo) rezorsinol (5-NO,-PAR) Pd(Il),
Rh(II), Ru(Ill) ve Pt(Il) kompleksleri

RP | 4-(2'-tiyazolilazo)rezasetofenon oksim Anod ¢camuru
Ru, Os ve Pd selatlar1

RP Dikloro( 1 ,2-diariletilendiamin) platin(II)

IP-RP | Rutenyum(II) diimin kompleksi Cisplatin veya
4.,4' -bis(dimetilamino) tiyobenzofenon ile platin karboplatinyum
Analizleri
RP Dietilditiyokarbamik asid ile kobalt ve nikel Cok c¢esitli alasim
ornekleri

RP Metal a, (B, v, 0-tetrakis (4-karboksifenil) porfin (TCPP) | Su 6rnekleri

RP Titanyum, vanadyum, neobyum ve tantal'in hidrojen
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peroksid ve 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol
ticlii kompleksleri

RP Toprak ve sudaki ligandlarla metal kompleksleri Toprak ve su
Krom(II)-p-nikotinamid adenin-diniikleotid fosfat
RP Manyetik mikrosfer-metotreksat konjuge tiirleri flag
RP Cd-Zn peptid kompleksleri Yaprak ekstraktlari
RP o-hidroksi izobutirik asid(HTBA) ile Th ve U | Kayaglar
kompleksleri
RP Platin kompleksleri(cisplatin, karboplatia, Tavsanlarin  plazma
oksaliplatin, oksoplatin ve tetraplatin) ve idrar1
RP 2-asetilpiridin-4-fenil-3-tiyosemikarbazon (APPT) ile | Farmasonik 6rnekler
Cu(II), Co(III) ve Fe(IIT) kompleksleri
RP Cinko ve bakir pritiyon Kozmetik preperatlar
IP-RP Altin  geri kazanim
4, 4'-bis(dimetilamino)tiyobenzofenon ile palladyum ve | ¢ozeltisi ve  bakir
altin eriyiginin anod
camuru
RP 1 ,2-dimetil-3 -hidroksi-pirid-4-on demir kompleksleri Serum ve Idrar
RP Rodyum(III), iridyum(III) ve iridyum(II)'nin
I ,4,5.8,9,12-hekzaazotrifenilen  ile  polimetalik
kompleksleri
RP Pt-195m-radyoizotop cis-diammin (1,1 -
siklobutandikarboksilato)platin(Il) (karboplatin)
RP (Feofitin)civa(Il) Kobalt kompleksleri
RP cis-diklorodiamminplatin(Il), dietilditiyokarbamat ile | Plazma
platin ve nikel kompleksleri
RP 4-(5-nitro-2-piridilazo) rezorsinol Nb(V), V(V), Co(Ill), | Yagmur ve atik su
Fe(I1D), Ni(II), Ru(IIl) ve Pd(II) selatlar:
2-(6-metil-2-benzotiyazolilazo)-5-dietilaminofenol
(MBTAE) ile platin metali ve olasi diger metal
kompleksleri
RP V(V), Nb(V) ve Ta(V) ile 2-(5-nitro-2-piridilazo)-5- | Mineral
dietilaminofenol
RP Bis(salisilaldehid)tetrametiletilen ile Co(II), Co(Ill), ve | Farmasotik ornekler
Fe(Il) kompleksleri
RP Metal kompleksleri Platin kompleksi(cisplatin) Tavsan bobregi ve
karacigeri
RP Amonyum pirolidin dittyokarbamat Atiksu, kullanilir su,
(PDC) ile Co(III), Ni(II), Cu(II) vePd(II) ve nehir suyu
ornekleri
RP Bi, Cd, Cu, in, Ni ve Pb ile Hekzametilenditiyokarbamat | Cok saf alimiinyum
(HMDC)
RP 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(N-propii-N- Deniz suyu
siilfopropilamino) fenol (5-Br-PAPS) ile Cu(Il), Ni(II)
ve V(V)
IP-RP | Metal-EDTA tiirleri Su orneklerinde,
dagilmis  Partikiiller
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ve sediment icindeki
pek cok tiir

RP Dietilentriaminpentaasetik asid bis-metilamid (DTPA-
BMA) ile gadolinyum(III), sodyum, kalsiyum, ¢inko ve
bakir kompleksleri
RP Siilfinat-S ligandi iceren Co(III) kompleksleri
2,2'-bipiridil-6-karbotiyoamid ~ bakir(II) kompleksleri
[BPYTA Cu(ID)]
Phytocheiatins ile Hg(II) baglanmasi
Dietilditiyokarbamat (DDTC)-Cu+"
[Bis(asetato)amin-dikloro (siklohekzilamin)platin(IV)] Insan plazmasi
RP Bis(asetilpivalilmetan)etilendiamin kobalt(I[), demir(II) | Ham petrol
ve vanadyum(IV) kompleksleri
IP-RP | [M(H,P04);r Cu(Il), Fe(Il) ve U(VI) kompleksleri ve | Standart referans
bunlarin nétral kompleksleri materyaller ve
sentetik karigimlar
Cr(IlI)-difenilkarbazon Jeolojik ornekler
Siderofor  desferriferritiyosin ~ (DFFTH,)  Al(II)
kompleksi ve ve nordesfeniferritiyosin (NDFFTH,)
Cr(IIT) kompleksi
3 -difenilfosfinopropiyonilglisil-L-(S-benzil) sisteinil
metil ester ligandi ile renyum(V) kompleksi
RP 8-hidroksikinolin ile Mo(VI) ve Mn(II) Deniz suyu
AminopolifosfonatlannCo(III)-poliamin kompleksleri
RP N,N'-etilenbis(salisilaldimin) ile Uranyum, demir, nikel | Mineral filizi
ve bakir kompleksleri ornekleri ve fosfat
kaya kalintilar
IP-RP | Okside edilmis klorofillerin Cu(I) kompleksleri
RP Aminoasit bakir kompleksleri Valin  fermentasyon
iiriinleri
RP Demir(III) klorofilim
RP Peptid  oksorenyum  kompleksleri ve  Tc-99m
kompleksleri
2-(6-metil-2-benzotiyazolilazo)-5-dietilaminofenol Pt
kompleklsleri
Ip 3-hidroksimugineikasid, 2'-deoksimugineik asid ve
mugjneik asid demir kompleksleri
IP-RP |Zr(IV) ve Mo(VD)nm 4,5-dihidroksi benzen-1,3- | Ni esash alasim
disiilfonik asit(Tiron) selatlar1(IP rektifi: TBABr)
RP Zr(IV) ve Hf(IV)in 5-Br-PADAP ve F ile iicli | Amonyum Fe(1I)
kompleksleri siilfatta Zr ve Hf,
hafniyum oksitte
Zr analizi
RP UO0,, Fe(ID), NIi(ID), Cu(II)'nin N,N'- | Mineral filizleri
etilenbis(salisaldimin) kompleksleri ve fosfat kayalari
IP- | Ru(IIl), Rh(III), Co(Il) ve Cu(Il)'nin PAN-6S selatlar1 | Bakir finnindan
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RP (IP reaktifi: TBABr) elde edilen anot

camuru

IP- | PtD), Ir(IV), Rudll), Rh(Ill) ve Os(IV)in TADAP
selatlar1 (IP reaktifi: TBABr)

RP

RP | Co(III), Ni(II) ve Fe(IIl)'iin TAM selatlar1 Standart alagimlar

RP | Co(III), Ni(II) ve Cu(II)'nin kinolilazo tiirevleri selatlar1 | Standart ¢elik 6rnegi

RP |Fedl) ve Cu(D'nin 4,7-difenil-1,10-fenantrolin
disiilfonat selatlari

RP | Cu(II); Fe(II),Ni(II),Co(III)' nin 2-(5-Nitro-2-piridilazo)- | Yagmur ve nehir suyu
5-[N-propil-N-(3-siilfopropil) aminofenol (Nitro-PAPS)
selatlar1

1P-

RP Fe(II),Cu(Il),Pb(1l),Zn(H),Ni(Il), Co(I), Cd{I)'nin | Musluk ve
tartarat kompleksleri yagmursuyu
4-{2-piridilazo) rezorsinol (PAR) ile kolon sonrasi
renklendirme (IP olarak alkansulfonatlar)

IP- Ee(II,III),Ni(II) ve Cu(Il)'nin 4,7-difenil-1,10-fenantrolin | Musluk ve deniz
(IP reaktifi: perklorik asit HC10,) suyunda Fe(Il) ve

RP Fe(III) analizi

RP | V(V), Nb(V) ve Ta(V)'in 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-
dietilaminofenol (5-Br-PADAP) selatlari Mineral

RP V(V),Cu (II),Co(Ill),Pd (II),Fe (111) ve Ni(I)'nin 2-(5- | Mineral ve nehir su
bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol (5-Br-PADAP) | havzasi (62)
selatlari

IR | Ni(Il), CodI) ve Cu (II)' nin dietilditiyokarbamat | Cu alagiminda Ni ve
(DDTC) kompleksleri Cu (63) analizi

IP- |V (V) ve Co (II)iin 2-(5-Nitro-2-piridilazo)-5-[N- | Celik, deniz suyu (64)

RP propil-N-(3-siilfopropil) aminojfenol  (Nitro-PAPS)
selatlari

RP | Ru (II),Rh (III),0s (IV),Ir(IV), Pt (I),Co (U),Ni (II) ve | Sentetik Ornek (65)
Cu (I)' nin 2-( 6-metil-2-benzotiyazolilazo) -5-
dietilaminofenol( MBTAE) selatlari

IIC- | Lantanitlerin o-hidroksi izobutirik asit (HEBA)

RP kompleksleri ksilen oranj ile kolon sonrasi renklendirme

RP | Cd(II), Cul), Pb{I) ve Hg(ID)'nin ditizon(Dz) | Sac (66)
kompleksleri

RP- | Platinyum grubu metallerinin  8-hidroksiquinoline | Standart ~ Cozeltiler

NP kompleksleri (67)

RP | Al{Il), Fe(Il) Trisodyum 2-(2-hidroksi-3-karboksi-5- Un ve Piring
stilfofenilazo)-1,8-dihidroksi-napthalen-3,6- Ornekleri (68)
distilfonikasit) CALKS ve Cu(Il), Ni(Il) ve V(V) PAR
Kompleksleri

RP | Niobium(V) ve Tantalum PAR Kompleksleri Jeolojik Ornekler (69)

RP | Fe(Il) ve Fe(Ill) 2-(8-quinolaz)-4,5-difenilimidazol | Cevresel su
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(QAI) Kompleksleri ornekleri (70)
IP-RP | Vanadyum PAR-H,0, ternary Kompleksleri Kimyasal  Giibreler
(71)
RP | Cu,Pb,Co,Cd ve Mn iyonlarinin kolon sonrasi PAR Insan Sacinda (72)
Kompleksleri
1P-
Co(II), Ni(II), Cd(I) ve Mn(Il) iyonlarinin kolon | Nehir sularinda (73)
RP .
sonrast PAR Kompleksleri

2.5. Eser Element Analizlerinde Yararlanilan Yontemler ve Karsilastirmasi

Orneklerdeki derisimleri ppm (mg/L) veya daha diisiik olan elementler eser
elementler olarak bilinir. Cogu kirleticinin ¢evresel konsantrasyonu bu diizeylerdedir.
Bu miktarlarin belirlenmesinde yararlanilan ¢ok degisik yontemler mevcuttur.

Rutin analizlerin ¢ogu, 6rnegin kimyasal dogasina bakilmaksizin toplam metal
iceriginin bulunmasin gerektirir. Atomik spektrometrik yontemleri metalin kimyasal
tiiriinden biiyiik oranda bagimsizdir. Diger tekniklerin de ¢ogu sadece serbest metal
iyonlarinin kantitatif analizine olanak saglar.

Metal analizleri i¢in tiirlendirme analizleri bir seri halinde dikkatli planlama
adimlar1 gerektirir. Birincisi 6rnegin elde edilmesi ve Ornek hazirlanmasi uygun
olmalidir. Dogru 6rnek analizi ve 6rnek hazirlama yontemleriyle tiirlendirme analizleri,
cevresel veya temel insan saglhigi acgisindan verilen kararlar igin giivenilir bilgiler
saglayacaktir. Oksidasyon, selat olusturma ya da organometalik durum gibi
beklenmeyen metal yiik degisimi ortaya ¢iktiginda agiklanan sonug degisecek ve orjinal
tiire ait beklenen miktar elde edilemez. Béylece deneyin amaci bosa ¢ikmis olur. Aksine
yiiksek giivenilir bilgiler 6rnek hazirlama prosesleri ve ornekteki potansiyel kimyasal
degisimlerin dikkatli sekilde goz 6niine tutulmasiyla aciklanabilir. Ornegin tiirlendirme
analizleri icin Ornek hazirlamada uygun olmayan giiclii oksidasyon 6zelligine sahip
maddelerin kullanimi nedeniyle siklikla metal analizleri toplam metal analizleri sekilde
yapilir. Tercihen matriks igeren Ornekten metallerin tasinimi uygun ekstraksiyon
sartlariyla miimkiin olmaktadir. Ornek hazirlamada tutma, ekstraksiyon, destilasyon,
leaching, stabilisation, siiper kritik akiskan ekstarksiyon ve mikro dalga destekli
ekstraksiyon yontemleri uygulanir (74). Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde
atmosferik basing sartlar1 iizerinde ve yiiksek sicaklik satlarindan dolay1 ekstraksiyon
siiresi kisalmaktadir (75).

Kat1 faz mikro ekstraksiyonu ve solvent ekstraksiyonu son yillarda rapor
edilmistir. Biyolojik akiskanlarda, hayvan ve bitki dokularinda, petrol 6rneklerinde
cesitli mild ekstraksiyon uygulamalar1 yapilmaktadir (74).

Siv1 kromatografisi metal veya element tiirlendirilmesi icin uygun olarak

kullanilmaktadir (76).
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Elektrotermal AAS, ICP-OES ve ICP-MS gibi daha modern teknikler yeterince
duyarli ve bir¢cok 6rnek icin ayrintili bir 6n islem gerektirmeyecek sekilde girisimlerden
etkilenmeyen yontemlerdir. Diger analitik tekniklerin ¢ogu eser miktarlarin analizinde
bir ekstraksiyon/ derisiklendirme adimi gerektirir. Boyle bir adim ayrica analitten daha
yiiksek konsantrasyonda bulunabilen, bozucu etki gosteren iyonlarin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in de yardimei olabilir. Yaygin olarak kullanilan yontemlerin ¢cogu bir
iyon ile notral kompleks olusturulmasi ve bunun bir organik ¢oziiciiye ekstraksiyonu
seklindedir (tek basina metal tuzlan veya iyonik kompleksler ekstraksiyon
gerektirmezler). Boyle bir islemle bir asamada konsantrasyonu 20-30 kat arttirmak olasidur.

Diger ekstraksiyon/derisiklendirme yontemleri, selat olusturucu veya iyon-
degistirici kolonlarin kullanildigi yontemlerdir. Metal iyonlar1 once kolon dolgu
materyali ile kompleks olusumu ya da iyon degisimi yoluyla kolonda tutulur daha sonra
da genellikle sulu bir tampon ¢ozelti kullanilarak derisiklenmis bir ekstrakt halinde elue edilir.

Kati faz ekstraksiyon yontemleri, bu tekniklere alternatif olarak, son
zamanlarda gelistirilmistir. Ekstraksiyon i¢in yine notral komplekslerin olusturulmasi
(tiyokarbamit kompleksleri, resorsinol kompleksleri gibi) gereklidir.

Atomik absorpsiyon spektrometresinin avantajlari; hizli bir teknik olmasi, rutin
kullanimlar i¢in basit bir yontem olmasi, biitiin metaller i¢in standart regetelerin olmast,
analizlerin bozucu etkilerden biiyiikk oOlciide bagimsiz olmast ve kolaylikla
giderilebilmesi, sulu c¢evresel orneklerin bir 6n hazirlik gerekmeksizin analiz
edilebilmesi ve yiiksek duyarliliga sahip bir yontem olmasi seklinde 6zetlenebilir. Grafit
firinl1 AAS ile daha diisiik derisimlerin (ug/L) belirlenebilmesi, bir ¢oziicii ekstraksiyon
adimi gerektirmemesi nedeniyle analiz zamaninin kisalmasi, ¢ok az Ornekle
calisilabilmesi gibi avantajlar1 nedeniyle daha iyi sonuglar alinmasi miimkiindiir.

Atomik absorpsiyon spektrometresi, cesitli elementlerin, degisik derisimlerde
yer aldigi orneklerin analizinde, bir defada ancak bir elementin analizine olanak
saglamast ve dolayisi ile ¢ok sayida elementin analizinin uzun zaman almasi, bazi
elementlerin(Sn, As, Sb, Hg) 6zel teknikler gerektirmesi gibi dezavantajlara sahip
oldugundan bu tip durumlarda ICP tekniklerinden yararlanilir. ICP-OES ve ICP-MS
tekniklerinin her ikisinde de 6rnek, plazma alevinde 6000-10 000 °K'de atomize edilir
ve uyarilir. Once ICP-OES ile emisyon spektrumu goriintiilenir. Dalga boylarinin
belirlenmesiyle ayni anda 60 veya daha fazla element analiz edilebilir. ICP yonteminin
dezavantaj1 yiiksek bakim maliyeti ve cihaz enstriimanlarinin pahali olmasi nedeniyle
rutin analizlerin yapilamamasidir (50).

ICP-AES Ing/ml seviyesinde ¢ok diisiik dedeksiyon limitine sahiptir. Fakat
yiiksek metanol ya da asetonitril (>%10) icerigi kolaylikla tolere edilemez. ICP-AES

nin avantaji metallerle birlikte stilfiirlerinde takip edilebilmesidir. (50).
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Atomik  spektrofotometrik  tekniklerin  yaygin  olarak  kullanilmaya
baglamasindan 6nce metal iyonlarimin analizinde goriiniir bolge teknikleri
kullaniliyordu. Biitiin metal iyonlar1 Icin standart yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemlerde renkli kompleksler olusturan ayiraclardan yararlanilmaktadir. Analizlerde
secimlilik ii¢ sekilde gerceklesmektedir

1-Coziicii ekstraksiyonu sirasinda pH kontrolii ve maskeleyici maddelerin
kullanima.

2-Ekstraksiyon gerektirmeden se¢imlilik ve duyarligi  saglayan kompleks
olusturma ayiraglarinin kullanima.

3-Komplekslerin tiirev spektrumlarindan yararlanma (77). Bu yontemler
atomik spektrofotometrik yontemlerle karsilastirildiginda AAS ile daha hizli sonug
alinir. Dogal 6rneklerin analizi bir 6n hazirlik gerektirir ve diger metal iyonlarinin
varlig1 bozucu etki gosterir.

Eser element analizlerinde yararlanilan diger bir teknik de anodik siyirma
voltametresidir. Analizin elektro kimyasal olarak gerceklestigi boyle bir sistem, caligsma
elektrodu, referans elektrot ve zit elektrot iceren bir elektrolitik hiicreden olusur. AAS
ile karsilastirlldiginda bu yontemin tek dezavantaji yavas olmasidir.

Eser element analiz tekniklerinden biri olan sivi kromatografisi ¢cok sayida
metalin ayn1 anda analizine olanak saglamasi agisindan avantajlidir. AAS ile yapilan
analizlerde kompleks ornekler genellikle bir ekstraksiyon adimi gerektirir ve her bir
element icin farkli lamba kullanilmasi gerekir. Likit kromatografik analizlerde dogru
kolon ve mobil faz secimi ile bu islem daha kisa siirede gerceklestirilebilir. Her bir
element icin lamba degistirmenin gerekmesi, kompleks karigimlarin analizinde, likit
kromatografisinin AAS'ye gore daha hizli bir teknik oldugu anlamina gelir Metal
iyonlar1 g¢evresel Orneklerde cok farkli kimyasal formlarda bulunabilir. Bu tiirlerin
analizinde AAS pek elverisli degil iken iyon kromatografisi ile bunlarin ayrilmasi ve

kantitatif analizleri gerceklestirilebilir (78).

2.6. Alikonma Uzerine Etki Eden Faktorler

Alikonma ve secilme c¢oziimleri HPLC de ayrilmalar icin temel kontrol
faktorleridir. Durgun faz ve ¢oziicii karisimi gibi parametreler ¢ozeltilerdeki maddelerin
ayrilmasi ve alikonmasini etkileyebilir. Son birka¢c yildir metal komplekslerinin
alikonmasi ve ayrilmasi iizerine etki eden faktorler tartisilmistir. Tan ve arkadaslari (79)
M=Cr, Mo ve W, P(CHy),, (n=2-6) P= difenil fosfinil kopriisii igeren
(0C)5,M{PCH,),,P)M(CO)s;  formundaki 6-dimetal dekakarbonil komplekslerini iceren
bir seri gruplu NP-HPLC yi ve bu homo metalik komplekslerinin alikonmasi hakkinda
cesitli faktorleri ifade etmis ve tartismislardir. Kumar ve arkadaglart RP C;g kolonlu HPLC
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kullanarak bazi Gd(III) ve makrolitik poliamino karboksilat komplekslerinin liner
kapasite faktoriinii (k') ve ayrilma katsayisimi (log P)  analiz etmislerdir. Ayrilma
katsayist (log P) n-butanol-su ve n-oktanol-su da oOl¢iilmiis, kapasite faktorii %4
asetonitril igeren tamponlanmis su mobil fazinda 28 bulunmustur (80).

Careri ve arkadaslan HPLC-MS ile iist kisimdan kopriilii biniikleer demir
karisimlar1 hakkinda bir ¢alisma yapmislardir (58). Ligandlara kuvvetlice baglanmis
stibstiite gruplarin kromatografik sartlara etkilerini bulmuslardir. Son bir calismada 5-
sulfoquindine-8-ol (HQS) ligandimi iceren birkag metal kompleksleri IP-RP-HPLC
kullanilarak arastirilmistir. Aliiminyum kompleksinin alikonmasina kolon sicakliginin,
eluentteki anyonlarin HQS ligandinin konsantrasyonun eluent pH’inin etkileri
tartistlmistir (81).

Platunyum metal komplekslerinin alikonmasi hakkinda yapilan bir ¢alismada (82)
mobil fazdaki metanol konsantrasyonunun, kolon sicakliginin , toplam akis hizi ve
yabanci iyonlarin etkileri arastirilmistir. Kolon sicakliginin ve mobil fazdaki metanol
konsantrasyonunu kapasite faktoriine karsilikli olarak  etki ettigi bulunmustur.

Nesterenko ve arkadaslar1 (83) RP-HPLC kromatografisi calismasiyla aside
kars1 duyarl etilendi amin ve (N,O) shift bazli katyonik alkil kobalt (III) selatlarinin
optimal sartlar1 arastirilarak organometalik kobalt komplekslerinin miktar tayinlerini

gerceklestirmislerdir.

2.7. Resorsinol Kompleksleri ve HPLC ile Metal Tayinlerinde Yapilan Calismalar

Analitik kimya da eser elementlerin tayininde kullanilan ve literatiirde yer alan
bazi 6nemli rezorsinol tiirevleri, 2,4-Dinitro rezorsinol, 4-(1’H-1',2',4'-triazo-3'-1lazo)-2-
metil rezorsinol, 4-(4-metil—2-tiazolilazo) rezorsinol, 4-(2-Quininazo) rezorsinol, 4-(4-
nitro-2-thiazoliazo)-2-metil-rezorsinol, 4-(4-nitro-2-thiazolilazo) rezorsinol, 4-(5'metil-
3'-izoksalozolilazo) rezorsinol ve 4-(2-piridilazo) rezorsinoldur.

Bazi celik orneklerindeki vanadyum ve kobalt 4-(1"H-I',2',4'-triazo-3'-ilazo)-2-
metil rezorsinol (TrAMR) ile pH= 8.1’de komplekslestirilerek stokiyometrik olarak
tayin edilmistir. Bu yontemle kobalt icin tayin simrimn 1.20x10"-1.18 mg L oldugu
belirlenmistir (84).

Yagmur ve atik sulardaki demir, kobalt, vanadyum, nikel ve palladyum 4-(5-
nitro-2-piridilazo) rezorsinol ile komplekslestirip spektrofotometrik olarak tayin edilmis
ve tayin sinir1 2.0 mg L™ olarak belirlenmistir (85).

2,4-Dinitro rezorsinol (DNR) ligandi ile uranyum ve demirin spektrofotometrik
olarak tayin edildigi ve sulu ortamdaki 2x107-4x10° pg/mL diizeyinde bulunan
uranyum'un kantitatif tayini yapilabilmistir (86). 2,4-Dinitro rezorsinol (DNR) ile Co,

Fe, Ni ve Cu'nun tayin edilmesi icin yapilan bir calismada DNR ile bu metallerin
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komplekslerinin stokiyometrileri, sulu ortamdaki calisma sartlari ve komplekslerin
kararlilik sabitleri tayin edilmistir. 2,4-Dinitro rezorsinol (DNR) ligandi ile sulu
ortamda Co**-DNR kompleksinin maksimum adsorbsiyon yaptigi dalga boyu 397 nm
alarak gozlenmistir. Co-DNR kompleksinin stokiyometrisini belirlemek i¢in mol oram
ve Job yontemi uygulanmustir. Her iki yontem ile kompleksin stokiyometrisi Co*>-DNR
(1:6) olarak bulunmustur. pH'in 7 oldugu ortamda (H,PO,HPO,” tamponunda)
kompleksin olusum sabiti 3.403x10°, lineer calisma araligmn 1.0x10°-3.0 mg L™,
molar sogurma katsayisimin 3.635x10* mol L'cm™ ve tayin simirimin ise 1.0x10" mg L™
Co** oldugu bulunmustur. Ni*>, Cu** ve Fe*'iin DNR ile kompleksleri incelenmis, Ni-
DNR, Cu-DNR ve Fe-DNR komplekslerinin stokiyometrileri, molar sogurma
katsayilar1 ve kompleks olusum sabitleri bulunmus, bu komplekslerin stokiyometrileri
mol orani ve Job yontemi ile tayin edilmis; Ni-DNR (1:3), Cu-DNR (1:3) ve Fe-DNR
(1:1) olarak belirlenmistir. Kompleks olusum sabitleri sirastyla 1.035x10'°, 1.389x10"
ve 3.875x10° olarak bulunmustur (87).

Yine ayni reaktif ile yapilan bir baska calismada Fe(IIl), Fe(II), kobalt(Il),
kobalt(IIT) ve Nikel(I)'nin 1:1, 1:2, 1:3 kompleksleri kat1 halde elde edilmis, siiziiliip
ayrildiktan sonra magnetik siisseptibilite, IR, elementel tayin, UV-goriiniir bolge
spektroskopisi ile yapilari aydinlatilmistir. IR ¢alismalart metallerin bir hidroksil ve bir
nitrozo grubundaki oksijenlerle koordinasyon yaptigini, ikinci nitrozo ve hidroksil
gruplarinin ~ koordinasyona  katilmadigim1 = gostermistir.  Fe(Il) ve  Nikel(Il)
komplekslerinin magnetik momentleri, yapilarinin tetrahedral veya bozulmus
oktahedral yapida oldugunu gosterirken, Fe(II), Co(II), Co(IIl) komplekslerinin ise
oktahedral yapida oldugunu gostermektedir. Elektronik spektrumlar1 ise biitiin
komplekslerin oktahedral yapida oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir (88, 89).

4-(2-piridilazo) rezorsinol, (PAR) bir cok metalin tayininde kullanilan 6nemli
bir rezorsinol tiirevidir. Kalay minerali olan kasiteritten kalayin zenginlestirilmesi
sonucu artik maddedeki uranyum PAR kullanilarak flow-injection yontemi ile tayin
edilmistir. Bu metotta U*®, 4-(2-piridilazo) rezorsinol ile komplekslestirildikten sonra
amin tamponu ile saglanan pH-8’de 530 nm'de, olusan renkli ¢6zeltinin absorpsiyonu
Olctilmektedir.Bu sartlarda bir ¢cok metal iyonu PAR ile kompleks olusturdugu icgin
U*nin dogru tayin edilebilmesi amaciyla maskeleme reaktifi olarak CDTA (trans-1,2-
diaminosiklohekzan-N,N,N',N'-tetraasetik asit monohidrat) kullanilmistir. HF-HNO; ile
coziiniir hale getirilen kalay minerallerindeki U™ tayin edilebilmektedir. Tayin siniri
0,28 mg U/L'dir (90).

Katyonik ve iyonik olmayan karisik yiizey aktif maddelerin oldugu zayif asidik
bir ortamda Osmiyum(VIII) da PAR ile tayin edilebilmektedir. Boyle bir ortamda PAR
ile Osmiyum(VIII) arasindaki kompleks oldukca kararhidir. Yiizey aktif madde olarak
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N-hekzadesiltrimetil amonyum kloriir (HTAC) ve Brij 58 (polioksietilen) laurileter'in
kullanildig1 bir ortamda pH 6,0-7,2 araliginda Osmiyum(VIII)'un PAR ile kompleksi
olusturulmus ve olusan komplekslerin absorbansi 540 nm'de Ol¢iilmiistiir. Elde edilen
kalibrasyon grafiginde 0-110 pug/10 ml aralifinda tayinin lineer bolgede oldugu ve
molar absorbpsiyon katsayisinin € = 2,4. 10* L/mol.cm™ olarak bulunmustur (91).

Flow-injection yontemi kullanilarak V(IV)'in bulundugu bir ortamda V(V)'in
tayin edildigi bir ¢alismada, V(V)'iin PAR ile renkli bir kompleks olusturulmus 550
nm'de absorbansi Ol¢iilmiistiir. Ortamda bulunan V(IV)'iin bozucu etkisini gidermek
amaci ile maskeleme reaktifi olarak 1,2-siklo hekzan daimin tetra asetik asit (CDTA)
kullanilmistir. V(V)'in 0,05-1,5 g/L araligindaki miktarlar1 tayin edilebilmistir. Tayin
tizerine ortamin pH'min, reaksiyon siiresinin ve CDTA konsantrasyonunun etkisi
aragtirllmistir. Sulu ¢ozeltide ortamin pH'1 PAR'n farkli sekilde yapilanmasina neden
olmaktadir (92).

4-(2-piridilazo) rezorsinolun komplekslestirici 6zelliginden faydalanilarak
yapilan diger bir calisma da, ters akim sivi kromatografisi kullanilarak, eser halde
bulunan Zn**, Fe*’, Ni*’ ve Co" iyonlarinin ayrilmasi saglanmistir. Asidik veya
tamponlanmig 6zellikteki hareketli faz kullamilmistir.  Ayirma islemi {izerine
hareketli fazin pH, PAR konsantrasyonun ve sabit fazin etkisi incelenmistir.

Bu calismada pH aralig1 2 ile 8 arasindadir. Ancak pH=2-4 arasinda analitik
secicilik daha iyidir. Zn**, Fe** ve Co™ icin pH=2 ile 4 arasinda yapilan calismada
alikonma siiresinin etkisi incelendiginde alikonma siiresinin bir Olciisii olan kapasite
faktorlerinin farkli iki grupta oldugu anlasilmaktadir. Fe** ve Ni** i¢in kapasite faktorii,
hareketli fazin pH’indan bagimsiz iken Co*> ve Zn* icin pH arttikca artis
gostermektedir. S6z konusu olan dort iyonun PAR ile verdigi kompleksler 1:2
seklindedir. Yalniz Co™ yiikseltgenerek Co*’ kompleksine déniismektedir.

Hareketli fazdaki PAR konsantrasyonunun artmasi ile Zn**, Fe** ve Ni** icin
kapasite faktoriiniin artmasina neden olmaktadir (93).

Eser haldeki Fe" ‘'in PAR ile olusturdugu kompleksten faydalanilarak
polarografi ile tayinin gerceklestirildigi calismada, asetik asit-sodyum asetat-EDTA
tampon ¢dzeltisi kullanilmis 1.10° M ile 1.107 M arasindaki Fe™ damlayan civa
elektrodu ile tayin edilmistir. Taninma sinirida 2. 107" M olarak bulunmustur (94).

Benzer bir calismada eser haldeki molibdenin PAR ile yaptigt kompleks
diferansiyel puls polarografi metodu ile incelenmis ve bu yolla molibdenin tayini
gerceklestirilmistir. Tayin sonucu 0,22 pg/L olarak bulunurken, 1.10° ile 1.107 M
arasindaki molibden tayin edilmistir. Katyonlarin c¢ogunun molibdenin tayininde

herhangi bir bozucu etkilerinin olmadig1 gézlenmistir (95).
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NP-HPLC-PB-MS teknigi krom-karben kompleksleri gibi polar organometalik
karigimlarin yapis1 aydinlatilmistir (96).

Jel gegirgen kolonlu bir HPLC sistemi ICP-MS ile eslestirilerek dogal su
sistemlerindeki numunelerden agir metal komplekslerinin spesifik dagilimlari
belirtilmigtir. Kesin sonuclar izotop seyreltikli kiitle spektroskopisi (ID-MS)
uygulamalari ile agiklanmustir (97, 98).

Bir bagka calismada Schoppenthau ve arkadaslar1 ICP-MS ve ICP-OES ile
eslestirilmis sistemle iyon cifti olusturma ve iyon degistirme HPLC ile metal-EDTA ve
metal-peptid komplekslerinin ayrilmasi saglanmistir (99). HPLC-AES sistemi deniz
ekosistemindeki eser miktardaki metaloorganik karisimlarin tayininde kullanilmistir
(100). Cairns ve arkadaslar1 (101) RP-HPLC-ICP-MS ile c¢aydaki spesifik
organometalik bilesiklerini tayin etmislerdir. Suziki ve arkadaglar1 (102) ICP-MS 1i
HPLC uygulamasiyla albumindeki bagli Cu-tiomolibdati tayin etmislerdir. HPLC-ICP-
MS’ le ayrica biyolojik ortamlardaki sularda cis-diklorodiamineplatunyum(Il)’ nin
(cisplatin ya da CDDP) ayrilmasi saglanmistir. HPLC kosularinda CDDP ile formik ya
da fosforik asit iceren mobil fazin etkilesimi arastirilmistir (103). HPLC-ICP-MS in bir
diger uygulamas: Suziki ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir (104). Ratlardaki
selenyum endojenin etkileri ve harici olarak saglanan selenyumla biyolojik materyaller
arasindaki dagilim profili aragtirilmistir. Selenyum mono metil selenol ve trimetil
selenyum iyonu ayrilip tespit edilmistir. Ebdon ve arkadaslar1 (105) tarafindan farkli
petrol katmanlarindaki nikel jeo porpirinlerin tayinlerini HPLC ile eslestirilmis UV ve
ICP-MS detektorlerinin sonuclariyla karsilagtirmislardir. Bu iki teknigin sonuglarinin
birbirini iyi kabul edilebilir derecede destekledigi aciklanmustir.

Lion ve arkadaslar1 biyolojik ve ¢evre orneklerindeki Aliiminyumu, morin ile
selatlayarak (RP—HPLC) ile tayin etmislerdir. Morinle Aliiminyum 6n kolon kompleks
olusturarak fliioresan detektorle direkt tayin gerceklestirilmistir. Morinle aliiminyumun
farkli iki kompleks yaptig1 ifade edilmistir (106).

Chung ve arkadaslar1 4-(2-Thiazolilazo) resorsinol (TAR) ya da 5—metil-4—(2—
thiazolilazo) resorsinol (5-M TAR) ligandlariyla Co™ iyonlarin1 (RP kapiler—HPLC) ile
tayin etmislerdir. Vgdok C, kolonu kullanilarak metanol-su mobil fazinda tayini
gerceklestirmislerdir. Mobil faz bilisiminde %30 metanol oldugu ve pH’1n 5,6 ya da 7
oldugu sartlar optimum sartlar olarak tespit edilmistir. TAR kullanildiginda deteksiyon
limitinin 11,8 ppb, 5-M TAR kullanildiginda 17,7 ppb oldugunu bulunarak bu sartlarda

mineral ve atik sularda Co*™>

yi tayin edilmistir (107). Okutani ve arkadaslart 2—(5—
nitro—2—piridilazo)-5—[N-propil-N—(3—sulfatopropil) amino] fenol (Nitro—PAPS)
ligand: ile Fe*, Ni**, Co* ve Cu* iyonlarim1 yagmur ve nehir sularinda tayinlerini

gerceklestirmiglerdir. Optimum sartlar; mobil faz i¢in THF-asetonitril- Su (15/10/75,
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v/v), 10° M fosfat tamponu (pH=6) ve 2.107 M nitro-PAPS bulunmasi olarak
tamimlamiglardir. UV detektoriinde ODS kolonunda 570 nm’de tayinleri
gerceklestirmislerdir. Deteksiyon limiti Cu* ve Fe* icin 0,2 ng/cm’, Ni** icin 0,04
ng/cm’, Co™ i¢in 0,01 ng/cm’ olarak bulunmustur (108).

Szpunar HPLC-ICP-MS sistemi ile arsenik ve selenyumu polipeptid ve
polisakkarit ligandlariyla komplekslerini bitki ve hayvan dokularinda jel-gecirgen, iyon
degistirme ve zit—faz kolonlariyla ayirarak tayinlerini gerceklestirmistir (76).

Wang ve arkadaslar1 2—(2-benzotiyolazo) 5—(3—sulfopropil) amino fenol
(BTASPAP) ligand: ile Co*, Ni**, V** ve Fe" iyonlarmi potasyum iodat ile kararl
yiikseltgenme basamaklarina yiikseltgeyerek negatif yiiklii suda ¢oziinen kararl selatlari
C,s kolonunda asetonitril-Asetat—Su (36/1/63, v/v) mobil fazinda (0,2 M Asetik asit—
Asetat cozeltisi pH=3, 10° M TBABTr) tayini gerceklestirmislerdir. Deteksiyon limiti
565 nm’de Co™ , Ni*’, V*’ ve Fe™ icin sirasiyla 0,3 , 0,8 , 0,3 ve 1 ng/ml oldugu
bulunarak celik standartlarina uygulanmistir (109).

Moraes ve arkadaslari solvent ekstraksiyon prosesi ile hidrofobik iyonlarinin
varliginda o-hidroksibutirik asit mobil fazinda C;3 RP kolonu ile nadir toprak
elementlerini tayin etmislerdir. Kolon sonrasi komplekslestirici olarak PAR
kullamilmigtir. UV-Visible detektoriinde ve 535 nm dalga boyunda tayinler
gerceklestirilmistir. Elde edilen degerler ICP-AES sonuglariyla karsilastirilarak nadir
toprak elementleri icin yontemin hassas ve duyarliligmin oldukca fazla oldugu
belirtilmigtir (110).

Matsimuya ve arkadaslar1 sulfonilcalik (4) arenetetra sulfonat (SO,CAS) ile
Al”, Fe” ve Ti* selatlarinmin tayinlerini RP-HPLC ile spektrofotometrik
detektorleriyle  gerceklestirmiglerdir. Metal iyonlarmin ile SO,CAS asetat
cozeltisinunda (pH=4,7) selatlar1 elde edilmis Silika tipi RP-18e kolonuyla ayirma
saglanmistir. Mobil faz i¢in optimum sartlarin metanol-su (50/ 50) n—-BABr (7.10°M),
asetat ¢ozeltisi 5.10° M (pH=5,6) 10 M EDTA oldugu tespit edilmistir. Optimize

I+3

edilen sartlarda 21 cesit metal iyonlar1 arasinda AI" , Fe* | Ti** iyonlar secici olarak

1+3

tayin edilmistir. Deteksiyon limiti Al* i¢in 0,24 ng/ml, Fe* icin 0,42 ng/ml ve Ti** i¢in
0,8 ng/ml olarak bulunmustur. Belirtilen iyonlarin tayini nehir ve i¢cme sularinda
gerceklestirilmistir (111).

Vachirapatama ve arkadaslari V*”in PAR ve hidrojen peroksit ternary
komplekslerini iyon etkilesimli HPLC ile tayin etmislerdir. Kolon olarak C,g3 kolonu
kullanilmigtir. Optimum mobil fazi methanol-su (32/68, v/v) 3.10° M TBABr, 5.10° M
Asetik asit ve 5.10° M sitrat tamponu pH=7’e ayarlanarak, 540 nm’de Tayinler
gerceklestirilmistir. Mol oram1 yontemi ile kompleksin stikometrisi V**/PAR/H,0,

(1/1/1) olarak bulunmustur. Dedeksiyon limiti V* icin 0,09 ng/ml olarak tespit
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edilmistir. Optimum sartlarda fosfat, nitrojen , fosfordz ve potasyum giibrelerindeki
vanadyum tayini gerceklestirilmistir. Sonuglar ICP-MS ile karsilastirilarak kabul
edilebilir degerler oldugu bulunmustur (112).
Hu ve Yong Tetra—(4-Bromfenil)-Porpirinin (T4BPP) kursun ve civa selatlarini
On deristirme kolonuyla zenginlestirilerek RP—18 (waters — xterra) genel amagh kolonda
ayirmiglardir. Hg, Pb ve Cd’un T,BPP selatlar1 zenginlestirme tamponunda %10 THF
mobil fazinda zenginlestirilerek 6 portlu valfli siwi¢ ile genel amacghi kolonunda
ayrilmistir. Dedeksiyon limiti kursun, kadmiyum ve civa i¢in sirayla 1, 0,5, 1 ng/lt
olarak bulunmustur. Belirtilen sartlarda, icme sularinda tayinler gerceklestirilmistir (113).
Victor ve arkadaslari jel gecirgen kromatografisi ve AAS spektrofotometrisi ile
salatalik dallarinda gecis metallerinin tayinlerini gerceklestirmislerdir. Bu sistemde
HPLC ve GF-AAS birbirlerine baglanarak kapali sisteme dontistiiriilmiis jel gecirgen
(SEC) kolonu kullanilarak Fe, Cu, Mn ve Pb metallerinin ayrilmasina calisilmistir.
Yalniz bu sistemle sap Orneklerinde vanadyumun tayini yapilmamistir (114).
Hongcheng ve arkadaslari mikro kolon kullanarak su ve gidalarda HPLC ile
yedi gecis metalinin tayinini gerceklestirmislerdir. Kursun, kadmiyum, civa, nikel
kobalt, giimiis ve kalay iyonlar1 tetra—(4—aminofenil)—Porpirin (T,—APP) ile renkli
selatlar1 yapilarak C,g Kkartiijlii zenginlestirme kolonuyla kati faz ekstraksiyonu
yapmislardir. Ekstrakte olunan selatlar tetrahidrofuran (THF) ile elue edilerek mikro
kolonlu HPLC ile ayrilmis ve foto diot dizisi detektor ile 350-600 nm arasinda tayin
yapmislardir. Dedeksiyon limiti kursun, kadmiyum, civa, nikel, kobalt, giimiis ve kalay
icin sirasiyla 4, 3, 6, 5, 5, 6 ve 4 ng/L olarak standart 6rneklerde bulunmustur (115).
Senyuva ve arkadaslar1 kolon sonrasi komplekslestirme ile farmakolojik

tabletlerde ayn1 anda Fe** ve Fe*™>

il tayin etmislerdir. HPLC sisteminde Ionpac C55A
(4x250 mm) analitik katyon degistirici kolonla piridin 2-6-dikarboksilik asit ile iyonlar
ayrilarak kolon sonrasinda PAR la komplekslestirilerek elde edilen selatlar UV
detektorde 520 nm de tayin edilmistir. Detektor limiti Fe™ icin 0.1 mg/lt, Fe* icin 0.2
mg/It olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar F-AAS sonuclariyla karsilastirilarak

%99 uyumlu bulunmustur (116).

2.8. Eser Elementlerin Canh Organizmalardaki Rolii ve Hastaliklarla iliskisi

Canlilar normal biiyiime ve biyolojik fonksiyonlarimi yerine getirebilmek icin
protein, karbonhidrat ve vitaminlere ilave olarak bazi elementlere de ihtiyac
duymaktadirlar. Canli organizmalar i¢in onemli rollere sahip olan ve miktarlart mg/L ve
ug/L ile ifade edilen elementlere eser element adi verilir. Bu elementlerden Fe, Zn, Co,

Cu, Mo, Cr, Se, F, I, Br, Ni, Al gibi elementlere eser element, Ca, Mg, Na, K gibi
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elementlere temel elementler denir. Insan viicudunda 15 civarinda hayati 6nem tasiyan
eser element bulunmaktadir (117).

Bugiine kadar yapilan calismalarda eser elementlerin bir¢cok hastalikla iliskisi
oldugu da ortaya cikarilmustir. Orne@in; anemi hastalifinda sa¢ ve serumda ginko
diizeyinin duistiigii, kadmiyumun kanserojen, nikelin bazi bilesiklerinin kanserojen
olmas1 ve kursunun canli organizmada birikerek cesitli hastaliklara neden oldugu
bilinmektedir (118).

Canli organizmalarda 6nemli rolleri bulunan eser elementlerin tayin yontemleri,
farkl1 biyolojik ortamlardaki miktarlarinin belirlenmesi, hastaliklarla iliskilerinin ortaya
cikarilmasi giiniimiizde bir¢ok arastirmaya konu olmustur (119).

Son yillarda bu metallerin bitki, hayvan ve insan iizerindeki olumlu ve olumsuz
etkileri ve yasamdaki spesifik rolleri yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Ozellikle canli
yasamu icin eser seviyede gerekli olan elementler en fazla ilgi ¢ekenlerden olmustur.
Pratikte bunlar, “eser metaller”, “eser organikler”, “agir metaller”, “mikro elementler”
ve “mikro besinler” seklinde ve ayn1 seyleri kastetmek iizere adlandirilmiglardir (120).

Bunlarin her birine mahsus olmak iizere belirli seviyedeki miktarlar1 canh
biinyesinde bulunmalar1 gerekli iken belirli seviyeler asildiginda ters etki yaparak toksik
ozellikler arz etmektedirler. Ayni sekilde bu elementlerin gereksinim seviyesi her canli
tipi icin farkli olabilmektedir.

Esansiyel elementleri biyolojik rollerine gore siniflandirmak miimkiindiir.
Bunlardan sodyum ve potasyum viicut sivilarinda yiiksek konsantrasyonlarinda bulunur
ve biinyede yaygin bir dagilim gosterirler. Bunlar “makro elementler” ve “mobil
katyonlar” olarak adlandirilirlar. Bu elementler bir ¢ok metabolik olayda yer
aldiklarindan basta beyin yoluyla sinir impuls iletimi islevinde de rol oynarlar.
Magnezyum ve kalsiyum da ikinci siradaki mobil elementlerdir. Bunlar da fazla
miktarda bulunurlar ve eser elementler igerisinde yer almazlar. Magnezyum, esas olarak
hiicre fonksiyonlarinda rol oynar. Bu element niikleik asitlerle kompleks olarak bulunur
ve sinir impuls iletimi, kaslarin kasilmasi ve metabolik islemler icin gereklidir.
Bitkilerde de klorofilin yapisinda bulunur.

Kalsiyum organizmada en fazla bulunan metalik element olup, iyonlari
magnezyum iyonlarindan daha az mobildir. Kalsiyum iyonlar1 oksijen iceren ligandlara
kars1 ¢ok biiyiik bir ilgi gosterir. Bu durum da 6rnegin fosfat ve oksalat seklinde
¢oziinmeyen kalsiyum tuzlarimin olusmasiyla sonuglanir. Kalsiyum tuzlarinin
¢Oziiniirligiiniin diisiik olusu, 6rnegin hidroksil apatit seklinde [Cas(PO,) 3(OH)] kemik
ve dislerde birikmesini agiklar.

Diger taraftan ¢inko dahil esansiyel geg¢is metalleri, mobil olmayan protein

molekiillerine kararli koordinasyon baglar1 yaparlar. Bu metallerin esas fonksiyonlari
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enzimatik aktiviteyi tesvik edici veya artiric1 yonde katalitik etki yapmaktir. Bu durum
baz1 eser metalleri biyolojik fonksiyonlar1 da agiklar. Esansiyel metallerin birbirinden
iki ayr1 fonksiyonu vardir.

1) Redoks reaksiyonlar1: Sadece tranzisyon metalleri kismen dolu —d- orbitalleri
icerdiginden bunlar birbirinden bir birim farkli oksidasyon sayisina sahiptirler. Bu
nedenle bunlar elektronun transfer edildigi islemlerle yer alirlar. Ornegin Fe(IT)/Fe(III),
Cu(I)/Cu(Il) ve Mo(V)/Mo(VI]). Bu metaller proteinlere sikica birlestiginden, bunlarin
redoks 6zellikleri koordine edilmis ligandlar tarafindan kontrol edilir.

2)Metalin direkt olarak reaksiyon mekanizmasini yoOnetecek sekilde istirak

etmesi: Bu 6zellikle kobalt ve ¢inkoyu kapsar (121).
2.8.1. Agir Metallerin Suda Yasayan Canlilara Etkileri

Canli organizmalar icin gerekli olan bazi eser elementler fazla miktarda
alindiginda viicutta birikerek toksik etki yaparlar. Toksik mekanizmalar1 asagidaki
adimlarla gerceklesir.

a) Protein molekiilleri {izerindeki aktif merkezlerle agir metallerin
kararli kompleksler olusturmasi ve bu yolla ger¢eklesen enzim inhibisyonu,

b) ozellikle yiiksek derisimlerde agir metaller varlifinda canlilarin solunum
yiizeylerinin hasar gérmesi,

¢) Oliimciil olmayan derisimlerde agir metallerin daha uzun dénemde canlilarin
i¢ organlarina zarar vermesi.

Agir metallerin canli organizmalara gecisi gidalarla, solunumla, sularla ve
direkt temasla olmaktadir.

Cesitli endiistriyel faaliyetlerden kaynaklanan atik sularin i¢inde bazen eser
miktarlarda bazen de yliksek konsantrasyonlarda agir metaller bulunur. Agir metaller
bosaltim ortamlarindaki canli yasam iizerinde, konsantrasyonlari ile orantili olarak
toksik etki yaparlar. Ozellikle kadmiyum, c1va, kursun ve krom gibi agir metaller, besin
zincirleriyle girdikleri canli biinyelerinden atilamadiklari i¢in canlilarda fizyolojik
olarak birikime neden olurlar ve biinyede belirli sinir konsantrasyonlarin asilmasi
halinde toksik etki yaparlar. Bu birikim sonucunda sularda yasayan baliklar ve diger
canlilar 6lebilirler. Hatta bu tiir su iiriinleriyle beslenen insanlarin yasam bile tehlikeye
girebilir. Ornegin, viicuttaki civa birikimi 25 miligramn buldugu zaman norolojik
bozukluklar, 25-100 miligram arasinda gorme ve isitme bozukluklari, denge
bozukluklar1 ve parmak uglarinda dokunma hissinin azalmasi, 200 miligramin
tizerindeki birikimlerde ise sagirlik, korliik, felg ve 6liim ortaya ¢ikmaktadir.

Cesitli endiistriyel faaliyetlerden kaynaklanan yapay organik kimyasal

maddeler, tarim alanlarinda kullanilan pestisit ve herbisitler, suda dogal olarak giic
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¢oziinen bilesiklerdir. Bir kismi, canli biinyelerinde yukarida agir metaller igin
anlatilanlara benzer sekilde birikime ve toksik etkenlere neden olurlar; diger bir kismi
ise canli biinyede mutejen ve kanserojen etkiler yaparlar. Genis bir bicimde tarim
yapilan arazilerde kullanilan tarim ilaglar1 genellikle ¢ok dayanikli olduklarindan,
ayrigsmalari yillarca siirebilir. Bunlar hem toprak kirlenmesine, hem de dolayli olarak su
kaynaklarinin 6nemli Olciide kirlenmelerine neden olmaktadir. Endiistrilerden
kaynaklanan yapay organik maddelerin kolay c¢oziinebilir cinsten olmalar1 halinde, bu
tiir maddeler sulardaki oksijen bilangosunu olumsuz bir bigimde etkilerler.

Agir metallerin toksiklik derecesini etkileyen faktorler ise sunlardir:

a) Metalin formu (iyon, kompleks iyon, molekiil, koloidal tanecik vb.)

b) Diger metallerin ve toksinlerin varlig1 : Baz1 metaller, ortamda kendilerinden
baska diger metallerin veya toksinlerin varliginda tek baslarina iken gosterdikleri
etkiden daha fazlasini ya da daha azim1 gosterirler; bunlara sinerjik veya antagonistik
etkiler denir. Ornegin bakir bilesikleri varhiginda civanin toksiklik diizeyinin artisi,
sinerjik etkilesmeye Ornektir.

c¢) Cevresel faktorler (sicaklik, oksijen igerigi, pH gibi).

d) Canlinin icinde bulundugu yasam evresi, cinsiyeti vb. (122).

Degisik atik su kaynaklarindan gelen agir metaller sulara karistiktan sonra
hidroksit, karbonat, siilfiir, siilfat seklinde ¢cokerler ve dip kisimlarda hareketsiz kalirlar.
Ancak biyokimyasal reaksiyonlar gibi CO,' nin ortaya ¢ikip O,'nin azaldig1 kosullarda
veya anaerobik ortamlarda H,S’in ortaya ¢ikip pH' 1 diisiirmesi gibi durumlarda, agir
metaller yeniden ¢6ziinme ve ¢cokme proseslerine ugrar ve bdylece mobilize olabilirler.

Tablo 2.8. icme sularinda miisaade edilen maksimum agir metal konsantrasyonlar1 (mg/L).

Metal USPHS (120) WHO (123) EPA (124) TSE (125)
Arsenik 0.01 0.05 0.05 0.05
Baryum 1.00 1.00 1.00 -
Kadmiyum 0.01 0.01 0.01 0.005
Krom 0.05 0.05 0.05 0.05
Bakir 1.00 0.05 - 1.50
Kursun 0.05 0.10 0.05 0.05
Civa - - 0.002 -
Selenyum 0.01 0.01 0.01 0.01
Giimiis 0.05 - 0.05 0.05
Cinko 5.00 5.00 - 15.0
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Tablo 2.9. Kita ici sularda miisaade edilen maksimum agir metal konsantrasyonlar1 [ug/L] (126).

Metal I. Kalite II. Kalite III. Kalite
Arsenik 20 50 100
Baryum 1000 2000 2000
Kadmiyum 3 5 10
Krom (VI) - 20 50
Bakar 20 50 200
Kursun 10 20 50
Civa 0.1 0.5 2
Selenyum 10 10 20
Cinko 200 500 2000
Mangan 100 500 3000
Kobalt 10 20 200
Nikel 20 50 200
Demir 300 1000 5000
2.8.2. Kobalt

Kobalt; dogal ortamda bakir, nikel, mangan ve arsenikle birlikte bulunan, ¢elik
grisi renginde cok sert ve suda ¢oziinmeyen paramanyetik Ozellik gosteren bir gecis
metalidir. Kobalt, alasimlara yiiksek erime noktasi, kararl kristal yap1 ve korozyona
kars1 diren¢ kazandirdigindan siiper alagimlarin yapiminda kullanilir. Boya
endiistrisinde pigment olarak, gida endiistrisinde kopiik stabilizatorii olarak bira
iiretiminde siilfat tuzlar1 halinde kullanilmaktadir (127).

Kobalt organizmada B, vitamininin bir parcast olarak vitamine rastlanilan
her yerde bulunur. Kobalt, 6zellikle hayvanlar icin énemli bir besin faktorii olan B,
vitamininin yapisindaki porfirin halkasinin ortasinda merkez atom olarak bulunur.
Kobalt atomu pirol halkalarindaki azot atomlar1 ile koordine bir bagla 5,6
dimetilbenzimidazol’a baghidir. Bu bilesik kobalamin olarak bilinir. Kobalamin
halkasinda kobalt atomuna bir CN grubunun baglanmasiyla By, vitamini olarak bilinen
siyanokobalamin olusur. Bu vitaminin eksikliginde anemi, gelismede yavaslama ve

norolojik hastaliklar olusur (121).

Mineralin alinimi vitaminle beraber olmaktadir, ancak kobaltin ¢ogu B,

vitamini ile beraber emilmez. Viicuttaki kobaltin 1/10-1/12'si vitamin formunda,

42



kalani ise metabolizma sirasinda vitaminden ayrilan ancak baska fonksiyonu olmadigi
sanilan yapidadir. Viicutta total olarak 1.1 mg bulunur.

Plazmada inorganik kobalt albiimine bagli olarak dagilir. Kemiklerde %14,
kasta %43 oraninda kalan1 da karaciger basta olmak iizere diger dokularda bulunur.
Kandaki normal kobalt diizeyi eritrositlerde 10ug/L’ dir.

Emilmeyen kobalt diskiyla atilir. Elementel kobaltin emilimi daha kolaydir
ve tansportu demir gibi albumine baglidir. Emilim karaciger hastalarinda, demir
yiiklemesinde veya hemokromatozda artar. Demir yetersizligi ise, emilimi bozar.

Mineralin yetersizligi hayvanlarda saptanmustir. Insanlarindaki yetersizlik
B, vitaminiyle beraber bulundugu i¢in, mineralin spesifik ayrimini1 yapmak giictiir.

Insanlar ortalama bir diyetle giinde 5-10 pg mineral almaktadir. Normal
gereksinimin giinde 0.045 - 0.09 pug oldugu, bu miktarin pernisiyéz anemililerde

kemik iligi olusumunu karsilayacagi belirtilmektedir.

Dogada mineral olarak her yerde bulunur, ancak insanlar genellikle B,
kaynaklariyla beraber alirlar. Bundan dolayi da en iyi kaynaklarin hayvansal
yiyecekler oldugu soylenebilir. Hayvanlarda intestinal florada bakteriler tarafindan
da sentez edilir. Sebzeler ve tiim tahillar mineralden zengindir, ancak buradaki yapisi
suda az ¢6ziiniir oldugundan alim giigtiir.

Asirt alimm polisitemi "polycythemia"ye neden olur. Bu asir1 miktarda eritrosit
olusumuyla karakterizedir ve hemoglobin diizeyi bu kisilerde oldukga yiiksektir.
Kobalt toksisitesine cocuklarda daha sik rastlanir, 1 mg/kg viicut agirligr basina
alinmasindan kaginilmalidir (128).

Kobalt havadan inhalasyon yoluyla, i¢cme sulariyla ve diyet yoluyla
organizma tarafindan alimir. Fazla miktarda alinmasi; soluk alip verme
mekanizmasinda bozulmaya, kalp bilyiimesi ve genislemesine, bobrek ve karaciger
rahatsizliklarina, siniis tasikardiye ve bagisiklik sistemine olumsuz yonde etki
ederek astim krizlerine sebep olacagi belirtilmistir (129).

Baz1 arastirmacilar kobaltin havada ortalama olarak 0,0004pg/m’
konsantrasyonda bulundugunu fakat endiistrinin yogun oldugu ortamlarda alinan
hava orneklerinde bu degerin 0,61ug/m’ ‘e kadar ulastig1 belirtilmektedir. Yapilan
bir calismada su Orneklerinde ortalama olarak 2ug/L. konsantrasyonda bulundugu
fakat bu degerin 107ug/L ‘ye kadar cikabilecegi rapor edilmistir (127).

Ratlar iizerinde yapilan bir arastirmada inhalasyon yoluyla alinan kobaltin oral
yolla alinan kobalttan ¢ok daha toksik etki gosterdigi belirtilmistir (129).

Inhalasyon ve i¢cme suyu yoluyla alinan kobalt miktar1 ile 6liimle sonuclanan

kanser vakalar1 arasinda bir iliskinin olmadigi EPA tarafindan belirtilerek,
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karsinogenetik siiflandirmada kobalta yer verilmemistir. Ratlarda deri altina veya kas
altina yapilan direkt kobalt enjeksiyonlarinda sadece enjeksiyon yapilan bolgelerde

bronglarin uzantisi olan alveollerde tiimorlerinin olustugu tesbit edilmistir (130).
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Sekil 2.9. B12 vitaminin kimyasal yapisi
2.8.3. Nikel

Nikel giimiis renginde dogada silikat, siilfit ya da arsenit cevherleriyle birlikte
bulunmaktadir. Nikel bilesiklerinin her bir formu farkli fiziksel ozellikler
gostermektedir. Suda ¢oziinen nikel tuzlari klorit, siilfat ve nitrat tuzlaridir. Nikel
karbonil bilesikleri olduk¢a kararsiz olduklarindan hizli bir sekilde bozunurlar ve
dogada bulunmazlar (131).

Nikel; cesitli alasimlarda, kaplamacilikta, bataryalarda, madeni para yapiminda,
endiistriyel boru tesisatlarinda, paslanmaz celik iiretiminde, krom nikel rezistans
tellerinde kullanilir. Ayrica cesitli kimyasal proseslerde katalizor olarak kullanilir. Nikel
karbonil bilesiklerinin kullanimi sinirlidir (132).

Nikelin organizmada 10 mg kadar bulundugu sanilmaktadir. Dagilimin yiiksek
oldugu yerler deri ve kemik 6zellikle kemik iligidir. Bununla beraber diyetle alimindan
en fazla etkilenen karaciger ve kaslardir. Plazmada nikel konsantrasyonu 1,1-1,6pg/L'dir.

Diyetle alimda emilim ancak %3 civarindadir, dolayisiyla en biiylik atilim
diskiyla olur, ancak esas kayip %60 ile idrar yoluyladir. Bir miktar da terlemeyle atilir.
Hamilelikte emilim azaldigindan, hamilelerin serum diizeylerinin diisiik oldugu rapor
edilmistir. Emilim alinan doza paralel olup mekanizmasi demir ve kobalta benzer. Nikel

yetersizligi demir emilimini azaltirken, demir yetersizligi de nikelin emilimini etkiler. In
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vitro ¢alismalarinda TPP, PP, porfirin, protein ve peptitlere mineralin afinitesi oldugu
ve RNA, DNA ile baglandig1 gosterilmistir.

Nikel yetersizliginde, karaciger dehidrogendz (DH) enzimlerinin azaldigi
bilinmektedir. Bunlar glikoz-6-fosfat (DH) laktoz DH, isositrat, malat DH ve glutamat
DH dir. Nikel yetersizliginin, hepatosit ve mitokondrial yapiy1, endoplazmik retikulumu
degistirdigi gosterilmistir. Ayrica arginaz ve deoksiriboniikleaz enzim aktiviteleri de
degismektedir (128).

Nikel yerkabugunda bulunan elementlerden biri oldugundan az miktarlarda
gida, su, toprak ve havada bulunur. Gidalar nikel aliminin ana kaynagidir. Yetiskinler
giinlik 100 ile 300 pg arasinda nikel almalhidir. Mesleki olarak nikel {iretim
proseslerinde, nikel igerikli miicevherat yapimlarinda, paslanmaz celik iiretiminde
calisan kisiler nikel alimina maruz kalirlar. Ayrica yemek pisirilen kaplarla ve icilen
sigaralarla da nikel alim1 miimkiin olmaktadir.

Nikel hava ortaminda, komiir ve petrol bilesiminde, metal rafinerinde,
kanalizasyon atik camurlarinda ve diger kaynaklarda cok az miktarda bulunur.Nikel
karbonil bilesikleri kararsiz olduklarindan son derece nadir bulunurlar.

Laboratuar testlerinde kan, idrar ve sa¢c Orneklerinde nikel tayinleri
yapilmaktadir Yiiksek miktarda nikel inhalasyonuna maruz kalan insanlarda akciger
bobrek problemleri goriilmiistiir. Nikel klorit, nikel siilfat gibi nikel igerikli sulari
kullanan kisilerde norolojik etkiler gastrointestinal hastaliklar rapor edilmistir. Nikel
karbonil bilesiklerine kisa siireli maruz kalan hayvan ve insanlarda akciger fibrosisi ve
bobrek ddemi rapor edilmistir. Ratlarda yapilan bazi testlerde suda ¢oziinen nikel asetat
gibi bilesikler suda ¢6ziinmeyen inorganik bilesiklerinden daha ¢ok toksik oldugu tesbit
edilmistir (133).

Nikel alimina maruz kalan kisilerde kronik dermatidler olusmustur. Nikel
dermatid durumlarinda mesleki ve mesleki olmayan alimlara gore el, bilek ve parmakta
kasint1 hissi veren egzemalar goriildiigi rapor edilmistir (133).

Kronik nikel inhalasyonuna maruz kalan kisilerde akciger fonksiyonlarinin
azaldigi bronsit ve astim hastaliklarinin arttig tesbit edilmistir (127).

Hayvanlar iizerinde arastirma yapanlar nikel oksit, nikel siilfit ve nikel siilfat
heptahidrat gibi ¢Oziinmeyen ve ¢Oziinen nikel karisimlari inhalasyon yoluyla
alindiginda akciger ve bagisiklik sisteminin etkilendigini belirtmislerdir.

Suda ¢6ziinen nikel karigimlarinin suda daha az ¢oziinen nikel karisimlarindan
soluk alip verme sistemi agisindan daha toksik oldugu belirtilmistir. Hayvanlarda oral
yolla alinan nikel oksit ve nikel nitratin sperm sayisini azalttig1 ve sperm anomalinin

olustugu belirtilmistir.
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Giinliik ortalama olarak 0,0002 mg/m’ nikel alindiginda insanlar icin tehlikeli
oldugu ancak kanser riski tastmadigi bildirilmistir. inhalasyonla nikel siilfatin alinmasi
ve icme sulariyla nikel asetatin alinmasi ratlarda karsinogeneteik 6zellik gostermedigi
bildirilmistir (132).

Insanlar iizerinde arastirma yapan Kisiler nikel rafinelerinde nikel tozlarina
maruz kalan kisilerde akciger ve nasal kanserlerin arttigini rapor etmisglerdir (133).

EPA nikel tozlarmmn 2,4.10* pg/m’ diizeyindeki inhalasyonda kanser riskinin
olusacagini belirtmistir. Nikel siilfitler i¢in ise bu diizeyin 4,8.10% pg/m’ oldugu
belirtilmigtir (136).

2.8.4. Bakir

Bakir kirmizi kahverengi renginde islenebilen, 1s1 ve elektriksel iletkenligi
yiiksek olan, korozyona dayanikli gecis metalidir. Periyodik cetvelde I B grubunda
bulunur. Bakir dogada metalik formunun yaninda +1, +2 oksidasyon basmaklarinda
bulunur. Bakir tuzlar hafif asidik cozeltilerde ve suda az ¢oziiniir. Fakat HNO; H,SOy,
NH,OH, (NH,4),COs; cozeltilerinde daha fazla ¢oziiniir.

Bakir bitki ve hayvan dokulariyla ve suda dogal olarak bulunur. Soliisyon
icinde ve canli organizmada +2 ve +1 degerliklidir. Notral sulu ortamda bakir iyonu
hidroksit formundadir. Redoks kimyasinda molekiiler oksijene elektron transfer eder ve
boylece elektron transportu ve oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarina karisir.

Bakir dogal olarak en kararli oksidasyon basamagi olarak +2 degerlikte bulunur.
+1 yiiklii iyonu kararli kompleks formunda degilse oksitleyici maddelerden dolay1 hizli
sekilde okside olur. Cu™ iyonu H,O, OH, COs?, SO,” gibi inorganik ligandlarla
oksijen yoluyla, organik ligandlarla ise fenolik ve karboksilik gruplar yoluyla baglanir
(134). Bu yiizden dogal 6rmeklerdeki bakirin tamamu organik karigimlarla kompleks halinde
olur (135).

Degisik kaynaklar viicuttaki bakir miktarim farkli oranlar icinde vermektedirler.
Verilen degerler en diisiik olarak 50 mg en yiiksek olarak 150 mg dir (ortalama 80-100
mg). Bu degerlerle bakir, demir ve ¢inkodan sonra viicutta en fazla bulunan mineraldir.
Canli organizmalarda gram bagina 1-2 mg bulunur. Konsantrasyonunun fazla oldugu
organ karaciger, beyin, bobrek ve kalptir. Ayrica ¢inko gibi sacta da bulunur. Dalak,
akciger, kalp ve kemikler orta derecede bakir igerirken hipofiz ve troid bezleri ¢ok
diisiik konsantrasyonda bakir ihtiva ederler. Bakir bazi enzimlerde de bulunur. Kan ve
kas konsantrasyonu 1 mg/g dir. Serum degeri degisken olup ancak ortalama miktar1 70-
140 pg/dl dir. Kan ve kaslarda ise 1 pg/g basinadir. Yeni dogan bebeklerin karaciger,
bakir konsantrasyonu 40 pg/g olarak eriskinlerden ¢ok daha yiiksektir. Bu depo bakir
alt1 ay icinde yeni dokular i¢in kullanilir (136).
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Normal ortalama bir diyetle giinde 2-4 mg bakir alinmaktadir. Bu da eriskinler
icin yeterli miktardir. Bebek ve cocuklarin gereksinmesi 0.05 mg/kg giindiir, RDA
standartlarina gore erigkinlere 1,5-3,0 mg, bebeklere 0,4-0,7 mg ¢ocuklarda 0.7-2.5 mg
giinde Onerilmektedir (137).

Bakir biitiin dogal yiyeceklerde bulunur. En zengin kaynaklar1 ise, hayvansal
yiyeceklerdir, bunlar arasinda basta et kabuklu deniz iiriinleri gelir. Bitkisel kaynaklari
ise, kuru yemisler, kuru baklagiller ve tahillardir. Ancak diyet posas1 bitkisel kaynakl
bakirin alimini azaltir. Bununla beraber giinlitkk enerjiyi karsilayabilecek karisik bir
diyet tiiketildiginde yeterli miktarda mineral alinabilmektedir (138).

Bakir dogada pek cok sebzede ve meyvede bulunur. Ornegin elmada ortalama
0,1 - 2,3 mg/kg bakir mevcutken, kuru erikte bu deger 3,7 - 5,0 mg/kg’a cikar,
aycekirdeginde ise 14,3 — 19 mg/kg bakir bulunur. Anne siitii ortalama 200-400 pug/L
bakir icerir ve bebek agirligi basina 50 ug bakir alir (139).

Hemoglobin sentezinde katalizor gorevi yaparak, kirmizi kan hiicrelerinin
olusumuna yardim eder. Yani bakirin eksikligi demirin adsorpsiyonunu diisiirerek
hemoglobin sentezini azaltir (140).

Coziilmeyen dogal kubik iyon (Cu*?) bilesikleri tiikiiriikte de bulunur. Ortalama
bir giinliik diyetle 1,2-1,7 mg alinir. Diyet posasi emilimi etkileyerek diskiyla atimim
arttirr. Bakir emilimi icin Fe** ve Zn*” ve diger metal iyonlariyla yaris eder, boylece
ortamdaki metal iyonlarinin konsantrasyonuna gore emilim degisir. Emilen bakirin
mukozal hiicreye transferinin fizyolojik degisikliklerle etkilendigi gosterilmistir. Bunlar
arasinda kisinin Ostrojen diizeyi ve kanser gibi hastaliklar sayilmaktadir, intestinal
epiteldeki "metallotionein" diizeyinin artmasi (yiiksek cinkolu diyet veya Ostrojen) kana
bakir transferini diisiirmektedir. Kanserde ise bunun tersi olmaktadir.

Bakir depolama isini karaciger iistlenmistir. Karaciger fazla bakir safra yoluyla
bedenden atar. Oyle ki, besinlerle aldigimiz bakir miktar: yiikselse bile bedendeki bakir
miktart ayn1 kalir. Baz1 bakirlt enzimlerin beyin metabolizmasiyla ilgili oldugu bilinir.
C vitamininin oksitlenmesinde de bakir rol oynar (141).

Bakir viicut fonksiyonlari agisindan 6nemli olmakla beraber 6zellikle sag, deri
esnek kisimlari, kemik ve bazi i¢ organlarin temel bilesenidir. Ayrica amino asitler, yag
asitleri ve vitaminlerin normal kosullarda metabolizmadaki reaksiyonlarinin
vazgecilmez Ogesidir. Bir ¢ok enzim ve proteinin yapisinda bulunan bakir, demirin
fonksiyonlarin1 yerine getirmesinde aktivator gorevi iistlenir. Bakir eksikliginde
hayvanlarda anomali, kansizlik, kemik hatalar1 ve sinir sisteminde bozukluklar tespit
edilmistir (142).

Ayrica bakir, kollajen olusumunu, yaralarin iyilesmesini saglar ve sinir liflerinin

etrafindaki zarin korunmasina katkida bulunur. Bakir demirin +2 ve +3 oksidasyon
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basamaklar1 arasindaki doniistime dolayh olarak katkida bulunarak kritik bir rol oynar.
Bu ayn1 zamanda solunum ve enerji tiretimiyle ilgili bir ¢ok reaksiyon icin bakirin
gerekli oldugu anlamina gelmektedir (143).

Yetersizliginde serum bakir ve seruloplazmin diizeyi diiser, demir yetersizligi
gibi anemi goriiliir, elastin {iretiminde azalma, deride pigmentasyon azalmasi,
hipodermi olusur. Yetiskinlerdeki yetersizlik giinde 25-40 mg CuSO, verilerek
diizeltilebilmektedir.

Bakar eksikliginde, demir eksikligindekine benzer kiiciik hiicreli (eritrositli) bir
kansizlik (anemi) olur ve bu, demir vermekle diizelmez; ayrica eritrositlerin yasama
siireleri de kisalmistir; dokularin katalazlarinin ve sitokrom C‘lerinin, ve sitokrom
oksidazlarinin ¢alismalarinin azalisi da goriilir. Biiylime azligi, hipodermi, artan
beyinsel dejenerasyon, saclarda renk bozuklugu, plazmada bakir ve bakir oksidaz
diizeyinin azaldig goriiliir (145).

Bakir eksikliginde insanlarda; wilson hastaligi, tavuk ve kopeklerde; rasitizm
benzeri kemiklesme bozuklugu, sigirlarda; ishal, myokard enfarktiisii, kuzularda;
enzootik ataksi goriiliir (146).

Iki genetik hastalik bakir metabolizmasimi etkiler, bunlardan biri yukarida
belirtildigi gibi Wilson hastaligidir. Alinan bakir seruloplazmine baglanamaz. Bu
hastalarda karacigerden safrayla bakir atimi bozulmustur, dolayisiyla bakir birikerek
karaciger, beyin, bobrek ve korneaya zarar verir. Sinir sistemini etkileyerek jdimans
(bunama) ve karacigerin fonksiyon bozukluguna yol acar. Hastalara penisilamin gibi
bakir selat ajanlart verilir. Tkinci hastalik ise menkes sendromu ad1 verilen "dolasik sag
sendromu"dur. Bu hastalikta intestinal bakir emiliminde karisiklik s6z konusudur.
Burada bakirin transportunda (intestinal mukozadan) kan dolasimina gecisinde problem
vardir. Hiicre i¢inde normal fonksiyonu plan kuproproteinlere katilamaz. Bu cocuklara
intravenoz bakir verilmesinde ¢ok dikkatli olunmalidir. Ciinkii mental gerilige, anormal
kemik olusumuna, 1s1 degisimine ve enfeksiyona yol agabilir.

Kanserde bakir metabolizmasinin  degistigi  bilinmektedir.  Serumda
seruloplazmin ve bakir diizeyi yiikselir, karaciger ve bobrek bakir diizeyi, ve
organizmadaki doniisimii azalir, ayrica emilimde de de§isme olur. Bazi bakir
selatlarinin timorlii hiicrelerin  kromozomlarin1 tahrip ettigi dolayisiyla hiicrenin
O0limiine neden oldugu gosterilmis inflamasyon kosullarinda serum bakir ve
seruloplazmin diizeyi %20-30 oraninda yiikselir. Bunun nedeni mineralin bag dokusu
tamirindeki rolii olarak gosterilmektedir.

Insanda serum kolesterol ve bakir diizeyleri arasinda ters bir korelasyon vardir.

Bakirdan diisiik, ¢inkodan yiikksek diyet hiperkolesterolemiye yol acar. Buna
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dayanilarak gelismis toplumlarda diisiik bakir diyet tiiketiminin hiperkolesterolemi,
hiperglisemi dolayisiyla arteriosklerozu arttiracag: 6ne siirtilmektedir (128).

Bakirin insan viicudu icin akut bir toksik madde ve kanserojen olmadigi
belirtilmektedir. Fakat bazik bakir karbonatin zehirli oldugu c¢ok eskiden beri
bilinmektedir. Bu nedenle bakir kaplar kalaylanarak kullanilir. Asin miktarda bakir
tuzlarinin, 6zellikle bakir siilfatin ag1z yoluyla alinmasi 6liimle sonuglanabilir (147).

Avustralya'da koyunlarda goriilen bakir zehirlenmesi olayinda, bakir
eksikliginin diyetteki molibden ve siilfatla ilgili oldugu agiklanmistir (148).

Bu bulgu bakir, cinko ve diger eser elementler arasinda da iligkiler
bulundugunu gostermektedir. Baska bir deyisle, bakir eksikligi ve bakir toksisitesi
sadece bakirin alimina degil ayn1 zamanda Zn, Fe ve Ca'un diyetteki seviyesine de
baglidir. Bakir toksisitesi Mo, Zn ve SO,? almimindaki diisme ile artar (120).

Bakir iyonu bitkilerde ¢ok az miktarda bazi enzimlerin olusmast icin gereklidir.
Asir1 miktardaki bakir su bitkileri icin cok toksiktir. Su bitkileri i¢in sadece civa
bakirdan daha toksiktir. Belirli seviyedeki bakir hiicre zarlarindaki gecirgenligi artirarak
potasyum kaybina yol acar. Bu sekilde ortamda bulunan diger kirleticilere olan
hassasiyeti artirir. 0.1 mg/l den daha diisiikk seviyelerde bile biiylimeyi kotii yonde
etkilemektedir. Bakir deniz alglerinde fotosentez sistemini, mavi - yesil alglerde ise azot
fiksasyonunu inhibe etmektedir. Bakir tatli su ve deniz yumusakcalari iizerinde de
siddetli toksik etkiye sahiptir. Suda komplekslestirici maddelerin bulunmasi bakirin
toksisitesini ¢cok diisiiriir (147).

Bakirin tatli sudaki toksisitesi deniz suyuna gore daha fazladir. Tuzlu suyun
yiiksek derecede komplekslestirme etkisi deniz baliklarina karsi bakirin toksisitesini
azaltir. Bitkilerde oldugu gibi yumusakcalarda da suyun komplekslestirici 6zelligi
toksisiteyi diisiiriir ve mortaliteyi azaltir. Ornegin ortama hiimik maddeler ve EDTA
ilavesi 6liim oranin1 % 10.8'den % 1.4'e diisiiriir (147).

Tarimsal kesimlerde havadaki ortalama bakir konsantrasyonu 5 to 50 ng/m’
iken endiistriyel kirletilmemis bolgelerdeki deniz suyundaki bakir konsantrasyonu
0.15 pg/L ve tath suda ise 1-20 pg/L’dir. Dogal sularin pH degerine bagli olarak
¢Oziiniirlik sinirindaki azalma sonucu sularin dibinde c¢okelir ve dogal yeralti tath
sularin ¢okeleklerinde yaklasik 16-5000 mg/kg (kuru agirlik) arasinda ve deniz dibinde
ortalama 2 - 740 mg/kg (kuru agirlik) bakir bulunur. Kirletilmemis toprakta bakir
konsantrasyonu ortalama 30 mg/kg (sinir degeri 2-250 mg/kg) seviyelerindedir (149).

Bakirin bitkiler ve canlilar iizerindeki etkisi, kimyasal formuna ve canlinin
biiyiikliigtine gore degisir. Kiiciik ve basit yapili canlilar icin zehir 6zelligi gosterirken

biiyiik canlilar icin temel yapr bilesenidir. Bu nedenle bakir ve bilesikleri fungusit,
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biosit, anti bakteriyel madde ve bocek zehiri olarak tarim zararlilarina ve yumusakgalara
kars1 yaygin olarak kullanilir (150).

Ornegin % 1-20 CuSO, iceren kireg siitii karistmu “bordokarisimi” olarak bilinir
ve liziim tariminda fungusit olarak kullanilir. Hastanelerde kapi kollar1 ve elle sik¢a
temas edilen bolgeler bakir alasimlarindan imal edilen malzemelerden yapilir ve
malzemenin antiseptik 6zelliginden yararlanilarak mikroplarin yayilmasi engellenir.

Akut bakir zehirlenmesi seyrek olarak gozlenir. Genelde yiyecek ve iceceklere
kazayla bakir ihtiva eden maddelerin karigsmasiyla veya kasten bakir tuzlarinin
yutulmasi sonucu zehirlenme gerceklesir ve bakir ¢aligi olarak bilinir (149).

Agiz yoluyla alindiginda akut zehirlenme insanlarda, LDLo, 100 mg/kg’dir,
ancak 600 mg/kg’a kadar emilim oldugunda dahi tedavisi miimkiindiir. Akut bakir
zehirlenmesinde gozlenen belirtiler tiikiiriik salgilamanin artmasi, mide agrilari, bulanti,
ishal gibi sindirim sitemi mukozasinin tahris olmasindan kaynaklanir. Ayrica alinan
doza bagl koma durumuna ve dliimlere sebebiyet verebilir. icme sularinda diinya saglik
orgiitti (WHO) tarafindan agiklanan iist sinir degeri 2mg/L’dir. Giin i¢inde alinabilen
maksimum bakir degeri kadinlarda 12mg, erkeklerde 10mg, 6-10 yas grubu ¢ocuklarda
ise 3 mg’dir (150).

2.8.5. Demir

Erkeklerde 3,45 gr kadinlarda ise 2,45 gr olarak tiim viicuda dagilan demirin
%60-70 kadar1 kan hiicrelerinde hemoglobin icinde, %10-12 kadar1 kaslarda
miyoglobin iginde ve enzimlerde, %15-30 kadar1 da karaciger, dalak ve kemik iliginde
depolanmis olarak bulunur (151).

Onemli miktar1 +3 degerli besin demirinin, yine besinlerdeki indirgen
maddelerle daha ¢ok c¢oziinebilen +2 degere ¢evrildigi kabul edilmistir (152).

Besinlerle alinan demir, cogunlukla bu besinler igerisinde ferrik hidroksit veya
ferrik organik bilesikler seklinde bulunur. Fosfat¢ca zengin besinlerin alinmasi demir
absorbsiyoniinii yavaslatir. Kansizlikta ise demir absorpsiyonu, birkag¢ katina ¢ikabilir.
Demirin dokulardan kana salinabilmesi i¢in bakira gereksinim vardir. Bu amagla
organizma bakiri kapsayan "serulo plazmin" den yararlanir (121).

Demir eksikligi anemiye yol acar. Baslica belirtileri dikkatsizlik, yorgunluk, ¢caba
harcayinca kalp carpintisi, bazen agrili dil, dudak kenarlarinda catlaklar, yutma giicliigii,
konkav tirnaklardir. Cocuklarda istahsizlik, yavas bilyiime ve enfeksiyona direngsizlik de
goriilir. Demir eksikliginden kaynaklanan anemide mide ve bagirsak yolunda
anomaliler goriiliir. Bunlardan biri mide asidi azhigidir. Kisacasi, demir eksikligi mide
asidinin azalmasina ve bedende yetersiz demir emilimine yol acgtigi gibi, bu iki

rahatsizlik da demir anemisine neden olabilir (153).
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2.9. Kompleks Stokiometrisinin Bulunmasi

2.9.1. Mol Oram Yontemi

Mol orani yonteminde, stokiyometrisi bilinmeyen kompleksin katyonunun
uygun kontrasyonda bir ¢ozeltisi yapilip spektrumu alinir (spektrofometrik
konsantrasyonlar 107 -10”M). Bu katyon, pratik olmasi nedeniyle M ile gosterilir.
Bundan sonra da L ile gosterilen ligandin uygun konsantrasyonda bir cozeltisi
hazirlanip spektrumu alimir. Bu ¢o6zeltilerden alinan (6rnegin 2 ser ml) cozeltiler
karistirllir ve karisgtmin spektrumu alimir. Spektrumdan komplekse ait absorpsiyon
bandlarindan (piklerinden) en siddetlisinin dalga boyu tespit edilir. Bundan sonra
ligandin katyona orami (L/M) 1,2,3,... olan ¢ozeltiler hazirlanir. Yukarida sozii edilen
dalga boyunda 1 cm kalinliktaki hiicrede sirayla bunlarin absorbanslar1 6l¢iiliir ve bu
absorbanslar L/M ye kars1 bir grafige gecirilir. Elde edilen grafikteki egrilerden

yararlanarak kompleksin stokiyometrisi bulunur.

2.9.2. Job veya Devamh Degismeler Yontemi

M ve L den meydana gelen kompleks icin iyi bir ¢oziicli ve iyi bir absorpsiyon
maksimumu bulunabilirse boyle bir kompleksin kag M ve ka¢ L'den meydana geldigi
bulunabilir. Yontem, Job tarafindan gelistirildiginden ¢ogu kez Job yontemi adini alir.
Bunun i¢in M ve L den meydana gelen kompleksin bir spektrumu alinir ve bu
spektrumun en siddetli absorpsiyonunun dalga boyu (A max) tespit edilir. M ve L nin
ayn1 konsantrasyonda birer c¢ozeltisi hazirlanip,  birinin hacmi artarken digerinin
hacmi aymi oranda azalacak sekilde bir dizi kompleks c¢ozeltileri hazirlanarak
maksimum absorpsiyon dalga boyunda absorbanslari 6lgiiliir.

Olgiilen absorbans degerleri, alinan M veya L 'nin hacmine kars1 grafige
gecirilerek elde edilen egrilere cizilen tegetlerin kesim noktasindan hacim eksenine bir

dikme inilerek kompleksin stokiyometrisi belirlenir.
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Sekil 2.10. Mol oran1 yontemi ile kompleks stokiyometrisinin bulunmasi
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Sekil 2.11. Job veya devamli degismeler yontemi ile kompleks stokiyometrisinin bulunmasi
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3. DENEYSEL CALISMALAR VE BULGULAR

3.1. Kullanilan Aracg ve Gerecler

ATI-UNICAM 929 model atomik absorpsiyon spektrofotometresi (AAS) ve
gerekli elementlerin oyuk katot lambalari

-Tartim islemlerinde JL. 180 model CHYO marka hassas elektronik terazi

-Cozeltilerin alinip seyreltilmesinde cam pipetler

-Seyreltme ve standart ¢ozelti hazirlama islemlerinde degisik hacimlerde balon
jojeler, erlen, beher ve deney tiipleri

-Otomatik pipet

-pH’1n Ol¢iilmesi ve ayarlanmasinda HI 8418 model HANNA marka pH metre

-Metal komplekslerinin cesitli ortamlardaki absorpsiyonlarini 6lgmek icin SF
750 model SECOMAM marka UV-goriiniir bolge spektrofotometresi

-Standart ¢ozeltilerdeki metal komplekslerinin ayrilma sartlarini belirlemek i¢in
CECIL 1100 serisi HPLC cihaz1 ve CECIL 1220 UV detektorii

-Optimize edilmis sartlarda Orneklerdeki metal tayinleri i¢cin SHIMADZU
marka LC-9A serisi HPLC cihazi, SHIMADZU marka SPD-M10AVP serisi 200 ile 700
nm dalgaboylar1 arasinda ayn1 anda 6l¢iim yapabilen foto diyot array (PDA) detektorii

-PHENOMEX marka LUNA C,g (250x4,6mm 5pu), okda silan (ODS) kolon

-SPELCO marka C;5 (150x4,6mm 5p) silika esasli kolon

-Cozeltilerde c¢oziinmiis cesitli gazlarn giderilmesi icin BRANSONIC 221
ultrasonik banyo

-PREMIER marka 800W a kadar ayarlanabilen mikrodalga firm

-Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in bilgisayar.

3.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Kullamilan Reaktifler

Deneylerde kullanilan Zn, Cu, Fe, Cr, Al, Ca, Mg Cd, Mn, Co ve Ni
elementlerine ait stok ¢ozelti olarak analitik saflikta Merck marka 1000 ppm’lik standart
cozeltiler kullanildi. Standart ¢ozeltilerden belirli hacimlerde alinip 1 mL derisik HCI
ilave edildi ve saf suyla 50 mL ye tamamlanarak 1x10~ , 1x10™ ve 1x10”° M’lik metal
¢ozeltileri hazirlandi.

1x10° M’lik piridilazo resorsinol (PAR) ¢ozeltisi: 0,011 g PAR tartilip 0,1 M
NaOH ile pH’1 9’a ayarli metanol-su (50% v/v) karisimiyla 50 mL ’ye tamamlandi. Bu
cozeltiden belirli hacimlerde alinip metanol-su karisimiyla belirli  hacimlere
tamamlanarak 1x107, 1x10™ ve 1x10” M’lik PAR ¢ozeltileri hazirlandi.

1x10? M CH;COONa ¢ozeltisi: 0,82 g CH;COONa tartilarak saf suyla 1L’ye

tamamlandi.
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1M NaOH c¢ozeltisi: 40 g NaOH tartilip saf suyla 1L.’ye tamamlandi.

Mobil faz bilesimleri i¢cin Merck marka kromatografik saflikta metanol, etanol
ve asetonitril (Merck)

EDTA (Merck)

Asetik asit (Merck)

Sitrik asit (Merck)

Orneklerinin coziiniirlestirilmesinde; derisik HCI, HNO;, HCIO, ve H,0,

(Merck ) kullanildi. Caligmalarin tamaminda bidistile deiyonize su kullanildi.
3.2.1. UV Spektrofotometresi ile Yapilan Calismalar

3.2.1.1. Co-PAR, Ni-PAR, Fe-PAR, Cu-PAR Komplekslerinin Olusturulmasi

50 mL’lik balon jojelere 5 mL 1x10™* M stok metal ¢ozeltisi (Co*, Cu*?, Fe*’
ve Ni*?) ve 1x10° M PAR c¢ozeltisinden 1ml ilave edilerek saf suyla 50 mL ye
tamamlandi. Kor (blank) ¢ozelti olarak kullanilmak iizere aynmi sekilde metal iyonlarini
icermeyen bir ¢ozelti hazirlandi. Kor ¢ozeltisi ile spektrofotometre sifirlanarak metal-

PAR komplekslerinin maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boylar tesbit edildi.

3.2.1.2. 4-(2-piridilazo) rezorsinol Ligandinin UV Goriiniir Bolge Spektrumu

Yeni hazirlanmis 1x10™* M’Iik PAR ¢ozeltisinden 2 mL alarak saf suyla 10
mL ye tamamlandi. Elde edilen ¢6zeltinin kullanilan c¢oziicii ile sifirlanmig UV

spektrofotometresi ile 350-600 nm araliginda spektrumu alindi.
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Ehsothans
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Sekil 3.1. 4-(2-piridilazo) rezorsinol ligandinin UV gériiniir bolge spektrumu

54



3.2.1.3. Fe-PAR, Ni-PAR, Co-PAR, Cu-PAR Komplekslerinin UV Goriiniir Bolge
Spektrumu

1x10* M stok metal ¢ozeltilerden (Co™, Cu**, Fe* ve Ni** ) 2 mL alinarak
10 mL lik kaplara aktarildi. Her bir kaba 1x10” M stok PAR c¢ozeltisinden 1 mL ilave
edilerek saf suyla 10 mL ye tamamlandi. Elde edilen c¢ozeltilerin aym sartlarda
hazirlanan ve metal iyonlarim1 igermeyen PAR c¢ozeltisi ile sifirlanan UV
spektrofotometresi ile 350-600 nm aralifinda dalga boyu taramalar1 yapildi.

Komplekslerin maksimum absorpsiyon yaptigi dalgaboylari tesbit edildi.
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Sekil 3.2. Co-PAR kompleksinin UV goriiniir bolge spektrumu
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Sekil 3.3. Ni-PAR kompleksinin UV goriiniir bolge spektrumu
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Sekil 3.4. Fe-PAR kompleksinin UV goriiniir bolge spektrumu
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Sekil 3.5. Cu-PAR kompleksinin UV goriiniir bolge spektrumu

3.2.1.4. Dalgaboyu Taramalarinda Goézlenen Sonuclar

Dalga boyu taramalarinda standart reaktiflerin maksimum absorpsiyon yaptigi

dalga boylar1 (A max) Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Ligand ve metal-PAR komplekslerinin A max degerleri

Reaktif A max (nm)

PAR 414 Sekil 3.1
Co-PAR 510 Sekil 3.2
Ni-PAR 504 Sekil 3.3
Fe-PAR 490 Sekil 3.4
Cu-PAR 500 Sekil 3.5
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3.2.1.5. Kompleks Stokiyometrilerinin Tayinleri

3.2.1.5.1. Mol Oram Yontemi

50 mL lik balon jojelere 1x10™* M’lik stok metal ¢ozeltilerinden 2 mL ve
[PAR]/[Metal] oranm1 1, 2, 3, 4, 5 olacak sekilde 1x10* M’lik stok PAR cozeltisinden
cesitli hacimlerde ilave edilerek saf suyla 50 mL ye tamamlandi. Komplekslerin
maksimum absorpsiyon yaptigi dalgaboyunda c¢ozeltilerden her birinin absorbanslari
okundu. [PAR]/[Metal] oranina karsi okunan absorbans degerleri grafige gecirilerek

mol orani yontemiyle komplekslerin stokiyometrileri tesbit edildi.
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Sekil 3.6. Cu-PAR kompleksinin stokiyometrisi (mol oran1 yontemi)
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Sekil 3.7. Co-PAR kompleksinin stokiyometrisi (mol orani yontemi)
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Sekil 3.8. Ni-PAR kompleksinin stokiyometrisi (mol orani yontemi)
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Sekil 3.9. Fe-PAR kompleksinin stokiyometrisi (mol oran1 yontemi)

3.2.1.5.2. Job veya Siirekli Degisme Yontemi

1x10* M stok metal cozeltileriyle 1x10* M PAR c¢ozeltisi Tablo 3.2°de
gosterilen hacimlerde karistirilarak bir dizi ¢ozelti hazirlandi. Kompleksler igin
belirlenen maksimum absorpsiyonun oldugu dalga boyunda c¢ozeltilerin absorbans
degerleri okunarak absorbansa karsilik metallerin mol kesri grafige gecirildi. Job

yontemiyle komplekslerin stokiyometrileri tayin edildi.
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Tablo 3.2. Metal iyonlarinin mol kesirleri

10* M stok metal 10* M PAR Mol kesri
¢ozeltisi (mL) ¢ozeltisi (mL) (metal)
1 9 0.1
2 8 0.2
3 7 0.3
4 6 0.4
5 5 0.5
6 4 0.6
7 3 0.7
8 2 0.8
9 1 0.9
10 0 1
0,3
g 0,25
£ 0
]
* 0,15 -
0,1 -
0,05
4
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Sekil 3.10. Cu-PAR kompleksinin stokiyometrisi (job yontemi)
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Sekil 3.11. Ni-PAR kompleksinin stokiyometrisi (job yontemi)
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Sekil 3.12. Fe-PAR kompleksinin stokiyometrisi (job yontemi)
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Sekil 3.13. Co-PAR kompleksinin stokiyometrisi (job yontemi)

3.2.1.2.3. Kompleks Stokiyometrilerinin Tayinlerinde Go6zlenen Sonuclar
Mol oran1 ve job yontemiyle bulunun kompleks stokiyometrileri Tablo 3.3’de
belirtilmistir.

Tablo 3.3. Kompleks stokiyometrileri

Metal [Metal:PAR]

Bakir 1:1 Sekil 3.6. ve Sekil 3.10.
Kobalt 1:2 Sekil 3.7. ve Sekil 3.13.
Nikel 1:2 Sekil 3.8. ve Sekil 3.11
Demir 1:2 Sekil 3.9. ve Sekil 3.12

3.2.1.6. Co-PAR, Ni-PAR, Fe-PAR ve Cu-PAR Komplekslerine pH Etkisinin incelenmesi

50 mL lik beherlere 1x10™ M’lik standart metal ¢ozeltilerinden 1mL ve 1x107
M’lik PAR cozeltisinden 4 mL ilave edildi. 0,1M HCI ve 0.1 M NaOH c¢ozeltileri

kullanilarak pH metre ile ¢ozeltilerin pH’lar1 2-12 araliklarinda ayarlandiktan sonra

60



¢ozeltilerin hacimleri ayn1 pH’a ayarli saf su ile 50 mL ye tamamlandi. Komplekslerin
maksimum absorspsiyon yaptigi dalga boylarinda cozeltilerin absorbans degerleri
okunarak pH’a karsi grafige gecirildi. Metal kompleksleri i¢in optimum pH araligi
tesbit edildi.

0,9
0,8
0,7 4
0,6 1
0,5 1
0,4 1
0,3 1
0,2 q
0,14
0 \ \ \ \ \ \ \ \ \ T \

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

pH

Ehaothans

Sekil 3.14. 4-(2-piridilazo) rezorsinol (PAR) absorbansinin pH ile degisimi

Lhaorhans
N

0,3 -

0,2 1

0,1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 3.15. Co-PAR kompleksinin absorbansimin pH ile degisimi

0,4 4

0,3

Lheothans

0,2

0,11

Sekil 3.16. Fe-PAR kompleksinin absorbansinin pH ile degisimi
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Sekil 3.17. Ni-PAR kompleksinin absorbansinin pH ile degisimi
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Sekil 3.18. Cu-PAR kompleksinin absorbansimin pH ile degisimi

Ligand ve metal-PAR komplekslerinin olusumunda optimum pH araliklari

Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4. PAR ve metal-PAR komplekslerinin olusumunda optimum pH araliklari

Madde pH aralig:

PAR 9-12 Sekil 3.14.
Co-PAR 5-8 Sekil 3.15.
Fe-PAR 4-6,5 Sekil 3.16.
Ni-PAR 6-10 Sekil 3.17.
Cu-PAR 6-9 Sekil 3.18.
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3.2.1.7. Co-PAR, Ni-PAR ve Fe-PAR Komplekslerinin Olusum Siirelerinin Belirlenmesi

50 mL lik beherlere 1x10™ M standart metal ¢ozeltilerinden ImL ve 1x10” M
PAR cozeltisinden 4 mL ilave edilerek c¢ozeltilerin pH’1 7’ye ayarlandiktan sonra
hacim saf su ile 50 mL. ye tamamlandi. Farkli zaman araliklarinda maksimum
absorpsiyonun goriildiigii dalga boyunda absorbans degerleri oOlciildii. Absorbanslara

kars1 siire grafige gecirilerek kompleks olusum siireleri belirlendi.

1,4 1
1,2
14

Ehaothans

08 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -

0 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Zaman (sn)

Sekil 3.19. Fe-PAR Kompleksinin absorbansinin zaman ile degisimi

Ahsorhans

0,2 4

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Zaman (sn)

Sekil 3.20. Ni-PAR Kompleksinin absorbansinin zaman ile degisimi
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Sekil 3.21. Co-PAR kompleksinin absorbansinin zaman ile degisimi

Metal-PAR komplekslerinin absorpsiyonuna siirenin etkisi Tablo 3.5’de

verilmistir.

Tablo 3.5. Metal-PAR komplekslerinin olugum siireleri

Kompleks Zaman(sn)
Fe-PAR 10 Sekil 3.19.
Ni-PAR 40 Sekil 3.20.
Co-PAR 10 Sekil 3.21.

3.2.1.8. Co-PAR, Ni-PAR, Fe-PAR ve Cu-PAR Komplekslerinin Molar Sogurma
Katsayilarinin Belirlenmesi

50 mL ’lik balon jojelere 1x10™* M metal ¢ozeltilerinden 0,1 ile 1 mL arasinda
degisen hacimlerde ilave edildi, 1x10™* M’lik PAR ¢ozeltisinden 4 mL eklendikten sonra
toplam hacim saf su ile 50 mL ye tamamlandi. Bu ¢o6zeltilerin belirlenen dalga boyunda
absorbans degerleri okunarak kompleks derisimine karsi grafige gecirildi. Elde edilen

dogrularin denklemlerinden metal-PAR komplekslerinin molar sogurma katsayilari

bulundu.
0,4
% y = 54491 - 0,0067
R®=0,9986
'E 03 -
8
=
02 -
0,1 -
0 T T T 1
0,0E+00 2,0E-06 4,0E-06 6.0E-06 8.0E-06

Konsantrasyon (M)
Sekil 3.22. Fe-PAR kompleksinin belirlenen dalga boyunda € nin bulunmasi
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Sekil 3.23. Cu-PAR kompleksinin belirlenen dalga boyunda € nin bulunmasi

0,7 4

0,6 - y = 65719x - 0,0076
05 - R*=0,9966
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Sekil 3.24. Co-PAR kompleksinin belirlenen dalga boyunda £ nin bulunmasi

04
g y =27841x + 0,045
R*=0,9985
03
(m]
3
o
02 -
0,1
O T T T T 1

0,0E+00 2,0E-06 4,0E-06 6,0E-06 8,0E-06 1,0E-05
Konsantrasyon (M)

Sekil 3.25. Ni-PAR kompleksinin belirlenen dalga boyunda € nin bulunmasi
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Metal-PAR komplekslerinin € degerleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. Metal-PAR komplekslerinin € degerleri

Kompleks €
Fe-PAR 5.4x10°* Sekil 3.22.
Cu-PAR 4.2x10* Sekil 3.23.
Co-PAR 6.5x10°* Sekil 3.24.
Ni-PAR 2.7x10* Sekil 3.25.

3.2.1.9. 4-(2-piridilazo) rezorsinol Ligandinin Konsantrasyonun Co-PAR, Ni-PAR,
Fe-PAR ve Cu-PAR Komplekslerine Etkisi

50 mL lik erlenlere 1x10* M Fe*, Ni*>, Cu** ve Co" ¢ozeltilerinden 5 mL
eklendi. 1x10* M PAR ¢ozeltisinden cesitli hacimlerde (5, 10, 15, 20, ... mL) ilave
edilerek toplam hacim saf su ile 50 mL ye tamamlandi. Co6zeltilerin absorbanslar

okunarak PAR konsantrayonlarina kars1 grafige gegirildi.

0,4 -
% —&— Co-par
+ 03 o —e | —O—Cupar
& N 0 | _a
o Fe-par
02 A A | = Ni-Par
0,146
0 T T :
1 2 3 4

Konsantrasyon (10° M)

Sekil 3.26. 4-(2-piridilazo) rezorsinol ligandinin konsantrasyonun Co-PAR, Ni-PAR, Fe-PAR
ve Cu-PAR komplekslerine etkisi

Sekil 3.26’da goriildiigii gibi metal-PAR kompleksleri icin gerekli olan
optimum ligand (PAR) konsantrasyonu 1x10” M’lik metal konsantrasyonlarina karsilik

2,5x10°M bulundu ([PAR]/[Metal] 2,5/1)

3.2.1.10. Co-PAR, Ni-PAR, Fe-PAR ve Cu-PAR Komplekslerinin Olusumuna
Asetat Derisiminin Etkisi

50 mL’lik erlenlere 1x10* M stok metal cozeltilerinden 1’er mL alindi.

1x10* M CH;COONa cozeltisinden farkli hacimlerde (5 ile 40 mL araliginda)
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eklenerek saf suyla 50 mL ye tamamland. flave edilen asetat ¢ozeltisinin hacmine

kars1 Metal-PAR komplekslerinin absorbans degerleri grafige alindi.

0,4
% —&—Co-Par
e —&— Fe-Par
]
o —a&— Cu-Par
=03 .
=0 —>%—Ni-Par
—¥— Par
0’2 x A
i i
% X
0,1

0 - T T T T T T !
5 10 15 20 25 30 2K 4an
Asetat hacmi (mL)

Sekil 3.27. Co-PAR, Ni-PAR, Fe-PAR ve Cu-PAR komplekslerinin olusumuna
¢ozeltisinin etkisi

asetat

Sekil 3.27°de goriildiigii gibi 1mL, 1x10* M metal-PAR kompleksleri icin

gerekli olan optimum 1x10* M asetat cozeltisinin hacmi 20 mL bulundu.

[Asetat]/[Metal] 20:1.

3.2.2. HPLC ile Yapilan Cahsmalar

3.2.2.1. Mobil Faz Bilesimiyle ilgili Denemeler

Co-PAR, Ni-PAR, Fe-PAR ve Cu-PAR komplekslerinin ayrilmasinda C;g (ODS)

kolonda alikonma sartlarini belirlemek amaciyla mobil faz olarak metanol, aseto

nitril,

su ve etil alkol reaktifleri farkli oranlarda karistirilarak her bir mobil faz bilesimi igin

komplekslerin kromatogramlari alindi. Mobil faz bilesiminin yan1 sira optimum ayirma

sartlarin1 belirlemek icin; akis hizi, dalga boyu, absorpsiyon araligi, maske

leyici

reaktifler ve pH degisim parametreleri arastirildi. Mobil faz optimizasyonu i¢in yapilan

denemeler Tablo 3.7’ de belirtilmistir.

Enjeksiyonu yapilan standart ¢ozeltilerin hazirlanma asamalar1 sekil 3.28°de

gosterilmistir.
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1 mL 1x10* M satandart metal ¢cozeltisi

!

2 mL 1x10° M CH;COONa ¢ozeltisi

!

1 mL 1x10” M PAR c¢ozeltisi

0.1 M HCI ve 0.1 M NaOH c¢ozeltileri ile pH’1n 7’ ye ayarlanmasi

Deiyonize su ile 10 mL’ye tamamlama

!

20-40 uL HPLC’ye enjeksiyon

Sekil 3.28. HPLC enjeksiyonunda kullanilan standart metal ¢ozeltilerinin hazirlanma agsamalari
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Tablo 3.7. Mobil fazla ilgili denemeler

Oran Mobil Dalga Akis hizi
Mobil faz bilesimi Yo (vIV) faz pH1 | Boyu () (mL/dk) Kromatogramlar Kolon
Su 100 7,5 500 0,8 Sekil 3.29 Spelco

Metanol 100 5,5 500 0,8 Sekil 3.30 “
Etanol/su 60/40 6,5 500 0,8 Sekil 3.31 “
Metanol/Su 55/45 6 500 0,8 Sekil 3.32 «“
Metanol/Su/Asetat ¢6z 60/35/5 5 500 0,8 Sekil 3.33 «
Metanol/Su/Asetat ¢oz 70/25/5 5 500 0,8 Sekil 3.34 “
Metanol/Su/Asetat ¢6z 60/30/10 5 500 0,8 Sekil 3.35 «
Metanol/Su/Asetat ¢oz 55/30/15 5,5 500 0,8 Sekil 3.36 “
Metanol/Su/Asetat ¢6z 50/30/20 4 500 0,8 Sekil 3.37 «
Etanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. 50/20/20/10 6,5 500 0,8 Sekil 3.38 “

Metanol/Su/Asetat ¢oz. 55/40/5 7,7 500 0,6 Sekil 3.39 Phenomex
Metanol/Su/Asetat ¢oz. 52/43/5 5,2 500 0,6 Sekil 3.40 “
Metanol/Su/Asetat ¢6z 60/35/5 7,2 500 0,6 Sekil 3.41 «
Metanol/Su/Fosfat ¢6z. 60/35/5 6,7 500 0,6 Sekil 3.42 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. 55/30/10/5 7,5 500 0,7 Sekil 3.43 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. 63/27/5/5 4,5 500 0,6 Sekil 3.44 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. 63/27/5/5 82 500 0,6 Sekil 3.45 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. 57/33/5/5 4,9 500 0,6 Sekil 3.46 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢c6z. | 35/30/35/2,5 7 500 0,6 Sekil 3.47 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. 30/37/30/3 54 500 0,6 Sekil 3.48 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. 30/37/30/3 6,5 500 0,6 Sekil 3.49 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. 28/41/28/3 6,8 500 0,6 Sekil 3.50 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢coz. | 24/30/343/3 7 500 0,6 Sekil 3.51 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. | 55/40/2,5/2,5 4,5 PDA 0,6 Sekil 3.52 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. | 55/40/2,5/2,5 6 PDA 0,6 Sekil 3.53 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. | 55/40/2,5/2,5 7,5 PDA 0,6 Sekil 3.54 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. | 55/40/2,5/2,5 3,6 PDA 0,6 Sekil 3.55 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. | 60/35/2,5/2,5 5,3 PDA 0,6 Sekil 3.56 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢c6z. | 60/35/2,5/2,5 6,5 PDA 0,6 Sekil 3.57 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. | 55/40/2,5/2,5 5,3 PDA 0,6 Sekil 3.58 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. | 60/35/2,5/2,5 5,3 PDA 0,6 Sekil 3.59 “
Metanol/Su/Asetonitril/Asetat ¢oz. | 60/35/2,5/2,5 6,2 PDA 0,6 Sekil 3.60 “
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Sekil 3.29. Su mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,8 mL/dk, pH=7 Kolon: Spelco
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Sekil 3.30. Saf metanol mobil fazinda alinan kromatogramlar. 2=500 nm, Akis Hizi= 0,8 mL/dk, pH= 5,5 Kolon: Spelco
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Sekil 3.31. Etanol/su/:60/40 mobil fazinda alinan kromatogramlar. 2=500 nm, Akis Hizi= 0,8 mL/dk, pH=6,5 Kolon: Spelco
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Sekil 3.32. Metanol/su/:55/45 mobil fazinda alinan kromatogramlar. =500 nm, Akis Hizi= 0,8 mL/dk, pH=6 Kolon: Spelco
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Sekil 3.33. Metanol/su/asetat ¢ozeltisi/:60/35/5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. 2=500 nm, Akis Hizi= 0,8 mL/dk, pH=5 Kolon: Spelco
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Sekil 3.34. Metanol/su/asetat ¢ozeltisi:70/25/5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. 2=500 nm, Akis Hizi= 0,8 mL/dk, pH=6 Kolon: Spelco
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Sekil 3.35. Metanol/su/asetat cozeltisi/:60/30/10 mobil fazinda alinan kromatogramlar. 2=500 nm, Akis Hizi= 0,8 mL/dk, pH=5 Kolon: Spelco
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Sekil 3.36. Metanol/su/asetat ¢ozeltisi/:55/30/15 mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,8 mL/dk, pH=4,5 Kolon: Spelco
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Sekil 3.37. Metanol/su/aseat c¢ozeltisi/:50/30/20 mobil fazinda alinan kromatogramlar. 2=500 nm, Akis Hizi= 0,8 mL/dk, pH=4 Kolon: Spelco
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Sekil 3.38. Etanol/asetonitiril/asetat ¢ozeltisi/:50/20/10 mobil fazinda alinan kromatogramlar. 2=500 nm, Akis Hizi= 0,8 mL/dk, pH=6,5 Kolon: Spelco
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Sekil 3.39. Metanol/su/asetat cozeltisi: 55/40/5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=7,7 Kolon: Phenomex
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Metanol/su/asetat ¢ozeltisi:52/43/5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=5,2 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.41. Metanol/su/asetat c¢ozeltisi :60/35/5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=7,2 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.42. Metanol/Su/KH,PO, Tamponu:60/35/5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. .=500 nm, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH=6,7 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.43. Metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi:55/32/9/4 mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,7 mL/dk, pH=7,5 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.44. Metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi:63/27/5/5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=4,5 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.45. Metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi:63/27/5/5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=8,5 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.46. Metanol/asetonitril/su/asetat ¢ozeltisi:57/5/33/5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. 2=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=4,9 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.47. Metanol/asetonitril/su/asetat ¢ozeltisi:35/35/30/2,5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=7 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.48. Metanol/asetonitril/su/asetat ¢ozeltisi:30/30/37/3 mobil fazinda alinan kromatogramlar. 2=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=5,4 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.49. Metanol/asetonitirl/su/asetat ¢ozeltisi:30/30/37/3 mobil fazinda alinan kromatogramlar. 2=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=6,5 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.50. Metanol/asetonitril/su/asetat ¢ozeltisi:28/28/41/3 mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=6,8 kolon: Phenomex
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Sekil 3.51. Metanol/asetonitril/su/asetat ¢ozeltisi:24/43/30/3 mobil fazinda alinan kromatogramlar. A=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=7 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.52. Metanol/su/asetonitril/asetat cozeltisi:55/40/2,5/2,5 mobil fazinda maydonoz 6rneginin ¢oziiniirlestikten sonra HPLC cihazinda alinan kromatogram
2=500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=5,3 Kolon: Phenomex



14

3.608

4070

oy

A

parametrelerinden sonra Co-PAR’ in HPLC cihazinda alinan kromatogramlari =500 nm, Akis Hizi= 0,6mL/dk, pH=5,3 Kolon: Phenomex A)H,0, B) HNO;

C)HCIO4D) HCI

—y

3608

4070

-

4016

5,195

C

Sekil 3.53. Metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi:55/40/2,5/2,5 mobil fazinda Kobalt standartina cesitli asitler ilave edilerek uygulanan coziiniirlestirme
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Sekil 3.54. Metanol/su/asetonitril/asetat ¢cozeltisi 55/40/2,5/2,5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. PDA, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH= 4,5 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.55. Metanol/su/asetonitril/asetat cozeltisi 55/40/2,5/2,5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. PDA, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH= 6 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.56. Metanol/su/asetonitril/asetat cozeltisi 55/40/2,5/2,5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. PDA, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH=7,5 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.57. Metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi 55/40/2,5/2,5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. PDA, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH= 3,6 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.58. Metanol/su/asetonitril/asetat cozeltisi: 60/35/2,5/2,5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. PDA, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH= 5,1 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.59. Metanol/su/asetonitril/asetat cozeltisi: 60/35/2,5/2,5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. PDA, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH= 6,5 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.60. Metanol/su/asetonitril/asetat cozeltisi 55/40/2,5/2,5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. PDA, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH= 5,3 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.61. Metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi 60/35/2,5/2,5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. PDA, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH= 5,3 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.62. Metanol/su/asetonitril/asetat cozeltisi 60/35/2,5/2,5 mobil fazinda alinan kromatogramlar. PDA, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH= 6,2 Kolon: Phenomex
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Sekil 3.63. Metanol/su/asetonitril/asetat cozeltisi 55/40/2,5/2,5 mobil fazinda kusburnu érneginin kromatogrami. PDA, Akis Hizi= 0,6 mL/dk, pH= 5,3 Kolon: Phenomex



3.2.2.2. Mobil Faz Denemelerinde Gozlenen Sonuclar

Sekil 3.29°da saf su mobil fazinda metal kompleksleri ve PAR’1n alikonma
stireleri ayn1 oldugu gozlendi ve pikler cakisti.

Sekil 3.30’da saf metanol mobil fazinda PAR’a ait 3,4. dk’da pik gozlendi.
Fakat metal komplekslerinin alikonma siirelerinin aym oldugu goézlendi ve pikler
cakisti. Bu sartlarin uygun olmadigi belirlendi.

Sekil 3.31°de etanol/su (60/40 % v/v) mobil fazinda metal kompleksleri ve
PAR’1n alikonma siirelerinin ayn1 oldugu gozlendi ve pikleri ¢akisti.

Sekil 3.32’de Metanol/su (55/45 %v/v) mobil fazinda Co-PAR’a ait 2,9. dk’da;
PAR ve Fe-PAR’a ait 4,4. dk’da ve Ni-PAR’a ait pik 5,2. dk’da gozlenirken Cu-PAR’a
ait pik gozlenmedi.

Sekil 3.33’de metanol/su/asetat cozeltisi (60/35/5 %v/v) mobil fazinda Co-
PAR’a ait pik 2,3. dk’da; Fe-PAR’a ait pik 3,9. dk’da; Ni-PAR’a ait pik 4,8. dk’da
gozlenirken PAR’a ait pik 6. dk’da gozlendi. Metanol orami artinca metal
komplekslerine ait piklerin alikonma siirelerinin  kisaldigi, Co-PAR pikinin
yiiksekliginin arttig1 tesbit edildi. Asetat ¢ozeltisi ilavesinde PAR’a ait pik Fe-PAR’dan
uzaklasarak girisimin ortadan kalktigi goriildii.

Sekil 3.34’de metanol/su/asetat ¢ozeltisi (70/25/5 %v/v) mobil fazinda Co-PAR
piki coziicii pikiyle ve Fe-PAR, Ni-PAR ve PAR piklerininde birbirleriyle ¢akistigi
gozlendi. Metanol yiizdesi (v/v) %60’dan fazla oldugunda piklerin alikonma siirelerinin
azaldigi ve birbirleriyle cakistigi gozlendi.

Sekil 3.35’de metanol/su/asetat ¢ozeltisi (60/30/10 %v/v) mobil fazinda PAR’a
ait pik 2,2. dk’da; Co-PAR’a ait pik 2,6. dk’da; Fe-PAR’a ait pik 3,7. dk’da ve Ni-
PAR’a ait pik 4,6. dk’da gozlendi. Co-PAR ve PAR piklerinin birbirine ¢ok yakin
oldugu tesbit edildi. PAR konsantrasyonu artinldiginda Co-PAR’la c¢akisacag
belirlendi.

Sekil 3.36’da metanol/su/asetat ¢ozeltisi (55/30/15 %v/v) mobil fazinda PAR’a
ait pik 2,2. dk’da; Co-PAR’a ait pik 2,7. dk’da; Fe-PAR’a ait pik 4,5. dk’da ve Ni-
PAR’a ait pik 6. dk’da gozlendi. Co-PAR piki PAR pikinden ayrildi. Metanol orani
azaltilip tampon orami artirildiginda metal komplekslerine ait piklerin alikonma
stirelerinin arttigt PAR kompleksine ait pikin yiiksekliginin azaldig: tesbit edildi.

Sekil 3.37’de metanol/su/asetat ¢cozeltisi (50/30/20 %v/v) mobil fazinda PAR’a
ait pik 2,2. dk’da; Co-PAR’a ait pik 3. dk’da; Fe-PAR’a ait pik 6.1 dk’da ve Ni-PAR’a

ait pik 8,5. dk’da gozlendi. pH azalinca komplekslere ait alikonma siirelerinin arttigi,
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PAR, Co-PAR ve Ni-PAR’a it pik yiiksekliklerinin azaldigi Fe-PAR’a ait pik
yiikseklginin diistiigii gozlendi.

Sekil 3.38’de etanol/asetonitril/asetat ¢ozeltisinu (50/20/10 %v/v) mobil
fazinda PAR’a ait pik 2,5. dk’da; Co-PAR’a ait pik 1,6. dk’da; Fe-PAR ve Ni-PAR’a ait
pikler 2,6. dk’da gozlendi. Co-PAR pik yiiksekligi degismezken diger komplekslerin
cakistig1 ve pik yiiksekliklerinin azaldig tesbit edildi.

Silika esasl1 kolonun (Spelco 150x4,6 mm 5u) calismalarinda pH araligi (2-7)
sinirlt oldugundan daha yiiksek pH larda (2-9) calismak igin sonraki caligmalarda
modifiye edilmis silika kolon kullanild1 (Luna 250x4,6 mm 5 p).

Sekil 3.39°da metanol/su/asetat ¢ozeltisi (55/40/5 %v/v) mobil fazinda PAR’a
ait pik gézlenmezken Co-PAR’a ait pik 5,7. dk’da; Fe-PAR’a ait pik 10.5 dk’da ve Ni-
PAR’a ait pik 8,5. dk’da gozlendi. pH yiiksek oldugunda (pH:7,7) Co-PAR ve Ni-PAR
piklerinin yiiksekliginin arttig1 ve sonuglarda tayin limitinin azalacag belirlendi.

Sekil 3.40’da metanol/su/asetat ¢ozeltisi (52/43/5 %v/v) mobil fazinda
pH:5,2’ye ayarlandiginda sadece Co-PAR pikinin 9. dk’da gozlendigi diger
komplekslere ait piklerin gozlenmedigi bu sartlarda Co-PAR 1n girisimsiz tayin
edilebilecegi gozlendi.

Sekil 3.41’de metanol/su/asetat ¢ozeltisi (60/35/5 %v/v) mobil fazinda PAR’a
ait pik 9. dk’da; Co-PAR’a ait pik 5,4. dk’da; Fe-PAR’a ait pik 9. dk’da ve Ni-PAR’a ait
pik 7,8. dk’da gozlendi. Metanol orami artirildiginda Co-PAR ve Ni-Par piklerinin
alikonma siirelerinin azaldig1 gézlendi. PAR ve Fe-PAR piklerinin cakistigi tesbit edildi.

Sekil 3.42’de metanol/su/fosfat tamponu (60/35/5 %v/v) mobil fazinda PAR’a
ait pik 4,9. dk’da; Co-PAR’a ait pik 4,7. dk’da; Fe-PAR’a ait pik 8,2. dk’da ve Ni-
PAR’a ait pik 10,5. dk’da gozlendi. Co-PAR piki PAR piki ile kismen ¢akisti. Fosfat
tamponu komplekslere ait pik yiiksekliklerini azaltti. Ayrica pH>7 ortaminda mobil
fazda Ca** iyonuyla fosfat iyonunun ¢oktiigii gozlendi.

Sekil 3.43’de metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (55/32/9/4 %v/v) mobil
fazinda PAR’a ait pik 4,9. dk’da; Co-PAR’a ait pik 5,4. dk’da; Fe-PAR’a ait pik 7,1.
dk’da ve Ni-PAR’a ait pik 6.2 dk’da gozlendi. asetonitril kullanildiginda Co-PAR pik
yiiksekliginin azaldig: tesbit edildi.

Sekil 3.44’de metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (63/27/5/5 %v/v) mobil
fazinda pH 4,5’e ayarlandiginda PAR’a ait pik 4,1. dk’da; Co-PAR’a ait pik 5,1. dk’da;
Fe-PAR’a ait pik 7,1. dk’da ve Ni-PAR’a ait pik 8 dk’da gozlendi. Co-PAR ve PAR pik
yiikseklikleri diistii. Fe-PAR pik yiiksekligi artti. Komplekslerin ve PAR’1n birbirinden
ayrildigr gozlendi.
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Sekil 3.45’de metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (63/27/5/5 %v/v) mobil
fazinda pH 8,5’e ayarlandiginda metal kompleksleri ve PAR pikleri 5,2. dk’da cakistig
tesbit edildi. Bu sartlarin tayine uygun olmadigi goriildii.

Sekil 3.46’da metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (57/33/5/5 %v/v) mobil
fazinda pH 4,9’a ayarlandiginda PAR’a ait pik 6,5. dk’da; Co-PAR’a ait pik 5,9. dk’da;
Fe-PAR’a ait pik 10,7. dk’da ve Ni-PAR’a ait pik 8,7. dk’da gozlendi.PAR ve Co-PAR
pikleri birbirine yakin oldugu tesbit edildi.

Sekil 3.47°de metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (35/30/35/2,5 %v/v) mobil
fazinda pH 7’ye ayarlandiginda PAR’a ait pik 5. dk’da; Co-PAR’a ait pik 3,8. dk’da; Fe-
PAR’a ait pik 5,8. dk’da ve Ni-PAR’a ait pik 6,2. dk’da gozlendi.Co-PAR piki ¢oziicii
piki ile cakisti. PAR, Fe-PAR ve Ni-PAR pikleri birbirine yaklasti. Asetonitril miktari
artirilldiginda komplekslere ait alikonma siireleri ve pik yiikseklikleri azaldi. Bu sartlarin
tayin i¢in uygun olmadigina karar verildi.

Sekil 3.48’de metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (30/37/30/3 %v/v) mobil
fazinda pH 5,4’e ayarlandiginda PAR’a ait pik 9,1. dk’da; Co-PAR’a ait pik 5,1. dk’da;
Fe-PAR’a ait pik 9. dk’da ve Ni-PAR’a ait pik 8. dk’da gozlendi. Co-PAR ve Ni-PAR
piklerinin birbirinden ayrildigi, PAR ve Fe-PAR piklerinin ¢akistig1 gézlendi.

Sekil 3.49’da metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (30/37/30/3 %v/v) mobil
fazinda pH 6,5’a ayarlandiginda PAR’a ait pik 6,7. dk’da; Co-PAR’a ait pik 4.,4. dk’da;
Fe-PAR’a ait pik 7,8. dk’da ve Ni-PAR’a ait pik 8,4. dk’da gozlendi. Co-PAR piki
¢oziicii pikine yaklasti. PAR, Fe-PAR ve Ni-PAR piklerinin birbirlerine yaklastigi
goriildii. pH artinca piklerin alikonma siirelerinin azaldigi belirlendi.

Sekil 3.50’de metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (28/41/28/3 %v/v) mobil
fazinda pH 6,8’a ayarlandiginda PAR’a ait pik 7,8. dk’da; Co-PAR’a ait pik 4,6. dk’da;
Fe-PAR’a ait pik 8,4. dk’da ve Ni-PAR’a ait pik 10,3. dk’da gozlendi. Co-PAR piki
¢oziicti pikine yaklasti. PAR, Fe-PAR pikleri kismen ¢akisti. Organik faz orani azaltilip
su oran1 artinca Co-PAR piki degigsmezken diger piklerin alikonma siirelerinin arttig
gozlendi.

Sekil 3.51’de metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (24/30/43/3 %v/v) mobil
fazinda pH 7’ye ayarlandiginda PAR’a ait pik 3,2. dk’da; metal komplekslerine ait
pikler ise 4,5. dk’da gozlendi. asetonitril oran1 %30 dan fazla olunca komplekslere ait
piklerin cakistig1 gozlendi. Bu sartlarin analize uygun olmadigina karar verildi.

Sekil 3.52’de metanol/su/asetonitril/asetatat tamponu (55/40/2,5/2,5 %v/v)
mobil fazinda pH 4,5’a ayarlandiginda PAR’a ait pik 5,7. dk’da , Co-PAR’a ait pik 6,5.
dk’da, Fe-PAR’a ait pik 11. dk ‘da gozlenirken Ni-PAR’a ait pik gozlenmedi. Co-PAR
pikinin PAR pikinden ayrilmadigi gézlendi.
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Sekil 3.53’de metanol/su/asetonitril/asetatat tamponu (55/40/2,5/2,5 %v/v)
mobil fazinda pH 6’a ayarlandiginda PAR’a ait pik 11,5. dk’da , Co-PAR’a ait pik 6,5.
dk’da, Fe-PAR’a ait pik 11,8. dk ‘da gozlenirken Ni-PAR’a ait pik 12,4. dk’da
gozlendi. Co-PAR ve Ni-PAR piklerinin ayrildigi, PAR ve Fe-PAR pikinin c¢akistig
gozlendi.

Sekil 3.54’de metanol/su/asetonitril/asetatat tamponu (55/40/2,5/2,5 %v/v)
mobil fazinda pH 7,5’a ayarlandiginda PAR’a ait pik 9,1. dk’da , Co-PAR’a ait pik 5.
dk’da, Fe-PAR, Ni-PAR ve PAR’a ait pikler 9. dk’da ¢akistign gozlendi. Co-PAR
pikinin yiiksekliginin pH artirildiginda artig1 gézlendi. Co-PAR tayini i¢in bu sartlarin
uygun olduguna karar verildi.

Sekil 3.55’de metanol/su/asetonitril/asetatat tamponu (55/40/2,5/2,5 %v/v)
mobil fazinda pH 3,6’a ayarlandiginda PAR’a ait pik 4,8. dk’da gozlenirken Co-PAR
ve Ni-PAR’a ait pik gozlenmedi. Fe-PAR’a ait pik 10,8 . dk’da gozlendi. Fe-PAR
tayinleri i¢in uygun olduguna karar verildi. pH azaldiginda PAR pikinin alikonma
stiresinin kisaldig tesbit edildi.

Sekil 3.56’da metanol/su/asetonitril/asetatat tamponu (60/35/2,5/2,5 %v/v)
mobil fazinda pH 5,1’e ayarlandiginda PAR’a ait pik 8,1. dk’da gozlenirken Co-PAR
piki 5,6. dk’da, Ni-PAR’a ait pik 9,7. dk’da ve Fe-PAR’a ait pik 8. dk’da gozlendi. Fe-
PAR ve PAR pikleri cakisti. Co-PAR ve Ni-PAR pikleri ayrildi. Metanol orani
artirildiginda piklerin alikonma siirelerinin kisaldig: tesbit edildi.

Sekil 3.57’de metanol/su/asetonitril/asetatat tamponu (60/35/2,5/2,5 %v/v)
mobil fazinda pH 6,5’a ayarlandiginda PAR’a ait pik 7,7. dk’da, Co-PAR piki 5,1. dk’da, Ni-
PAR’a ait pik 9. dk’da gozlenirken Fe-PAR piki 7,7. dk da gozlenerek PAR pikiyle cakistigt
belirlendi.

Sekil 3.58‘de Metanol/Su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (55/35/2,5/2,5 %v/v) mobil
fazinda pH 5,3’e ayarlandiginda PAR’a ait pik 16. dk’da gozlenirken Co-PAR piki 7.5,
Fe-PAR piki 9.6. dk’da ve Ni-PAR’a ait pik 12,2. dk’da gozlendi. Bu sartlarda ligand
ve metal komplekslerinin birbirlerinden ayrildigi gézlendi.

Sekil 3.59‘da Metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (60/35/2,5/2,5 %v/v) mobil
fazinda pH 5,3’e ayarlandiginda PAR’a ait pik 12,5. dk’da gozlenirken Co-PAR piki 7.
dk’da, Fe-PAR’a ait pik 8. dk da ve Ni-PAR’a ait pik 9,7. dk’da gozlendi. Fe-PAR
konsantrasyonu 200 ppm’i gectiginde Co-PAR pikiyle cakistig1 gozlendi. Bu durumda
pH 6,2’ye ayarland1 ve ayn1 mobil fazda Co-PAR piki 5,4. dk’da gozlenerek Fe-PAR
pikinden ayrildi. (Sekil 3.60).
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3.2.2.3. Metanol Miktarimin Alikonma Siiresine Etkisi

Alikonma stiresine metanol miktarinin etkisini incelemek amaciyla pH’1 5,2’ye
ayarli metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi bilesimli mobil fazdaki metanol orant %35
ile %70 arasindaki degerlere cikartilip ayni oran degerinde su hacmi azaltildi. Her bir
mobil faz tiiriinde 1x10°M’lik Co-PAR, Fe-PAR ve Ni-PAR kompleksleri ile 1x10* M
PAR’dan 20 pL HPLC cihazina enjekte edilerek kromatogramlari alindi. Gozlenen

piklerin alikonma siiresine karst metanol hacmi (%v) grafige gecirilerek sekil 3.64’de

gosterildi.
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Sekil 3.64. Metanol miktariin alikonma siiresine etkisi

Metanol oran artirildiginda sekil 3.64’de goriildiigi gibi metal komplekslerine ve
liganda ait piklerin alikonma siirelerinin kisaldigi metanol oram1 %65 (v/v) den sonra
piklerin birbirne yaklastigi ve %70’den sonra tiim piklerin ¢akistigr gozlendi. Metallerin
derisimi artikca pikler birbirleriyle cakisacagi icin ¢alismalarda metanol oranin %45 ile

%060 arasinda kullanilmasina karar verildi.

3.2.2.4. Mobil Faz pH’sinin Metal Komplekslerinin Alikonma Siirelerine EtKkisi

Metal komplekslerinin alikonma siirelerine mobil faz pH’inin etkisini incelemek
amaciyla metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (55/40/2,5/2,5 %v/v) bilesimli mobil fazin
pH’1 asetik asit ve NaOH ile 4-8 arasinda ayarlandi. pH’1 ayarlanmis her bir mobil fazda
1x10°M’lik Co-PAR, Fe-PAR ve Ni-PAR kompleksleri ile 1x10™* M’lik PAR’dan 20
puL HPLC cihazina enjekte edilerek kromatogramlart alindi. Gozlenen piklerin alikonma

stiresine kars1 mobil faz pH’1 grafige gecirilerek sekil 3.65de gosterildi.
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Sekil 3.65. Mobil faz pH’sinin metal komplekslerinin alikonma siirelerine etkisi

Metal komplekslerinin alikonma siirelerinin sekil 3.65’de goriildiigii gibi mobil
faz pH’1min artmasiyla azaldig ve piklerin birbirlerine yaklastig1 tesbit edildi.8,5. dk’da
pH 6,8 ile 7,2 arasinda Ni-PAR ve Fe-PAR piklerinin, 5. dk’da pH 7,8-8,5 arasinda Co-
PAR ile Ni-PAR pikleri ve 8. dk’da Fe-PAR ile PAR piklerinin ¢akistig1 gézlendi. Bu
nedenle Metal kompleksleri ile ve PAR’a ait piklerin birbirinden ayrildigir ve metal-
PAR komplekslerinin konsantrasyonlarina bagli olarak tayinlerin yapilabilecegi pH

degerleri 5,2 ile 6,3 arasinda tesbit edildi.

3.2.2.5. Mobil Faz pH’simin Metal Komplekslerinin Pik Yiiksekliklerine Etkisi

Mobil faz pH’inin, metal-PAR kompleksleri ile PAR’a ait piklerin yiiksekligine
etkisini incelemek amaciyla metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi (55/40/2,5/2,5 %v/v)
bilesimli mobil fazin pH’1 asetik asit ve NaOH ile 4-8 arasinda ayarlandi. pH’1 ayarlanmis
her bir mobil fazda 1x10”° M’lik Co-PAR, Fe-PAR ve Ni-PAR kompleksleri ile 1x10™
M’lik PAR cozeltisinden 20 uL. HPLC cihazina enjekte edilerek kromatogramlar
alindi. Gozlenen piklerin yiiksekligine karst mobil fazin pH’1 grafige gecirilerek sekil
3.66’da gosterildi.

Sekil 3.66’te goriildiigi gibi mobil faz pH’1 artirildiginda metal kompleksleri ile
PAR’a ait piklerin yiiksekliginin artigi fakat pH 6,5’ten sonra Fe-PAR’a ait pikin
yiiksekliginin azaldig tesbit edildi.
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Sekil 3.66. Mobil faz pH’sinin metal komplekslerinin pik yiiksekliklerine etkisi
3.2.2.6. Co-PAR, Fe-PAR ve Ni-PAR Komplekslerine Yabanci iyonlarmn EtKisi

Bitki, toprak ve doku Grneklerinde major ve mindr seviyede bulunabilen Ca*?,
Mg*, Fe, Al”, Cr*, Mn"?, Zn**, Pb** ve Cd** iyonlarimin Fe-PAR, Ni-PAR ve Co-
PAR piklerine etkisi incelenmistir.

Ca™ ve Mg" ¢ozeltilerinden 1000 ppm, Fe™, A1*, Cr™, Mn*, Zn**, Pb** ve
Cd** cozeltilerinden ise 500 ppm’lik cozeltiler analitik safliktaki standart stok
¢ozeltilerden hazirlanarak 0,1M HCI ¢ozeltileriyle hacim tamamlama iglemleri yapilmustir.

o+ ————— ¢ ————¢————+—
7 350 -
— —&—Co-PAR
L
300 | —O—Fe-PAR
—A—Ni-PAR
!
R+ 250 -
j‘. O O O O 0
200 4 £ A £ A A
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Konsantrasyon (ppr)

Sekil 3.67. 1000 ppm Ca*> ve Mg"* iyonlarimin Co-PAR, Ni-PAR ve Fe-PAR komplekslerinin
pik alanlar iizerine etkisi
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Sekil 3.67de goriildiigii gibi Ca*™ ve Mg** iyonlarinin konsantrasyonlar1 1000
ppm’e kadar 0,25 ppm’ lik Co-PAR, Fe-PAR ve Ni-PAR komplekslerinin pik alanlarina

etkisinin olmadigr goriilmiistiir.
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Sekil 3.68. 500 ppm A1+3, Cr+3, Mn+2, Zn+2, Pb* ve Cd*™ iyonlarinin Co-PAR, Ni-PAR ve Fe-
PAR komplekslerinin pik alanlar1 tierine etkisi

Sekil 3.68’de goriildiigii gibi 500 ppm Al*’, Cr*’, Mn**, Zn**, Pb** ve Cd*
cozeltilerinin 0,25 ppm’ lik Co-PAR, Fe-PAR ve Ni-PAR komplekslerinin pik alanlarina

etkisinin olmadig goriilmiistiir.
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Sekil 3.69. 200 ppm Fe** iyonunun Co-PAR, Ni-PAR ve Fe-PAR komplekslerine etkisi
Sekil 3.69’de goriildiigii gibi 200 ppm Fe-PAR c¢ozeltisi 0,5 ppm lik Co-PAR

pikiyle ¢akigmistir. Bunu gidermek icin mobil faz pH s1 5,3 den 6,2’ye cikarilarak

kromatogramlar alindi.
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Sekil 3.70. Mobil faz pH’ s1 6,2’ ye ayarlandiktan sonra 200 ppm Fe* iyonunun
Co-PAR, Ni-PAR ve Fe-PAR komplekslerine etkisi

Co-Par’1n alikonma siiresi 7,6. dk dan 5,4. dk’a diiserek Fe-PAR kompleksinden
ayrildi. Bu durumda Ni-PAR ve Fe-PAR pikleri birbirlerine yaklasti.

3.2.3. Orneklerin Céziiniirlestirilmesi

Bu c¢alismada orneklerin par¢alanmasinda mikrodalga iiniteli kapali sistem
kullanildi. Analizi yapilacak her bir 6rnekden 2 g lik iicer tane numune alinarak 80°C de
sabit tartima gelecek sekilde etiivde kurutuldu. Kurutulan 6rnekler havanda doviilerek
toz haline getirildi ve bu Orneklerden 0,4 g tartilarak teflon bombaya konuldu.
Orneklere 1 mL dersik HCIO, ve 4 mL dersik HNO; (155) tiitiin drneklerine ek olarak
1 mL derisik H,O, ilave edildi. 1 saat bekletilerek teflon kapaklar sikica kapatildi.
Teflon bombalar mikrodalga iinitesine konarak parcalanma islemi yapildi. Mikrodalga
tinitesi 150 W’da ldakika calistirildiktan sonra parcalanmada agiga c¢ikan gazlari
uzaklagtirmak i¢in 5 dakika sogutuldu ve teflon kapaklar dikkatlice agildi. Daha sonra
teflon kapaklar tekrar kapatilip mikrodalga tinitesi 150 W ‘da 4 dakika, 300 W’da 3
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dakika, 480 W’da 2 dakika ve 650 W’da 2 dakika calistirild1. Orneklerin sogumast icin
teflon bombalar 1 saat bekletilerek kapaklar1 dikkatlice agildi. Elde edilen berrak ¢ozelti
erlenlere aktarildi. Erlenler 1siticitya konarak c¢eker ocakta kuruya yakin asitler
buharlastirildi. Metal iyonlarim1 icermeyen blank c¢ozeltisine de yukarida belirtilen

islemler uygulandi.

3.2.4. Orneklerinin Analiz Edilmesi

Coziintirlestirilen Ornekler sekil 3.71°de gosterilen asamalardan sonra
Orneklerdeki analizi yapilacak elementlerin kromatogramlar1 alindi. Orneklerin pik
alanlarindan blank c¢ozeltisinden elde edilen pik alami ¢ikarilarak, kalibrasyon egrisi

yontemi ile analizler gerceklestirildi.

Coziintirlestirilmis 6rnek

!

2 mL 1x10° M CH;COONa ¢ozeltisi

!

2mL 1x10° M PAR ¢ozeltisi

0.1 M HCI ve 0.1 M NaOH c¢ozeltileri ile pH’1n 5.3 ve 6.2’ye ayarlanmasi

Deiyonize su ile 20 mL’ye tamamlama

!

0,45 um naylon filtreden gegirilme

!

40 uL HPLC’ye enjeksiyon

Sekil 3.71 Analiz i¢in 6rnek hazirlama asamalar1
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3.2.4.1. Kalibrasyon Grafiklerinin Cikartilmasi

Co-PAR, Fe-PAR ve Ni-PAR cozeltilerinden farkli konsantrasyonlarda bir dizi
(2 ppb—2 ppm) cozelti hazirlanarak optimize edilen sartlarda 40uL. HPLC’ye enjekte
edildi. Konsantrasyonlara karsi elde edilen piklerin alanlar1 grafige gecirilerek calisma

grafikleri hazirlandi.

47 y = 4E+06x - 21951
R? = 0,9988
¥
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Sekil 3.72. Standart Co-PAR cozeltilerinin pH’ 1 5,3’e ayarli mobil fazda kalibrasyon egrisi

y = 4E+06x + 1201,8
6 - R? =1

Pik alar x10+4
I

0 - T T T T T \ \ \
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Sekil 3.73. Standart Co-PAR cozeltilerinin pH’ 1 6,2’e ayarli mobil fazda kalibrasyon egrisi
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Fik alarn x10+4

y = 2E+06x - 2017,2

R?=0,9976
0,4 0,6 0,8 1 1.2 1,4
Konsantrasyon (ppia

Sekil 3.74. Standart Ni-PAR cozeltilerinin pH’ 1 5,3’e ayarli mobil fazda kalibrasyon egrisi

Pik alam x10-+4

y = 3E+06X + 19746
R? = 0,9989

0,2 0,4 0,6 0,8 1

Konsantrasyon { ppray

Sekil 3.75. Standart Ni-PAR c¢ozeltilerinin pH’ 1 6,2’ ye ayarli mobil fazda kalibrasyon egrisi

Fik alarm x10-+a5

y = 2E+06X + 44368
R? = 0,9993

1 1,5 2 2R 3
Konsantrasyon (ppia

Sekil 3.76 Standart Fe-PAR cozeltilerinin pH’ 1 6,2’ ye ayarli mobil fazda kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.77. Standart Fe-PAR cozeltilerinin pH’ 1 5,3’e ayarli mobil fazda kalibrasyon egrisi
3.2.4.2. Tayin Sinirimmin Hesaplanmasi

Tayin sIirmin hesaplanmasi amactyla pH’1 5,2’ye ayarll
metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi 55/40/2,5/2,5 mobil fazinda, hazirlanan 250 pg L!
Co-PAR, Ni-PAR ve Fe-PAR cozeltilerinden 40uL. alinarak HPLC’ye enjekte edilerek
kromatogramlar alindi. Bu islem bes kez tekrarlanarak her seferinde alinan
kromatogramlarin pik alanlarindan, pik alanlarin ortalamalari ve pik alanlarinin standart

sapmalar1 hesaplanarak Tablo 3.8 de gosterildi.

Tablo 3.8. Co-PAR, Ni-PAR ve Fe-PAR’a ait tayin simrlar

Enjeksiyon No Co-PAR Ni-PAR | Fe-PAR

1 995975 443356 513042

2 998086 442381 501222

3 992045 446124 507389

4 991137 445042 511421

5 990913 442340 502785
Ortalama 993631.2 | 443848,6 | 507171.8
Standart sapma | £2879.73 | £1501.60 | +4630.47

Standart sapmalarin ii¢ kat1 tayin sinir1 alan degerleri olarak kabul edildi (154).
Bu alan degerleri Co-PAR, Ni-PAR ve Fe-PAR i¢in cizilen lineer calisma dogrusu
denklemlerinde yerine konularak yontemin tayin sinirlari; Co-PAR, Ni-PAR ve Fe-PAR
icin sirasiyla 1.86, 3.26 ve 4.45 ug L' ve oldugu bulundu.
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Sekil 3.78. Blank c¢ozeltilesinin pH’ 1 6,2’ ye ayarli mobil fazda kromatogrami (40uL)
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Sekil 3.79. Blank ¢ozeltilesinin pH’ 1 5,3’e ayarli mobil fazda kromatogrami (40uL)
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Tablo 3.9. Analiz edilen 6rneklerdei Co, Ni ve Fe miktarlar1 (mg/kg kuru madde)

120

Ornek Co Ni Fe
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

Altin otu 1.805+0.213 74.1146.81
Ay cekirdegi 0.928+0.083 96.74+10.21
Biber 147.49+18.69
Bulgur 1.121+0.098 62.12+7.15
Cay 1.302+0.102 312.64£35.40
Ebe giimeci 0.087+0.006 | 0.782+0.055 273.03£35.62
Hannup 3.420+0.285 78.26+£9.47
Thlamur 1.416+0.094 126.35+6.45
Isirgan 3.442+0.289 712.39485.41
K.Fasulye 3.564+0.321 160.07£20.32
Kahve 0.072+£0.006 | 1.476+0.156 51.63+4.25
Kakule 0.384+0.041 84.12+7.24
Kantaron 1.791+£0.195 277.39+£30.85
Kekik 0.350£0.038 | 6.938+0.564 498.62+65.98
Mercimek 0.22440.017 | 2.627+0.185 151.06£11.23
Mersin Yapragi 4.464+0.389 206.46+16.84
Misir 1.991+0.201 130.71£12.41
Nane 2.111+0.189 257.134£36.47
Nohut 2.74340.195 148.95+£9.82
Patlican 0.878+0.078 58.72+3.25
Pelin otu 0.168+0.015 | 3.728+0.026 264.53£21.98
Piring 0.576+0.048 41.58+3.45
Sigara A 1.744+0.125 562.55+64.52
Sigara B 0.542+0.065 | 1.511+0.012 497.12455.61
Sigara C 2.847+0.214 246.69+£25.45
Sumak 0.918+0.058 158.63+£8.56
Sehriye 53.76+4.65
Seker 1.735+0.132 65.49+7.45
Tarhana 3.463+0.251 51.96+6.32
Turp 1.582+0.021 94.84+10.58
Y. Fasulye 0.223+0.014 157.13£12.60
Yesil cay 1.692+0.028 211.784£25.87
Zencefil 0.356+0.024 136.97+£12.77




3.2.4. F-AAS ile Bitki Orneklerinde Demirin Tayini

Mikrodalga sistemi ile teflon bombalarla par¢alanmis ornek ¢ozeltilerinden 5
mL alindi. 1M’ ik HNO; cozeltisi ile gerekli seyreltme iglemlerinden sonra ornekler

Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresine (F-AAS) okutularak kalibrasyon

egrisi yontemi ile demir tayinleri gerceklestirildi.

Analiz edilen demirin standart stok cozeltisinden elementin lineer oldugu
bolgeler goz Oniine alinarak farkli demir derisimlerine karsi absorbsiyon siddetleri

grafige gecirildi ve kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Tablo 3.10. Demir analizlerinde kullanilan F-AAS ile ilgili parametreler

Analiz Hatti(nm) 248.3
Lamba Akim(mA) 15
Alev Tiirii hava/asetilen
Yarik Genisligi(nm) 0.2

1000 -
800 -
o
o
< 600
(7]
=
3
S 400 -
[72]
Ke)
< 200 | y=38,056x + 46,637

R?=0,9919
0 ‘ T T T T 1
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Sekil 3.80. Demir icin kalibrasyon egrisi

HPLC ile analiz edilen bazi orneklerdeki demir miktarlar1 F-AAS ile de
analizleri yapilarak karsilagtirildi. Analiz edilen 6rneklerdeki kobalt ve nikel miktar1 F-

AAS’ nin tayin sinrt altinda oldugundan karsilastirilamadi. Karsilastirma Tablosu

Tablo 3.11” de gosterilmistir.
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Tablo 3.11. Orneklerdeki demir miktarlarinin HPLC ve F-AAS ile karsilastiriimasi

Ornek F-AAS HPLC Karsilastirma

(mg/kg) (mg/kg) %
Altinotu 86.21+£9.32 74.11£6.81 85.9
Bulgur 63.62+5.25 62.12+£7.15 97.6
Aycekirdegi 98.47£12.45 96.74+10.21 98.2
Hannup 77.65£5.86 78.26+9.47 99.2
Ihlamur 124.36+15.47 126.35+6.45 98.4
Mercimek 153.85+8.25 151.06+11.23 98.1
Patlican 59.19+4.28 58.72+3.25 99.3
Piring 42.22+46.85 41.58+3.45 98.3
Nane 265.45£18.76 257.13£36.47 96.8
Misir 129.24+7.46 130.71£12.41 98.8
Kahve 51.78+6.54 51.63+4.25 99.8

Tablo 3.11°de goriildiigii gibi HPLC sonuglariyla F-AAS sonuclar1 %98+1.8

uyumlu oldugu tesbit edilmistir.
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4. SONUC VE TARTISMA

Yiiksek performansli sivi kromatografisinin avantajlarindan yararlanarak
Fe(III), Ni(IT), Co(II) ve Cu(Il) gibi gecis metal iyonlarinin belirlenmesi ve cesitli
biyolojik ve cevresel ortamlardaki miktarlarinin tayini icin bir yontem gelistirmeyi
amaglayan bu tez calismasinda ligand olarak, daha once pek ¢ok metal iyonunu gerek
spektrofotometrik olarak gerekse kromatografik olarak (2) tayinlerinde kullanilmis olan
4-(2-piridilazo) rezorsinol (PAR) ile calisildi.

Fe(Ill), Ni(Il), Co(IIl) ve Cu(Il) iyonlarinin kromatografik tayinleri UV-
goriiniir bolge detektorii ile yapilmasi amaglandigindan 6ncelikle Fe(III), Ni(II), Co(III)
ve Cu(Il) iyonlarinin PAR kompleksi olusumunda sartlar1 optimize etmek iizere
spektrofotometrik ¢aligmalar yapildi. Metal-PAR komplekslerinin 300-650 nm arasinda
spektrumlar1 alindi. Maksimum absorpsiyonun gozlendigi dalga boylar1 Co-PAR igin
510 nm, Ni-PAR i¢in 504 nm, Fe-PAR i¢in 495 nm ve Cu-PAR i¢in 500 nm olarak
gozlendi (Tablo 3.1).

Kompleks olusumunda pH etkisini incelemek i¢in 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCI
cozeltileri kullanilarak, metal-PAR komplekslerinin pH’lar1 2-12 arasinda degisik
degerlere ayarlandi. Komplekslerin maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boylarinda
spektrumlar1 alindi. Okunan absorbans degerleri ile pH arasinda c¢izilen grafiklerden
kompleks olusumu agisindan optimum pH degerleri Co-PAR igin 5 - 8 araligi, Fe-PAR
icin 4 - 6.5 araligi, Ni-PAR i¢in 6 - 10 aralig1 ve Cu-PAR i¢in 6 - 9 aralifi oldugu
belirlendi (Tablo 3.4).

Fe(II)-PAR, Ni(II)-PAR, Co(lll)-PAR ve Cu(Ill)-PAR komplekslerinin
stokiyometrilerini belirlemek igcin mol oran1 (Sekil 2.10) ve Job (Sekil 2.11) yontemleri
kullanildi. Kompleks stokiyometrileri (Metal/Ligand) Fe(III)-PAR, Ni(I[)-PAR ve
Co(IIT)-PAR kompleksleri i¢in 1:2, Cu-PAR kompleksi i¢in icin 1:1 oldugu belirlendi.

Metal komplekslerinin olusum siirelerini belirlemek amaciyla, elde edilen
komplekslerin maksimum absorpsiyonun oldugu dalga boylarinda cesitli siirelerde
absorbanslar1 alinarak, siireye karsi grafige gecirildi. Absorbans degerlerinin sabit
kaldig1 siireler olusum siireleri olarak belirlendi. Komplekslerin olusum siireleri Fe-
PAR, Cu-PAR ve Co-PAR i¢in 10 sn, Ni-PAR i¢in 40 sn olarak bulundu (Tablo 3.5).

Metal komplekslerinin molar absorplama katsayilarimi (€) belirlemek igin
komplekslerin konsantrasyonlar1 ile okunan absorbans degerleri arasinda c¢izilen
grafiklerin egiminden molar absorplama katsayilari Fe-PAR icin 5,4x10%, Cu-PAR i¢in
4.2x10%, Co-PAR icin 6.5x10* ve Ni-PAR icin 2.7x10* L.mol™.cm™ olarak bulundu
(Tablo 3.6).
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Ligand konsantrasyonun kompleks absorpsiyonuna etkisini incelemek
amaciyla 1x10™ M’ Iik metal ¢ozeltilerinin belirli hacmi ile aym konsantrasyonda farkli
hacimlerde ligand ¢ozeltileri karistirildi ve saf su ile gerekli son hacime tamamlandi.
Elde edilen komplekslerin absorbanslari okunarak ligand hacimlerine karsi grafige
gecirildi. Grafikte absorbanslarin sabit kaldig1 noktadaki ligand ¢ozeltisinin hacmi aym
konsantrasyondaki 1 mL metal ¢cozeltilerine karsilik 2.5 mL olarak belirlendi (Sekil 3.26).

Asetat konsantrasyonun kompleks absorbanslarina etkisini incelemek amaciyla
belirli konsantrasyonlardaki metal ¢ozeltilerine ayn1 konsantrasyonda farkli hacimlerde
asetat cozeltileri eklenerek komplekslerinin absorbanslari alindi. Okunan absorbanslara
karsin asetat hacmi grafige gecirildi. Absorbans degerlerinin sabit kaldigi noktadaki
asetat ¢ozeltisinin hacmi 1 mL’ lik metal ¢ozeltilerine karsilik 20 mL oldugu bulundu
(Sekil 3.27).

Fe(Ill)-PAR, Ni(I[)-PAR, Co(Ill)-PAR ve Cu(Il)-PAR komplekslerinin
kromatografik tayinini gerceklestirebilmek icin alkil gruplar ile modifiye edilmis silika
esaslt C;g kolonunda alikonulma ve ayirma sartlarini belirlemek amaciyla tekli, ikili ve
ticli farkli bilesim oranlarinda mobil fazlar denendi. Organik bilesen olarak analitik ve
kromatografik saflikta metanol, asetonitril ve etanol ve polar bilesen olarak iki kez
distillenmis su kullanildi.

Mobil faz olarak saf su ve metanolun yalniz basina kullanildigi denemelerde
ligand ve komplekslerin ayrilmadig tesbit edildi (Sekil 3.29 ve Sekil 3.30).

Etanol-su karisimlarinin mobil faz olarak kullanildigi denemelerde metal
komplekslerine ait piklerin ¢akistig1 gozlendi (Sekil 3.31).

Etanol-asetat ¢ozeltisi-asetonitril karigimlarin mobil faz olarak kullanildigi
denemelerde Co-PAR kompleksine ait pikin ayrildigi fakat diger komplekslere ait
piklerin ¢akistig1 belirlendi (Sekil 3.38).

Mobil faz olarak degisik yiizdelerde (v/v) metanol-su iceren karisimlarin
kullanilmas1 ile gerceklestrilen denemelerde elde edilen kromatogramlarin
degerlendirilmesi sonucu Cu-PAR kompleksi hari¢ diger komplekslerin bozunmadan
kolonda tasindigi, fakat ligand ve komplekslere ait piklerin birbirlerinden ayrilmadigi
gozlendi (Sekil 3.32).

Metanol/su mobil fazina asetat ¢ozeltisi ilave edildiginde metal komplekslerine
ve liganda ait piklerin ayrildig1 gozlendi (Sekil 3.33).

Metanol orani artirildiginda ligand ve metal komplekslerinin alikonma
stirelerinin azaldig1, metanol oran1 %65 iizerinde oldugunda ise piklerin ayrilmayarak
cakistigi belirlendi (Sekil 3.34). Bu nedenle analiz sartlarinda metanol oraninin

maksimum %65 olmasina karar verildi. Ligand ve metal-PAR komplekslerinin ayrildigi
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optimum mobil faz bilesiminde hacimce %45 ile %60 arasinda metanoliin olmasina
karar verildi (Sekil 3.64).

Mobil faz bilesimine asetonitril etkisini incelemek amaciyla metanol/su/asetat
¢Ozeltisi mobil fazina asetonitril ilave edildi. Asetonitril ilave edildiginde zemin
giirtiltiisiine ait sinyallerin azaldigi, sistem basincinin diistiigi ve metal komplekslerine
ait piklerin alikonma siirelerinin azaldig1 gozlendi. Farkli hacimlerde asetonitril mobil
faza ilave edilerek kromatogramlar alindi. Asetonitril orami artirildiginda piklerin
birbirine yaklagmasi ile yiiksek derisimdeki metal koplekslerine ait piklerin ¢cakisacagi
belirlendi (Sekil 3.47). Asetonitril oran1 %40’ dan fazla oldugunda tiim piklerin
alikonma siirelerinin azalarak birbirleriyle cakistig1 belirlendi (Sekil 3.51).

Metal-PAR ve ligand komplekslerinin birbirinden ayrildigi mobil faz bilesimi
metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi 55/40/2,5/2,5 (%v/v) olarak tesbit edildi (Sekil 3.54).

Mobil faza pH etkisini incelemek i¢in metanol/su/asetonitril/asetat ¢ozeltisi
55/40/2,5/2,5 (%v/v) bilesimli mobil fazin pH 1 4,5-8,5 arasinda olacak sekilde 0,1 M
NaOH ve 0,1 M CH;COOH c¢ozeltileri ile ayarlandi. pH artikca Co-PAR, Ni-PAR ve
Fe-PAR komplekslerinin alikonma siirelerinin kisaldigi, pH 1n 6,7 den yiiksek oldugu
degerlerde Fe-PAR ve Ni-PAR piklerinin c¢akistigi, pH in 7,8 den yiiksek oldugu
kosullarda ise Fe-PAR ve PAR piklerinin ¢akistigi fakat Ni-PAR ve Co-PAR piklerinin
ayrildigi gozlendi (Sekil 3.65). pH 8,5 degerine ayarlandiginda kararsiz baseline
olustugu zemin giiriiltiisiine ait sinyallerin arti§1 ve kolon basincinin kararli olmadigi
Co-PAR ve Ni-PAR piklerinin cakistigt Fe-PAR kompleksine ait pikin gozlenmedigi
belirlendi (Sekil 3.45).

pH degerinin diisiiriilmesiyle zemin giiriiltiisiine ait sinyallerin azaldigi, metal
komplekslerine ait piklerin alikonma siirelerinin artig1 gézlendi (Sekil 3.65). Liganda ait
pikin alikonma siiresinin pH 5,3’de maksimum oldugu bu degerden yiiksek ve diisiik
pH degerlerinde ise alikonma siiresinin azaldig tesbit edildi (Sekil 3.54). Bu duruma
ligandin farkli pH degerlerinde farkli rezonans yapilarina doniismesinin neden oldugu
belirlendi (Sekil 2.3).

Metal komplekslerine ait piklerle liganda ait pikin birbirinden ayrildigi ve
analiz i¢in en uygun pH degerlerinin 5,2 ile 6,3 arasinda olabilecegine karar verildi.

Mobil faz pH s1 artikca metal-PAR komplekslerine ait piklerle liganda ait
piklerin yiiksekliklerinin artig1 pH 6,5 den sonra Fe-PAR pikinin yiiksekliginin azaldigi
belirlendi (Sekil 3.56).

Metal-PAR komplekslerine diger metal iyonlarmin etkisi incelendiginde
optimize edilen sartlarda Ca** ve Mg cozeltilerinden 1000 ppm, Al*, Cr*, Mn*,
Zn*, Pb** ve Cd** ¢ozeltilerinden ise 500 ppm’ lik ¢ozeltiler hazirlandi. Cozeltiler
PAR’la komplekslestirildikten sonra standart Fe-PAR, Co-PAR ve Ni-PAR
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cozeltileriyle karnistiip HPLC sistemine enjekte edildiginde standart metal-PAR
komplekslerine ait piklerin alanlarinda ve alikonma siirelerinde degisikligin olmadigi
gozlendi. (Sekil 3.67 ve Sekil 3.68). Fe* konsantrasyonu 200 ppm’ i astiginda Co-PAR
pikiyle Fe-PAR piklerinin ¢akistigi gozlendi (Sekil 3.68). Bu girisimi gidermek icin
mobil faz bilesiminin pH’ s1 5,2’den 6,3’e cikarildi. Co-PAR kompleksine ait pikin
alikonma siiresi kisalarak Fe-PAR’dan ayrildig1 fakat Fe-PAR ile Ni-PAR piklerinin
birbirine yaklastig tesbit edildi.

Fe"™ derisimi fazla olan toprak, cevher ve alasim 6rneklerinde meydana gelecek
girisimleri 6nlemek icin 2 mL 1000 ppm lik standart Fe** ¢ozeltisine 1 M’ lik sodyum
sitrat ¢cozeltisinden 5 mL eklendiginde Fe-sitrat kompleksinin olustugu belirlendi. Bu
kompleksin oldugu ortama PAR ilave edilip optimize edilen sartlarda kromatogramlar
alindiginda Fe-PAR’a ait pik gozlenmedi. Fe-sitrat kompleksine PAR’in bozucu
etkisinin olmadig: tesbit edildi.

Aym sartlarda Ni-PAR ve Co-PAR kompleksleri olusturulup sitrat tamponu
eklendiginde komplekslerde degisikligin olmadig: belirlendi

Optimize edilen sartlarda maydonoz Orneginin ¢oziiniirlestirilmesinden sonra
HPLC’de kromatogrami alindiginda, ¢oziicii pikinin oldugu yerde biiyikk bir pik
gozlenerek Co-PAR pikinde girisim yaptig1 belirlendi (Sekil 3.52). Bu pikin olugmasina
neden olabilecek sartlar tesbit etmek amaciyla, kobalt standart ¢ozeltileri 4 farkli teflon
kaba konarak her birine sirasiyla derisik HNO;, H,O,, HCIO, ve HCI asitlerinden 5 mL
ilave edildi ve  c¢Oziiniirlestirme islemlerindeki parametreler uygulandi. Kobalt
standartlarinin PAR’la kompleksleri yapildiktan sonra HPLC’de kromatogramlari
alindi. HNO;, H,O, kullanildiginda ¢oziicii pikinin gézlendigi yerde olusan biiyiik pikin
Co-PAR kompleksine ait piki kapattig1 goriildii. HCIO, ve HCI asitleri kullanildiginda
girisim yapan pikin olusmadig1 gozlendi (Sekil 3.53). Standart PAR c¢ozeltisine 1 M’lik
HNO;, H,0, cozeltileri ilave edilip kromatogramlar1 alindiginda girisim yapan pikin
olustugu, 1 M’k HCIO, ve HCI cozeltileri eklendiginde girisim yapan pikin
olugsmadig1 belirlendi. Bu islemlerin sonucunda HNO;, H,0, cozeltilerinin PAR’1n
yapisint bozdugu HCIO, ve HCI c¢ozeltilerinin ise PAR’in yapisinda degisiklik
yapmadigi belirlendi. Coziiniirlestirme islemlerinde HNO; ve H,0, c¢ozeltileride
kullanilacagindan PAR’da meydana gelecek bozulmayr engellemek icin,
¢oziiniirlestirme sonunda ortamdaki HNO; ve H,O, nin tamaminin buharlastirilmasina
karar verildi. Bu nedenle stok cozeltiler hazirlanirken ve orneklerin seyreltilmesinde
0,1M HCI ¢ozeltisi kullanildi.

Orneklerin analizinde optimum sartlar Tablo 4.1°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. HPLC analizlerinde optimize edilen sartlar

Mobil faz bilesimi (v/v) | metanol/su/asetonitril/(1x10~M)asetat
¢ozeltisi: 55/40/2,5/2,5

Kolon LUNA C;5(250x4.6 mm Su) ODS
Detektor Foto diyot array (PDA)

Mobil faz pH’1 5,3-6,2

Dalga boyu (nm) 490 - 510

Akis hiz1 (mL/dk) 0,5-0,7

Enjeksiyon hacmi (uL) | 20 - 40

Optimize edilen sartlarda, hazirlanan 6rnek ¢ozelitileri PAR ile kompleks
olusturularak 4 saat icinde HPLC ile tayinleri gerceklestirildi.

Analiz edilen orneklerde kobalt miktar1 (kuru madde miktarina gore) 0,141
mg/kg ile 1,877 mg/kg arasinda bulundu. En fazla kobalt sigara 6rneklerinde, kekikte,
mercimekte, yesil fasulyede ve pelin otunda belirlendi. Orneklerin ¢ogunda kobalt
miktart aletin tayin sinirt altinda oldugundan belirlenemedi.

Nikel miktar1 (kuru madde miktarina gore) 0,356 mg/kg ile 6,938 mg/kg
arasinda tesbit edildi. En fazla nikel sirasiyla kekik, mersin yapragi, kuru fasulye ve
pelin otunda belirlendi.

Demir miktar1 (kuru madde miktarina gore) 712 mg/kg ile 62 mg/kg arasinda
tesbit edildi. En fazla demir miktar1 712,39 mg/kg ile 1sirgan tohumunda ve 642,64
mg/kg ile sigara Orneklerinde tesbit edildi. Sigaradan sonra en fazla demir miktari
sirastyla kekik, pelinotu ve kantaronda tesbit edildi (Tablo 3.5).

HPLC ile yapilan bir calismada (70) sigara 6rneklerinde kobalt miktarlar1 0,107
mg/kg ile 0,139 mg/kg arasinda ve nikel miktarlar1 0,5 mg/kg ile 4,27 mg/kg arasinda
bulunmustur. Bizim ¢aligmalarimizda tiitiin 6rneklerinde kobalt miktarlar1 0,542 mg/kg
ile 1,744 mg/kg arasinda nikel miktarlar1 ise 1,511 mg/kg ile 6,918 mg/kg arasinda
bulunmustur. Farkli iklim ve toprak kosullarinda yetistirilen bitki orneklerindeki metal
miktarlarinin farkli olmasi beklenen bir sonugtur.

Sebzeler iizerinde yapilan bir calismada (155) aktif karbonla zenginlestirilme
isleminden sonra nikel miktarlar1 F-AAS ile tayinlerde 1,10 mg/kg ile 6,60 mg/kg
arasinda bulunmustur. Bizim g¢aligmalarimizda sebze Orneklerindeki nikel miktarlar
zenginlestirme gerekmeksizin 0,576 mg/kg ile 6,918 mg/kg arasinda bulunmugtur. Ayn
calismada turp sebzesinde nikel 1,60 mg/kg bulunmusken ayni bitkide yaptigimiz
calismada nikel 1,582 mg/kg tesbit edilmistir.
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Taze sebzeler iizerinde yapilan bir baska calismada (156) diferansiyel puls
voltametresi ile nikel miktarlar1 9-160 ug Kg™' (yas madde miktarr), kobalt miktarlar ise
1-127 pg Kg' (yas madde miktar1) degerlerinde bulunmustur. Bizim ¢alismalarimizda
kuru madde miktar1 kullanildigindan, elde ettigimiz sonuglar literatiirdeki degerlerle
uyum iginde oldugu goriilmektedir. Aynmi calismada kuru madde miktarina gore
fasulyede kobalt 0,170 mg/kg bulunmusken bizim c¢alismamizda fasulyede kobalt
miktar1 0,225 mg/kg bulunmustur.

Ayni anda demir, nikel ve kobalt tayinlerini gerceklestirdigimiz bu yontemin
secici ve olduk¢ca duyarli oldugu, bir c¢ok oOrnekte oOzellikle kobalt ve nikelin
zenginlestirme basamagi gerektirmeksizin tayin edilebilecegi belirlenmistir. Bu
yontemin kobalt ve nikel tayinleri icin pahali olan ICP-AES ve ICP-OES aletlerine gore
daha ekonomik metot oldugu belirlenmistir.

HPLC sistemi, ayni anda farkl ligandlar kullanilarak elde edilen bir cok metal
selatlarinin, foto diyot dizisi ve fliioresans detektorlerle zenginlestirme ve enterferans
elimine basamag gerekmeksizin, aym1 zamanda, ¢ok diisiik duyarlilikta (0,1ug/kg ile 5

pg/kg arasinda) ve yiiksek secicilikteki tayinler i¢in kullanilabilir.
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