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OZET

INORGANIK ANYONLARIN KAPIiLER ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE
TAYININDE YUKSEK TUZ ETKIiSININ INCELENMESI VE DENIZ
SUYUNDA BROMUR TAYINi

Son yillarda inorganik iyonlarin kapiler elektroforez (CE) ile ayrimi biiyiik ilgi
gormektedir. CE, disiikk calisma maliyeti ve analiz siiresi agisindan iyon
kromotografiye (IC) gore istiinliikler saglamaktadir. Bu teknik g¢evresel sular, idrar,
stt, gida ornekleri, kagit hamuru ve kagit endiistrisi, vitamin karigimi ve patlayicilar
vs. gibi birgok kompleks drnekteki farkli inorganik anyonlarin analizinde basari ile
uygulanmaktadir. Ancak 6rnek igindeki biiyiik miktardaki matriks iyonlar, deniz
suyunda oldugu gibi, diger analiz metodlarina benzer sekilde CE’nin etkinligini
azaltmaktadir. Bu zorlugun yani matriks probleminin tistesinden gelmek i¢in ayirma
matriks iyon igeren bir geri elektrolit icinde yapilir. Ancak kapiler elektroforetik
ayirmada kullanilan yiiksek voltaj (20-30kV) nedeniyle, geri elektrolitteki ytliksek

iyonik konsantrasyon, Joule 1sisina ve ciddi pik bozulmalarina neden olur.

Kiictik inorganik anyonlarda; elektroforetik mobilite elektroosmotik akis (EOF) ile
ayni biiyiikliikkte fakat zit yondedir. Bunun sonucunda CE’de gecis zamani uzar.
Bir¢ok inorganik anyonun analizinde, EOF’yi diisiirmek veya ters g¢evirmek ig¢in
calisma tamponuna elektroosmotik modifiye ediciler eklenir. Modifiye ediciler
olarak daha ¢ok katyonik surfaktanlar kullanilir. Simdiye kadar, yiliksek tuz
konsantrasyonlarindaki kapiler elektroforetik ayirma asir1 miktarda matriks iyon,
daha ¢ok NaCl, igeren elektrolitlerde gerceklestirildi. Yiiksek tuz konsantrasyonu
EOF’yi Oylesine en aza indirgerki EOF modifiye edicisine ihtiyag duyulmaz. Ancak
kapilerdeki akim, tuz konsantrasyonunun artigiyla artar ve alet sinirlarii (6zellikle

200pA) asabilir.



CE’de kovalent olmayan kaplayici olarak katyonik bir polimerin polietileniminin
(PED) kullanilmasi sonucunda EOF anoda dogru yonlenir ve bdylece inorganik
anyonlarin akis yonii ile elektroosmotik akis ayni olur. PEI molekiilii birgok (+)
yiike sahiptir ve silika kapiler ylizeyindeki negatif ytiklii silanol gruplari ile giiglii bir
etkilesime girer. Adsorplanan PEI tabakasi genis bir pH araliginda pozitif yiike
sahiptir. Kapilerdeki anodik elektroosmotik akis negatif yiiklii kiiciik anyonlarin

ayrim hizina yardim eder.

Bu calismanin amaci, CE’de matriks iyon etkisinin arastirilmasinda kovalent
olmayan PEI kaplamanin kullanimin1 gostermektedir. PEI ile kaplanmis kapilerlerin
kullanilmast ile EOF’nin yoniinii degistirmek i¢in tampona modifiye edici eklemeye
ya da EOF’yi ortadan kaldirmak i¢in tampona asirt miktarda matriks iyon eklemeye
gerek kalmayacaktir. Bu ¢alismada, PEI ile kapli kapilerler kullanilarak matriks iyon
konsantrasyonunun Br” ve I iyonlarinin pik alani, pik yiiksekligi ve gelis siiresine

etkileri incelendi.

Sonug olarak, 6nerilen metod 21 Haziran 2001 tarihinde Istanbul Universitesi’nin
Arar gemisi ile Karadeniz ve Istanbul Bogazi'min farkli derinliklerinden toplanan

deniz 6rnekleri igindeki Br = iyonunun saptanmasinda uygulandi.



SUMMARY

THE INVESTIGATION OF HIGH SALT EFFECT TO THE
DETERMINATION OF INORGANIC ANIONS BY CAPILLARY
ELECTROPHORESIS AND DETERMINATION OF BROMIDE ION IN
SEAWATER

Recently, the seperation of inorganic ions by capillary electrophoresis (CE) has been
gaining more attention. It offers significant improvement over ion chromatography
(IC) in efficiency, low run cost and analysis time. This technique has been
successfully applied to the analysis of a variety of inorganic anions in several
complex samples such as in environmental water, urine, milk, food samples, in the
pulp and paper industry, prenatal vitamin formulations, and explosives residues etc.
However like for many analysis methods, when large amounts of matrix ions are
also included in the sample, such as sea water, the efficiency of CE is often
diminshed. To over come this diffuculty (matrix problem), separation is performed in
a background electrolyte which also contained the matrix ions. However, because of
the high voltage (20-30 kV) used in capillary electrophoretic separations, even a
moderately high ionic concentration in the background electrolyte would lead to

Joule heating and serious peak disturtion.

For small inorganic anions, electrophoretic mobilites are of the same magnitude but
of opposite sign to the electroosmotic flow (EOF), resulting in excessive migration
times in CE. In the analysis of most inorganic anions, an electroosmotic modifier is
added to the running buffer and separation is achieved by reversing or slowing the

EOF. Mostly cationic surfactants are used as modifiers.

Up to now, capillary electrophoretic separations at high salt concentrations have been
performed in a background electrolyte containing excessive amount of matrix ions
(mostly NaCl ). The high salt concentration suppresses the EOF sufficiently that no
flow modifier is required. However, the current in the capillary increases rapidly
with increasing salt concentrations and levels out the limit of the instrument

(generally 200pA).



The use of a cationic polymer, polyethyleneimine (PEI) as a noncovalent coating
agent in CE results in an electroosmotic flow towards the anode, so coelectroosmotic
separation occurs for inorganic anions. The PEI molecule has many positive charges
and interacts strongly with negatively charged silonol groups on the surface of the
fused silica capillary. The adsorbed PEI layer has a positive charge over a wide pH
range. Anodic electroosmotic flow in the capillary favours the separation speed of
small negatively charged anions. The objective of this work is to demostrate the use
of a noncovalent PEI coating for the investigation of matrix ion effect in CE. With
the use of PEI coated capillaries, there will be no use change the addition of modifier
to the buffer to change the direction of EOF or the addition of excessive amounts of

matrix ion to buffer to suppress EOF.

In the present work, the effect of the concentration of matrix ions to the
electrophoretic mobilities of bromide and iodide ions were investigated using PEI-
coated capillaries. The effect of the concentration of matrix ions in sample solutions

on the peak area, peak height and migration time were also investigated.

Finally, the proposed method was applied to the determination of bromide ion in
seawater samples taken from different depths of Karadeniz and Bosphorus, collected
by Arar ship of 1.U. in 21 June 2001.

xi



1. GIRIS

Son yillarda kapiler elektroforezin (CE) genis uygulama alanlarinin yaninda
inorganik iyonlarin ayriminda da hizla gelisen bir analitik teknik oldugu ve iyon
ayriminda oturmus bir teknik olan iyon kromotografiye (IC) bir alternatif olarak
yaygin kullanildigi goriilmektedir. CE’nin inorganik iyon analizinde hizla gelisen
onemi son yillarda yaymnlanan kitap [1] ve inceleme yayinlarinda [2,3]

vurgulanmaktadir.

Inorganik iyonlarin yiiksek oranda matriks iyon iceren ortamda ayrilmasi ve tayini
tim ayirma yontemlerinde Onemli bir problemdir ve ayirma tekniginde ozel
degisimler gerektirir. IC’de biiyiik oranda matriks iyon varligi yontemin etkinligini
cok azaltir. Matriks iyonun etkisini azaltmak i¢in IC’de iki ydntem uygulanir.
Bunlardan biri 6n kolon kullanarak matriks iyonlar1 elimine etmek, digeri matriks
iyonlar1 iceren mobil faz kullanarak matriks iyonlari gélgelemektir. On kolon teknigi
ornek kirlenmesine neden oldugu icin kantitatif analizde istenmeyen bir yontemdir.
Konsantre mobil faz teknigi kullanimi ise IC’de en uygun ve etkin olan

konduktometrik dedeksiyon kullanimini engeller.

CE’de iyon ayrim1 IC’ye gore daha yiiksek bir etkinlik gosterirken, cok kisa analiz
stiresinde gergeklestirilir. Yontemin IC’ye en 6nemli istiinliigli cok az ornek ve
elektrolit kullanim1 ve ayirmanin her analiz basamagi sonunda yikanarak temizlenen
silika kapilerlerde gerceklesmesi ile kisa siirede kirlenen ve pahali kromotografik

kolonlara ihtiya¢ olmamasi nedeniyle biiylik ekonomik avantajidir.

Bugiin CE teknigi gida, ilag, ¢evre drnekleri gibi ¢ok cesitli kompleks drnekler iginde
anyon analizlerinde basar ile uygulanmaktadir [4]. Kapiler elektroforez ile iyon
analizi, iyonlarin mobiliteleri arasinda farklilik olusmasina dayanir. Genel
prensiplerde agiklanacagi gibi, kapiler kolon i¢inde iyonlar kendi elektroforetik
mobiliteleri ve kapiler i¢inde olusan elektroosmotik mobilitenin vektorel toplamina

esit bir mobilite ile hareket ederler. CE’nin genel uygulamasinda 6rnek injeksiyonu

1



pozitif kutuptan yapilip, dedeksiyon negatif ugta gerceklestirilir. Negatif yiiklii
iyonlar kendi elektroforetik mobiliteleri ile injeksiyon ucuna yonelirlerken, kapiler
icindeki giiclii elektroosmotik akis (EOF) ile negatif dedektor ucuna siiriiklenerek,
diger tiim yiiklii iyonlarla aym islemde tayin edilirler. Negatif yiiklii iyonlar i¢in
CZE’nin bu genel kuralim kiigiik inorganik anyonlar bozar. Kii¢lik inorganik
anyonlarin elektroforetik mobiliteleri ¢ok biiyiik oldugundan elektroosmotik akis ile
dedektdre ya cok gec siiriiklenirler ya da hi¢ ulasamazlar. Inorganik anyonlarin
CE’de ayrilmasi, kapiler i¢indeki elektrolite pozitif yiiklii bir ylizey aktif madde [5,6]
ya da pozitif yiikli bir polielektrolit ilavesi ile [7] elektroosmotik akisin yOniiniin
degistirilmesi ya da pH’in disiiriilmesi gibi yontemlerle kapiler iginde
elektroosmotik akisin ¢ok yavaglatilmas: ile gergeklestirilir. Ancak elektrolite
elektroosmotik akist modifiye edici maddeler ilavesi iyonlarin seg¢imliligini
degistirebilir, diisiik pH’lar ise pek cok inorganik anyon zayif asitlerin konjuge
bazlar1 oldugundan, tam dissosiyasyon saglamadigi ig¢in tercih edilmez.
Elektroosmotik akigin elektrolit ilavesi ile degistirmek yerine Erim ve arkadaslari
tarafindan Onerilen kapileri katyonik bir polimerle kaplama teknigi [8] ile ilave
olmaksizin akis yoOnii tersine cevrilebilir. Bu yontemle kaplanmis kapilerlerde
inorganik  anyonlarmm ve kiigiikk organik asitlerin ayrilmas1  basariyla

gergeklestirilmistir [9-11].

Bu caligsmada polietilenimin (PEI) ile kapli kapilerlerde yiiksek oranda matriks iyon
iceren ortamda inorganik iyonlarin kapiler elektroforetik davraniglarinin incelenmesi
hedeflenmis ve bu amagla segilen iki iyonun, Br ™ ve I"nin yiiksek oranda tuz igeren
cozeltilerde elektroforetik gdcli incelenmistir. Br ~ iyonu i¢in se¢ilen optimum CE

sartlar1 deniz suyunda Br ™ analizlerine uygulanmstir.



2. KAPILER ELEKTROFOREZ

Kapiler elektroforez, klasik elektroforez prensiplerinin modern kromotografik cihaz
yapilanmasi ile birlestirilmesinden olusan hizli ve etkin bir ayirma teknigidir. Klasik
elektroforezdeki ayirma ortaminin, kapiler i¢ine tasinmasi, CE’de elektroforetik
uygulama alanlarinin ¢ok genis bir alana yayilmasi ile sonuclanmistir. Boylece
sadece makromolekiillerin degil, katyonlarin, anyonlarin ve nétral molekiillerin tek
bir analizle ayrilmasi ve tayini gerceklesebilmektedir. Ayirma tekniginin temel

prensipleri asagida verilmektedir.

2.1. Elektroforez

Elektroforez, elektrik alan etkisinde bir ¢ozelti iginde yiiklii partikiillerin gociidiir.
Elektroforez ile ayirim bir elektrik alanda yiiklii maddelerin hizlarindaki farkliliga

dayanir. Bir iyonun hiz1 asagidaki esitlikle verilir :

V= E (2.1)
v=Iyonun hiz1
ue= Elektroforetik mobilite

E= Uygulanan elektrik alan

Elektrik alan uygulanan voltaj ile kapiler uzunlugunun bir fonksiyonudur.

E= V/L (volt /cm) 2.2)

Verilen bir iyon ve ortam i¢in elektroforetik mobilite (Ue), 0 iyonun karakteristigi
olan bir sabittir. Elektroforetik mobilite, elektrik alan ile tanimlanir (Fg). Ortamdaki

stirtiinme kuvveti (Fg) bu harekete kars1 direng gosterir.



te o Elektrik kuvveti (Fg) /Siirtlinme kuvveti (Fg) (2.3)
Elektrik kuvveti
Fe =q.E (2.4)

ve kiiresel bir iyon i¢in siirtiinme kuvveti

Fe=-6mnrv esitlikleri ile verilir. Burada, (2.5)

q = iyon yiikii
n= ¢Ozeltinin viskozitesi
r = iyon yarigapi

v = iyon hiz1’dur.

Elektroforez siiresince bu kuvvetlerin etkisi altinda sabit bir hale ulasilir. Bu noktada

kuvvetler esit ama zittir.

FE :FF

g.E=-6mnrv (2.6)

(2.1) ve (2.6). denklemlerden tiiretilen bir esitlik ile mobilite su sekilde

tanimlanabilir:

He =q /6mnr (2.7)

Bu esitlikten ¢ikan sonug; kiiglik ve fazla yiikli tiirler yiiksek mobiliteye sahip
olurlarken, bliyiik ve kiiciik yiiklii tiirler kiigiik mobiliteye sahiptirler. Kisaca ¢ok
yiiklii ve kiiciik iyonlar bir elektrik alan altinda daha hizli hareket ederler.



2.2. Elektroosmotik Akis

Kapiler Elektroforez’de elektrolitin sulu ¢ozeltisi kapiler duvari ile etkilesime girer
ve duvar ile ¢Ozelti arasinda bir yiik ayrim1 vardir. Bunun nedeni; duvar materyalinin
iyonizasyonu ya da c¢ozeltiden duvara iyonlarin spesifik adsorpsiyonundan

kaynaklanir.

Silika kapilerlerde duvar genellikle negatif yiklidiir. Silika ylizeyinde serbest silanol

gruplar1 pH 2’nin tlizerinde iyonlagsmaya ugrarlar ve negatif SiO ~ gruplar1 ayrilir.

SiOH (s) «—> SiO(s) "+ H(aq)"

Sistem tamamuyla elektriksel agidan nétral oldugundan tampon ¢o6zelti pozitif yiike
sahiptir. Elektrostatik ¢cekimden dolay1 (-) yiiklii duvara bu asir1 (+) yiikli iyonlar
yerlesir. Sekil 2.1 de kapilerdeki ylik ayrimi gosterilmektedir.

Sekil 2.1 : Silika ylizeyindeki ytik dagilimi [12].



Kapilerin iki ucu arasimma voltaj uygulandigi zaman elektrik alan duvara yakin
¢ozeltiyi (-) elektrot yoniinde siirlikler. Duvar kenarinda ince bir tabaka halindeki
cozeltideki viskoz kuvvetler elektrostatik kuvvete karsi atak gosterdiklerinde sabit
bir ¢ozelti akisi olusur. Bu olay Elektroosmoz veya Elektroendoosmoz olarak

adlandirilir. Elektroosmoz CE’nin en 6nemli 6zelligidir (Sekil2.2 ).

Sekil 2.2 : EOF ile farkl tiirlerin gogti [13].

Elektroosmotik akis hiz1 (EOF) alan kuvveti (E) ile orantilidir.

Mo = Vo/ E (28)

Elektroosmotik mobilite (EOM), iyonik mobiliteye benzer sekilde tanimlanabilir :

Burada v,; elektroosmotik akis hizini, p, elektroosmotik mobiliteyi, E ise elektriksel

alan kuvvetini gosterir.

Cogu zaman osmotik mobilite ¢ozeltideki analitin iyonik mobilitesinden biiyiiktiir.
Bu da biitiin analitlerin yiikleri ne olursa olsun kuvvetli bir akis hiziyla (-) elektroda

dogru gog ettigini gosterir. Taneciklerin hizlarini s6yle gosterebiliriz :

Pozitif iyonlar i¢in : vi = (1o +1i). E



Negatif iyonlar igin : vi = (uo-ui ). E (2.9)

Notral partikiiller i¢in : vi = po. E

Burada p;, iyonik mobiliteyi gostermektedir.

Dedektor kapilerin (-) ucuna yerlestirildiginde ve ornekler (+) taraftan verildiginde
biitiin analitler ayn1 injeksiyon prosesinde tayin edilirler. (-) yiiklii silikada EOF,
anyonlarin kendi elektroforetik mobilitelerinden biiylik oldugu i¢in onlar1 katoda
dogru siiriikler. Boylece katyonlar, notral molekiiller ve anyonlar ayni yéne dogru
stiriiklenirler. Katyonlar EOF ile ayn1 yonde hareket ettiklerinden dolay: ilk 6nce
dedektore ulasirlar, ardindan ndtral molekiiller ve en son anyonlar dedektore ulasarak

tek bir analizle tanimlanmis olurlar.

EOF ile Sekil 2.3 de goriildiigii gibi diiz bir akis profili elde edilir. Kapiler igindeki
akis ayn1 oldugu ve kapiler i¢inde basing diismesi olmadig siirece kapiler boyunca
akis aynidir. Basing uygulanmasi halinde ise “laminer” veya “parabolik” akig elde

edilir.

EOF Laminar flow

; »

Flow

o) b}

-

Sekil 2.3 a) Elektroosmotik akis .
2.3 b) Parabolik (laminer) akis [13].

EOF’yi devamli kontrol etmek yararlidir. Ciinkii yiiksek pH’larda EOF ¢ok hizli
olabilir ve bunun sonucunda ayrim olmadan analitler go¢ ederler. Cok yavas olursa

da ayrimcilik diiger. Buna karsilik diisiik ve orta pH’lar kulombik etkilesimler



nedeniyle katyonik analitlerin negatif yliklii duvara adsorpsiyonuna neden olurlar.

Bu durum 6zellikle temel proteinlerin ayriminda problem dogurur.

EOF kontrolii tampon viskozitesinde ya da kapiler yiizeyindeki ylik degisiminde
degisiklik yapmay1 gerektirir. Bunu yapmak i¢in birka¢ metod vardir. Basarili

ayrimlar i¢in EOF ve analit mobilitesinin 6zellikleri beraber optimize edilmelidir.

2.2.1. EOF’ye Etki Eden Faktorler :

a) Elektrik Alan :

Esitlik 2.2’den goriildiigii gibi, elektrik alan, EOF ile dogru orantili olarak degisim
gosterir. Yani E arttikgca EOF de artar. Ancak voltaji (V) ¢ok arttirdigimizda kapiler

icinde Joule 1s1s1 olusabilir. Diisiik voltajlarda ise ayrimeilik azalir.

b) pH :

pH diistiikce EOF azalirken, pH arttikca EOF artar. Yani EOF ile pH arasinda dogru
orantilt bir bagmnti vardir. pH arttirildiginda silanol gruplarinin iyonizasyonunun

artmasina bagl olarak EOF de artar.

pH, EOF’yi degistirmek i¢in en uygun ve yararli parametredir. Ancak pH degisimi

ile baz1 analitlerin yapis1 ve yiikii degisebilir.

¢) Tamponun iyonik kuvveti :

Iyonik kuvvet arttigi zaman EOF ve zeta poyansiyeli diiser. Iyonik kuvvetin artmasi
ile ortamda daha cok iyon olacak ve akim artacak buna bagli olarak Joule 1s1s1
olusacaktir. Iyonik kuvvetin diisik olmasi halinde ise duvara olan 6rnek
adsorpsiyonu artar. Tamponun iletkenligi Ornegin iletkenliginden farkliysa pik

sekillerinde bozulma olur.
d) Sicakhk :

Sicaklik yiikseldik¢e her °C igin % 2-3 oraninda viskozite azalir. Viskozitenin

azalmast EOF’yi arttirir.



¢) Organik Modifiye Edici Madde lavesi :

Su ile karisan metil alkol, etil alkol, aseton gibi maddelerin tampon ¢ozeltiye ilave
edilmesi tamponun zeta potansiyelini ve viskozitesini degistirerek EOF’nin de
degismesine neden olurlar. Organik modifiye edici maddeler EOF’yi diisiiriirler.

Ornek ile etkilesime girip piklerin secimliligini degistirirler.
f) Ortama Yiizey Aktif Madde (Surfaktan ) flavesi :

Ortama ilave edilen surfaktanlar iyonik ve/veya hidrofobik etkilesimle kapiler
duvarina adsorbe olurlar ve EOF’yi degistirirler. Anyonik YAM, EOF’yi arttirirken
katyonik YAM, EOF’yi azaltir veya ters cevirir. Ayrica surfaktanlar se¢imliligi

degistirirler.
g) Kapiler Kolonlarin Polimerik Maddelerle Kaplanmasi :

Kapiler kolonlar1 hidrofilik veya hidrofobik bir polimer ile kaplayarak EOF’yi

yavaglatabilir, yok edebilir ve katyonik bir polimerle yoniini degistirebiliriz.

2.3. Ayirma Parametreleri

Kapiler Elektroforez’deki ayirma parametreleri, kolon kromotografisindekilere

benzer sekilde tanimlanabilir. Ayirma parametrelerini tanimlayacak olursak:
2.3.1. Gegis Zamani :

Analitin injeksiyon noktasindan dedeksiyon noktasina kadar olan gocii sirasinda

gecen zaman ‘“‘gecis zamani” olarak adlandirilir.

t=L"/pa. E=L".L/uaV (2.10)
Ha - goriinen mobilite (cm?/kV .s)

V =uygulanan voltaj (V)

L "= kapilerin injeksiyon tarafi ile dedektdr arasi uzunlugu (cm)

L = kapilerin toplam uzunlugu (cm)



t= gegis stiresi  (s)

E =elektrik alan (V/cm)

EOF varliginda analitin 6l¢lilen mobilitesi goriinen mobilite (pa) olarak adlandirilir.
Efektif mobilite (1), EOF’le esit hizda hareket eden nétral isaretleyici maddelerin
kullanilmasiyla ol¢iilen elektroosmotik mobilite (pe) ile goriinen mobiliteden

hesaplanabilir.

La=L L/ tV (2.11)

Ma = He * Heo (2.12)

Notral isaretleyici olarak aseton, formamid, dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanilabilir.

2.3.2. Dispersiyon :

Elektroforezde ayirim analit mobilitesindeki farkliliklara dayanir. Analit bolgeleri
(zonlar) uygulanan voltaj ile analit mobilitelerinin farkliliklarina dayanarak
birbirlerinden ayrilirlar. Dispersiyon kontrol edilmelidir ¢linkii dispersiyon ayrim
sirasinda analit bolgelerinin (zon) uzunlugunu ve mobiliteyi arttirir. Dispersiyon,
zon i¢indeki analit hizindaki farklar sonucunda olusan analit zonunun yayilmasi ve
taban pik genislemesi (wp) olarak tanimlanabilir. Bir Gaussian seklindeki pik i¢in

taban genisligi;

Wp =4c  formiilii ile verilir. Burada; (2.13)

Wy = Pik taban genisligi

o = Pikin standart sapmasidir.

Ayirma etkinligi, teorik plaka sayist (N) ile tanimlanabilir.

N=(L"/o)? “dir. (2.14)
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Tabaka yiiksekligi ise;

H=L /N esitligi ile verilir. (2.15)

Ideal sartlar altinda CE’deki analit-zon genislemesinin sebebinin, kapiler boyu
yoniinde rasgele difiizyondan oldugu diisiiniilebilir. Kapiler c¢api yoOniinde olan
difiizyon EOF’nin diiz akis profilinden dolayr 6nemli degildir. Kapiler boyunca

diflizyonun etkisi;

6?=2Dt=2DL L/ eV seklindedir. (2.16)

D = Analitin difiizyon katsayisi
(2.13) ve (2.11). denklemler kullanilarak tabaka sayisi i¢in temel elektroforetik bir

ifade elde edilebilir.

N= pe.V.L /2DL = po.E.L /2D (2.17)

Analitler yiiksek elektrik alanl kapiler i¢cinde kisa siirede dedektdre ulasacaklarindan
difiizlenme siiresi kisadir. Denklem diisiik diflizyon katsayisina sahip protein ve
DNA gibi biiyiilk molekiil agirlikli maddelerin kiiclik molekiillere gore daha az

dispersiyona ugradigini gosterir.

Teorik plaka sayis1 direkt olarak bir elektroferogramdan da hesaplanabilir.

N=5,54 (t /wyy, )? (2.18)

w1 = Yarn yiikseklikteki pik genisligidir.

Bu denklem sadece Gaussian pikleri i¢in kullanilir.

Denklem (2.18) ile Olgillen aymrma etkinligi genellikle denklem (2.17) ile

hesaplanandan daha diistiktiir. Ciinkii teorik hesaplamalar yalniz rasgele difiizyondan
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dolay1 olan zon genislemelerini hesaba katar. Oysaki diger dagilim prosesleri de

Onemlidir.

2.3.3. Ayirma Etkinligine Etki Eden Faktorler

CE’deki kapiler boyunca olusan dispersiyona, baska etkilerde katilabilir. En
onemlileri arasinda temperatiir artislarinin neden oldugu Joule 1sis1, injeksiyon zonu

uzunlugu ve kapiler duvari ile analitin etkilesimi gelmektedir.

CE boyunca, sadece molekiiler difizyonun neden oldugu dispersiyon (2.16) nolu

esitlikle verilir .

Difiizyona etki eden tiim faktdrler sistemin toplam varyansi seklinde (2.19) esitligi
ile ifade edilir

2 _ 2 2 2 2 2 2
G~ =0 ¢if tO'inj T G temp T G ads T O dett O elektrodispersiyon (2-19)

szif = difiizyon nedeni ile ile pik genislemesi

Gzinj = injeksiyon etkisi ile pik genislemesi

Gztemp = sicaklik etkisi ile pik genislemesi

Clads = adsorpsiyon nedeni ile pik genislemesi

0%t = dedeksiyon nedeni ile pik genislemesi

G “elektrodispersiyon —¢lektrodispersiyon nedent ile pik genislemesi

2.3.4. Resoliisyon (Ayrimcilik )

Ornek bilesiminin resoliisyonu, ayrim biliminin en énemli amacidir. Basit olarak

resoliisyonu su sekilde tanimlayabiliriz :
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R = 2(t2-t1 ) [ Wi+ wWso = -1/ 4o (220)

CE’de ¢ok keskin analit bolgelerinden dolay1 analit mobilitelerindeki kiigiik farklar

tam bir ayrim igin yeterlidir.

Resoliisyonu ayirma etkinligine bagl olarak da tanimlayabiliriz :

R=1/4 N*? (Ap /p) (2.21)
Burada ;

Ap=p2 —u (2.21)

W=pg+ /2 (2.23)

(2.17). denklemi (2.20) esitliginde yerine koyarsak resoliisyon i¢in teorik bir esitlik

elde edilir. Bu esitlik resoliisyon iistiine EOF’nin etkisi seklinde tanimlanir.

R =(1 /4v2) (Ap) [V/ D (1" +po)]*? (2.24)

(2.21). esitlikten teorik olarak 1" ve peor birbirine zit ama esit olduklarinda sonsuz
resoliisyon elde edilir. Bu olay iyon migrasyonlarinin EOF’ye zit ama hizlar1 aym

oldugu durumlar i¢in gegerlidir.
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2.4. Temel Cihaz Bolimleri

Kapiler elektroforez cihazinin sematik bir goriintiisii Sekil 2.4 de verilmistir.

data toplayici

_ i kapiler cikigi
“kapiler girigi dedektor | plersE

Yy

tampon '-"_'"Ek i tampon
kabi gigeleri kahi
i R yiikzek voltaj
’ kaynadg

Sekil 2.4 : CE’nin sematik goriintiisii [ 14].

2.4.1. Voltaj Kaynagi :

CE de elde edilen ayirma etkinligi uygulanan voltaj ile orantilidir. CE’deki ayrimlar
icin yiiksek voltaj kaynag1 gereklidir. Ticari aletler genellikle 30 veya 35 kV gibi
yiiksek limitlere sahiptir. Analitin go¢ zamaninin tekrarlanabilirligi i¢in voltajin

kararlilig1 6nemlidir.

Bazi cihazlar sabit voltaj yerine sabit bir akim kullanma segenegine sahiptirler. Bu
daha 1iyi tekrarlanabilirlik vermektedir. Bu olay kapilerin termostat1 ayarlanmadigi
durumlar ic¢in gegerlidir. Her C° de bir, ¢ozeltinin sicakligi arttikca iyonlarin
mobilitesi de %2-3 artar. Sabit voltaj uygulandigi zaman her C°de bir, %2-3
alikonma zamanlar azalir. Ancak, sadece analitlerin mobiliteleri degil biitiin calisma
elektrolitinin bilesenleri ve sonucta ¢ozeltinin iletkenligi de etkilenir. Sabit akim
kaynaginda ise, c¢ozeltinin temperatiirii arttii zaman otomatik olarak voltaj

azalacaktir.
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Voltaj kaynagi cikisinda meydana gelen hafif veya yiliksek frekanslh giiriiltiiniin bir
onemi yoktur. Elektrokimyasal veya kondiiktivite dedeksiyonla ilgili yapilan
caligmalar sonucunda yiiksek voltajdaki giiriiltii, dedektor sinyalindeki bir giirtiltii
icine transfer edilebilmistir. Yiiksek voltaj uygulandigi zaman UV dedektor

sinyalinin giirtiltiisii kuvvetle artar. Bu durum kapilerdeki titresimin bir sonucudur.

2.4.2. Injeksiyon :

CE’de yiiksek ayirma etkinligi saglayabilmek icin kapiler i¢ine ¢ok az hacimde 6rnek
yiiklenir. Bu kiigiik hacimler, kapilerin kii¢iik hacmiyle orantilidir. Ornek
injeksiyonuyla ilgili olarak, injeksiyonun gerceklestirildigi uzunluk hacimden daha
kritik bir parametredir. Kural olarak; 6rnek injeksiyon bolgesi uzunlugu kapilerin
toplam uzunlugundan %1 ile 2 oraninda daha kisa olmalidir. Injeksiyon
uzunlugunun, uzunluk ve i¢ ¢apa bagli olarak birka¢ milimetre olmasi uygundur. Iki

tip injeksiyon yontemi vardir.

1- Hidrodinamik injeksiyon :

Hidrodinamik 6rnek injeksiyonu, kullanilan en yaygin metoddur. Kapilerin ¢ikisina
vakum veya kapiler injeksiyon kismina basing uygulanmasiyla ya da injeksiyon
kabinin yiikseltilmesiyle elde edilen sifon hareketiyle hidrodinamik injeksiyon elde
edilir. Hidrodinamik injeksiyonda 6rnegin kantitatif yiiklenmesi drnek matriksinden
bagimsizdir (Sekil 2-5.a, b, ¢).

2- Elektrokinetik injeksiyon :

Elektrokinetik injeksiyonda ornek kabi ile ¢ikis tampon kabi arasina kisa siireli,
caligma voltajina gore daha diisiik bir voltaj uygulanir. Elektrokinetik injeksiyonda
analit, elektroforetik mobilitesi ve EOF’nin siirliklemesi ile kapilere girer.
Elektrokinetik injeksiyonda injekte edilen miktar analitin elektroforetik mobilitesine
baghdir (Sekil 2-5.d).
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Sekil 2.5 : Injeksiyon Metodlar1 [13].

t injection

2.4.3. Dedeksiyon :

Kapiler elektroforezde en ¢ok kullanilan dedeksiyon yontemi UV dedeksiyondur.

2.4.3.1. UV dedeksiyon :

UV veya goriiniir bolgede absorpsiyon Ol¢timii CE’deki en popiiler dedeksiyon
prensibidir. CE’deki rutin uygulamalarin %95’inden daha fazla bir bolimi UV
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dedektor kullanilarak yapilir. Bu dedektdriin bu kadar popiiler olmasinin sebepleri

sunlardir:

a) Dedeksiyonun on-column olmasi yani ayirma bolgesi ve Olglim sistemi arasinda

fiziksel bir kontaga ihtiya¢ duymaksizin direkt olarak kapilerde olmasidir.

b) CE’deki yaygin olarak kullanilan silika kapilerlerin 190 nm’nin iizerindeki dalga
boylarindaki 15181 gecirebilen kuartz materyallere benzeyisindendir. Bu nedenle

kapiler duvart miikemmel bir optik hiicre gérevi gorir.

Diger dedeksiyon tiirleri; floresans dedeksiyon, laser-induced floresans,
kondiiktivite, mass spektrometre, indirek UV, amperometri’dir. Bu yontemlere ait

dedeksiyon yontemleri Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1 : Dedeksiyon Yo6ntemleri [13].

Metod Kiitle Dedeksiyon Konsantrasyon Dedeksiyon
Limitleri(mol) Limitleri(molar)

UV-Vis 10*3- 10 10°-10°®

Absorpsiyon

Floresans 10%- 10" 107-107

Laser-induced 1078-10% 10™-10"

Floresan

Amperometrik 10"8- 10" 10™- 10"

Kondiiktivite 10™-10™ 107-10°®

Mass spektrometre ~ 107°- 107 10%- 107

Indirek UV, Floresan 10-100 ...

Amperometre

2.4.4. Kapiler :

Kapilerin ideal 6zellikleri; kimyasal ve elektriksel agidan inert olmalari, UV-visible

gecirgenlige sahip olmalari, esnek ve dayanikli olup ekonomik agidan da uygun
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olmalaridir. Bugiin engok silika kapilerler kullanilmaktadir. Cam veya plastik
kapilerler de kullanilabilir ancak bunlar diisiik dalga boylu UV bolgede yeterli
gecirgenlik  gostermezler. Silika kapilerler optik hiicre ve GC kolonlarin
uygulamalarinda da kullanilmaktadir. GC kolonlara benzer sekilde kapilerler
koruyucu bir tabaka olan poliimid ile kaplanarak kuvvetli ve kolay tutulur hale
getirilirler. Dedeksiyon i¢in koruyucu poliimid ile kaplanmis kapilere optik pencere

kolayca agilabilir. Bunun i¢in poliimidin birka¢ milimetrelik kism1 yakilir.

Silika kapilerlerde i¢ ¢ap 10-200 pum, dis ¢ap ise 350-400 um olgiilerine sahiptir. En
cok kullanilan i¢ ¢cap 25-75 pum’dir.

Teflon, silica kadar yaygin olmasa da CE’de kullanilan diger bir kapiler
malzemesidir. Teflon, UV gecirgenlige sahiptir ve 6zel optik pencere istemez. Ancak
teflon kapilerde homojen i¢cap elde etmek zordur ve silikaya benzer sekilde 6rnek

adsorpsiyonunda problemler gosterir ve zayif 1s1 transfer 6zelliklerine sahiptir.

Gegtigimiz yillarda modifiye olmus i¢ yilizeye sahip kapilerlerin gelisimi iizerine
bircok arastirmalar yapilmistir. Bu c¢aligmalarin amaci daha ¢ok analitlerin ve
ozellikle proteinlerin kapiler duvarmna adsorpsiyonunun azaltilmasidir. Yiiksek
molekiil agirlikli bir analitin zayif adsorpsiyonu bile ayrim etkinligini kuvvetli bir
sekilde diistiriir. Proteinler; hidrojen baglari, hidrofobik ve elektrostatik kuvvetlerin
etkilesimi sonucunda silika lizerine adsorplanirlar. Kapli kapilerlerin kullanilmasiyla
bu etkilesimi yok etmek mimkiindir. Bu amagla kullanilan polimerler;
poliakrilamid, polivinilpirolidon (PVP), polietilenimin (PEI), polivinil alkol ve
polimetilglutamat (PMG)’tir.
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3. KAPILER ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE iINORGANIK iYONLARIN
AYRIMI

Son birka¢ yildir kapiler zon elektroforez (CZE), inorganik iyonlarin ayrimi igin
hizla gelisen bir analitik teknik olmustur. CE, iyon kromatografisinin yerlesik
tekniklerine bir alternatif olusturmustur. inorganik anyonlarin CZE ile ayriminda
EOF’nin yonii ve hiz1 kontrol edilmeli, benzer mobiliteye sahip iyonlar i¢in
modifiye edici maddeler ile ayrim se¢imliligi degistirilebilmeli ve UV aktif olmayan

inorganik anyonlar i¢in indirekt analiz teknikleri uygulanmalidir.

Silika kapilerin kullanildigi ve dedektoriin katot tarafinda oldugu yaygin CZE
ayrimlarinda, EOF, katyonlarin ve notral tiirlerin gogilinii hizlandirarak dedektore
stiriikler. Anyonlar ise ancak elektroforetik mobiliteleri EOF’den kiigiik olursa
dedektore siiriiklenebilirler (Sekil 3.1-a). Anyonlarin pe’si ile EOM’nin vektorel
toplami sonucunda anyonlar, goriinen mobilite (p,) ile dedektdre yonlendirilirler
ancak anyonlar EOM’den yiiksek ’ye sahiplerse dedektdre ulasamayacaklardir.
Kiiciik inorganik anyonlarlar, organik anyonlarin ¢ogunun elektroforetik mobilitesi
kapiler icindeki -elektroosmotik mobiliteden biiytiktiir. Bu nedenle inorganik
anyonlarn CE’de go¢ siiresi ya c¢ok uzun olacak ya da dedektdre hig
ulasamayacaklardir. Tampon pH’1 diistiriilerek EOM diisiiriilme yoniine gidilebilir.
Ancak inorganik anyonlarin ¢ogu zayif asitlerin konjuge bazlar1 oldugundan diisiik
pH’larda dissosiye olmayacaklardir. Inorganik anyon analizinde bu nedenle yiiksek
pH’larda tamponlar tercih edilir. Inorganik anyonlari CZE’de ayrrmak igin genel
metod, tampona bir katyonik ylizey aktif madde ilavesi veya katyonik polimer ile
kapiler ylizeyini gecici olarak pozitif yiikle kaplamak, bdylece EOF’nin yoniinii
degistirmektir. Cihazda polarite degistirilerek (pozitif ve negatif elektrotlarin
pozisyonu) injeksiyon negatif ugtan yapilir ve dedeksiyon pozitif tarafta
gerceklestirilir. Bu durumda Sekil (3.1-b)’de gorildiigii gibi anyonlarin
elektroforetik mobiliteleri ile elektroosmotik akis ayn1 yonde olacagindan, anyonlarin

cok hizli bir ayrim1 gergeklestirilebilir.

19



a) Injeksiyon Dedektor

— EOF \
+ pe peo -
«— O—)
——pua
b) Injeksiyon Dedektor
\ —EOF \

Sekil 3.1-a) Dedektoriin kotot tarafinda oldugu CZE ayrimi

3.1-b) Dedektdriin anot tarafinda oldugu CZE ayrimi

Inorganik katyonlarin ayriminda EOF ve elektroforetik mobilite ayn1 ydnde
oldugundan EOF degisikliklerine gerek yoktur. Katyonlarin ayrimindaki ciddi
problem ise inorganik katyonlarin yiik ve biiyiikliiklerinden dolayr benzer pe’ye
sahip olmalar1 nedeniyle CZE ayriminin yeterli olmayisidir. Bu nedenle tasiyici

elektrolite zay1f kompleks yapict maddeler katilarak ayrim se¢imliligi degistirilebilir.

CZE’de inorganik anyon ve katyonlar icin uygun dedektér secimi problemlidir.
Bir¢ok inorganik anyon (nitrit, nitrat, bromiir gibi birka¢ anyon hari¢) uygun

dalgaboyunda 6nemsiz absorbanslara sahiptirler.

UV gecirgen inorganik iyonlar1 dedekte etmenin yaygin bir yolu indirekt UV
dedeksiyonudur. Bu amacla tampon ¢ozeltiye UV aktif kromofor bir madde ilave

edilir. Kromofor kapiler i¢inde bir geri UV absorbansi olusturur. Analit dedektor
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bolgesinden gegerken bu absorbansda bir azalma olusur. Boylece analitler negatif
pikler olarak tayin edilirler. Indirekt UV dedeksiyonun duyarlihg kromofor
elektrolitin molar absorpsiyonuna ve yiikiine baghdir. Ayrica duyarlilik, kromoforun
mobilitesinin 6rnek iyonlariinkinden diisiik ya da biiyiik olusuna bagli olarak artar
ya da azalir. Bir bagka deyisle resoliisyonu diistirmemek ve pik sekillerini bozmamak

icin 6rnek iyonunun mobilitesi ile kromofor iyonunki birbiriyle uyumlu olmalidir.

CZE ile inorganik iyon analizi duyarliligin dikkatli bir sekilde optimizasyonunu
gerektirir. Hidrostatik ve elektrokinetik injeksiyonun her ikisi de kullanilabilir.
Direkt ya da indirekt UV dedeksiyonun kullanilmasiyla diisiik ppb araliginda

dedeksiyon limiti elde edilebilir.
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4. DENIZ SUYU

4.1. Deniz Suyunun Kimyasal Bilesimi

Deniz suyu yaklasik %96,5 saf su ve %3,5 ¢oziinmiis maddeden olusur. Normal
deniz tuzlulugu yaklasik 35 g ¢oOziinmiis madde / kg deniz suyudur. Neredeyse
yeryiiziinde bulunan tiim elementler deniz suyunda ¢o6ziinmiis olarak bulunur. Tablo
4.1’de deniz suyunda bulunan elementlerin miktarlar1 ve tuzluluk katki yilizdesi

verilmistir :

Tablo 4.1. Elementlerin deniz suyundaki miktarlar1 ve tuzluluk % si

Biiyiik Bilesenler: g/kg deniz suyu tuzluluk yiizdesi
Cl 18.980 55.04
Na* 10.556 36.61
SO, 2.649 7.68
Mg®* 1.272 3.69
ca?t 0.400 1.16
K* 0.380 1.10
Toplam 34.237 99.28
Kiigiik bilesenler

HCO5 0.140 0.41
Br 0.065 0.19
Sr2* 0.026 0.07
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B 0.013 0.04

F 0.001 0.001
Toplam 34.482 99.99
Eser elementler <0.001 <0.001

Tablo 4.1 de gorildiigii gibi sadece 6 element temel elementtir ve deniz tuzlulugunun

%99’undan fazlasini olustururlar . Na ve Cl yalniz baslarina %86 tuzluluk yapar.

Yaygin eser elementler; N, Li, Ru, P, I, Zn, Mo’dir.
En az 50 element daha 10 ppb’den daha diisiik miktarda bulunur. Bunlar; bakir,
arsenik, uranyum, nikel, altin, mangan, civa, titanyum, kobalt, radyum, giimiis,

kadmiyum, bizmut, tungsten, krom, toryum ve nadir toprak elementleridir.

Deniz suyundaki organizmalar i¢in temel besleyici elementler N, P, Si deniz

suyunda ¢oziinmiis halde NO3™, PO, ve silika SiO seklinde bulunurlar.
Deniz suyundaki yaygin ¢ézlinmiis gazlar ise; O,, N2 ve CO;’dir.

Tuzluluk, denizde ¢6ziinmiis mineral tuzlarinin konsantrasyonunun bir 6l¢timiidiir.
Tuzluluk, biitiin karbonatlar okside c¢evrildiginde, biitin Br ve I, CI" ile yer
degistirdiginde ve tiim organik madde okside oldugunda 1 kg deniz suyunda

¢ozlinmiis solid materyalin toplam miktar1 olarak tanimlanir.

Forchammer Kuralina gore; tuzluluk agik okyanuslarda saf suyun ilavesiyle veya
buharlastirilmasiyla degisir. Biiyiik sayida farkli ¢6ziinen madde miktarina ve
tuzlulugun bir denizden digerine degisim gostermesine ragmen deniz suyundaki

¢ozilinen temel iyonlarin orani sabit kalir.

Forchammer Kuralindan dolay1 ¢6zlinmiis bir bilesenin konsantrasyonunu 6lgmek
bize diger biitiin bilesenlerin konsantrasyonlar1 hakkinda az c¢ok bilgi verecektir.
Deniz suyunda en bol bulunan elementlerden biri CI”dir (%55).

Toplam tuzlulugun %55,04’1 klordandir.

Tuzluluk ( %) = 0,03 +1,805 (klorluluk, %) olarak verilir. (4.1)

Brom ve diger halojenler bu klorluluga dahildir.
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Klorluluk, deniz suyunun AgNOs; ile titrasyonu ile bulunabilir. Yontem hassas
ancak zaman ve pahali kimyasal sarfim1 gerektiren bir yontemdir. Bu nedenle
genellikle tuzluluk salinometre denilen ve elektriksel kondiiktivite Ol¢limiine

dayanan cihazlarla 6lgiiliir ve klorluluk denklem 4.1 den hesaplanir.

Deniz suyundaki elementlerin kaynaklar1 4 grupta toplanabilir. Coziinen iyonlar

okyanuslara;

a) Kiyasal Akis (Kimyasal iirlinlerin akarsulardaki ¢ozeltilerle tasinmasi )

b) Denizlerdeki Volkanik Olaylar (Volkanik kiiller donmus likitlerdir ve kolaylikla
deniz suyu i¢ine ¢ekilebilirler)

¢) Deniz dibindeki sedimente olmus materyallerin ¢ozeltileri

d) Deniz dibindeki kil mineralleri ile katyonlarin yerdegistirmesi sonucu katilirlar.

4.2. Deniz Suyu ve Bromiir Iyonu

Brom (Br) elementi, 1826 yilinda Balard tarafindan deniz suyundan izole edilerek
kesfedilmistir. Deniz suyunda 65 mg /L Bromiir (Br °) iyonu seklinde bulunur. 1 ton
brom eldesi i¢in 150.000 ton deniz suyunun prosesi gerekli olmasina ragmen, halen
deniz suyu brom iiretimi i¢in temel ticari kaynaktir. Bromiir iyonu yeralt1 sularinda
da bulunmaktadir. igme sularindaki bromiir konsantrasyonu 1 mg/L yi gegmemelidir.
Ener;ji santrallerinde, sogutma sulariin dezenfeksiyonu i¢in klorlanmasi sirasinda
suda bulunan bromiir iyonlar1 kanserojen tri halometanlarin olusumunu etkiler.
Enerji santralleri cogunlukla kiy1 bolgelerde kurularak, deniz suyu sogutma suyu

olarak kullanilmaktadir. Kiy1 bélgelerinde tuzluluk nehir sularinin etkisi ile degistigi

i¢in, kullanilan deniz sogutma sularinin Br~ konsantrasyonunun takibi énemlidir.
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5. DENEYSEL KISIM

5.1. Kullanilan Cihazlar

Ayirma ve tayinler Prince Technologies (Emmen, Netherlands) marka kapiler
elektroforez cihazt ve Lambda 1000 (Bischoff, Germany) marka kolon iizeri,
degisebilen dalga boylu UV-goriiniir alan dedektor kullanilarak yapildi. Dalga boyu
210 nm’ye ayarlandi. Kullanilan kapiler kolonlar Polymicro Technologies (Phoenix,
AL, USA) firmasina aittir. Kapilerin i¢ ¢ap1 75 pm, toplam uzunlugu 53 cm ve etkin

uzunlugu 43 cm olarak segildi.

Otomatik kapiler yikamasi, Ornek injeksiyonu ve voltaj uygulamasit bir PC
bilgisarayla kontrol edildi. Datalarin degerlendirilmesi bir software programi ile
(Prince Technologies, Emmen, Netherlands ) gerceklestirildi. Her ayirma islemi arast

kapiler 2 dakika ¢aligma tamponu ile yikandi.

5.2. Kimyasallar

PEI (molekiil agirlig 6.10° —1.106) Fluka (Buchs, Switzerland) dan satin alindi.
Anyonlarin sodyum veya potasyum tuzlar1 ve Tris Merck (Darmstadt, Germany) den

temin edildi. Biitiin 6rneklerde deiyonize su kullanildi.

5.3. Kapiler Kolunun PEI ile Kaplanmasi

Silika kapilerden 30 dakika siire ile 1000 mBar basingla 1 M NaOH gecirilerek
kapiler aktif hale getirildi. Daha sonra ayni basingla 15 dakika su ile yikandi. Kapiler
1500 mBar basingta 10 dakika siire ile %10’luk PEI ¢ozeltisi ile yikanarak, bu
¢oOzelti kapiler i¢cinde 1 saat siire ile birakildi. Bu siire sonunda 1500 mBar basingla

hava verilerek polimer kapilerin i¢inden ¢ikarildi ve 15 dakika su ile yikandi.
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5.4. Deniz Suyu Orneklerinin Hazirlanmasi

Deniz sular1, Karadeniz ve Istanbul Bogazi’ndan 1.U. R/V ARAR gemisi tarafindan
21 Haziran 2001 tarihinde toplanmistir. Orneklerin tuzluluk dereceleri, salinometre
ile tayin edilmistir. Asagidaki tabloda, deniz suyu orneklerinin tuzlulugu, 4.1 no’lu
denklem kullanilarak hesaplanan klorlulugu (gCl" / 1000g deniz suyu),
laboratuarimizda pH metre ile Olglilen pH degerleri, piknometre ile Slgiilen deniz

suyunun yogunlugu ve hesaplanan NaCl molaritesi Tablo 5.1 de verilmistir.

I; Istanbul Bogazi’m, II; Karaburun’un 2 mil agigim1 gdstermektedir. Merkezlerin
koordinatlari; I: 41° 13" 50" N; 29° 08" 00" E ve 1I: 41° 17" 10" N; 29° 10" 09”

E’dir. Ornek istasyonlarinim yerleri Sekil 5.1 de gosterilmistir.
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Sekil 5-1: Ornek istasyonlarinin yerleri
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Tablo 5.1. Farkli derinliklerdeki deniz suyu 6rneklerinin tuzluluk, klorluluk, pH,

yogunluk ve NaCl degerleri

Deniz Derinlik | Tuzluluk | Klorluluk pH Yogunluk | NaCl
suyu (m) (%o) (oCr (g/ml) (mol/L)
/10009
deniz
suyu)
I Yiizey 17.53 9.69 8.240 0.9986 0.2727
l 10 17.57 9.71 8.218 0.9987 0.2733
I 50 30.00 16.60 7.784 1.009 0.4717
I 69 36.10 19.98 7.717 1.012 0.5697
I Yiizey 17.52 9.68 8.231 0,999 0.2725
I 10 17.60 9.73 8.228 0.998 0.2736
I 63 30.00 16.60 7.870 1.006 0.4701
I 72 35.01 19.31 7.714 1.012 0.5522
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. Orneklerdeki NaCl Matriksinin Bromiir iyonunun Kapiler Elektroforetik

Davramisina Etkisi

Bromiir iyonunun yiiksek oranda tuz igeren matriks ortam iginde, PEI ile kaplh
kapilerde elektroforetik davranisini incelemek i¢in, 0.1 mM Br ™ standard1 ve gittikce
arttirllan konsantrasyonlarda NaCl igeren ¢ozeltilerin 20 mM Tris tamponu (pH=S8)
iceren kapiler i¢ine injeksiyonlart yapildi. Sekil 6.1 de tuz icermeyen (a) ve artan
oranlarda tuz igeren (b, ¢, d) standart drneklerin elektroferogramlar1 goriillmektedir.
Elektroferogramlar 22 kV voltaj altinda ve 210 nm dalga boyunda alinmustir.
Kullanilan kapiler 43 cm etkin uzunlugunda ve 53 cm toplam uzunlugunda PEI ile
kaplanmis 75 pum i¢ caplh silika kapilerdir. Elektroferogramlardan goriildiigii gibi,
ornek icindeki tuz konsantrasyonu arttik¢a pik boylart kiigiilmekte, pik genislikleri
artmakta ve giirtiltii artmaktadir. Tablo 6.1 de artan tuz konsantrasyonu ile bromiir
pikinin gelis siiresi(t), normalize pik alanlar1 (A/t) ve pik boylar1 (h) toplu olarak
verilmistir. Sekil 6.2 de t/to, h/ho, A/Ao oranlarmin Ornek igindeki tuz
konsantrasyonu ile degisimi goriilmektedir. to, ho, Ao sirasiyla tuz igermeyen
standart ¢ozeltinin gelis siiresi, pik boyu ve pik alanidir. Sekilden goriildigii gibi pik
yiiksekligi artan tuz orani ile hizla diismekte, pik alani diisiik tuz konsantrayonlarinda
sabit kalmakta, 20 mM’dan daha yiiksek konsantrasyonlarda hizla diismekte ve 45
mM’dan yiiksek konsantrasyonlarda pikler tespit edilememektedir. Bu durumda
yiikksek oranda tuz iceren Orneklerde bromiir iyonunun kantitatif tayini miimkiin

olmamaktadir.
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Sekil 6.1 : Tampon: 20mM Tris. Injeksiyonlar 0.1mM bromiir iceren tuzlu ¢ozeltiler.

Orneklerdeki NaCl konsantrasyonlari(mM): a) 0, b)15, ¢)25, d)40.

Tablo 6.1 . Tuz icermeyen tampona injeksiyonda, 6rnekteki bromiir pikinin t, h, A degerleri

NaCl(mM) t(s) h(AU) A(AU) t/to h/ho A/Ao
0 2.68 |5.86E-03|3.83E-05| 1.000 | 1.000 | 1.000
5 2.623 |1.99E-03|3.56E-05| 0.979 | 0.340 | 0.928
10 2.577 |1.17E-03|3.59E-05| 0.962 | 0.199 | 0.937
15 2.59 |7.38E-04|3.49E-05| 0.966 | 0.126 | 0.913
20 2.57 |6.24E-04|3.54E-05| 0.959 | 0.106 | 0.925
25 2.557 |5.29E-04 |1.64E-05| 0.954 | 0.090 | 0.429
30 2.62 |4.15E-04|1.63E-05| 0.978 | 0.071 | 0.425
35 2.523 |3.52E-04 [1.95E-05| 0.941 | 0.060 | 0.508
40 2.587 |3.45E-04|8.99E-06| 0.965 | 0.059 | 0.235
45 2.513 |3.20E-04|9.21E-06| 0.938 | 0.055 | 0.241
50 2.72 1.015 | 0.000 | 0.000
60 0.000 | 0.000 | 0.000
70 0.000 | 0.000 | 0.000
80 0.000 | 0.000 | 0.000
90 0.000 | 0.000 | 0.000
100 0.000 | 0.000 | 0.000
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Sekil 6.2 : t/to(0), h/ho(l) ve AJ/A0(A) degerlerinin oOrnek igindeki tuz

konsantrasyonu ile degisimi

Tuz matriksinin Br ~ iyonunun kapiler elektroforetik tayininde, etkisini ortadan
kaldirmak amaciyla, belli konsantrasyonda tuz igeren ayirma tamponunda bromiir
iyonunun davranigt incelendi. Bu amagla 20mM Tris, 20mM NaCl (pH=8) igeren
tampona gittikce artan oranlarda NaCl igeren 0.1 mM Bromiir standardi injekte
edildi. Sekil 6.3 de, tuz igcermeyen bromiir standardinin (a) ve farkli oranlarda tuz

iceren orneklerin (b, c, d, e, f') elektroferogramlar1 goriilmektedir.

Sekil 6.1 ve Sekil 6.3 karsilastirilirsa, tuzlu tampona injeksiyonda da pik
boylarindaki kii¢iilmenin daha az oldugu, pik sekillerinin Sekil 6.1°e gore daha

diizgiin oldugu ve elektroferogramlardaki giiriiltiiniin ¢cok azaldig1 gortilmektedir.
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Sekil 6.3 : Tampon: 20mM Tris, 20mM NaCl. Injeksiyonlar 0.1mM bromiir iceren
tuzlu ¢ozeltiler. Orneklerdeki NaCl konsantrasyonlar1 (mM) : a) 0, b)15, ¢)25, d)40,
)60, f)100mM.
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Takip eden injeksiyonlarda bromiir pikinin gelis siiresi, pik yiiksekligi ve pik alan

Tablo 6.2 de verilmistir.

Tablo 6.2. Tuzlu tamponda, 6rnekteki NaCl degisimi ile Bromiir pikinin t, h, A

degisimleri

NaCl(mM) t(s) h(AU) A(AU) t/to h/ho A/Ao
0 1.747 |4.70E-03|2.40E-05| 1.000 | 1.000 | 1.000
5 1.75 |4.35E-03|2.31E-05| 1.002 | 0.927 | 0.965
10 1.743 |4.30E-03|2.29E-05| 0.998 | 0.916 | 0.956
15 1.753 |3.63E-03|2.23E-05| 1.003 | 0.773 | 0.930
20 1.743 |3.07E-03|2.14E-05| 0.998 | 0.654 | 0.894
25 1.733 |2.73E-03|2.19E-05| 0.992 | 0.581 | 0.915
30 1.743 |2.65E-03|2.30E-05| 0.998 | 0.565 | 0.960
35 1.727 |2.03E-03|2.24E-05| 0.989 | 0.431 | 0.934
40 1.743 |2.11E-03|2.40E-05| 0.998 | 0.450 | 1.001
45 1.747 |1.95E-03|2.33E-05| 1.000 | 0.416 | 0.975
50 1.743 |1.76E-03|2.40E-05| 0.998 | 0.375 | 1.002
60 1.87 |[1.17E-03|2.26E-05| 1.070 | 0.249 | 0.943
70 1.857 |1.05E-03|2.29E-05| 1.063 | 0.223 | 0.955
80 1.863 |9.45E-04 |2.38E-05| 1.066 | 0.201 | 0.995
90 1.88 |8.07E-04|2.20E-05| 1.076 | 0.172 | 0.920
100 1.903 |8.31E-04|2.38E-05| 1.089 | 0.177 | 0.993

Sekil 6.2 ye benzer sekilde, bu tablodaki t/to, h/ho, A/Ao degerlerinin drnekteki artan
NaCl konsanrasyonuna karsi ¢izilen Sekil 6.4 de verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi
tuzlu tampona injeksiyonda pik yiikseklikleri artan tuz konsantrasyonu ile azalmakta
fakat gelis siireleri ve pik alanlar1 ¢ok genis bir tuz konsantrasyon araliginda (0-100
mM) sabit kalmaktadir. 0-100mM arasinda NaCl matriksi i¢eren bromiir standardinin
Sekil 6.4 deki pik alanlarinin bagil standart sapmast (%RSD); 3,56 olarak
saptanmistir. Bu deger kapiler elektroforetik kantitatif tayinlerde kabul edilen sinirlar

i¢cindedir.
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Sekil 6.4 : Ornekteki artan NaCl konsantrasyonuna karsi t/to(0), h/ho(l]), A/Ao(A)

degerleri

Sonug olarak ayirma elektrolitinin optimum deger olarak saptadigimiz 20 mM
oraninda tuz icermesi durumunda 0-100 mM arasinda NaCl igeren ger¢ek orneklerde
Br ~ analizi kapiler elektroforez ile gergeklestirilebilir. Yontemin bromiir iyonu
minumum dedeksiyon limiti (LOD) tuzlu 6rnekler igin S/N = 3 olarak 0.450 ug/mL
olarak saptanmistir. Tuz igermeyen Orneklerde ve tuzsuz tampon injeksiyonlarinda
PEI kapli kapilerde bromiir iyonunun tayin limiti 0.207 pg/mL’dir (9). Tuzlu
orneklerde tayin limiti yiikselmesine ragmen, bu limit ger¢ek Orneklerde bromiir
tayini i¢in oldukca diisiik bir degerdir. Yontemin bir uygulamasi olarak Karadeniz

deniz 6rneklerinde bromiir analizi yapilmstir.

6.2. Deniz Orneklerinde Bromiir Tayini

Tablo 6.1 de toplu dzellikleri verilen Karadeniz ve Istanbul Bogazi'nin iki farkl
bolgesinden ve farkli derinliklerden (yiizey, orta ve dip ) toplanan deniz suyu
ornekleri 20 mM Tris ve 20mM NaCl igeren tampon icine injekte edildi. Yapilan 6n
denemeler sonucu, deniz suyu Orneklerinin 20 kat seyreltilmesi ile bile belirgin

bromiir piki verdikleri tespit edildi. Deniz suyu Orneklerinde deneysel kisimda
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aciklandig1 sekilde hesaplanan NaCl molariteleri, yaklasik 20 kat seyreltilerek tim
deniz suyu orneklerinin NaCl igerigi 13.6 mM’a getirildi. Ayn1 konsantrasyonda tuz
igeren standart bromiir 6rnekleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon

egrisi Sekil 6.5 de goriilmektedir.

9,E-05

y =0,0004x
R%=0,9974

6,E-05

3,E-05

0,E+00 T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2

mM

Sekil 6.5 : Bromiir iyonunun kalibrasyon grafigi

Kalibrasyom egrisinden deniz sular1 bromiir igerigi hesaplanarak sonuglar Tablo 6.3

de verilmistir. Tablodaki sonuglar iki injeksiyonun ortalamasi alinarak verilmistir.

Tablo 6.3 . Deniz Suyundaki Bromiir Miktarlari

Ornek

Derinlik(m) mg Br /I
I 0 33.2+0.9
I 10 438 +1.7
I 50 64.7+1.2
I 69(Dip) 72.8 £2.7
1 0 33.8+0.7
1 10 422 +1.7
] 63 50.0+1.9
] 72(Dip) 63.9+2.0
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Tekrarlanabilirligi hesaplamak i¢in segilen iki deniz suyu Orneginin ardarda alti

injeksiyonu  gerceklestirilmistir.  Bromiir

pikinin  gelis  siiresi,

alanm1  ve

konsantrasyonunun alinarak tekrarlanabilirlik degerleri Tablo 6.4 de goriilmektedir.

Tablo 6.4 . Deniz Suyunun Tekrarlanabilirligi

A (Pik Alam) t (Gegis Siiresi) mgBr/I

%RSD %RSD %RSD
| Dip 3.06 0.23 3.28
II Yiizey 2.76 0.44 3.00

Tablo 6.5°’de deniz suyu igine ilave edilen standart bromiir miktarinin geri
kazanimlar1 goriilmektedir. Deniz suyu elektroferogramlarinda bromiir iyonundan

baska bir pik goriilmemistir.

Tablo 6.5 . Geri Kazanim

Eklenen Br Kons.

% Geri Kazanim

% Geri Kazanmim

(mM) (10 m) 1 (63m)
0.02 103.8 102.1
0.05 98.0 98.3
0.08 99.7 100.4

Gergek oOrneklerde bromiir iyonu ile bulunabilecek UV aktif diger inorganik
anyonlar, bromiir iyonu ile birlikte 20 mM Tris + 20 mM NacCl icaren tampon i¢ine
injekte edilmis ve Sekil 6.6 daki elektroferogramdan goriildiigii gibi injekte edilen 7
iyonun kapiler elektroforetik ayirimi gergeklesmis ve higbir iyon bromiir piki ile

cakismamuistir.
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r m e ( m h
Sekil 6.6 : inorganik anyonlarin elektroferogrami. Tampon: 20mM Tris, 20mM
NaCl. Ornek: Herbir iyonun konsantrasyonu 0.1 mM, NaCl: 13.6 mM. Pikler 1:Br,
2: 1, 3: 103, 4: BrOy4, 5: NO,” 6: NO3 7: SCN',

6.3. Orneklerdeki NaCl Matriksinin Iyodiir Iyonunun Kapiler Elektroforetik

Davranigina Etkisi

Bromiir iyonuna benzer sekilde, iyodiir iyonu ve farkli oranlarda NaCl igeren
standart ornekler 20mM Tris ve 20 mM Tris + 20 mM NaCl igeren tampon igine
injekte edilerek, iyodiir iyonunun gelis siiresi, pik yiiksekligi ve pik alanindaki
degisimler incelendi. Tablo 6.6 ve Sekil 6.7 de tuzsuz tampona injekte edilen
orneklerdeki, Tablo 6.7 ve Sekil 6.8’de tuzlu tampona injekte edilen drneklerdeki

iyodiir pikinin degisimi goriilmektedir.
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Tablo 6.6 . Tuzsuz tamponda, 6rnek igindeki NaCl degisimi ile iyodiir pikinin t, h, A

degisimleri
NaCl(mM) t(s) h(AU) A(AU) t/to h/ho A/Ao
0 2.693 |5.75E-03|3.71E-05| 1.000 | 1.000 | 1.000
5 2.637 |2.26E-03|4.07E-05| 0.979 | 0.393 | 1.098
10 2.67 |1.25E-03|3.89E-05| 0.991 | 0.218 | 1.051
15 2.633 |7.36E-04 |3.85E-05| 0.978 | 0.128 | 1.040
20 2.68 |5.88E-04|3.51E-05| 0.995 | 0.102 | 0.946
25 2.613 |5.15E-04 |3.91E-05| 0.970 | 0.090 | 1.056
30 0 0 0
35 0 0 0
40 0 0 0
45 0 0 0
50 0 0 0
60 0 0 0
70 0 0 0
80 0 0 0
90 0 0 0
100 0 0 0
1.2
4
0.9 -
<
<
206
c
B
0.3 -
0 T
0 20 40 60 80 100
NaCl (mM)

Sekil 6.7 : Tuzsuz tampona ilave edilen 6rneklerdeki iyodiir pikinin degisimi. t/to(0),

h/ho(<), A/Ao (A).
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Tablo 6.7 . Tuzlu tamponda, rnek icindeki NaCl degisimi ile Iyodiir pikinin t, h ve

A degisimleri
NaCl(mM)  t(s) h(AU) A(AU) t/to h/ho A/A0
0 1.967 |4.78E-03|2.91E-05| 1.000 | 1.000 | 1.000
5 1.943 |3.94E-03|2.64E-05| 0.988 | 0.825 | 0.907
10 1.937 |3.79E-03|2.62E-05| 0.985 | 0.792 | 0.899
15 1.93 |3.25E-03|2.57E-05| 0.981 | 0.680 | 0.883
20 1.897 |2.80E-03|2.59E-05| 0.964 | 0.586 | 0.890
25 1.883 |2.56E-03|2.75E-05| 0.957 | 0.535 | 0.945
30 1.87 |2.16E-03|2.54E-05| 0.951 | 0.453 | 0.872
35 1.887 |2.12E-03|2.55E-05| 0.959 | 0.445 | 0.878
40 1.853 |1.80E-03|2.59E-05| 0.942 | 0.377 | 0.890
45 1.847 |1.57E-03|2.60E-05| 0.939 | 0.328 | 0.893
50 1.837 |1.62E-03|2.68E-05| 0.934 | 0.338 | 0.921
60 1.907 |1.24E-03|2.65E-05| 0.969 | 0.259 | 0.909
70 1.89 |1.07E-03|2.53E-05| 0.961 | 0.224 | 0.868
80 1.873 |9.02E-04|2.48E-05| 0,952 | 0.189 | 0.851
90 1.917 |7.81E-04|2.22E-05| 0.975 | 0.163 | 0.763
100 1.917 |7.28E-04|2.32E-05| 0.975 | 0.152 | 0.798

t/ito, h/ho, A/Ao

0 20 40 60 80
NaCl (mM)

100

Sekil 6.8 : Tuzlu tampona ilave edilen drneklerdeki iyodiir pikinin degisimi
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Sekil 6.8’den goriildiigl gibi tamponun tuz igermesi durumunda, 0-100 mM NaCl
iceren Orneklerin alanlar1 sabit kalmaktadir. Sekildeki noktalarda pik alanlarinin
bagil standart sapmasi (%RSD) 6.09 olarak saptanmustir. Iyodiir iyonunun minumum

dedeksiyon limiti 0.586 pg/mL’dir.

6.4. Tartisma

Kapiler Zon Elektroforez (CZE) son yillarda inorganik anyon analizlerinde
kullanilmaya baglanmistir. CZE’de injekte edilen 6rnek ile tamponun iletkenliginin
farkli olmasi halinde 6rnek bolgesinde elektrodispersiyonun meydana gelmesi, bunun
da pik sekillerinin bozulmasi ve pik genislemesine neden oldugu bilinmektedir.
Literatiirde ¢ok yiiksek oranda matriks tuz iceren drneklerde anyon analizi sinirh
sayidadir. Ding ve arkadaglar1 [15] inorganik anyon ayirimini yiiksek oranda tuz
iceren matriks icinde, tampon icine yiliksek oranda NaCl ilavesi ile
gerceklestirmislerdir. Ancak bu calismada tampon icine anyon analizi i¢in gerekli
elektroosmotik akis1 degistirici bir ilave de yapmamak icin NaCl konsantrasyonu
100mM gibi yiiksek bir oranda tutulmus boylece kapiler igindeki elektroosmotik
akis bastirilmistir. Bu kadar yiiksek tuz konsantrasyonu kullanimi kapiler iginde
280upA’e cikan akim yaratmis, bu akim kapiler elektroforez cihazinin tolere edecegi
akimdan ¢ok yiiksek oldugu i¢in aywrma anmda voltaj otomatik olarak
diisiiriilmiistiir. Bu da elektroforetik mobilitenin ve gelis siiresinin diismesine neden
olmustur. Literatiirde yiiksek oranda tuz igeren deniz suyu orneklerinde Br ~ analizi
icin iki caligmaya rastlanmistir. Fukushi ve arkadaslar1 [16] deniz suyu Ornegini
tampon olarak kullanmislardir. Tampondaki toplam Cl = konsantrasyonu 50mM’dir.
Bu da 330 pA akima yol agmistir. Buna ragmen iginde 40 mM kadar tuz i¢eren Br ~
orneklerinin kantitatif ayrimi gergeklestirilmistir. Woodlan ve Lucy [17] 20mM tuz
iceren suni deniz suyu 6rnegini tampon olarak kullanmis ancak elektroosmotik akisi
tersine ¢evirmek i¢in tampona 30 mM surfaktan ilavesi gerekmistir. Bu calismada
kullanilan PEI ile kaph kapilerde elektroosmotik akis hizi, anyonlarin elektroforetik
mobiliteleri ile ayn1 yonde oldugundan tampona bir elektroosmotik modifiye edici
katilmasima gerek olmamaktadir. Ayn1 nedenle elektroosmotik akisi bastirmak igin
tampon i¢indeki tuz konsantrasyonunu yiikseltmek gerekmemektedir. Kullandigimiz

20 mM tuz konsantrasyonunda incelenen anyonlarin pik alanlar1 genis tuz
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konsantrasyon araliginda sabit kalmakta ve yontemin en biiyiik avantaji kapiler
icinde olusan akim 75 pA civarinda kalmaktadir. Bu akim kullanilan cihazin iist

akim limitinin (200pA ) ¢ok altindadir.

Tuzlu 6rneklerde segilen ayirma sartlari Karadeniz ve Istanbul Bogazi deniz suyu
orneklerine basariyla uygulanmistir. Deniz suyu Orneklerinin analiz sonuglarinin
tekrarlanabilirlikleri ¢ok iyidir. Sonug¢ olarak CE matriks iyon igeren anyon
orneklerinde IC’ye gore daha hizli ve daha ekonomik bir yontem olarak iyi bir

alternatif olmaktadir.
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