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OZET

SUT ENDUSTRIiSINDE GIDA GUVENLIGI VE KALITESININ
ARTTIRILMASI AMACIYLA pH, TOPLAM ASITIiDE VE YAG MiKTARININ
HIZLI VE EKONOMIK TAYINIi iCIN OTOANALIZOR CIHAZ
GELISTIRILMESI

Alime Giil GONES
Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Doktora Tezi
Tez Danmismant: Prof. Dr. Ibrahim ISILDAK

Calismada; siitte toplam asitlik ve pH’ 1n eszamanli 6l¢limii i¢in yeni bir yontem tarif
edilmektedir. Ug farkli kompozisyonda ve farkli sekillerde hazirlanan kompozit pH
elektrot test edildi. pH elektrotlarin potansiyometrik performans 6zellikleri bilgisayar
kontrollii ¢ok kanalli potansiyometre sistemi kullanilarak incelendi. En 1yi
potansiyometrik performans %12.50 islem gormiis trimetilhidrokinon, %12.50 islem
gérmemis trimetilhidrokinon, %25 grafit ve %50 polimetil metakrilat birlestirerek
hazirlanan pH elektrottan elde edildi. pH ve referans elektrot i¢in sirali enjeksiyon
analiz sistemde kullanilmak {izere akis hiicresi tasarlandi. Ozellikle total asitlik
tayininde etkinligi artirmak i¢in, ti¢ farkli mini-kolon sirali enjeksiyon analiz sistemde
akis yoluna uygulandi. Toplam asitlik, pH ve yag analizi Olglimlerinin
optimizasyonunda, mobil faz konsantrasyonu, enjeksiyon hacmi, tasiyici faz akis hizi,
minyatiir kolonun uzunlugu, akis yolunun uzunlugu gibi bazi temel parametreler
incelendi. Akis sistemine uygun tasarlanan mini biitirometre sisteme entegre edildi.
Gelistirilen sirali enjeksiyon analiz sistemi, toplam asitlik, pH ve siitte yag analizleri
icin farkli siit Orneklerine uygulandi. Elde edilen tiim sonuglar SPSS programi
yardimiyla analiz edildi. Gelistirilen yontemle siit 6rneklerinden elde edilen sonuglar
klasik titrasyon yontemi ile elde edilen sonuclarla karsilastirildi. Birbirleri ile uyumlu
oldugu bulundu. Siit 6rneklerinden elde edilen pH sonuglari ve ticari bir cam pH
elektrotu ile elde edilen sonuglar kiyaslandiginda anlamli bir fark gozlenmedi. Siit
orneklerinden elde edilen yag orani sonuglar1 Gerber yontemiyle tekrarlandi. Tiim
sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu tespit edildi. Gelistirilen yontemle elde edilen
veriler, pH, toplam asitlik ve yag orani tayinlerini ekonomik, hizli ve dogru bir sekilde
diisiik hacimli siit Orneklerinde eszamanli olarak Olgiilebilecegini ve geleneksel
yontemlerin yerine kullanilabilme potansiyeli oldugunu gdéstermektedir.
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ABSTRACT

THE DEVELOPMENT OF AN AUTO-ANALYZER DEVICE FOR FAST AND
ECONOMIC ANALYSIS OF pH, TOTAL ACIDITY AND FAT RATIO
IMPROVING THE FOOD SAFETY AND QUALITY IN DAIRY INDUSTRY

Alime Giil GONES
Bioengineering Department
MSc. Thesis
Adviser: Prof. Dr. Ibrahim ISILDAK

In this study; A new simultaneous method measuring total acidity and pH of milk is
described. Three composite pH electrodes in different composition and production
phase were tested. Potentiometric performance characteristics of the pH electrodes in
the stagnant environment were examined by using a computer-controlled multi channel
potentiometer system. The best potantiometric performance was obtained from the
electrode prepared by combining 12.50% treated trimethylhydroquinone, 12.50%
untreated trimethylhydroquinone, 25% graphite and 50% polymethyl methacrylate. A
flow-cell has been designed for pH and reference electrodes for the sequential injection
analysis. Three different miniature columns were applied in the flow-line to improve the
efficiency of total acidity measurement in the sequential injection analysis system.
Some main parameters such as volume of injection, flow-rate of carrier, length of
miniature column, length of tubing as they are asumed highly influential in
simultaneous measurement of total acidity, pH and fat ratio analyses were examined for
the optimization. During the trials, mobile phase concentration and sampling rate were
also taken into account to obtain best titration peak curve. The mini boutirometer
designed for the flow system is integrated into the system. Finally the developed
sequential injection analysis system was applied to different milk samples for total
acidity, pH and total fat ratio analyses. Results obtained by both methods were analyzed
by SPSS software. The obtained results by the developed method were compared with
the results obtained by classical titration method and found to be compatible with each
other. pH results of milk samples that they are simultaneously measured in the system
developed were also compared with the results obtained by a commercial glass pH
electrode. The obtained pH results were also found to be compatible with each other.
Fat ratio results of milk samples that are obtained by Gerber method, fount to be
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compatible with each other. In sight of obtained data, the method developed in the
present study will ensure some advantages such as economy, fast and pricise
measurement of pH, total acidity and fat ratio simultaneously in low volume milk
samples, and might have potential to replace by the conventional methods.

Keywords: Sequential injection analysis, simultaneous measurement, pH and total
acidity, composite pH electrode, fat ratio analysis.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Giinlimiiziin en 6nemli konularmin baginda, gida giivenliginin saglanmasi ve kalitesinin
arttirilmas: gelmektedir. igerdigi besin 6geleri nedeniyle mikrobiyal gelisime uygun bir
ortam olmasi, siitte gida giivenligi ve kalitesi konusunu diger iiriin gruplarina gore daha
onemli bir hale getirmektedir. Siitiin kontamine olmasi ile organoleptik degisimler
meydana gelmekte ve en Onemlisi siit, patojen mikroorganizmalari tagiyan bir risk
materyali halini almaktadir. Bununla birlikte, siit endiistrisi uygulamalarinda siit ve siit
tiriinlerinin kalitesini birinci derecede etkileyen unsur siitiin igerdigi yag oranidir. Siitiin
fiyatlandirilmasinda, siit iriinlerinin tiiketicinin arzu edecegi kalite ve standartta

tiretilmesinde siitlin yag orant en 6nemli yeri tutmaktadir [1].

Siit isletmelerinde ham siit alimindan baglayan proses boyunca pH, titrasyon asitligi
(toplam asitlik), yag, protein, kuru madde orani ve antibiyotik testi gibi siitiin kalite ve
giivenilirligini ortaya koyan c¢ok sayida onemli parametrenin rutin olarak izlenmesi
gereklidir [2]. Sektorel uygulamalar, Tirk Gida Kodeksi Mevzuati ve ISO 22000
uygulamalar1 esas alinarak incelendiginde, c¢ig siit icin en Onemli kontrol
parametrelerinin; siit pH ve titrasyon asitligi ile yag orani oldugu vurgulanmaktadir [3].
Bu parametreler siit ve siit iiriinlerinin tat ve tekstiirel yapisina dogrudan etki etmektedir

[4], [5]. Bu parametrelerin takibi igin ¢ok sayida yontem gelistirilmistir.

Siitte pH 6l¢limii, siit asitliginin tanimlanmasinda en 6nemli parametredir. pH daha az
degisken bir yap1 gosterdiginden siitte asitlik tayininde ilk tespit edilmesi gereken kriter

olarak yerini almistir. Cig siitiin pH' 1 tiirler arasinda pek farklilik gdstermemekle
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beraber bu deger inek siitii i¢in ortalama 6.6-6.8 ve kegi siitii igin 6.3-6.7 arasindadir [6].
Kimyasal ve biyolojik sistemlerde pH 6l¢iimii iki yolla yapilmaktadir; kolorimetrik ve
potansiyometrik yontemler [7], [8].

Siitte toplam asitlik tayini iki yontemle yapilmaktadir. Ampirik usullerle siitiin
asitidesinin tayini i¢in kaynatma deneyi, alkol deneyi ve fosfat deneyi uygulanmaktadir.
Titrimetrik yontem ile siitiin asitidesinin tayini; titre edilen asitide veya laktik asit
cinsinden, Soxhlet-Henkel cinsinden asitidenin tayinidir [7], [8]. Asit-baz titrasyonunun
temel prensibi, oldukca eskiye dayanmakla birlikte giiniimiizde de degismeden devam
etmektedir [9]. Ulkemizde siitte toplam asitligi belirlemek amaciyla titrimetrik
yontemler daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem manuel bir uygulama
olmasi, indikatoriin renk degisim araliginin nitel yargilara dayanmasi nedeniyle tam ve
dogru sonuglarin alinmasma engel teskil etmektedir [10]. Bununla birlikte, diisiik
diizeylerdeki asit igerigine karsi duyarli olmamakla birlikte 6rnek ve kimyasal sarfiyati
fazladir [11]. Toplam asitlik tayininde daha nicel yaklasimlara ihtiya¢ duyulmus ve yeni
teknikler gelistirilmeye baslanmistir. Bunlardan biri de SEA sistem ile analizdir [12].

Stit yagi, siitiin ekonomik Onemini belirleyen degisken olarak fiyatlandirmada
belirleyici 6gedir [13]. Siitte yag analizi i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur; Babcock,
Roese, Gottlieb ve Gerber yontemleri. Ulkemizde siitte yag analizi Gerber yontemi ile

yapilmaktadir [7],[8].

Cozeltide yer alan cesitli iyonlardan genel olarak bir iyona kars1 belirli bir segicilik
gosteren elektrokimyasal sensorlere “Iyon-Secici Elektrotlar (ISE)” denir [14]. Teixeira
vd. Fe;O3 kat1 bazli karbon-epoksi bilesiginden irettikleri elektrotun sonuglarini cam
elektrot ile karsilastirdiklarinda 39.7+ 0.6 mV/pH dogrusal egimi hesaplamislardir.
Elektrotun 6mriinii 8 ay olarak tespit etmislerdir [15]. Glanc-Gostkiewicz vd. yapmis
olduklar1 ¢alismada metal oksit (RuO,) bazli pH elektrotun duyarliligini 30 mV/pH
olarak tespit etmislerdir [16]. Hosseini vd. triacetylcellulose membran bazli yaptiklari
pH sensoriin pH araligini 4-12 olarak, elektrotun cevap siiresini 1 dakikaya yakin olarak
tespit etmislerdir [17]. Kahlert, P¢rksen vd. quinhidron/grafit temelli yaptiklart pH
elektrottu FIA sistemde kullanmiglar, 50 uL 0.1 M KCI enjeksiyonunda elektrotun 50.6
mV/pH hassasiyet ile sonug verdigini tespit etmislerdir [18].

Sirali Enjeksiyon Analizi (SEA) akis esasli, mikrolitre 6l¢iilerde 6rnek ve reaktan ile

caligmaya olanak saglayan bir yontemdir. SEA sistemi tek kanalli akisi ile analitik
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tespitler ve proses kontroliinii otomatize etmek amaciyla kullanilir [19]. SEA Sistemi
kullanim kolaylig1 saglamasi, diisiik bakim ihtiyac¢lari, saglamligi, minyatiirize edilmis
olmasindan kaynakli diisiik reaktan hacmi ile ¢alismaya imkan tanimasi gibi avantajlar
saglayan bir sistemdir. Enjeksiyon ve akis merkezi bir program yardimiyla yapilir,
kimyasal sensorler ve yapisal elemanlar analize uygun olarak dizayn edilir. Farkli
kimyasal bigimleri ihtiva eden matris iginden ¢oklu analiz yapmaya imkan tanir [20],
[21]. Analizde ornekleme, kimyasal tiiretme, seyreltme, standart ekleme gibi proses

kosullart SEA sistemin yazilimi sayesinde degistirilebilir [19].

SEA sistemi ile diliisyon, diyaliz, gaz difiizyon, ekstraksiyon (sivi/sivi, gaz/sivi, kati
faz), enzimatik ve immiinolojik tahliller ile c¢esitli online operasyonlar
incelenebilmektedir [22]. Silva vd., [23] SEA sistemi kullanarak yaptiklar1 ¢alismada
suda siilfit analizi yaptilar. Themelis vd., [24] SEA sistem yardimu ile tirede fosfat tayini
yaptilar. Staden ve Tlowana [25], SEA sisteme dedektor olarak spektrofotometre
ekleyerek giibrede ¢inko analizi yaptilar. Oms vd., [26] SEA sisteme spektrofotometre
ekleyerek cevreden topladiklari gesitli 6rneklerde amonyum tayini yaptilar. Anthemidis
vd. [27] atomik absorbsiyon spektrofotometresi ekleyerek su drneklerinde arsenik tayini
yaptilar. Nielsen ve Hansen [28], SEA sisteme elektro-termal atomik absorbsiyon
spektrofotometresi ekleyerek deniz suyu ve atik sularda krom (IV) analizi yaptilar.
Theodoridis vd. [29] SEA sistemde dedektor olarak HPLC kullanarak kola, sprit ve
kahvede kafein tayini yaptilar. Min vd. [30] SEA sistemde Penicillium Chrysogenum

kiiltivasyonu sirasinda glikoz ve penisil miktarindaki degisimi gozlediler.

SEA sistemi kullanilarak titrasyon analizleri otomatize edilebilmektedir. Silva vd. [31]
SEA sistem ile birlikte fotometre kullanarak meyve sularinda toplam asitlik tayini
yaptilar. Fletcher ve Staden [32], SEA sistemde titrasyon yaparak su Orneklerinde
karbonat ve hidrokarbonat analizi yaptilar. SEA sistemi optimize ederken 33.33 uL/s
akis hiz1 ile 167 pL hacimde 6rnek kullanimini uygun buldular. Vieiraa vd. [33], SEA
sistem ile titrasyon yaparak siit ve saraptaki klorid miktarini tayin ettiler. Bunun i¢in
1.0x10° mol/L standard NaCl tasiyic1 olarak kullanarak, akis hizi olarak 32 pL/s ve
ornek hacmi olarak 256 pL kullandilar. Elde ettikleri sonuglarin, yaptiklar1 standart
analizden %95 giiven araliginda belirli bir farkinin olmadigin1 saptadilar. Rujirallal vd.
[34] yaptiklar1 ¢calismada SEA sistem kullanarak meyve sularinda toplam asitlik tayini
yaptilar. 25 pL 6rnek hacmi ile 150 pL/s akis hizinda yaptiklari denemelerde 7 6rnekle
calistilar. Bulunan sonuglarin standart titrasyon sonuglarindan 2.3-7.1 standart sapma
3



araliginda oldugunu tespit ettiler. Staden vd. [35] SEA sistemde titrasyon yontemini
kullanarak sirke drneklerinde asetik asit miktar1 tayini yaptilar. Ornek hacmi; 454 pL,
akis hizi; 2.27 mL/min (37.83 uL/s) kullandilar. 28 ornekte asetik asit miktarini 1-9
g/100 mL araliginda oldugunu saptadilar.

Silva vd. [36], yaptiklar1 ¢alismada SEA sistemi kullanarak elektrolitik sivilarda pH
tayini yaptilar. Ornek hacmi olarak 500 pL, akis hizi olarak 9.10 ml/dk (152 pL/s)
kullandilar. 48 ornekte yaptiklari analizi cam elektrotla kiyasladilar ve anlamli bir fark

olmadigin tespit ettiler.

Ayyildiz [37] yaptig1 caligmada akis enjeksiyon analiz (FIA) sistemine HPLC modifiye
ederek ayeicegi, misir, soya, kanola, yer fistig1 gibi yemeklik yaglardaki serbest yag
asidi (% FFA), peroksit sayist (PV) ve anisidin sayisi (AV) tayinlerini yapti. Akis hiz1 2
ml/dk (33 pL/s), reaktif hacmi 30 pL kulland.

1.2 Tezin Amaci

Giiniimiiziin en 6nemli konularinin basinda, gida giivenliginin saglanmasi ve kalitesinin
arttirilmas1 gelmektedir. Igerdigi besin dgeleri nedeniyle mikrobiyal gelisime uygun bir
ortam olmasi, siitte gida giivenligi ve kalitesi konusunu diger {iriin gruplarina gore daha
onemli hale getirmektedir. Siitlin kontamine olmasi ile organoleptik degisimler
meydana gelmekte ve en Onemlisi siit, patojen mikroorganizmalari tagiyan bir risk
materyali halini almaktadir. Bununla birlikte, siit endiistrisinde siit ve siit trtinlerinin
kalitesini birinci derecede etkileyen unsur siitin icerdigi yag oramidir. Siitiin
fiyatlandirilmasinda, siit iriinlerinin tiiketicinin arzu edecegi kalite ve standartta

iiretilmesinde siit yag orani en 6nemli yeri tutmaktadir.

Biitiin bu nedenlerden dolayi, siit isletmelerinde ham siit alimindan baglayan proses
boyunca pH, titrasyon asitligi (toplam asitide), yag, protein, kuru madde oranlar1 ve
antibiyotik testi gibi siitiin kalite ve gilivenilirligini ortaya koyan ¢ok sayida onemli
parametrenin rutin olarak izlenmesi gereklidir. Sektorel uygulamalar, Tirk Gida
Kodeksi Mevzuat1 ve ISO 22000 uygulamalar esas alinarak incelendiginde, ¢ig siit i¢in
en Onemli kontrol parametrelerinin; siit pH' 1, % siit asitligi ve yag orani oldugu
vurgulanmaktadir. Bu parametrelerin takibi i¢in ¢ok sayida yontem gelistirilmistir.
Halihazirda kullanilan analiz yontemlerinin uzun siirmesi ve bu siire igerisinde siitlerin

beklemesi mikrobiyal yiikiin artmasina neden olmaktadir. Mevcut analiz yontemlerinin



cogunda Olglimlerin nitel bir O6zellik gostermesi sonuglarin hassasiyetinin diigiik
olmasina, dolayisiyla optimizasyon ve standardizasyonun saglikli yapilamamasina ve

gida giivenliginde sorunlar yasanmasina sebep olabilmektedir.

Mevcut calismada; gida giivenligi ve sagligi yoniinden 6nem arz eden pH, toplam siit
asitligi ve yag orani parametrelerinin eszamanli olarak takip eden yeni bir otoanaliz
yonteminin gelistirilmesi amacglanmaktadir. Otoanalizérde, tarafimizdan gelistirilen
mikro boyutlarda pH sensérii ve mini boyutlarda tasarlanan biitirometrenin Sirali
Enjeksiyon Analiz (SEA) sistemi ile birlikte ¢alismasi amaglanmistir.  Sensorler
vasitasiyla siitin pH ve toplam asitligi; mini biitirometre vasitasiyla da siitiin yag
igeriginin analizi hedeflenmektedir. Mevcut ¢alismada, SEA sisteminde, pH, toplam
asitide (titrasyon asitligi) ve siitte yag orani test sonuglarinin bir/iki dakika icerisinde
eszamanli olarak nicel dlgiimii hedeflenmektedir. Ozet olarak; gida zincirinde gida
giivenligi ve kalitesinin arttirilmasina yonelik olarak calismada asagida yer alan temel

hedeflere ulasilmasi amag¢lanmaistir;

1. Siitiin bilesenlerinin (kimyasal ve biyolojik) tespiti i¢in yapilan pH, % siit

asitligi ve yag orani analizlerinin eszamanli gergeklestirilmesi,

2. Gelistirilen otoanalizor sistemle sozii edilen ajanlarin kisa siirede ve diisiik

maliyette belirlenmesi,
3. Olcgiimlerin nicel ve standart olmasi,

4. Gelistirilen hizli otoanalizér sistemin dogruluk ve hassasiyet yoniinden

validasyonunun saglanmasidir.

1.3 Orijinal Katki

Calismada; siit endiistrisinde yasal zorunluluklar ve kalite standartlari ¢ergevesinde rutin
olarak yapilan pH, toplam asitlik ve yag orami analizlerinin otomatize edilmesi
amaglanmistir. Bu amagcla; tamami laboratuvarimizda gelistirilen yeni yaklasim, uzun
Omiirli, kiiciik ve hassas ISE sensorler, tarafimizca tasarlanan mini bir biitirometre ile
birlikte, diisiik hacim ¢alismalarina olanak taniyan, tasarimi ve kullanimi kolay, yeni bir
teknoloji olan SEA (sirali enjeksiyon analiz) sisteme entegre edilmistir. Gelistirilen
otoanalizorde kullanilan bilesenler diisiik maliyetli olup uzun 6émiirlii ve hizli sonug elde
edilmesine imkan tanimaktadir. Sanayiye yonelik yapilan aragtirmalarda halihazirda bu
analizlerin genelde manuel olarak klasik yontemlerle yapildig1 bilinmektedir. Piyasada
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bu parametreleri tespit eden cihazlarin maliyetlerinin yiiksek, optimizasyonlarinin zor
olmasi ve bazi analizlerde diizgiin sonug¢ verirken bazilarinda hata paylarmin yiiksek
olmasi sebebi ile kullanimi1 azdir. Ayrica literatiir incelendiginde, bu ii¢ parametreyi
birlikte analiz eden, kullandig1 bilesenler ile maliyeti diisiik uzun 6émiirlii, dogru ve nicel

sonuglar veren bir sistemin bulunmadigi tespit edilmistir.

Gelistirilen sistem; optimizasyon parametrelerinin degistirilmesi suretiyle basta icecek
sektorii olmakla tizere diger gida sektorlerinde hammadde, proses ara lriinlerinin ve

nihai driinlerin, pH, asitlik ve yag miktar analizleri i¢in de kullanilabilecektir.

Ulkemizde sanayiye yonelik hammaddeden baslayarak nihai iiriine kadar iiriin giivenligi
ve kalitesinin kontrol ve takibinin yapilmasinda yeni yaklagim analiz metotlarmin ilki

olacagi diisiiniilmektedir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Potansiyometri

Bir referans ve bir ¢alisma elektrotu kullanilarak olusturulan sistemle, analiz edilmesi
amaclanan ¢ozeltide bulunan iyon miktarlarinin nicel olarak olgiilmesini saglayan

analitik metotlar potansiyometrik metotlar olarak adlandirilmaktadir [38].

2.1.1 Potansiyometrik Analizin flkesi

Potansiyometrik analizler; diisiikk akim varliginda sistemde bulunan referans elektrot ile
indikator elektrotun arasinda ortamda bulunan iyonlarin olusturdugu potansiyel farkin

Olclilmesi esasina dayanmaktadir.

Hiicrede temel olarak referans elektrot (Erer), tuz koprisii (E;), analit ¢ozeltisi, indikator

elektrot (Ejng) bulunmaktadir.

Dijital
Potansiyometre

L5
Referans indikator
Elektrot — Elekirot
Analit  —= | AXif Elektrot
Cazeltisi e, Yiizeyi

Sekil 2.1 Potansiyometrik analizler i¢in bir hiicre [39]


http://tr.wikipedia.org/wiki/Y%C4%B1ld%C4%B1z_Teknik_%C3%9Cniversitesi_Elektrik-Elektronik_Fak%C3%BCltesi

Sistemde bulunan referans elektrot (Ers); elektrot potansiyeli bilinen, analizi yapilacak
olan ¢ozeltinin Ozelliklerinden veya igeriginde bulunan diger iyonlarin bilesiminden
bagimsiz olan ve daima anot olarak islev goren bir yar1 hiicredir. Indikator elektrot
(Eing); elektroaktif iyonun aktivitesine bagli bir potansiyel olusturan olduk¢a segici bir
yar1 hiicredir. Analit ¢ozelti ile referans elektrot ¢ozeltisinin karigmasini 6nleyen bilesen
tuz kopriisidiir (Ej). E;j potansiyeli genellikle ihmal edilebilecek kadar kiiciik degerler
gosterdigi i¢in elektroanalitik ¢oziimlemelerde goz ardi edilir. Ejyq 6l¢iilmesi hedeflenen

analit ¢6zeltinin konsantrasyonu ile iligkilidir [40].

Eriicre = Eina — Er'af + E_;l' (21)

2.1.2 Potansiyometrik Yontemle pH Tayini

pH; bir cozeltide bulunan hidronyum iyonlarinin aktivitelerinin 10 tabanina gore

logaritmasinin eksi isaretlisi olarak ifade edilmektedir.

pH = —loga[H?*0%] (2.2)

Bir ¢ozeltinin pH’ 11 potansiyometrik yontemlerle 6l¢mek i¢in hidronyum iyonlarina
duyarli bir pH elektrotu ile referans bir elektrota ihtiyag duyulmaktadir. Referans
elektrotun potansiyeli bilinmektedir, pH elektrotun bulunan potansiyeli ile pH

hesaplanmaktadir. pH’ 1 belli olan S olarak ifade edilen standart ¢6zeltisi i¢in pH tayini;

2,3026 RT 2,3026 RT

ESZEO— F

log (ah’a ot )s+E° + log P H; (atm) (2.3)

(ay, o+) = Standart ¢bzeltinin hidronyum iyonu aktivitesi

E® = Likit temas potansiyeli

2,3026 RT x  2,3026 RT
— Tlog (ah,30+)+ E; +TIOgPH2 {atm) (2.4)

E, = E'y
x olarak ifade edilen bir ¢ozeltiden, pH’ 1 bilenen bir standart ¢dzeltinin elektromotor

kuvveti birbirinden ¢ikarilarak pH hesaplanirsa;

_ 2,3026 RT

_ 5 —_— _
E, —E 3 (pHy —pH;) (2.5)



F(E,—E®)
23026 RT (2.6)

pHs = Standart tampon ¢ozeltisinin pH’ 1

Es= Standart tampon ¢ozeltisinin elektromotor kuvveti
pH,= Bilinmeyen ¢6zeltinin pH’ 1

Ex= Bilinmeyene ¢ozeltinin elektromotor kuvveti

pH Olctimlerinde pH’ 1 belli referans standart ¢ozeltinin sabit standart potansiyel
(Eot+EX)) yerine kullanilmasinda doymus kalomel elektrotlarin daima ayn1 sekilde tekrar
edilememeleri, cam elektrotlarin potansiyellerinin degisken olmasi gibi sebepler yer
almaktadir [41].

2.1.3 Potansiyometrik Asit-Baz Titrasyonlari

Bir asit ¢ozeltisine bir baz veya bir baz ¢ozeltisine bir asit ¢ozeltisinin yavas yavas
eklenmesi suretiyle absis ekseni reaktif miktarini, ordinat ekseni de pH degerlerini
gosteren bir nétrallesme egrisi ¢izilir. Notrallesme noktasi egri iizerinde bir infleksiyon
noktas1 seklinde belirlenir. Bu nokta yardimi ile ¢ozeltideki toplam asit veya baz
bulunur. Asit veya bazin kuvveti notrallesme egrisinin goriintiisiinii etkilemektedir [41],

[42].

Buret

pH metre —
milivolt
skalah

Kombine
pH elektrot

Magnetik
kansgtinc

Sekil 2.2 Potansiyometrik titrasyon i¢in diizenek [43]



2.1.3.1 pKa Tayini

Zayif asit ve bazlarin potansiyometrik yontem kullanilarak titrasyonu ile dissosyasyon
sabitleri ve esdeger gramlar1 bulunabilmektedir. Zayif bir asitin dissosyasyon sabitinin negatif
logaritmasini1 bulmak i¢in, asit ayarli kuvvetli bir bazla potansiyometrik yontemle titre edilir.

Yar1 notrallesme noktasindaki pH degeri asitin pKa degerini vermektedir.

_ [H*][a7]
KG[ - [HA] (2'7)
Yar Titrasyonda;
[A7] = [HA] 2.8)
K, =[H"] (2.9)
pKa =pH (2.10)

Bir zayif bazin bir kuvvetli asitle nétrallesmesi bir zayif asitin kuvvetli bir bazla notrallesmesi
ilkesine dayanmaktadir. Nétrallesme egrileri goriiniisii ters taraftan olmaktadir ve [HzO']
yerine [OH'] iyonlar1 baz alinmaktadir. k, yerine ise k, ifadesi kullanilmakta ve asit

konsantrasyonu yerine bazin konsantrasyonu alinmaktadir [41], [42].

2.1.3.2 Doniim Noktasi Tayini

Potansiyometrik titrasyonlarda donlim noktasi tayini i¢in bir ka¢ yontem ongoriilmektedir. En
yaygin olarak kullanilan yontem (Sekil 2.3) titrant hacmine karsi potansiyelin dogrudan
grafiginin ¢izilerek egrinin sigrama yaptig1 bolgenin orta noktasinin gozle tespit edilmesi ve

donim noktast olarak belirlenmesidir.
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0.4

03—

son nokta

0.2

Elektrot potansiyeli (SCE'ye karsi), V

01

20 22 24 26
Hacim, 0.100 M AgNO,, mL

Sekil 2.3 Titrasyonda potansiyelin madde hacmine gore degisim egrisi [44]

Diger bir yontem ise (Sekil 2.4) birim titrant hacmine kars1 potansiyeldeki degisimin (AE/AV)
grafigi ¢izilir. Bu veriler 1s181nda, ortalama hacmin (V) bir fonksiyonu olarak grafigi biikliim

noktasina kars1 gelen maksimumu gosteren egri elde edilir.

1.0 I
08 —

06 —

AE/IAV, Vimi

02—

|
|
|
04 |- |
|
|
|
|

0 |
20 22 24 26

Hacim, 0.100 M AgNO,, mL

Sekil 2.4 Titrasyonda potansiyelin madde hacmine gore degisimi; birinci tiirev egrisi [44]

Bir baska yontem ise (Sekil 2.5) titrant hacmine gore potansiyelin ve hacmin ikinci tlirevi

(AZE/AVZ) almarak A’E/AV? sifir oldugu nokta esdegerlik noktasi olarak alinir [40].
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o

04 —

06 | I 1 I
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Hacim, 0.100 M AgNO,,, mL

Sekil 2.5 Titrasyonda potansiyelin madde hacmine gore degisimi, ikinci tiirev egrisi [44]
2.3 Potansiyometrik Analizlerde Kullanilan Elektrotlar

2.3.1 Referans Elektrotlar

Elektrot potansiyeli bilinen, kullanim1 sirasinda potansiyeli degismeden kalabilen, potansiyeli
tizerinde ¢alisilan ¢ozeltinin tiirline, icerigindeki analit veya diger iyonlarin konsantrasyonuna
bagli olmayan elektrotlara “referans elektrotlar” bir baska ifade ile “Karsilastirma

Elektrotlar1” denir [45].
Analizden dogru 6l¢iim sonuglart elde etmek igin bir referans elektrot;

1. Potansiyelinin sicaklik degisimlerinden etkilenme katsayisi kii¢iik olmalidir.

2. Laboratuvar ortaminda kolaylikla hazirlanabilmelidir.

3. Iginden kiigiik akim gectiginde bile gerilimi sabit kalmali, belli bir akim araliginda
tersinir olmalidir

4. Potansiyeli zamanla degismemelidir.

5. Dogru ve tekrarlanabilir Sl¢imler alinabilmelidir [42].

2.3.1.1 Kalomel Referans Elektrotlar

Doygun kalomel elektrot kolay hazirlanan bir elektrot oldugu ic¢in yaygin olarak

kullaniimaktadir ve potansiyeli 25 °C’ de 0.2444 V" dur.
Bir kalomel elektrotun sematik gosterimi;

Hg/Hg.Cl, (doy.), KCI (xM) Il
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seklindedir. Burada gosterilen x; potasyum kloriiriin molar konsantrasyonu (0.1 M, 1.0 M ve

doymus olmak iizere ii¢ konsantrasyonu yaygin olarak kullanilir) ifade eder.

Kalomel yari-hiicresinde elektrot reaksiyonu;

Hg:cf: I:k:l+ 29_ ‘;_—} EH.QI:E:I —+ ECII:_S"‘..LdE:I (2 11)
Nernst Esitligi:
E=E’y, c1ug- 00592 logCl (2.12)

Kalomel elektrotun dezavantaji; oldukca biiyiik bir sicaklik katsayisina sahip olmasidir.
Ozellikle biiyiik sicaklik degisimlerinin yasandig1 analizlerde bu durum saglhikli sonuglarin

alinmasini engellemektedir.

Sekil 2.6 da piyasada bulunan tipik bir kalomel elektrot goriilmektedir. Bu elektrotun boyu 5
ile 10 cm arasinda, ¢apt 0.5-1.0 cm araliginda degisebilmektedir. Igteki tiipte doygun
potasyum kloriirdeki civa/civa(I) kloriir pastas1 vardir ve bu kii¢iik bir delik ile dis tiipte yer
alan doygun potasyum kloriir ¢6zeltisiyle temas etmektedir. Bir metal u¢ i¢ tiipteki karisima
daldirilmigtir. Analit ¢ozelti ile temas en dis kisimda bulunan goézenekli disk yardimiyla

olmaktadir [46].

! F‘U Doygun
| <1~ KCLHgHg:CI

_~ pastasint igeren ig tip

PN T
—
\ 1

|~ Doygun KCI

Kigik
Delik - Gozenekli Disk

Sekil 2.6 Tipik ticari doygun kalomel elektrot [46]

Kalomelin (Hg.Cl,) sudaki ¢oziiniirliigii ¢ok azdir, Kgp= 1.8 x10™8, Kristal yapist Sekil 2.7
de goriilmektedir [46].
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Sekil 2.7 Kalomelin kristal yapis1 [46]
Cizelge 2.1° de en ¢ok kullanilan ti¢ kalomel elektrotun bilesimleri ve elektrot potansiyelleri

goriilmektedir [40] .

Cizelge 2.1 Bilesim Ve sicakligin fonksiyonu olarak kalomel referans elektrotlarin elektrot
potansiyelleri (potansiyel SHE’ e kars1) [40]

Sicakhk 0.1 M 35M Doygun
°C Kalomel | Kalomel | Kalomel
12 0.3362 0.2528
15 0.3362 0.254 0.2511
20 0.3359 0.252 0.2479
25 0.3356 0.250 0.2444
30 0.3351 0.248 0.2411
35 0.3344 0.246 0.2376

2.3.1.2 Giimiis/Giimiis Kloriir Referans Elektrot

Doygun kalomel elektrota benzer bir sistem olup bir giimiis telin yiizeyinin elektro-kaplama
yontemi kullanilarak AgCI ile kaplanmas1 sonucu iiretilmektedir. Elektrot potansiyeli 25 °C
sicaklikta 0.199 V’ dur. Referans elektrotun potansiyeli doldurma c¢ozeltisindeki kloriir

iyonunun konsantrasyonuna baglidir. Yar1 reaksiyon;

AgCI, + e~ 5 Ag, + CI

suda

(2.13)

Piyasada mevcut olan ¢esitli giimiis/glimiis kloriir elektrotlar Cizelge 2.2” de gosterilmektedir.

[40].
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Cizelge 2.2 Bilesimin ve sicakligin fonksiyonu olarak Ag/AgCI" referans elektrotlarin
elektrot potansiyelleri (potansiyel SHE’ e kars1) [40]

Sicakhik 35M Doygun
°C Ag/AgCI* | Ag/AgCl”
15 0.212 0.209
20 0.208 0.204
25 0.205 0.199
30 0.201 0.194
35 0.197 0.186

Glimiig/glimiis  kloriir referans elektrotun, basit, ucuz, kararli olmasi, toksik etki
gostermemesi, genis sicaklik araliginda ¢aligilabilmesi ve kii¢iik boyutlarda da {iretilebilmesi
analizler acisindan en Onemli avantajlardir. KCI, pH 6l¢iimlerinde girisim yapmaz ve
potasyum iyonu ile kloriir iyonu mobiliteleri esit derecede birbirine yakindir, bu sebeple
giimiig/glimiis kloriir referans elektrotta KCI en ¢ok kullanilan elektrolittir. Bununla birlikte,
giimiig/glimiis klortir referans elektrottun en biiyiik dezavantaji; dis ¢ozelti ile temas1 saglayan

gozenekli tikacin ¢ozlinmeyen giimiis kompleksleri ile ttkanma durumudur.

Elektrotun hiicre ile baglantisini gbzenekli bir tuz kopriisii saglamaktadir. Tipik bir Ag/AgCl
elektrot Sekil 2.8 de goriilmektedir. Cozelti ile elektrotun temasi gozenekli disk sayesinde

gerceklesmektedir [42].

Giimiig tel
|11

i _ Doygun KCI+

/f 1-2 damla 1M AgNO3

E,
[l — KatKCI
'r".if'l - 4 KCIile dovgun agar
=I5 tikag
Gozenekli disk

Sekil 2.8 Glimiis/glimiis kloriir referans elektrot [46]

2.3.1.3 Standart Hidrojen Elektrotu

Standart hidrojen elektrotu (SHE) bir gaz elektrotu olup, pH ol¢iimii ve bagil yari-hiicre

potansiyeli iizerine yapilan caligmalarda kullanilmaktadir. Diger referans -elektrotlarin
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potansiyelleri SHE’ ye gore belirlenmektedir, bu sebeple bu elektrota “primer referans
elektrot” da denir. Diger referans elektrotlar ise “sekonder referans elektrotlar” olarak

adlandirilir [42].

Bir standart hidrojen elektrotu kullanildig1 yari-hiicrenin 6zelligine gore anot veya katot gibi
hareket edebilir. Hidrojen, anotta hidrojen iyonuna yiikseltgenirken katotta ise bunun tersi bir

reaksiyon gerceklesir.

Asidik hidrojen elektrotu; denge reaksiyonu:

Pty Hyy I H E;H:u;.

2H" + 2e” = H, (2.14)
Bazik hidrojen elektrotu; denge reaksiyonu:

Pt,:;‘.} Hz ':g::' I UH,_S.“:“}

2H,0+ 2~ = H,+20H (2.15)

Denklemler incelendiginde; platin yiizeyde olusan potansiyel ¢ozeltideki hidrojen iyonu
konsantrasyonuna ve c¢ozeltiyi doygun hale getirmek icin kullanilan hidrojenin kismi

basincina bagli oldugu goriilmektedir.

Bir standart hidrojen elektrotunda iletken kisim, platin levha ve bunun kloroplatinik asit
(H2PtCl,) kullanilarak elektrokimyasal indirgenme reaksiyonu sonucu ince platin tozlari ile

kaplanmastyla olusturulmustur [46].
‘ Pt tel

= H2 basinci

H, gazi p=1atm
iceren __
cam tip
Pt siyahi ile
kaplanmig Pt

‘ = elektrot
{ H*
= (sulu, a=1)
{

\ H,
kabarciklar

Sekil 2.9 Tipik bir standart hidrojen elektrotu [46]
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Ancak SHE’ lerin sahip olduklar1 dezavantajlar sebebiyle kullanimlari sinirlidir. Bunlar;

1. Hazirlanma ve ¢alistirilma agamalarinda yasanan zorluklar
2. Yiikseltgen ve indirgen maddelere kars1 asir1 duyarli olmasi

3. Toksik etki meydana getirebilmesi [42].

2.3.2 Potansiyometrik Indikatér Elektrotlar

Potansiyometrik indikator elektrotlar; ¢ozelti i¢inde Olgiilmesi amaglanan kimyasal tiiriin
konsantrasyonu ile orantili potansiyel iireten, potansiyometrik hiicre icindeki kimyasal

elektrotlardir. indikator elektrot potansiyeli Nernst esitligi ile tanimlanmaktadir.

Elektrokimyasal elektrotlarin ¢alisma modu, geleneksel elektro-analitik laboratuvar ilkelerine
dayanmaktadir. Elektrokimyasal hiicreler bir indikatér bir de referans olmak iizere iki
elektrotun konfiglirasyonu sonucu calisabilirler. Bu hiicrenin tam olarak calisabilmesi i¢in
akim yogunluklar1 referans denge potansiyelinin dogru Olgiilebilmesini saglayacak sekilde
yeterince diisiik olmalidir. Cozelti boyunca olusan ohmik damla (iR) potantiyostat tarafindan

uygulanan potansiyeli dnemli 6l¢lide degistirmez.

Metalik, membran ve iyon se¢ici alan etkili transistér (ISFET) olmak iizere ii¢ ¢esit indikator
elektrot bulunmaktadir [47].

2.3.2.1 Metalik indikator Elektrotlar

Metalik indikator elektrotlar; birinci sinif, ikinci sinif ve inert redoks elektrotlar olmak lizere

tice ayrilir.

Birinci Stmif Elektrotlar

Birinci sinif elektrotlar (6rnegin; Ag/AG") ¢ozeltide katyonuyla dogrudan dengede bulunan

saf metal parcasidir. Potansiyel ara yiizey denge denklemi;
M" +ne” s M (2.16)

Elektrot potansiyeli denkligi ;

2.303 RT 1

E=E"— log

nF Eﬂ_f."l.+

(2.17)

E® = standart elektrot potansiyeli
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2308 BT — Nernst faktorii

n

a,m+ = Metal iyon aktivitesi

Birinci sinif elektrotlar segici olmayip kendi katyonu disinda kolay indirgenebilen katyonlara
da cevap vermektedir. Metaller ¢6ziinme 6zellikleri sebebi ile her ¢ozeltide kullanilamazlar.
Ormnegin; ¢inko gibi asitte ¢oziinen metaller sadece bazik veya nétral cozeltilerde
kullanilabilmektedir. Metaller kolay yiikseltgenme 0&zellikleri sebebiyle sadece havasi
giderilmis ¢ozeltilerde kullanilabilmektedir. Bu dezavantajlar1 sebebiyle birinci simif

elektrotlar pratikte yaygin olarak kullanilmamaktadir [40], [47].
ikinci Simf Elektrotlar

Katyonlarla olduk¢a az ¢dzilinen tuz veya kararli kompleksler olusturan anyonlarin (6rnegin

Ag/AgCI) aktivitelerinin tayini i¢in kullanilirlar.

Gilimiis iyon konsantrasyonu:
AgCl, = Ag*™+ CI” Ksp=18x 1071 (2.18)
Elektrot potansiyel denklemi:

E= Ej ++ 005916 Log K,, —0,05916log CI~ (2.19)

Elektrot potansiyeli giimiis 1iyon aktivitesini etkileyen her tiirden kompleksten
etkilenmektedir. Bu kosullar altinda Ag/AgCI elektrot dogrudan test ¢6zeltisine daldirilmaz,
bir tuz kopriisiine baglanmalidir [40], [47].

Redoks Elektrotlar

Platin, altin, paladyum veya karbon gibi elementler inert elementlerdir ve redoks sistemlerinin
potansiyellerine cevap verirler. Platin indikator elektrotun, elektrot potansiyeli oksidan ve

rediiktan aktivitesine gore belirlenir [40], [47].

E= F°— 2E% 50 (2.20)

Box

2.3.2.2 lyon Segcici Alan Etkili Transistorler ISFET)

Alan etkili transistor veya metal oksit alan etkili transistor (MOSFET) devrelerdeki akim

akigin1 kontrol eden bir anahtar olarak bilgisayarlarda veya diger elektronik devrelerde yer
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alan kiigiik kat1 haldeki yari iletken alettir. Bu aletler iyonik yiizey safsizliklarina oldukga
duyarhdirlar. 1970’ 1i yillardan beri ¢esitli iyonlarin se¢imli potansiyometrik tayini igin yiizey
iyonik safsizliklara duyarli olan MOSFET’ lerden yararlanmak amaciyla pek ¢ok calisma
yapilmistir. Bu ¢alismalar ISFET denilen ¢ok sayida farkli iyon segici alan etkili

transistorlerinin gelismesini saglamistir.

51111:1::1.'.1 Dholoit Metal Dlaia
Izolat
Katot Eapr
Emitor iﬂ“‘ Toplayies
Favnas =02
pr—

Sekil 2.10 Bir metal oksit alan etkili transistor (MOSFET) [48]

ISFET’ ler membran elektrotlara gére daha saglam, kiigiik, kotii ¢evre sartlarina karsi1 daha
dayaniklidir. Daha hizli cevap verirler ve diisiik elektriksel dirence sahiptirler. ISFET’ ler
membran elektrotlarin tersine once bir hidratlasma islemi gerektirmezler ve kuru halde

sinirsiz bir siire saklanabilirler [40], [47].

1: Referans Vgs +
1: Kam

3: Yahihum resini

4: Kanal

5: Kaynak

D:Drenaj

B: Silikon

Sekil 2.11 pH o6lgtimiinde kullanilan bir iyon—segici alan etkili transistér (ISFET) [49]

2.3.2.3 Membran indikator Elektrotlar

Membran indikator elektrotlar, bir ¢ok anyon ve katyonun dogrudan potansiyometrik
olgtimlerle hizli ve segici tayinini miimkiin hale getirmektedirler. Membran elektrotlar “p-iyon

elektrotlar” olarak da bilinmektedir. Genellikle elde edilen veriler pH, pCa, pNO3 gibi p-
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fonksiyonu olarak verilmektedir. Metal elektrotlardan hem tasarim hem de prensip olarak

farklilik gostermektedirler [40], [47].
Membran elektrotlar 2 gruba ayrilir;

1. Iyon segici elektrotlar

2. Molekiil secici elektrotlar

2.4 Tyon Secici Elektrotlar (ISE)

Cozeltide yer alan cesitli iyonlardan genel olarak bir iyona kars1 belirli bir secicilik gdsteren
elektrokimyasal sensérlere “Iyon-Secici Elektrotlar (ISE)” denir [14]. Iyon segici elektrotlar
elektrokimyasal yar1 hiicreler olup, iyon segici membran, bir i¢ dolgu ¢o6zeltisi ve bir referans
elektrot veya iyon se¢ici membran ve bir kat1 yiizeyden meydana gelir. Boyle bir iyon segici

elektrot farkli iyonlarin bulundugu bir s1vi ¢ozeltide belirli bir iyonu segebilir [47].

2.4.1 lyon Secici Elektrotlarin Ozellikleri

Belirli bir iyona karsi segicilik gosteren elektrotlar iyon segici veya p-iyon elektrotlar olarak
adlandirilmaktadir. p-iyon terimi (6rnegin pH, pNOs) bu elektrotlarin verilerine gore

isimlendirilmesini ifade etmektedir [40].

2.4.1.1 Tyon Segcici Elektrotlarin Membran ozellikleri

Iyon segici elektrotlarin membranlar1 belirli 6zellikler tasimalidir. Bu sayede yiiksek

performansta sonuclar elde edilebilmektedir.

1. Membranlar analit ¢ozeltilerinde ¢oziiniirliik 6zelligi gostermemelidir. Bunu saglamak
icin uygulamada membranlar genellikle biiyiik molekiillii materyallerden 6rnegin;
silika camlar veya polimerik recineler veya iyonik anorganik bilesikler 6rnegin; giimiis
halojeniirler, elde edilmektedir.

2. Membranlar elektriksel iletkenlige sahip olmalidir.

3. Membran bilesenleri analitteki hedef iyona karsi secici olarak baglanabilmelidir. Bu

baglanma iyon degisimi, kristallenme, komplekslesme seklinde olmaktadir [50].
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2.4.1.2 Tyon Secici Elektrotlarin Calisma Prensibi

Potansiyometrik olarak bir iyon segici elektrotun diger yar1 hiicresi bir dis referans elektrottan
meydana gelir (Sekil 2.12). iki elektrot arasinda olusan gerilim degeri ile dlgiimii yapilacak

iyonun konsantrasyonu arasinda logaritmik bir iliski mevcuttur

Iyon secici elektrot belirli bir ¢ozeltide bir iyona karsi duyarli oldugu igin, érnegin; pH
elektrot hidrojen iyonuna karst duyarlidir, bu iyonun meydana getirdigi potansiyeli
Olcmektedir. Bu potansiyel, sabit potansiyele sahip referans elektrot ile karsilagtirilarak bagh
olduklar1 potansiyometre yardimiyla Olciiliir. Bu iki elektrot arasindaki potansiyel fark,

Olciilmesi amaglanan iyonun aktivitesinden kaynaklanmaktadir.

71:

I¢ referans

Dug

Referans

/1‘; gozelti

Tyon segici
membran

______

Sekil 2.12 Iyon-segici elektrot kullanilarak olusturulan potansiyometrik hiicrenin semasi [47]

Membran potansiyeli, En, iyon segici membran elektrotlarin performansi olarak

tanimlanmaktadir. i iyonu i¢in segici olan bir membranin, sabit akim potansiyelinde 6l¢iilen

aktivitesi;
E, =%t (2.21)

aj; 1 iyonunun Ornek sollisyondaki aktivitesini , d;; 1 iyonun i¢ dolgu ¢ozeltisindeki aktivitesini

ifade etmektedir.

3ji¢ dolgu ¢ozeltisinde sabit oldugunda iyon segici membran elektrot potansiyeli;
E= EE.D’ + 5 loga; (2.22)
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S: ideal ortamda (Nernst esitligine gore 25 °C’ de 59.16 mV/z)) elektrot kalibrasyon egrisinin
(AE/Alog a;) egimidir.

Pratikte, toplam iyon aktivitesine ornek ¢ozeltiden karisan bagka iyonlarn varligmi goz
ontinde bulundurmaliyiz. Bu durumda membran elektrot potansiyeli Nikolsky-Eisenmann

esitligine gore;

E= E'+Slog [aj+ X K (a})7/%] (2.23)

Burada K7 secicilik faktoril, z, karigan iyonun yiik sabiti, ai; karisan iyonun aktivitesi olarak

tanimlanmaktadir. Kf;{“ iyon segici elektrotun dogru iyonun seciciligini ifade eder. Bir baska
deyisle, hedeflenen iyona kars1 diger iyonlarin toplam elektrot potansiyeline katkisina dair

yorum yapmaya imkan tanir [47].

2.4.1.3 Tyon Secici Elektrotlarin Avantaj ve Dezavantajlari
Iyon secici elektrotlarin birgok avantaji bulunmaktadir;

o Fiziksel 6zellikleri spektrofotometrik yontemlere uygun olmayan ¢ozeltilerde 6lgiim

yapilabilmektedir.

e ISE’ ler bircok alanda 6l¢iim yapmaya olanak saglamaktadir. Ornegin; gelistirilen

yeni ISE’ ler sayesinde canli organizmada da sonuglar alinabilmektedir.
e SIA, FIA gibi farkli analiz yontemlerinde dedektor olarak kullanilmaktadir.
e Olgiim yapilacak ¢ozelti iginde kirlilik meydana getirmezler.
e ISE’ ler kolay ve kisa siirede sonug alinmasina olanak saglamaktadirlar.

e ISE’ ler gelistirilen ISE’ ye bagl olarak bir ¢ok kimyasal tiir i¢in genis bir

konsantrasyon araliginda sonu¢ alinmasina imkan saglamaktadir.

e Saglam, kararli, kolay hazirlanabilen, analiz edilecek iirline gore rahatca

gelistirilebilen elektrotlardir.

e Elektrotlar ayn1 anda birden fazla elementin analiz edilmesine olanak saglamaktadir.
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Bununla birlikte ISE’ lerin baz1 dezavantajlar1 vardir;

e Elektrotlar protein ve diger organik maddelerle temasta kolayca kirlenebilmekte bu

da sonuglar etkileyebilmektedir.

e ISE’ ler ortamdaki serbest iyonlara tepki verdikleri i¢in ortamda ligant bulunmamasi

Onem tasimaktadir.

e Analizden dogru sonuglarin alinabilmesi i¢in ortamin iyonik siddetinin sabit

tutulmasi gerekmektedir [47].

2.4.2 lyon Segici Elektrotlarin Simflandiriimasi
Iyon-secici elektrotlar genel olarak asagidaki sekilde siiflandirilabilir;
1. Cam membran iyon se¢ici elektrotlar
2. Kristal membran iyon segici elektrotlar
3. Sivi membran iyon secici elektrotlar
4. Kompozit iyon segici elektrotlar

5. Gaz ve enzim iyon segici elektrotlar [47].

2.4.2.1 Cam Iyon-Segici Elektrotlar

20. Yizyilin baglarinda gelistirilmis ilk cam iyon segici elektrotlar pH elektrotlardir. Cam
elektrotlar bir cam membrandan ve i¢ referans elektrottan olusmaktadir. Bir hiicre cam

elektrotta ek dis bir referans elektrottan olusmaktadir.

Sekil 2.13 Cam elektrot
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Cam elektrotlar H* iyonuna kars1 duyarlidir. Cézelti icerisinde yer alan H cam membranin
silikat yapisindaki hareketli sodyum iyonlar ile yer degistirir. Bu durum membranin i¢ ve dis
yiizeyindeki H" konsantrasyonu degisimiyle bir potansiyel fark olusur. Olusan potansiyel fark

Nernst Esitliginden hesaplanarak 6l¢iim yapilmis olur.

] {igd
g+ Ligd

E = sabit — 0,059 log

o (2.24)

Cam elektrotlar H* iyonlarinin yam sira sodyum iyonlarina karsi da duyarlidir. Bu durum
Olciimlerde hatali sonuglarin alinmasina yol agmaktadir. pH 6lgen cam elektrotlarin yiiksek
pH ve yiiksek aNa® degerlerinde olgtiikleri pH degeri gercek pH degerinden diisiiktiir. Buna
“Alkali” veya “Sodyum Hatas1“ denmektedir. Diisiik pH degerlerinde gozlenen hata ise “Asit
Hatas1” olarak adlandirilmaktadir [47].

2.4.2.2 Kristal Membran Iyon Secici Elektrotlar

Kristal membran iyon secici elektrotlarda algilayici element iyonik iletken ¢ogu zaman yap1
icine homojen veya heterojen olarak dagilmis az ¢6ziiniir bir tuzdur; AgCl, Ag,S, LaFs,
AQ,S+CuS, AQ,S+PbS, Ag,S+CdS. Homojen membranlar tamami tuzdan olusmustur,
bununla birlikte kristal veya uygun sekil verilmis preslenmis pellet kullanilir. Heterojen
membranlarda aktif tuz inert destekleyici bir materyal, 6rnegin; silikon kauguk, igine

eklenmistir.

Glimiis halojeniir tabanli kristal elektrotlar anyon tespiti icin gelistirilmis elektrotlardir.
Pratikte giimiis veya anyonlarinin tespiti i¢in kullanilirlar. Bu elektrotlarmn Ag” ve X iyonlar

icin potansiyel denkligi;
E= Efg+ + % Ina,,+ = Eg — %ln [ (2.25)

En ¢ok kullanilan kristal membran iyon segici elektrotlardan biri de florid elektrottur. Floridin

basit bir sekilde tayini i¢in tasarlanmistir [47].

2.4.2.3 Sivi Membran iyon Secici Elektrotlar

S1vi membranlar ii¢ veya dort bilesen igeren elektrik olarak pozitif veya negatif yiiklii yada
mobile iyon tasiyan yiiksiiz membranlardir. Mobil iyon tasiyict 6zellik polivinil klorit gibi

iyon baglayan 6zellik gosteren bir bilesenin matrikse katilmasi sonucu olusur.
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Sivi membran iyon secici elektrotlarin en yayginlari nitrat ve kalsiyum iyonlarinin
Olciilmesine yardimci olan elektrotlardir. Nitrat iyon segici elektrotlarin membran aktif

maddesi tris (4,7 difenil-1,10-fenantroline) Ni*- p-nitrosemin icinde nitrattr.

Genel olarak plastiklestirici (genellikle polivinil klorit) bazli bir membranda, %1 iyonofor,
%66 nonpolar ¢oziicii, %33 PVC kullanilir. En sik kullanilan membran bilesenleri Cizelge

2.3’ de gosterilmektedir [47].

Cizelge 2.3 Optimal iyon segici elektrot membran kompozisyonu [47]

Mebran Kompozisyonu Membran Materyali

HMW-PVC (Yiiksek molekiil agirliklt Polivnili klorit)
VHMW-PVC (vinil Klorit, vinil asetat ve vinil alkolii polimeri)
%33 PVC Polimerik matriks | PVC-COOH

PVC-OH

PVC-NH,

%66 Plastiklestirici 0-NPOE (2-Nitrofenil oktil eter)

DOS (bis 2-etilheksil sebakat)

Soya tohumu yag1

DNA

DBS (Dibiitil sebakat)

DOP (Bis 2-etilheksan fitalat)

NaTPB (sodyum tetrafenilborat)

KTpCIPB (potasyum tetrakis borat)
KTbTFMPB (Potasyum tetrakis fenil borat)

%]1 Iyonofor

%00.5 Katkilar

2.4.2.4 Gaz ve Enzim Iyon Secici Elektrotlar

Bu elektrotlar hassaslastirilmis multi bir sistemden meydana gelir. Oncelikle temel bir elektrot
ve buna bagli modifiye edilmis ek bir se¢ici membran baglanir. Modifiye edilmis tabaka
sinyallerin secimini indiikler. Bu etkinin saglanmasi igin membrana inorganik gazlar ve

organik molekiiller eklenir [47].
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Sekil 2.14 Gaz duyarli iyon segici elektrot [47]

2.4.2.5 Kompozit Elektrotlar

1980 1i yillarda kullanmaya baslanan kompozit elektrotlar minimize edilebilen boyutlar1 ve
kullanim Omiirlerinin uzun olmasi ile potansiyometrik analizlerde tercih sebebi olmustur.
Elektrotlar karbon ve polimerik inert bir matriksten ve buna eklenmis organik veya inorganik

iyon baglayict 6zellikli materyalden olusmaktadir [51].

kompozit matriks

\\
",

U

baglanti

ht
kablosu . Ill

Sekil 2.15 Kompozit elektrot [51]
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2.4.3 lyon Secici Elektrotlarin Performans Ozellikleri

2.4.3.1 Secicilik

Bir iyon segici elektrotun en dnemli dzelligi seciciliktir. Bir ISE ¢ozelti icerisinde belirli bir
iyona kars1 cevap verirken, ortamda bulunan diger iyonlara 6zellikle ISE’ ye &6zel iyona

benzer iyonlara da cevap verebilmektedir. Bu durum “Bozucu Iyon Etkisi” olarak tanimlanr.

Bir ISE’ nin seciciligi membranin diger iyon tiirlerini tanima niteligine baghdir. ISE’ nin
seciciliginin en iyi oldugu durum kullanilan iyonoforun sadece analit iyona baglandig1 ve

bozucu iyon etkisinin olmadigi ideal durumdur.

Secicilik katsayist bir iyon segici elektrotun diger iyonlara cevabinin bir dlgiistidiir. Bir
membranda gelisen potansiyel {izerine alkali metal iyonlarinin etkisi Esitlik (2.26)’ da

gosterilmektedir.
E,= L' 40,0592 log(a, + kygb,) (2.26)

Burada ky g elektrot igin segicilik katsayisidir. Bu denklem, cam elektrotlar disinda, biitiin

membran elektrotlar igin kullanilmaktadir.

Segicilik katsayisi, elektrotun farkl iyonik tiirlere kars1 duyarliliginin belirlenmesine yardimcei

olur.

'
Y ye duyarhilik nx Sy
k‘,t:lﬂ_t _ —— = a._Jf.. 2.27

xy x'e duyariik x/ ¥ ( )

Secicilik katsayisi arttikca elektrotun hedef iyona olan hassasiyeti azalir. Grafik yataya dogdu
gitmeye baslar (Sekil 2.16). Sonuglarda negatif log prtX,y degerleri elektrotun Olciilmesi
hedeflenen iyonlara daha duyarli oldugunu gostermektedir [47].
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Sekil 2.16 Segicilik katsayisinin kalibrasyon grafigi [47]

Secicilik katsayisinin hesaplanmasinda pek ¢ok yontem olmakla birlikte bunlarin en ¢ok
tercih edilenleri; ayr1 ¢ozelti metodu (SSM), ana iyonun girisim yapan iyon ¢ozeltisine ilavesi
metodu (MSM), girisim yapan iyonun ana iyon c¢ozeltisine ilavesi metodu (FIM), es

potansiyel metotudur (MPM).

Ayrt Cozelti Metodu: Bu yontemde 1 ve j iyonlarii ayr1 ayri igeren iki farkli ¢ozelti
hazirlanir. Her bir ¢ozeltinin potansiyelleri (Ei ve Ej) ayri ayri Slgiiliir. 1 ve j iyonlarinin

aktivite ve yiikleri esit oldugunda Esitlik 2.28 yardimi ile secicilik katsayist hesaplanir.
logk?’" = (E, — E;)/ 2,303 RT/zF (2.28)

Karisik Cozelti Yontemi: Olgiimii hedeflenen iyonun aktivitesi sabit tutulur, bozucu
iyon ise degistirilerek bir seri ¢ozelti hazirlanir. ik olarak yalmzca i iyonunun bulundugu

¢ozeltinin potansiyeli Ol¢iiliir (E) daha sonra karisik ¢cozeltinin potansiyeli 6l¢iiliir (E’).

E=E" 42303 RT/Floga, (2.29)
E' = E° +2,303 RT/Flog[ a,+ k;;,(a) (2.30)
Iki denklem diizenlendiginde segicilik katsayist (k{;’ “) esitlik (2.31) ile bulunur.

10048/ = 1 £ k2 (@ /a, (2:31)

Sabit Bozucu Yontemi: Bozucu iyonun derisiminin sabit tutuldugu, 6l¢iimii hedeflenen

iyonun derisiminin degistigi bir seri ¢ozelti hazirlanir. Her bir ¢dzeltinin potansiyeli dlgiilerek
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bulunan sonuclar bir grafige aktarilir grafigin kesim noktasindan bulunan a; degerinden

yararlanilarak (kf}”] tespit edilir.
k5= a/(a) (2.32)

Es Potansiyel Metodu: Baslangi¢ ¢ozeltisi icerisindeki hedeflenen iyonun aktivitesini
arttiran potansiyel degismesi 6l¢iiliir. Ardindan baslangi¢ ¢ozeltisine ayni potansiyel degisim

gozlenene kadar bozucu iyon ilave edilir. Hedeflenen iyonun ve bozucu iyonun

aktivitesindeki degisim orani kﬁ.ntdegerini verir [50].

2.4.3.2 Cevap Zamanm

Cevap zamani; elektrotun duyarli kismu ile ¢ozeltide Olgiilmesi hedeflenen iyon arasinda
dengenin kurulabilmesi i¢in gegen siirenin %95’ i olarak belirtilip tgs seklinde gosterilir.
(Sekil 2.17) [52].

Denge

For ) e

FPotansiyel (mV)

I
1
|
|
|
‘* 'l

tos

4 tm
Zaman

Sekil 2.17 Cevap zamani [52]

2.4.3.3 Tayin Limiti

Iyon segici elektrotun membran ara fazinda 6lgiilebilir bir potansiyel farki meydana getiren en
diisiik iyon derisimi tayin limiti olarak bilinir. Sekil 2.18” de tayin limitinin belirlenmesi i¢in

ornek teskil eden bir grafik goriilmektedir [52].
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Sekil 2.18 Iyon secici elektrotlarin tayin limitinin belirlenmesi i¢in 6rnek grafik [52]

Genel olarak iyon-segici elektrotlar igin tayin limiti 10® ile 107 mol/L araligindadir. Hali
hazirda daha alt limitlerde 6lgiim yapabilen ISE’ ler de kullanilmaktadir. Bu limitler, ortamda

bulunan girisim yapan iyonlar ve molekiiller ile ters yonde etkilenebilmektedir [53].

2.4.3.4 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik; farkli derisimdeki standart ¢ozeltilerde elektrotun potansiyelinin 6lgiilmesi
ve bu islemin tekrarlanmasi sonucu elde edilen degerlerin standart sapmasidir. Bu sonug

analizin glivenirligi konusunda 6nemli bir parametredir [52].

2.4.3.5 Cahsma Omrii

Elektrotlarin kullanim dmiirleri Nernst cevabi verdikleri siiredir [54]. Iyon segici elektrotlarin
kullanim Omiirlerinin hesaplanmasi i¢in on katlik derisim farki gosteren bir seri ¢ozelti
hazirlanir ve ¢ozeltilerde elektrotun cevabi gozlenir. Bu sonuglar ile zaman arasinda bir grafik
olusturularak egim hesaplanir. Egimin diger sonuglara gore farkli ¢iktigi siire kullanim

omriidir [55].

2.4.3.6 Dogrusal Calisma Arah@

Kalibrasyon grafikleri kullanilarak iyon segici elektrotlarin dogrusal calisma araliklari
hesaplanmaktadir. Cizilen potansiyel (mV), molarite (mol/L) grafiginde elektrotun cevap
verebildigi en kiiciik derisiminden grafigin egrisinin dogrusal dl¢glimden uzaklastig1 noktadaki

derisime kadar olan bolgeye lineer ¢aligma araligi olarak ifade edilmektedir [56].
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Potansiyel (mV)

Sekil 2.19 Dogrusal galisma araligi [56]

2.4.4 pH Elektrotlarin Uygulama Alanlari

Iyon segici elektrotlar yaygin olarak asagida yer alanlarda kullanilirlar;
1. Hedeflenen iyonun dogrudan analizi
2. Potansiyometrik titrasyonlarin doniim noktalarinin tayini
3. Denge sabiti ve buna bagli fiziksel sabitlerin hesaplanmast

4. Hareketli ortamlarda dedektor olarak [57].

2.5 Siit ve Siit Analizleri

Siit; memelilerin siit bezlerinden salgilanan, canlinin yavrusunun beslenme ve gelisimini
saglayan, canlinin tiirline gore bilesimi beyazdan kreme degisen renkte bir sividir [1]. Siit
yapisinda bulunan besinsel 6gelerin zenginligiyle temel bir gida maddesidir. Amerika Birlesik
Devletleri Tarim Birimi (USDA) ile Ulusal Siit ve Siit Uriinleri Konseyi siitii temel gida
maddelerinin en 6nemlileri arasinda saymaktadir [58]. Siit adlandirilirken elde edildigi canli
dikkate alinmaktadir. Ancak gida endiistrisinde siit denilince inek siitii anlasilmakta ve bu
sekilde kullanilmaktadir. Sadece farkli bir canlidan elde edildigi zaman bu durumda siitiin

elde edildigi canli ad1 belirtilmektedir [1].

Stit 200° den fazla besinsel 6geyi biinyesinde tasimaktadir. Siit; siit sekeri, siit yagi, azotlu
maddeler, mineral maddeler ve eser miktarlarda bulanan vitaminler, enzimler, koruyucu
maddeler ve organik asitler igermektedir [59]. Siit igerisinde bulunan besinsel 6gelerin miktari

pek cok faktdrden etkilenmektedir. Ornegin; elde edildigi canli tiiriine, Cizelge 2.4 de
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goriildiigii iizere kurumadde miktar1 %11-38, yag oran1 %1.8-22, protein miktar1 %2.5-15.5,
laktoz miktar1 %1.3-7, kiil miktar1 %0.5-2.6 araliklarinda degigsmektedir [1].

Cizelge 2.4 Cesitli canlilardan elde edilen siitlerin ana besin igerikleri miktarlari [1]

Siit tiirii Kurumadde | Siit yag: | Protein | Laktoz | Kiil
(%) (%) (%) (%) | (%)

Insan 124 3.8 1.0 7.0 0.2
Inek 12.6 3.7 3.4 4.7 0.7
Manda 17.2 7.4 3.5 54 0.8
Koyun 19.3 7.4 5.5 4.8 1.0
Keci 13.2 4.5 3.2 4.1 0.8
Kisrak 11.2 1.9 2.5 6.2 0.5
Fil 234 143 4.9 34 0.8
Esek 12.0 1.8 2.5 6.1 0.5
Kopek 24.9 10.5 12.2 1.3 0.9
Deve 13.6 4.5 3.6 5.0 0.7
Ada Tavsani 30.6 10.5 155 2.0 2.6
Kedi 17.9 3.3 9.1 4.9 0.6
Fare 30.9 14.8 11.8 2.8 15
Domuz 20.5 8.8 7.3 3.3 11
Ren Geyigi 33.3 16.9 115 2.8 14
Balina 37.5 22.0 12.0 1.8 1.7

2.5.1 Endiistriyel Olarak Kullanilacak Cig Siitte Aranan Kriterler

Cig siit igerigi sebebiyle mikrobiyolojik ve kimyasal bozulmalara kars1 oldukca hassastir.
Kaliteli bir hammadde temini ile kaliteli son iiriin iiretilebilecektir. Cig siitiin kalite kriterleri
stitten elde edilen tiim triinlerin kalitesini etkiledigi gibi tiiketiciye kadar gecirecegi siiregte

saglanacak gida giivenliginin temelini olugturacaktir.

Kaliteli bir siit, saghikli hayvanlardan hijyenik kosullarda sagilmis, sagimi takiben soguk
zincire dikkat edilerek fabrikaya ulastirilmis, duyusal nitelikleri iistiin, kimyasal bilesimi
mevcut standartlara uygun, biyolojik niteligi degismemis, bakteri sayisi belirlenen diizeylerde,
enzim aktivitesi diisik ve tagsis yapilmamis siit demektir. Bu amagla ¢ig siitte duyusal,

fiziksel ve kimyasal testler yapilmaktadir [1].
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2.5.1.1 Siitte Yapilan Duyusal Testler

Duyusal testler siit ilk getirildigi zaman yapilan, siitiin genel 6zelliklerinin tespit edilmesi ve

kullanilacag1 alanin saptanmasi i¢in karar verilebilmesini saglayan testlerdir.

Renk: Siitiin rengi genel olarak beyazdir ancak bu beyazligin tonu hayvanin cinsine, rkina,
beslenme durumuna gore degisiklik gosterir. Beyaz renk disinda gozlenebilecek farkli renkler
hayvanin memelerinde kanama olmasindan, siite katilan su veya boya etkisinden, bazi

mikroorganizma faaliyetlerinden kaynaklanabilmektedir.

Sarimsi hatta kahverengiye calan bir renk siitlin kolostrumlu, esmerimsi veya mat olusu kirli
veya 1sitilmis oldugunu, kirmizims: renk memelerdeki kanamadan siite kan bulagtigini,

mavimsi renk ise siite fazlaca su katilmak suretiyle tagsis yapildigini gosterir [1], [60], [2].

Tat ve Koku: Saglikli bir siitiin kendine has, hos bir kokusu, hafif tathmsi bir tadi vardir.
Siitiin kendine has kokusu ve tadi icerigindeki siit sekeri, siit yagi ve mineral maddelerin
dengesi ve eser miktarda yer alan aseton, asetaldehit, biitirik asit ve diger serbest yag asitleri
gibi lezzet veren maddelerden kaynaklanir. Kurumaddesi yiiksek olan siitlerin kokusu daha
giiclii algilanir. Lezzet maddeleri daha c¢ok ya§ ve protein lizerinden absorbe edilir.

Dolayisiyla ayni maddeler belirli dl¢iilerde siit mamullerine geger.

Koku ve tat hayvanin yedigi yemlerden, verilen ilaglardan etkilenmektedir. Ayrica
biyokimyasal reaksiyonlar 6rnegin; laktozun fermantasyonu ile eksimsi bir tat, proteolitik
mikroorganizmalarin faaliyeti sonucu proteinlerin parcalanmasi ile acimsi bir tat, lipolitik

mikroorganizmalarn siit yagini pargalamast ile acimsi bir tat meydana gelir.

Siitte hafif tuzlumsu tat siitte bulunan kloriir ile laktoz dengesinin bozuldugunu gosterir.
Kloriir miktar1 laktasyon sonlarina dogru artar ayrica kloriir orani meme enfeksiyonlari

sonucu da artis gostermektedir.

Bununla birlikte, siitte 151k, oksijen ve agir metal varlig gibi fiziksel etkilerde siitlin tadini ve

kokusunu bozabilir [1], [60], [2].

Kivam ve Goriiniis: Siit, suyun hemen hemen iki kati1 kadar bir viskoziteye sahiptir. Ancak
viskositesi ¢ok yiiksek, ip gibi uzayan veya su kadar akigkan olan siitlerin bozuk oldugu veya
tagsis yapildigr dislintilir. Stt asir1 koyu ise agiz siiti karigtirnlmig olabilir veya
mikroorganizma ylikii fazladir. Bazi siitlerde ayrica kumlu, ¢akilli veya toprakli bir yap1

g6zlenebilir. Bu siitlerin bayat veya bozuk olduklari distiniiliir [1], [60], [2].
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2.5.1.2 Siitte Yapilan Fiziksel Testler

Yogunluk: Genel olarak siitiin yogunlugu 20 °C’ de 1.027 - 1.035 g/mL arasinda degisir.
Siitiin icerigindeki yag orami arttikga yogunluk azalir, protein, laktoz ve mineral madde
miktarinin artmasi ile yogunluk artar. Bunun yanisira, sicaklik artis1 yogunlugu azaltir. Yag
globiilleri bir siire bekleyince kiictiliirler ayrica siitte bulunan bazi gazlar ucar boylece hacim

azalmas1 meydana gelir bu sebeple siit ilk sagildiginda daha diisiik bir yogunluga sahiptir.

Cizelge 2.5 Farkli hayvan cinslerinin siit yogunluklari

Siitiin Cinsi Yogunluk (g/mL)
Inek siitii 1.028 - 1.039

Koyun siiti 1.030 - 1.045
Kegi siitii 1.028 - 1.045

Manda siitii 1.027 - 1.040

Siitte yapilan tagsisin anlagilmasinda yogunluk 6nemli bir parametredir. Siitten yag cekilmis
ise sltliin yogunlugu artar. Siite soda vs. sudan daha agir maddeler eklenir ise yogunluk
yiikselir. Siitiin kaynatilmasi sonucu igirigindeki su miktar1 azalacagi i¢in yogunluk artar. Siite
su katilir ise yogunluk azalir. Ancak sadece yogunluga bakilarak siite su katildigini
anlasilamaz. Yogunluk tayini piknometre veya laktodansimetre kullanilarak yapilir (Sekil

2.20) [1], [60], [2].

Sekil 2.20 Piknometre [61]

Donma Noktasi: Siitiin en temel fiziko-kimyasal 6zelliklerinden biridir. Bu degeri siit i¢inde
bulunan laktoz ve siit tuzlar etkiler. Siitiin donma noktas: genel olarak -0.530 °C ile -0.550 °C
arasinda degisir. Siitiin donma noktas1 siitte yapilan hile hakkinda bilgi verir. Siite su

katildiginda, siite notralize edici madde ilave edildiginde donma noktas1 diiger.
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Cizelge 2.6 Donma noktasi ile siite katilan su miktar1 arasindaki iliski

Donma Noktasi (°C) flave Edilen Su Miktar1 (%)
-0.54 0.00
-0.53 3.63
-0.52 5.54
-0.51 7.27
-0.50 9.09
-0.49 10.90
-0.48 12.72

Bununla birlikte; siitiin asitliginin artmas1 donma noktasinda diismeye neden olur. Siite seker,
soda gibi eriyen maddeler katildigi zaman donma noktasi yine diismektedir Ayrica agiz

stitlerinde, hastaliklarda donma noktas1 diismektedir [1], [60], [2].

Refraktif Indis: Cozeltilerin yogunluk farkina dayali olarak 1181 kirma giiciine dayanan
refraktif indis 6l¢imii siit analizlerinde kullanilmaktadir. Bu sayede siite katilan su miktari,
yagsiz sltiin kurumaddesi, siit serumunun laktoz miktari, siit yaginin kirilma indisi ve iyot

sayisi belirlenir.

Siitte bulunan yag globiilleri 15181 biiyiik olgiide geri yansitacag: icin refraktif indis yagi
alinmis siit kullanilarak hesaplanir. Yagsiz siitlin refraktif indisi 1.3340-1.3480 araligindadir.
Refraktif Indis el refraktometrisi, Abbe refraktometrisi veya Immersiyon refraktometrisi
kullanilarak bulunur [1], [60], [2].

Sekil 2.21 Siit analizi i¢in refraktometre [62]
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2.5.1.3 Siitte Yapilan Kimyasal Testler

Kurumadde Tayini: Siitiin su disindaki bilesiminin belirlenmesini saglar. Ayrica siite su
katilmak suretiyle yapilan hilelerin tespiti amaciyla kuru madde analizi yapilir. Kuru madde

hesaplanirken asagidaki denklik kullanilir:

YWkuru madde — %yvag = Yyagsiz kuru madde (2.33)

Kuru madde tayini gravimetrik, formiil veya tablolar yardimiyla ve refraktometre ile dl¢iilmek

suretiyle hesaplanir.

Kuru madde miktari;

Siitiin elde edildigi kaynagin tiir ve irkina
e Verimin fazla yada az olmasina

e Laktasyon donemine

e Hayvanin yasina

e Mevsime

e Hayvanda hastalik olup olmamasina

e Hayvanin yeterli beslenip beslenmemesine

e Siite bagska madde eklenmesine yada siitten madde ¢ekilmesine bagl olarak degisiklik

gosterir [60].

Kiil: Siit kiilii mastitis hastalig1 varliginda siitte bulunan NaCI miktarinin artmasina bagh
olarak artig gosterir. Siit kiiliinde artma meydana gelmisse siitiin mastitisli inekten geldigi
veya notralize edici bir madde eklendigi diistiniiliir. Bununla birlikte, siit kiiliiniin az olmasi

stite su eklendigini gosterir [1], [2], [60], [63].

Siitte Indirgenme Testleri: Cig siitin mikrobiyal yiikii hakkinda fikir edinmek amaciyla
indirgenme testleri yapilir. Bu amacgla bazi boyar maddeler ilave edilir, renklenen ¢ig siit
icinde bulunan indirgenme yapabilen bakteriler tarafindan farkli agamalarda siit renksiz hale

dontisiir. Rengin kaybolmasi i¢in gegen siire, siitteki bakteri sayisi hakkinda bir fikir verir
[64].
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Cizelge 2.7 Siitte indirgeme testleri [64]

Testin ad1 Amaci ilkesi

Belli miktarda siit, belli miktarda bir renk

maddesi olan metilen mavisi ile karistirilir
Cig siitiin bakteri say1s1 ve bir siire 38-40 °C’de bekletilir. Bu arada

hakkinda bilgi sahibi olmak | siitte mevcut canli bakteriler, metilen

Rediiktaz indirgeme
testi (metilen mavisi

testi) mavisini indirgeyerek siitiin renksiz hale
doniismesine neden olur.
Bu deneyde metilen mavisi yerine
e o i kullanilir. R, i
Resazurin indirgeme Siitiin hijyenik kalitesini ﬁfﬁfgginfn(z}z]x;la? t;rlzﬁlrrl darfsi?lfllil?r;n disi
testi belirlemek & gendig

zaman koyu maviden pembeye daha sonra
kirmiziya ve beyaza doniisiir.

Ortamda bulunan bakterilerin nitrati nitrite
indirgemesiyle, Griess renk ¢ozeltisinde
meydana gelen renk degisikligi esasina
dayanur.

Siitiin hijyenik kosullarda
tiretilip tiretilmedigini
belirlemek

Nitrat indirgeme
testi

Enzim Aktivite Testleri: Siitte bulunan katalaz ve peroksidaz enzimlerinin aktivitelerinin
tayini siitiin kalitesinin anlagilmasi agisindan 6nemlidir. Katalaz enzimi siitte meydana gelen
fizyolojik veya patolajik degisiklerin tespitinde, peroksidaz enzimi siitiin dnceden kaynatilip

kaynatilmadigi hakkinda fikir edinilmesine yardimei olur [1], [2], [60], [63].

Siitte Asitlik Testi: Siit dogal olarak asidik yap1 gosteren bir {irlindiir. Siit asitliginin 6l¢timii
stit isletmelerinde hayati 6nem tagimaktadir. Cig siitiin en onemli kalite parametresi oldugu
gibi siit proseslerinin ileri ki asamalarina da yon vermektedir. Bu sebeple bu tezde siit asitligi

tizerinde durulmus ayrintili olarak ileri ki bolimlerde incelenmistir [1], [2], [60], [63].

Siitte Yag Analizi: Siitte yag analizi de en dnemli parametrelerden biridir. Siitte bulunan yag,
isletmelerin siit fiyatlandirmasimni etkilemektedir. Bununla birlikte, siitiin kullanilacagi alan
yag analizi sonucu belirlenmektedir. Bu sebeple bu tezde yag analizi ilizerinde ¢alismalar

yapilmig detayl bilgi diger boliimlerde verilmistir.

Siit endiistrisinden ¢esitli firmalar ile yapilan gorigmeler ile birlikte 1SO-22000 standartlar
incelendiginde siit isletmelerinde yag orani, pH, toplam asitlik, kuru madde, yogunluk ve
antibiyotik testlerinin giinliik olarak her parti ig¢in yapildigi anlasildi. Bu testler siit
endiistrisindeki firmalarin girdi kalite kontrol planlarinda yer almakta ve uygulanmaktadir [1],

[2], [60], [63].
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2.5.2 Siitte pH Tayini

2.5.2.1 pH’ 1n Tanim

Bir ¢ozeltinin pH’> 1 hidrojen iyonu konsantrasyonunun (mol/L cinsinden) negatif
logaritmasidir. Sulu ¢ozeltilerde H" ve OH™ iyonlarinin konsantrasyonlar1 genellikle ¢ok
kiiciik sayilar oldugu ve bunlarla ugrasmanin zaman aldig1 diisiintilerek Soren Sorensen

tarafindan 1909 yilinda pH pratik bir yontem olarak tanimlanmaistir.

pH = —log[H]* (2.34)
Esitlik (2.34)’ de goriildiigii gibi negatif logaritmanin alinmast pH degerlerinin pozitif
cikmasini saglamaktadir.

pH 0-14 araliginda degerler almaktadir. 25 °C* de saf suyun hidrojen iyonu [H'] derisimi
1x10" mol/L’ dir. Bu saf suyun pH’ min 7 oldugunu gostermektedir. pH degeri 7’ nin altina
indikce asidik Ozellik artmakta, pH degeri 7° nin lstline ¢iktikca bazik 6zellik artmaktadir
[65].

Cizelge 2.8 25 °C’ de asidik ve bazik ¢ozeltilerin pH skalasi [65].

Asidik Cozeltiler | [H]>1.0x10" M |pH < 7.00
Bazik Cozeltiler | [H*]<1.0x10" M |pH >7.00

Notral Cozeltiler | [H]=1.0x10" M |pH = 7.00

pH skalas1 aritmetik degil logaritmiktir. Ornegin; iki ¢ozeltinin pH degerinde 1 iinitelik bir
fark varsa bu birinin digerinden 10 kat daha fazla H" iyon konsantrasyonuna sahip oldugunu

gostermektedir [66].

Cizelge 2.9 Bazi sivilarin pH degeri [66]

Sivi Adi pH
Deniz Suyu 7.5
Kan plazmasi 7.4
Interstisiyel Sivi 7.4
Kan hiicre i¢i sivisi 6.1
Karaciger hiicre i¢i sivisi 6.9
Mide salgisi 1.2-3.0
Pankreas salgisi 7.8-8.0
Tiikiiriik 6.35-6.85
Inek siitii 6.6
Idrar 5.0 - 8.0
Domates suyu 4.3
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2.5.2.2 pH’ nin Onemi

Kimyasal ve biyolojik reaksiyonlar genellikle pH derecesine baglidir. Bu da pH’ y1 en yaygin
laboratuvar Ol¢lim parametresi haline getirmektedir. pH Olglimii bir maddenin kimyasal
Ozellikleri hakkinda bilgi edinilmesini saglayan en onemli birimdir. Cdzeltide bulunan
kimyasallarin veya biyomolekiillerin ¢oziinlirligii, reaksiyonlarin hizi, orani gibi parametreler

pH ile dogrudan ilgilidir [67].

Gidalarda kimyasal ve biyolojik pek cok reaksiyon gergeklestigi ve bu reaksiyonlar1 asitlik

derecesini etkiledigi igin gidalarda pH 6l¢timii olduk¢a 6nemlidir.

e Enzimler ve mikroorganizmalar optimum bir pH araliginda galisirlar. Bu da
ozellikle fermantasyon teknolojisinin kullanildig: gida iiretim alanlarini dogrudan
etkilemektedir.

e (Gida koruma metotlar1 (pastdrizasyon, sterilizasyon, kimyasal madde kullanimi,
1sinlama vs.) pH kontrolii ile yakindan ilgilidir.

e (Gidanin tadi, aromasi ve kokusu dogrudan pH degeri ile ilgilidir.

e (ida proteinlerinden yararlanilarak yapilan gida proseslerinde pH’ 1 kontrolii
onemlidir. Proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri pH degeri ile ortaya ¢ikar. Ornegin;
su tutma kapasitesi pH degeri ylikseldikce artar. Bundan yararlanilarak fermente et
tirtinlerinde kurutma igleminin pH kontrolii saglanarak etkin olarak yapilir.

e Jole, marmelat ve regel tiretiminde pH degisimi ile gergeklesir [68].

Siit ve siit mamullerinin iiretiminde pH birinci derece dneme sahiptir. Cig siit alimlarinda
stitiin 6zelliklerinden biri olarak kabul edilen pH degeri siit ve siit {irlinlerinin kalite kriteri
olarak iiretimde yonlendirici bir etkiye sahiptir. Bununla birlikte, gerek mikrobiyolojik

gerekse diger degismeler hakkindaki en dogru sonuglar pH degerinden anlagilmaktadir [1],

[2], [60].

2.5.2.3 pH’ m Ol¢iim Yontemleri

pH degeri kimyasal ve biyolojik reaksiyonlarin temelini olusturdugu, kimyadan eczaciliga,
gidadan tipa pek cok alanda uygulama alam1 buldugu icin en c¢ok Olglilen parametrelerden
biridir. pH ol¢iimii genel olarak iki yolla yapilmaktadir. Bunlar; indikatér metot ve

potansiyometrik metotdur [69].
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2.1.1.3.1 indikator Metot

Indikatér belirteclerinin ¢dzeltinin pH’> ma bagh olarak degismesinden yararlanilan bir
metotdur. Bu ydntemle Sl¢iimde indikatdr belirtegleri ve pH kagitlart kullanilir. indikator

belirtecler hidronyum iyonuna hassas ¢ézeltiye eklenen kimyasal bilesenlerdir.

Gorlinlir bolgede absorbsiyon yapan metil oranj veya fenolftalein gibi indikatér boyalar,
maksimum absorbansta, renginde degisime neden olan hidrojen iyonlarinin aktivitesiyle

konformasyonlarini degistirirler.

pH seritleri, indikator boyalar ile doldurulmus kagit veya kagit benzeri seritlerdir. pH seritleri
cozelti igerisine batirildiktan sonra beklenir ve zamanla renginde degisim gdzlenir. pH

degerini kabaca belirlemek i¢in standart renklerle karsilagtirilir.
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Sekil 2.22 indikatér yontem ile pH tayini [70]

Bu yontem sicaklik, yliksek tuz derisimleri gibi sartlardan kolayca etkilenmekte ve dogru
sonuglar vermemektedir. Bununla birlikte indikatér metot ile pH Olgim hassasiyeti £1 pH

dolaylarinda olup kabaca bir fikir vermektedir [69].

2.1.1.3.2 Potansiyometrik Metot

Potansiyometrik yolla pH 6lgen aletlere pH metre denmektedir. Bu metotda Slgiilecek ¢ozelti
ile elektrot arasinda meydana gelen potansiyel fark Slgiiliir. pH degeri otomatik olarak pH
metrelerde gozlenir. Potansiyometrik yontemle pH tayini Bolim 2.2 de ayrintili olarak

incelenmistir.
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2.5.2.4 Siit ve Siit Uriinlerinde pH Ol¢iimii

Ortamda bulunan serbest hidrojen iyonlarinin miktar1 ve aktivitesi hakkindaki en dogru bilgi
pH degerinin 6l¢iilmesi ile elde edilir ve bu asitlik “Aktiliel Asitlik” olarak tanimlanir. Cizelge
2.10° da goriildiigii gibi yeni sagilmis inek siitiiniin pH degeri 6.6-6.8, keg¢i siitiinde 6.3-6.7
insan siitinde 7.3 araligindadir. Siitte yasanan bazi degisimler siitin pH degerini
degistirmektedir. Yeni sagilan inek siitiinde pH degeri 7.5 degerine kadar yiikselir ise mastitis

hastaligindan, 6.5’ in altinda ise kolostrum siitii olmasindan siiphe edilir [71].

Cizelge 2.10 Bazi siit ve lirlinlerine ait pH degerleri [6]

Uriin Ad1 pH Degeri
Inek siitii 6.6 - 6.8
Manda siitii 6.45 - 6.85
Koyun siitii 6.46 - 6.90
Insan siitii 7.3
Kolostrum 6.00
Mastitisli siit 7.5
Beyaz peynir 4.80-5.23
Kasar peyniri 5.10
Yogurt 4.00

Siitlin asitligi siit tiretiminde ¢ok onemlidir. Siitlin mayalanmasi, mayanin fiziki karakteri ve

peynir suyu miktari tizerine etkilidir [72].

Siitiin 1zoelektrik noktast pH o6l¢iimii ile bilinmektedir ve degeri 4.6-4.7 arasindadir. Bu

noktada siit proteinleri stabil oldugu i¢in siitiin pihtilasmasina olumlu etki yapmaktadir [71].
pH degeri siit ve siit Uirlinlerinin pek ¢ok 6zelligini etkilemektedir, dzetle;

e Siit proteinlerinin kolloidal yapilari

Olgunlagma doénemini etkileyen mikroorganizma faaliyet ve yasam kosullar

Cesitli siit iirlinlerinin aroma maddeleri

Siit orjinli ve mikrobiyal enzimlerin etkinlikleri

Temizlik ve dezenfeksiyonun etkin bir sekilde saglanmasi [1], [6].

2.5.3 Siitte Toplam Asitlik Tayini

2.5.3.1 Toplam Asitlik Tanimi

St ilk sagimda hafif asidik bir yapidadir. Siitiin bu dogal asitligi birinci derecede kazein,

fosfat ve sitratlardan, ikinci derecede alblimin, globiilin ve karbondioksitten kaynaklanir. Siit
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yapisinda bulunan bu maddeler sebebi ile asitlik 6zelligi gosterdigi igin igerigi degistikge
asitlik derecesi de degisir. Bu sebeple siit kaynagina gore degisik asitlik diizeylerindedir [73].
Asit treten bazi bakteriler laktozu pargalayarak laktik aside indirgerler, bu durum siitte

asitligin artmasina neden olur. Bu asitlik “Sonradan Meydana Gelen Asitlik” veya “Gelisen
Asitlik” olarak ifade edilir.

I=0~=0O=m

Laktoz

Glikoz Galaktoz Laktik Asit

Sekil 2.23 Laktozun laktik asite par¢alanmasi [74]

Titrasyon yontemi kullanilarak bulunan asitlik degeri, siitiin dogal asitligi ve gelisen

asitliginin toplamidir. Bu asitlik degerine “Toplam Asitlik” denilmektedir [1].

2.5.3.2 Toplam Asitlik Tayininin Onemi

Stitte oncelikle pH tayini yapilmaktadir. pH siit aliminda ilk ve en Onemli parametreyi
olusturmaktadir. Bununla birlikte, pH baslangicta bulunan hidrojen iyonu derigimi hakkinda
bilgi vermektedir ve siitte zamanla gelisen asitlik hakkinda net bilgiler edinilememektedir.
Toplam asitlik tayini ile siitiin gelisen asitligi hakkinda dogru bilgiye ulagmak miimkiindiir.
[75], [76]. Gelisen asitlik siitiin alim ve islenmesinde sanitasyon ilkelerine uyuldugunun da bir
gostergesidir (Cizelge 2.11) [77].

Toplam asitlik ayn1 zamanda laktik asit miktarindaki degisim hakkinda bilgi edinilmesini
saglar. Asit Uretimi arttikca titrasyon asitliginde yiikselme meydana gelirken, pH degerinde
diisme meydana gelir. Titrasyon asitliginin bulunmas1 laktik asit miktarinin belirlenmesinde

en iyi parametredir [78].
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Cizelge 2.11 Asitlik dereceleri ve siitiin 6zellikleri [1]

Siitiin Ozellikleri | °SH Derecesi | pH Degeri
Mastitisli siit 4.0-5.0 >6.8
Normal taze siit 6.5-7.5 6.6-6.8
Asitlesme baslangici | 8.0-9.0 6.3
Isitmada pihtilasma | 10.0-12.0 5.7
Kesilen siit 25.0-30.0 5.3-5.5

2.5.3.3 Toplam Asitlik Tayininin Ol¢iim Yéntemleri

Siitte asitlik artig1 titrasyon yontemi, alkol testi, kaynatma testi yapilarak belirlenir. Titrasyon
yontemi iki sekilde degerlendirilir. Bunlardan ilki Soxhlet-Henkel derecesi, ikincisi % laktik
asit derecesidir. Laktik asit derecesi, 100 mL siitiin titrasyonunda 0.1 N NaOH ile titre
edilmesi sirasinda harcanan NaOH miktar1 (mL) kullanilarak belirlenir. Titrasyonda harcanan
NaOH miktar1 (mL) asagida verilen formiilde yerine konularak, siitiin titre edilebilir asitidesi

yiizde laktik asit cinsinden hesaplanir.

Asidite (%laktik asit) = ';”“;ﬂ X 100 (2.35)

C = titrasyonda harcanan sodyum hidroksitin ml’ Si

S = titrasyonda kullanilan siitiin ml’ si

Sekil 2.24 Siit asitliginin tespiti i¢in titrasyon yontemi

Soxhlet-Henkel Derecesi (kisaca °SH) 100 mL siitiin asitligini nétralize etmek icin kullanilan
N/4’ lik NaOH’ in mL cinsinden ifadesidir. Sodyum hidroksit ile titrasyonda, hem siit asidi

(laktik asit) gibi serbest asitler, hem de asit tuzlar1 ve proteinin asit gruplari tespit
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edilmektedir. Harcanan miktar asagidaki denklemde yerine konarak sonu¢ bulunur:

Asitlik Derecesi(°SH) =4 XV (2.36)

V = Harcanan 0.25 N NaOH ¢6zeltisinin ml olarak miktari

Bazi iilkeler titrasyon asitligi tayinini Thorner yontemini (titrasyonda 0.1 N NaOH kullanilir)
veya Dornic Yontemini (titrasyonda N/9 NaOH kullanilir) kullanarak gergeklestirir. Sonugta

bulunan degerler % laktik asit cinsinden hesaplanir.

Cizelge 2.12 Titrasyon asitligi degerleri karsilastirmasi [1]

Soxhlet Henkel Derecesi | Thorner Derecesi | Dornic Derecesi | % Siit Asiti
1 2.5 2.25 0.0225
2 5.0 4.50 0.0450
3 75 6.75 0.0675
4 10.0 9.00 0.0900
5 12.5 11.25 0.1125
6 15.0 13.50 0.1350
7 17.5 15.75 0.1575
8 20.0 18.00 0.1800
9 22.5 20.25 0.2025
10 25.0 22.50 0.2250
20 50.0 45.00 0.4500
30 75.0 67.50 0.6750

Saglikli bir inekten yeni sagilan siitiin titrasyon asitligi 6.4-7.0 OSH derecesi veya %0.14-
%0.16 siit asitidir. Ancak bu deger tagima sirasinda artis gosterir. SH derecesi 5” in alt1 olmasi
halinde olumsuz bir mikrobiyal gelismeden veya nétralize edici madde ilavesinden

kuskulanilir. SH derecesi 10’ un iizerine ¢ikarsa isitilmaya baglandig1 anda pihtilagsma olur.

pH degeri ile °SH degeri arasinda hi¢gbir matematiksel iliski yoktur. OSH degeri pH degerine

cevrilemeyecegi gibi pH degeri kullanilarak °SH degeri hesaplanamaz.

Alkol testi ise daha ¢ok siitiin isletmeye kabul edilmesi sirasinda esit miktarda siit ve %68 lik
alkoliin karigtirilmasi ile yapilir. Bu yontem temel olarak; siite alkol katilarak kazeinin kolloid
durumunun bozulmasi saglanir. Siitiin asitligi arttikca piht1 olusumu artar. Taze ve normal
stitlerin pihtilagmasi i¢in daha fazla alkole gereksinim duyulmakla birlikte, asitlik arttik¢a
pihtilagma i¢in kullanilan alkol miktar1 azalir. Bundan faydalanilarak siitiin tazeligi ve asitlik

derecesi hakkinda tahmin yriitiiliir.

Kaynatma yontemi ise analiz olanagi olmayan alanlarda siitiin tazeligi hakkinda fikir

edinilmesine yardimci olur. Kaynatma islemi, asitligi yiikselmis siitlerin yiiksek sicaklik ile
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yapisinin bozularak pihti olusturulmasi esasina dayanir. Siitlin asitligi ile ilgili bir 6ngdriis

edinilmesini saglar [1], [79].
2.5.4 Siit Yag1 ve Analizi

2.5.4.1 Siit Yaginn Onemi

Siit proteini beslenme acisindan en 6nemli bilesen olmasina ragmen ekonomik ve teknolojik
Oonemi nedeniyle siit yagi siitiin en degerli kismi olarak bilinmektedir. Siit yaginin 6nemi su

sekilde 6zetlenebilir;

e Siitlin yag orani, ekonomik agidan dnemli bir yere sahiptir. Siit fabrikalarinda siit
hammadde olarak geldiginde ilk olarak yag analizi yapilmakta ¢ikan sonuglara gore

tireticiye fiyat verilebilmektedir.

e Siitlin bilesimindeki yag orani, siit teknolojisinde iretim planlama, proses

sekillendirme agsamalarinda 6nemli bir parametredir.

e Bilesiminde esansiyel yag asitleri, orta uzunlukta karbon zincirli yag asitleri ve

vitaminler icermesi sebebi ile beslenmede 6nemli bir yere sahiptir.

e Sindirimi kolaydir ve sagladig1 enerji ile giinliik beslenmede 6nemli bir yere sahiptir.
Susuz 1 g. siit yagi 9.3 kcal enerji saglamaktadir. Bu deger 1 g. protein veya 1 g.

karbonhidratin sagladigi enerjiden fazladir.

e Siit ve siit iiriinlerinin tekstiirel yapisinin olusturulmasinda énemlidir. Siit trtinlerinin

duyusal kalitesini arttirir [80].

Siit ve siit {irtinlerinin iiretim asamasinda ve sonrasinda en onemli kalite kriterlerinden biri
olan yag oram Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi, Tiirk Gida Kodeksi
Tereyagi, Diger Siit Yag1 Esash Siiriilebilir Uriinler ve Sadeyag Tebligi, Tiirk Gida Kodeksi
Koyulastirilmis Siit ve Siittozu Tebligi, Cig Siit ve Isil Islem Gormiis igme Siitleri Tebligi
kapsaminda standardize edilmistir. Cizelge 2.13” de ilgili tebliglerde yer alan siitiin sahip

olmasi gereken yag miktarlar1 6zetlenmektedir [81], [82], [83].
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Cizelge 2.13 Cesitli siit ve siit tirlinlerinde bulunmasi gerekli yag miktarlari [81], [82],

[83]
Uriin Yag Oram
Tam yagli yogurt Siit yag1 > 9% 3.8
Yarim yagh yogurt % 2 > siit yag1 > % 1.5

Yagsiz yogurt

Siit yag1 <% 0.5

Tam yagli ayran

Siit yagi1 > % 1.8

Yarim yagli ayran

% 1.2 > Siit yag1 > % 0.8

Yagsiz ayran Siit yag1 <% 0.5
Koyulastirilmis Yagsiz Siit Siit Yag1 <1
Koyulastirilmis Yarim Yagl Siit 1< Siit yag1 <7.5
Koyulastirilmis Tam Yagl Siit Stit yag1 > 7.5
Koyulastirilmis Yiiksek Yagh Siit Stit yag1 > 15
Sekerli Koyulastirilmis Yagsiz Siit Stityag1 <1

Sekerli Koyulastirilmis Yarim Yagh
St

1< Siit Yag1 <8

Sekerli Koyulastirilmis Tam Yagh
St

Siit yag1 > 8

Yagsiz Siittozu

Siit yag1 > 1.5

Yarim Yagl Siittozu

1.5 < Siit yag1 > 26

Tam Yagh Siittozu

26 < Siit Yag1 > 42

Yiiksek Yagh Stittozu

Siit yag1 > 42

Sadeyag Agirlikga en az %99 oraninda siit yagi

- Agirlikga en az %80, en fazla %90 oraninda siit
Tereyagi v

< - Agirlikca en az %39, en fazla %4 1oraninda siit

Yarim yagh tereyagi yag
Tam yagli Peynir 45 < Siit yagi
Yarim yagl Peynir 25 < Siit yag1 <45
Az yagli peynir 10 < Siit yag1 < 25
Yagsiz peynir 10 > Siit yag1
Cig Inek Siitii En az %3.5 (m/V)
Cig Manda Siitii Enaz %7 (m/v)
Cig keci siitli En az %4.15 (m/v)
Cig koyun siitii En az %5.5 (m/v)
Is1l islem gormiis tam yagl siit %3.5
Isil islem goérmiis yagl siit %3
Isil islem gbrmiis yarim yagl siit %1.5
Isil islem gérmiis yagsiz siit %0.15
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2.5.4.2 Siit Yaginin Kimyasal Ozellikleri

Siit yagi, yag asitlerinin gliserin ile olusturdugu trigliserid esterleridir. En 6nemli kisminm
trigiliseridler olusturur. Siit yagi, yapisinda 400’ iin ilizerinde yag asidi ve 200’ e yakin
trigliserid bulundurmasi sebebiyle dogadaki en karmasik yapidaki yagdir [84], [85]. Aym
zamanda, karmagik yapisi kendisini olusturan yag asitlerinin ¢ift baglarinin sayisi ve

pozisyonundan kaynaklanmaktadir [86].
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Sekil 2.25 Siit yaginin kimyasal gosterimi [87]

Siit lipitlerinin %98-99° u trigliseridlerdir, geri kalan %1-2” lik kisim “minér lipitler” olarak
adlandirilir. Cizelge 2.14” de siit yaginda bulunan bilesimler dzetlenmektedir. Siit lipitleri
igerisinde yer alan maddeler farkli fazlarda, yag globiilleri igerisinde, globiillerin etrafini saran
zarda ve eser miktarda siit serumunda bulunur [1]. Caplar1 1-12 pm arasinda degisen bu
globiiller fosfolipitge zengindir. Globiil ¢api siitiin yag igerigiyle dogrudan iligkilidir. Globiil
membrani lipidin emiilsiyon stabilitesini saglar. Siit fosfolipidlerinin %60° 1 ve siit
kolesteroliiniin yaklasik %85 1 membranin yapisinda yer alir. Yag globiilleri sicaklik ve pH
degisimlerine kars1 direnclidir. Globiil membraninda yer alan hidrofobik ve hidrofilik 6zellik
gosteren gruplar sebebiyle giicli mekanik uygulamalar (calkalama, pompalama,

homojenizasyon) yag globiillerinin par¢alanmasina neden olur [80].
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Cizelge 2.14 Siit yaginda bulunan bilesimler [1]

Bilesen Oranlari (%) Bulundugu Yer
Gliseridler
Trigliseridler 98-99 Yag globiilii
Digliseridler 0.3-1.6 Yag globiilii
Monogliseridler 0.002-0.1 Yag globiilii
Yag globiilii membrani
Fosfolipidler 0.2-1.0 Ve serum
(Lesitin Sefalin
Sfingomiyelin
Steroller 0.2-0.4 Yag globiilii membrani
(Kolesterol ve Lanosterol) Ve serum
Yag globiilii ve siit
Serbest Yag Asitleri 0.1-0.4 serumu
Serebrozitler 0.01- 0.07 Yag globiilii
Mumlar Eser miktarda Yag globiili
Squalen Eser miktarda Yag globiilii
Yagda Coziinen Vitaminler Yag globiilii
Vitamin A 7.0-8.5 ng/g yag
8.0-10.0 ng/g
Karotenoidler yag

Vitamin E 2-5.0 ug/g yag
Vitamin D Eser miktarda
Vitamin K Eser miktarda

Siit yaginda yaklasik 400 yag asidi vardir (C2-C26). Bu yag asitlerinin ¢ogu eser miktardadir
(< %0.01). Ortalama 15 yag asidinin konsantrasyonu %1 civarindadir. Bunlarin 14 tanesi ¢ift
karbonludur. Toplamin %63’ i doymus asitler, %31’ i monoenoik asitler, %3’ i dienoik
asitler, %1’ den az1 polienoik asitlerden olusmaktadir. Siit yapisinda bulunan bu farkli yag

asitleri sayesinde genis bir erime araligina sahiptir. Yag asitlerinin kompozisyonu genetik ve

cevre faktorlerinin etkisiyle degisiklik gosterir [88].
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Cizelge 2.15 Siit yaginda bulunan yag asitlerinin kompozisyonu [89]

Yag Asidi % Agirhk % Mol

C4:0 (Butirik asit) 3.70 £0.02 9.61 +£0.05
C6:0 (Kaproik asit) 2.45+0.02 4.85+0.04
C8:0 (Kaprilik asit) 136 +0.01 2.17+£0.01
C10:0 (Kaprik asit) 2.88 £0.01 3.87+0.01
C12:0 (Laurik asit) 3.21+0.01 3.71+£0.01
C14:0 (Miristik asit) 11.19 £ 0.02 11.37 +£0.02
C14:1 (Miristoleik asit) 1.05+0.01 1.08 £0.01
C15:0 (Pentadekanoik asit) 1.27 £ 0.05 1.35+0.05
C16:0 (Palmitik asit) 27.37+0.03 24.78 +0.03
C16:1 (Palmitoleik asit) 1.65+0.02 1.51 £0.02
C18:0 (Stearik asit) 13.91 +0.02 11.36 + 0.02
C18:1 (Oleik asit) 27.99 +0.04 23.02+0.03
C18:2 (Linoleik asit) 2.05+0.05 1.70 £ 0.04
C18:3 (Linolenik asit) 0.99 £0.01 0.83+£0.01
C20:0 (Arasidik asit) 0.19+0.01 0.14+0.01

2.5.4.3 Siit Yaginn Fiziksel Ozellikleri

Ozgiil Agirhg: Siit yag: siitiin en hafif bilesenidir. Ozgiil agirhig 15 %C> de 0.93” tiir.
Bu sayede siit yag1 kendi haline birakilarak siitiin ylizeyinde toplanir ve kaymak denen

tabakay1 olusturur [78].

Coziiniirliigii: St yagi; kloroform, benzol, trikloretilen, karbontetrakloriir, karbon
siilfiir, sicak alkol, benzen, eter gibi organik ¢oziiciilerde ¢dziiniir. Igeriginde bulunan
trigliseridler suda ¢ozlinmez. Siit yaginin bu 6zelliginden faydalanilarak siit ve siit

tirinlerinden ekstraksiyon yoluyla yag alinarak kantitatif analizler yapilir [78].

Erime Noktasi: Igeriginde bulunan kisa karbon zincirli yag asitleri ve doymamis yag
asitleri sebebiyle siit yaginin erime noktasit diger hayvansal yaglara oranla daha
diisiiktiir. Erime sicakligi yaklasik 27-33 °C’ dir. Yagin tamamen berraklasip
iceriginde hi¢ bir bulaniklik bulundurmadig sicaklik ise 33-38 °C’ dir. Siit yagimin
erime sicakligr saglik agisindan ¢ok onemlidir. Siit yagi viicudumuzda eriyik halde
bulunmaktadir [78].

Donma Noktasi: Yaglarda donma noktasi, igeriginde bulunan yag asitlerinin
kompozisyonu ile dogrudan iliskilidir. Doymamis yag asitleri fazla olan bitkisel yaglar
0 °C’ nin altinda donarken, siit yaginin donma noktast 15-25 °C’ dir [78].
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e Rengi: Siit yag1 hafif sarims1 bir renktedir. Siit yaginin rengi hayvanin beslendigi
yemin igeriginde bulunan karoten ve ksantofil miktar1 ile dogrudan iliskilidir. Ayrica

stitiin elde edildigi hayvana gore de renk degisikligi gozlenmektedir [1].

e Tekstiirel Ozellikleri: Tekstiirel ozellikler ile donmusluk, sertlik ve vizkosite
ozellikleri tanimlanir. Siit yaginin donmuslugu kat1 yagin sivi yaga orantyla belirlenir.
Siit yagiin vizkositesi; Uriiniin igerigi, pH’ 1, sicakligi, yagin termal profili ve siire¢

islemlerinden etkilenir [78].

2.5.4.4 Siit Yag Analizinde Kullanilan Yontemler

Siit ve siit tiriinlerinin yag oraninin belirlenmesinde “Gerber Yontemi” kullanilmaktadir. Siit
ve siit lirtinlerinde bulunan protein ve zor ¢oziinen tuzlarin derisik stilfiirik asit ve amil alkolde
cozdiiriilerek coktiiriilmesi ve geriye kalan yagm biitirometrenin skalasindan okunmasi
ilkesine dayanmaktadir. Biitirometrenin skalasindan % yag orani1 okunur ve bu deger ilgili
teblig hiikiimleri ile kiyaslanarak kalite parametresi olarak kaydedilir. Deneyin akim semasi
Sekil 2.26° da goriilmektedir.

Biitirometrenin icerisine 10
mL siilfiirik asit

Uzerine 11 mL siit drnedi

1 mL amil alkol

Biitirometre alt tist edilir

1200 devir/dk Gerber
santrifiijde 5 dk. sanfrifiij
ediilir

Sekil 2.26 Siitte yag orani analizinin akis semasi
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Su banyosu ve 1sitma diizenekli santrifiij genellikle siit tiriinlerinde kullanilir, siitlerde 6n
1sitma islemi gerekmez, siit yanabilir. Analiz sonucunda okuma yapilirken skalada biriken yag
berrak olmalidir. Yag siitiiniin koptkli, yanik ve tortulu olmasi analiz sirasinda hata
yapildiginin bir gostergesidir. Amil alkol eksik eklenmis olabilir, H,SO,4 ¢ozeltisi fazla
derisiktir veya biitirometre soguktur. Skalas1 iizerinde yagin iist diizeyi okunur ve 6rnegin %
yag orant belirlenir (Sekil 2.27). Okunan yag yiizdesi 100 g. 6rnekte bulunan yag oranini
ifade eder [90].

Sekil 2.27 Biitirometre ile siitte yag analizi

2.6 Sirali Enjeksiyon Analizi (SEA)

Sirali enjeksiyon analizi (SEA) akis esasli bir yontemdir. Akis esaslt yontemler 1970 li
yillarda Amerika Birlesik Devletlerinde Stewart, Danimarka’ da Ruzicka ve Hansen isimli
bilim adamlar1 tarafindan gelistirilmistir. Bu kategoride sirali enjeksiyon, akis enjeksiyon

(FEA), hava bolmeli, siirekli olmak iizere dort temel yontem vardir [37].

Sirali Enjeksiyon Analizi (SEA), enstriimental analizlerde, kimyasal reaksiyonlar igeren
siirekli ayirma proseslerinde, reaksiyon iirlinlerinin kimyasal reaksiyon gelisimini
tanimlamada, manuel olarak yapilan pek ¢ok kimyasal ve fiziksel islemlerde kullanilmakta,
bu islemlerin otomasyonunu saglamaktadir. Bununla birlikte, analizlerde hizli, kesin ve dogru

sonuglarin elde edilmesini kolaylastirmaktadir [91].
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BB

Tasyia Pompa Reaksiyon Reaktan Ornek Dedektor Ank
Tiipi

Sekil 2.28 SEA sisteminin sematik gosterimi [91]

SEA teknigi basitligi ve kolayligi ile ornek manipiilasyonlarini otomatize edecek bir
yontemdir. SEA yontemi ilerlemis teknoloji sayesinde ucuz donanimlara gereksinim duyulan
bir yontem halini almistir. Gelistirilen bilgisayar programlari ile arastirmacilara kendi
konulart ile ilgili 6zel tasarimlar yapma imkan1 sunmasinin yani sira endiistriyel uygulamalari
ile analiz yontemlerinin siiresini kisaltarak iiretim ve kalite kontrol acisindan avantajlar

saglamaktadir [20].

2.6.1 SEA Yonteminin Temel Prensipleri

SEA tekniginin temel prensibi; mikro hacimlerdeki ¢ozeltilerin bir tasiyici faz kullanilarak
detektorden gecirilip Ol¢limiiniin yapilabilmesidir. Numune hareketli faz igerisinde bir bolge
(zone) olusturur ve detektdorden gecerken absorbans, elektrot potansiyeli gibi fiziksel
parametrelerde degisiklige bagli olarak pikler olusturur. Elde edilen pik yiiksekligi veya alani
standart ¢ozeltilerden elde edilen pik yiiksekligi ve alanlari ile karsilastirilarak 6l¢iim saglanir

[93].

Sekil 2.29° da goriildiigii gibi, SEA sisteminde; (i) Sistem borularmnin doldurulmus oldugu
tastyict igerisine numune eklenir, (ii) tasiyici ile birlikte ilerleyen numune tasiyici faz
igerisinde dagilmaya baslar ve bir ara yilizey meydana gelir, (iii) numune, tasiyici faz
yardimiyla dedektore iletilir, (iv) dedektor analitin igerigine bagli olarak degisimleri kaydeder
[94].
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NUMUNE

ENJEKSIYON

DEDEKSIYON

Sekil 2.29 Sirali Enjeksiyon (SE) sistemlerinin ¢alisma prensibinin sematik gosterimi [94]

Omek dogrudan dl¢iime alinabilecegi gibi sisteme eklenecek kolanlar sayesinde reaktiflerle

reaksiyona girmis halde de 6l¢lim yapilabilmesine olanak saglar.

SEA sisteminde elektrotun cevabi iki kinetik siirecin sonunda olusan gegici pikler seklindedir
(Sekil 2.30). Bu siireglerden ilki tasiyici faz ile 6rnek bolgesinin dagilmasini kapsayan fiziksel
siire¢, digeri ise numune ve reaktifin karigmasi sonunda elektrot tarafindan algilanan

bilesenlerin olusturdugu kimyasal siiregtir. Bunlar eszamanli olarak meydana gelmektedir.

Elektrotun analizi yapilan tiirlere hizli ve dogrusal sekilde cevap verdigi durumlarda pik
yiiksekligi, pik alani veya pik genisligi 6l¢limleri arasinda herhangi bir fark yoktur. Analizi
yapilmak istenen maddenin konsantrasyonu bu parametrelerin her birine farkli bicimde bagh
olmasma ragmen bdyle durumlarda parametrelerin her birinden faydalanmak miimkiin

olmaktadir.
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T >

dedelitor cevaln

[
L

Laman

Sekil 2.30 SEA sinyali [95]
Sekil 2.30 incelendiginde;
H: Pik yiiksekligi
W: Pik genisligi
A: Pik alan1

T: Enjeksiyon anindan pik maksimumuna kadar gegen siire

Tb: Pikin baslangiciyla yeniden temel hale doniis an1 arasinda gegen siireyi ifade etmektedir.
Ayrica;
k: Orant1 sabiti

C: Cozelti konsantrasyonu

olmak iizere konsantrasyon ve pik ytiksekligi arasindaki iliski;

H=kxC 2.37)

seklindedir. Pik yiiksekligi 6l¢timlerde sik kullanilan bir parametredir, bunda akim potansiyel
ve absorbans vs. elektrot cevaplari ile dogrudan ilgili olmas1 ve kolay tanimlanmasi etkilidir.

Bununla birlikte; pik alan1 ile konsantrasyon arasindaki iliski,
A=kxC (2.38)

Pik alan1 hesaplayarak kantitatif sonuclar elde etmek bir takim dezavantajlar tagimaktadir.
Logaritmik dedektorlerin (logC) cevabi, pikin temel hale yakin olan kismi, maksimum
noktasina yakin olan kisimlara gére daha orantisiz hesaplandigindan degisebilmektedir. Bu
durum numunenin konsantrasyonunun dogru hesaplanmasina engel teskil etmektedir.
Bununla birlikte pik genisligi konsantrasyonun logaritmasi ile dogru orantili olarak
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degismekle birlikte pik alan ve yiikseklik Ol¢limleri ile karsilastirildiginda dogruluk orani
azdir [95].

SEA sistemine pH, elektrot potansiyeli, difiizyon akimi, absorbans, floresans, elektriksel
iletkenlik gibi degisimleri algilayabilen birden fazla elektrot eklenerek c¢ok sayida

parametrenin 6l¢limii yapilabilmektedir [96].

Olgiim ¢ok diisiik miktarlarda 6rnek almay1 saglayan miligat pompa sayesinde dlgiim cihazina

aktarilabilmekte ayrica manuel olarak enjeksiyon yapmaya gerek kalmamaktadir.

2.6.2 SEA Sisteme Etki Eden Faktorler
Siral1 enjeksiyon analiz yontemi:
e Numune enjeksiyon hacmi,
e Kontrol edilebilir numune dagilima,
¢ Sistemin baglantilarinin geometrik sekilleri,
o Sicaklik faktorlerine baglidir [37].

Sirali enjeksiyon analiz yontemi mikro diizeylerde numune enjeksiyonu yapmaya imkan
veren bir sistemdir. Numune hacmi pik yiiksekligi ve 6l¢iim hassasliginin artmasinda etkili
olan bir faktordiir. Enjeksiyon hacmi ile hassasiyet arasindaki iligki Sekil 2.31° de
gosterilmektedir [97].

Numune Hacmi (pL)

Al C%00 kararl hal D +  Enjeksiyon hacmi 60 pL olan bir
1.0 -->80- "0
200 /‘ sistemde absorbans A= 0,5 iken,
mo-f | | . i
| | * 800 pL lik bir numune enjeksiyonunda
0.5 i R ':' ‘ 20 absorbans A= 1"e yiikselmektedir.
"\‘ Yani; numune hacmi arttikca pik yiiksekligi,
\ |\ 4.0
si \\ \ dolayisiyla hassasiyet artmaktadir.
Y \\\\_‘?”' x,
20 sec
zaman

Sekil 2.31 Akis enjeksiyon analizlerinde numune hacminin etkisi [97]
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Kontrollii dagilma ise sirali enjeksiyon sistemlerinin en dnemli 6zelligini olusturmaktadir.
Siirekli akis halinde olan sistem igerisine gonderilen numunenin dedektdre taginmasi boyunca

meydana gelen dagilimin tekrarlanabilirligi 6nemlidir.

SEA sistemde dagilim; molekiiler difiizyon ve konveksiyon giiclerinin etkisi ile olusmaktadir.
Analiz sirasinda molekiiler diflizyon ¢ogu zaman ihmal edilebilir. Konveksiyon diiz olmayan
kanallarda akis yoniine dik merkez kag¢ kuvvetinin, diiz kanallarda ise farkli noktalardaki sivi
elemanlarinin hizlarinda olusan farklilik sebebiyle olusmaktadir. Dagilmanin gergeklestigi
bolge, boyu dedektdre tasinma uzakligina bagl olarak degisen, bir i¢ biikey parabolik yiizey
ile bir dis biikey parabolik kuyruk meydana getirir. Bu alan tasiyic1 faz igine niifuz ederek
geligsir boylece dagilimi olusturan kuvvetler kontrol altinda olmakta SEA’ de rastgele

tirbiilanslar meydana gelmemektedir.

CO
Cmax
I
1
1
I
i
1
]
1
1
I
1

Sekil 2.32 Sirali enjeksiyon (SE) sistemlerinde numunenin dagilimi (a) Dagilima ugramayan
numune bolgesi (Initial Concentration) (b) Dagilmaya ugramaya baslayan numune bolgesi (c)
Dagilima ugrayan numune bolgesi (Gauss Sekli) [97]

Sekil 2.32° de Siral1 Enjeksiyon sistemlerde numune dagilimi gosterilmektedir. Co numunenin
tasiyict faza enjekte edildigi ve henliz dagilmanin meydana gelmedigi numune
konsantrasyonudur. Cpax ise tasiyici sistem igerisinde ilerleyen numunenin 6lgiilebilir

maksimum konsantrasyonudur.

Ayrica dagilim; numune hacmi ve akis hizi, sistemde bulunan boru c¢aplari, reaksiyon
hiicrelerinin i¢ caplart ve uzunluklarindan da etkilenmektedir. Boru i¢ ¢aplar kiiciildiikce
hacim azalmakta bu da siv1 elemanlarin hizinin artmasina yol agmaktadir. Artan hiz sebebi ile

pikler erken meydana gelmektedir. Bununla birlikte, bu durum numunenin hareketli faz ile

56



daha az etkileserek bant genisliginin daralmasina ve simetrik, keskin piklerin ortaya

¢ikmasina neden olmaktadir [97].

2.6.3 SEA Sisteminin Teknik Ekipmanlari

Sirali enjeksiyon sistemi temel olarak dort ana boliimden olusmaktadir. Bunlar; ¢oklu
enjeksiyon valfi, peristaltik pompa, baglanti elemanlar1 ve detektér. Ornekleme g¢oklu

enjeksiyon valfi yardimiyla yapilmaktadir. Peristaltik pompa ile akis saglanmaktadir [22].

Detector

| Reaksiyon Tiipii
Peristalti

Tasiyie1 Faz Pompa

Atk

En jeksiyon
Valfi

Ornek

Kimyasal Madde

Sekil 2.33 SEA sisteminin elemanlarini gosterildigi sematik ¢izim [22]

2.6.3.1 Coklu Enjeksiyon Valfi

SEA sisteminin ¢ok yonlii olmasini saglayan en 6nemli etken ¢oklu enjeksiyon valfidir. Bu
valf sistemin ¢ok yonlii olmasini saglar ve onu diger akis sistemlerinden ayirir. Vananin her
portu belirli bir amaca yonelik g¢alismaktadir ve oOrnek, standart, reaktif ve dedektor

kombinasyonlari rahatlikla belirli bir analize uyacak sekilde modifiye edilebilmektedir [20].

Sekil 2.34 Coklu enjeksiyon valfi ¢alisma 6rnegi [98]
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Valf sayesinde numune ¢ozeltisi bir sivi damlasit seklinde hizla hazirlanmis olan bilgisayar
programi sayesinde kolayca sisteme enjekte edilir. Ayrica bu numune yaninda reaktifler de
analizin durumuna uygun olarak sirayla sisteme alinir ve analizi saglanir. Valf ayrica

sistemden atiklarin atilmasinda, sistemin temizlenmesinde kolayliklar saglamaktadir.

Sekil 2.35 Coklu enjeksiyon valfi

2.6.3.2 Peristaltik Pompa

Peristaltik pompa SEA sistemin temel unsurlarindan biridir. Pompa paralel tiipleri sayesinde
cok kanalli 6zellik sunmaktadir. Cok yonlii itme kuvveti saglayarak farkli hacimlerde akis
hiz1 tercihleri ile ¢oklu valfin istenen sivi elemani almasi saglanmaktadir. Diizenli
kullanimlarinda analiz sirasinda belirli bir performans artis1 saglamaktadir. Bununla birlikte;
300 saatlik caligma siiresi kisitlamasi, organik ¢oziiciiye ve kuvvetli asitlerle olusabilen
korozyonlar, akis oraninda meydana gelebilen kararsizliklar sistem agisindan dezavantajlar

meydana getirmektedir [99].

Sekil 2.36 Peristaltik pompa, B: sikistirma noktasi, C: tiip uglari, S: silindir, T: tiip [99]
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2.6.3.3 Dedektor

SEA sistemde calismanin amacina yonelik olarak atomik emisyon, pH, absorbans, floresans,
elektrot potansiyeli, difiizyon akimi gibi degerleri Olgebilen cesitli dedektorler ile
caligilabilmektedir. Her arastirmanin kendine 6zgli olmakla birlikte genel olarak bir
dedektoriin - kiigiik boyutlariin  olmasi, yliksek duyarhilik gostermesi ve genis bir

konsantrasyon araligina sahip olmasi beklenir [91].

2.6.3.4 Diger Bilesenler

Siralt enjeksiyon analizinde kullanilan tasiyict boru ve baglantilar sistemin temel
unsurlarindandir. Piyasada kullanim amaglarina uygun nitelik ve caplarda cesitli boru ve
baglantilar bulunmaktadir. Ozellikle boru caplar, numuneye 6zgii ve galismanin niteligini

tamamlayict olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir [100].

Sistemde reaksiyonun gergeklesmesinin saglanmasi amaciyla reaksiyon kolonu eklenebilir.
Kolonlar amaca yonelik olarak dolgu malzemeleri ile zenginlestirilebilecegi gibi reaksiyonun
gerceklesmesi i¢in kimyasallarin bir araya gelmesini saglayan daha genis ¢apl, burgulu,

kivrimlr gibi farkli sekillerde de olabilmektedir.

Hareketli ortamda ¢alisilacagr icin elektrotlarin baglanacag: hiicrelere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu hiicreler polikarbonit bloklardan olusabilecegi gibi fleksiglass yapida da olabilmektedir.
Hiicre tamamen calismanin amacima yonelik olarak bir veya birden fazla elektrotun
baglanabilecegi sekilde tasarlanmalidir. Bununla birlikte, akis yolunu olusturacak giris ve

c¢ikisa sahip olup buralara ince boru baglantilar1 eklenmelidir.

2.6.4 SEA Sisteminin Optimizasyonu

SEA sistemde sonuclarin dogruluk, duyarlhilik ve kesinliginde degiskenlerin optimizayonu
onem tasimaktadir. Kimyasal olarak pH, sicaklik, reaktif miktar1 ve konsantrasyonu gibi
degiskenler yani sira, SEA’ i etkileyen faktorler olan akis elemanlarinin geometrik sekilleri,
numune hacmi, akis hizi, tim sistemin hacmi gibi faktorlerin de g6z Oniinde tutulmasi

gerekmektedir [101].

2.6.5 SEA Uygulamalar

Akis enjeksiyon sistemlerinin kullanimi ile baslayan ardindan teknolojinin gelisimi ile

kendine oldukca genis bir alan bulan SEA sistemi c¢evresel ve biyolojik alanlarin yani sira
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gida endiistrisinde kalite kontrol analizlerinde dogru ve hizli sonuglarin alinmasi amaciyla
kullanilmaktadir. Bunula birlikte, tip, ilag ve biyoteknoloji alanlarinda da yaygin olarak

kullanim alan1 bulmaktadir.

Gida endiistrisinde hammadde, ara iirlin ve nihai iirlinde gida giivenligi ve kalite kontrol
amactyla kullanilmaktadir. Ayrica gida aragtirmalarinda da hizli ve giivenli olmasi reaktan
miktarlarinin  olduk¢a diisiik olmasi ve analizleri otomatize etmesi sebebi ile tercih

edilmektedir.

Van Staden ve Mc Cormack, 1998 yilinda sivilastirilmis soya fasulyesi 6rneklerinde toplam

yenilebilir amino asit igeriginin belirlenmesi i¢in SEA sistem tasarlamiglardir [102].

Fletcher ve Van Staden (2003), c¢esitli icki Orneklerinde etanol tayini igin bir
spektrofotometrik izlemeye dayali bir SEA sistemi tasarlamislardir [103].

March, Simonet ve Grases (2000), tasarladiklar1 SEA sistem ile ¢esitli yagli tohumlarin fitik
asit miktarini (inositol heksafosfat) belirlemislerdir [104].

Van Staden ve Van der Merwe (1998), tasarladiklar1 spektrofotometrik izlemeye dayali SEA

sistemi ile islenmis et Girlinlerinde bulunan nitrit miktarini1 belirlemislerdir [105].

Bir diger ¢alismada Schindler et al. (1998), ¢esitli alkolsiiz iecek drneklerinde glikoz, friiktoz

ve siikroz miktarlarinin tayini igin bir SEA sistem tasarlamislardir [106].

Silva, Souza, Ferraz, and Nogueira (1999), iletkenlik yetisinden yola ¢ikarak siitte kloriir
miktarimni tespit etmek igin bir SEA sistem tasarlamislardir [107]. Cizelge 2.16 ve Cizelge

2.17° de SEA sisteminin gida sektoriindeki uygulamalari ayrintili olarak gosterilmektedir
[108].

2.6.6 SEA Titrasyonlari

Asit-baz titrasyonlariin hizli bir sekilde yapilmasi 6zellikle ilag ve kimya laboratuvarlart
olmak {iizere endiistriyel kontrol laboratuvarlarinda biiylik 6nem tagimaktadir. Geleneksel
olarak bu tip titrasyonlar i¢in Batch yontemi kullanilmaktadir. Ancak Batch yonteminin yavas
olmasi proses isleyisinde olumsuzluklara sebep olmaktadir. Bununla birlikte, bu yontem daha
fazla sarf malzemenin harcanmasina neden olmaktadir. Pipetleme, dagitma, karistirma ve
ayirma gibi manuel uygulamalar otomatize edilebilirse zaman ve materyal tasarrufu

saglanabilir.
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Temel olarak SEA’ da titrasyon; hareketli ortamda yer alan baz fazi igerisine asit Grneginin
enjeksiyonu ile saglanir. Tasiyict ile reaksiyona girmeye baslayan 6rnegin 6n ve arkasinda
olusan zonlar tamamen nétralize olur. Biri cepheleme bolgesi biri kuyruklama bolgesi olmak
tizere iki esdeger noktanin gozlenmesi anlamina gelmektedir. Analit konsantrasyonu titrant
konsantrasyonundan fazla oldugunda ve dagilma biri digerinden fazla oldugunda dogrudur.
Analit konsantrasyonu titratin konsantrasyonundan kiigiik ise pikde biikiilme meydana gelir

ve mesafe analit konsantrasyonunun bir fonksiyonudur.

Titrasyon elektrokimyasal veya spektrofotometrik takipler ile gerceklestirilebilir.
Spektrofotometrik yontemlerde Ornek enjekte edilmeden once bir indikatoriin kullanimi
gerekir. Elektrokimyasal yontemlerde 6zellikle potansiyometrik takip ile yapilan analizlerde
ek bir indikatore ihtiya¢ duyulmaz. pH tayini i¢in ¢ok ¢esitli elektrotlar kullanilmaktadir; cam
veya celik elektrotlar, metal oksit, PVC veya epoksiakrilat temelli olanlar bunlara 6rnek

olarak verilebilir [109].
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Cizelge 2.16 SEA sistem kullanilarak gidalarda inorganik madde tayini [108]

Analit . Ornek Sayisi/Saatte
Ornek Dedektor . Referans
Islenebilen
Iyot Tuz UV-Vis A =528 nm 24 Arau’jo et al. (1997)
Demir Sarap UV—Vis A =510nm 9 Oliveira et al. (2000)
Demir Bebek Mamast UV-Vis A =480 nm 100 Arau’jo et al. (1997)
Demir Alkolsiiz Igecekler UV-Vis % =510 nm 9 Neira et al.(2000)
ve Siit
Kalsiyum Alkolsiiz Icecekler UV-Vis X =535nm 9 Neira et al.(2000)
ve Siit
Nitrat Islenmis etler UV-Vis A =540 nm 49 Van Staden Der and
van Merwe (1998)
Fosfor Sarap, Meyve Suyu, UV-Vis A =619nm 16 Oliveira et al. (1998)
Siit
Stilfat Sarap UV-Vis X = 420 nm 5 Silva et al . (2003)
Siilfiir Dioksit (Serbest) Sarap UV-Vis A =580 nm 17 Segundo and Rangel (2001)
Siilfiir Dioksit (Toplam) Sarap UV—Vis X =580 nm 16 Segundo and Rangel (2001)
Demir Sarap FAAS-Vis A =248,3nm 95 Costa et al. (2000)
Cinko Sarap FAAS-Vis A =213,9nm 95 Costa et al. (2000)
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Manganez Sarap FAAS-Vis A =279,0 nm 95 Costa et al. (2000)

Bakir Sarap FAAS A =213,9nm 75 Costa et al. (2000)

Demir (111) Sarap FAAS A =248,3nm 18 Costa et al. (2000)

Demir (toplam) Sarap FAAS A =248,3nm 18 Costa et al. (2000)

Civa Balik CVAAS A =253,7nm 30 Bauza’' de Mirabo’ et al.
(1997)

Arsenik Sarap HGAAS XL =248,3nm 23 Za'rate et al. (2001)

Kloriir Siit fletkenlik 30 Silva et al.(1999)

Cizelge 2.17 SEA sistem kullanilarak gidalarda organik madde tayini [108]

Analit N Ornek Sayisi/Saatte
Ornek Dedektor . ) Referans
Islenebilen

Aflatoksin B1 Fistik UV-Vis A=620 nm 6 Garden and Strachan (2001)

Aminoasit Sivilagtirilmig soya fasulyesi UV-Vis A=350 nm 15 Van Staden and McCormack
(1998)

Etanol Damutilmus likor UV-Vis A= 600 nm 19 Fletcher and Van Staden
(2003)

Etanol Sarap UV-Vis A=340 nm 22 Segundo and Rangel (2002)
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Gliserol Sarap UV-Vis A=340 nm 5 Segundo and Rangel (2002)
Glikoz St UV-Vis A=510 nm 5 Saraiva (2000)

L (+) Laktik Asit Sarap UV-Vis A=510 nm 14 Arau’jo et al. (1997)

D (+) Laktik Asit Et UV-Vis A=340 nm 20 Shu et al. (1993)

L (-) Malik Asit Sarap UV-Vis A=340 nm 22 Segundo and Rangel (2003)
Fitik Asit Misir, fistik, findik, badem UVv-Vis A=550 nm 20 March et al. (2000)
Indirgenmis Seker Sarap UV-Vis A= 460 nm 18 Arau’jo et al. (2000)
Fruktoz Sarap FTIR 97-1435 cm™ 20 Schindler et al. (1998)
Glikoz Alkolsiiz icecekler FTIR 971-1206 cm™ 15 Schindler et al. (1998)
Fruktoz Alkolsiiz I¢ecekler FTIR 971-1206 cm™ 15 Schindler et al. (1998)
Siikroz Alkolsiiz icecekler FTIR 971-1206 cm™ 15 Schindler et al. (1998)

Ure Siit ISE NH4* 20 Silva et al. (2000)

64




BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan fosfat tuzlari (NaH,PO4H,O, Na,HPO,,
(NasPO4)12H,0), pH elektrotlarin hazirlanmasinda kullanilan quinhidron ve grafit
Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan, polimetil metakrilat (PMM) Fortex
firmasindan (Istanbul, Tiirkiye), akrilik sivis1 Imicryl firmasindan (Konya, Tiirkiye),
kat1 kontakt yapiminda kullanilan tetrahidrofuran (THF) Fluka firmasindan (Buchs,
Switzerland), epoksi Henkel (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan, sertlestirici (Desmodur
RFE) Bayer firmasindan (Germany), asetik asit stok ¢ozeltileri Merck firmasindan
(Darmstadt, Germany) ve tasiyict olarak kullanilan NaOH Merck firmasindan
(Darmstadt, Germany) temin edildi.

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Tampon ¢ozeltilerin pH 6l¢iimii, cam pH elektrot (Schott Blueline 17 pH, Germany) ve
Jenway iyon analiz cihazi (Jenway 3040, UK) kullanilarak yapildi. Cozeltilerin
hazirlanmasinda kullanilan deiyonize su (Millipore Simfilter, ABD) deiyonize su
cihazindan elde edildi. Potansiyometrik Olc¢limler, bilgisayar kontrollii ¢ok kanalli
potansiyometrik Ol¢iim sistemi ile (Medisen, Tirkiye) yapildi. Biitiin potansiyel
Olctimlerinde referans elektrot olarak Giimiis (Ag)/Glimiis kloriir (AgCl) elektrot (ALS,
Japonya) kullanildi. Maddelerin tartim isleminde (Avery Berkel, ModelVA 304, UK)
hassas terazi kullanildi. Sirali Enjeksiyon Analizi (SEA) tasariminda iki yollu peristaltik
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pompa VICI (Model:CP-DSM, ABD), ¢oklu valf VICI (Model: EMHMA-CE, ABD),
tastyici borular (Small Parts Inc., ABD) kullanild:.

3.1.3 Kullanilan Bilgisayar Yazilimlari

Elektrotlarin potansiyometrik performans parametrelerinin hesaplanmasinda, Excell
Office 2010 (Microsoft Co., ABD) kullanildi. pH elektrotlarin performans
degerlendirmesinde ISEMS veri toplayict programi kullanildi. SEA sistemi teknik
ekipmanlarinin kontrolii FlozF (Global FIA Inc., ABD) programi kullanilarak
gerceklestirildi. Sonuclarin istatistiksel analizinde SPSS (IBM, ABD) paket programi
kullanildi.

3.1.4 Kullamlan Siit Ornekleri

Calismada, ¢esitli markalarin UHT siit 6rnekleri toplam asitlik ve pH tayini yapmak

amactyla kullanildi. Yag analizi i¢in {ireticiden temin edilen ¢ig siit 6rnekleri kullanildi.
3.2 Metod

3.2.1 Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kompozit pH elektrotlarin potansiyometrik davranislarinin incelenmesi i¢in ¢ozeltilerin
derisimi 1 M olacak sekilde pH’ 1 2-12 arasinda degisen standart tampon ¢ozeltiler
hazirlandi. pH 2-5 araligindaki standart tampon ¢ozeltiler H3PO4/H,NaPO, .12H,0 tuz
cifti, pH 6-8 araliginda olan standart ¢ozeltiler HoNaPO, .12H,0/HNa,PO, .12H,0 tuz
ciftit ve pH 9-12 arahiginda olan  standart tampon  c¢ozeltiler;
HNa,PO4.12H,0/NazP04.12H,0 tuz ciftleri kullanilarak hazirlandi. Cozelti derisimi 1
M’ a karsilik gelen miktarlar alinip 250 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti pH

degerlerinin digiiriilmesi amaciyla 0.1 M HCI kullanildi.

Hareketli ortamda kullanilan 10° M NaOH c¢ozeltisi, 1 M ¢ozeltisinden deiyonize su ile

seyreltilerek hazirlandi.

3.2.2 pH Elektrot Hazirlanmasi

Bilesimleri, oranlar1 ve prosesleri birbirinden farkli karigimlar kullanilarak pH

elektrotlar hazirlandi. Bu karigimlar;
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e Kanisim-1: %15 quinhidron, %35 grafit, %50 polimetil metakrilat (PMM),

akrilik s1visi

e Kansim-2: %25 islem gormiis trimetilhidrokinon, %25 grafit, %50 polimetil
metakrilat (PMM), akrilik s1visi

e Karisim-3: %12.50 islem gormiis trimetilhidrokinon, %12.50 islem gormemis
trimetilhidrokinon, %25 grafit, % 50 polimetil metakrilat (PMM), akrilik sivist
seklindeydi.

Kisaca, belirtilen oranlarda islem goérmis trimetilhidrokinon, islem gérmemis
trimetilhidrokinon ve grafit tartildi. Isik gegirgenligi olmayan bir kaba konuldu.
Homojen bir karigim olusturmak i¢in 3.5 devirde 15 dakika karistirildi (Sekil 3.1).
Hazirlanmis olan karigim bir havana alinarak bir siire doviildii. Bu karisimdan 1000 mg
alindi. Uzerine 800 mg polimetil metakrilat eklendi. Ardindan 200 pL akrilik sivisi
eklendi. Viskoz bir yapi elde edildiginde, farkli ¢aplarda borulara doldurularak 2 hafta
siireyle mengenede sikistirildi. Kurumasi saglanan karigimdan pelet seklinde kesit

aliarak kat1 kontak malzeme ile bakir bir telin ucuna sabitlendi.

M*L& <
.

Sekil 3.1 pH elektrotun hazirlanma asamasi

Karisim-2 ve karisim-3’ de kullanilan islem gormiis trimetilhidrokinonun hazirlanma
asamasinda; 50 mL 0.01 M Na,COj3 ¢6zeltisi hazirlandi. Bundan 5 mL alindi. Bu ¢6zelti
tizerine 200 mg trimetilhidrokinon eklendi. 1 saat karistirildi. Santrifiijlendi. Su ile

yikandi. Tekrar santrifiijlendi. Coken kisim alindi. 12 saat boyunca etiivde kurutuldu.
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Sekil 3.2 Hazirlanan pH elektrot karisiminin borulara doldurulmast

Karigim-2’ nin hazirlanma metodu; islem gérmiis olan trimetilhidrokinondan 100 mg
alind1 ve 100 mg grafit ile i¢ine balik atilarak homojen bir karisim olusturmak igin 3.5
devir/s’ de 15 dakika karistirildi. Hazirlanmis olan grafit ve trimetilhidrokinon karigimi
bir havana alinarak bir siire doviildi. Karisima 200 mg PMMA eklenerek tekrar
karistirildi. Ardindan 200 pL akrilik sivist eklendi. Viskoz bir yap1 elde edildiginde,
farkli ¢aplarda borulara doldurularak (Sekil 3.3) 2 hafta siireyle mengenede sikistirildi.
Kurumasi saglanan karisimdan pelet seklinde kesit alinarak kati kontak malzeme ile

bakir bir telin ucuna sabitlendi.

Karisim-3’ iin hazirlanma metodu; islem goérmiis olan trimetilhidrokinondan 50 mg
alindi. Buna 50 mg islem gormemis trimetilhidrokinon eklendi. Icine 100 mg grafit
ilave edilip homojen bir karisim olusturmak igin 3.5 devirde 15 dakika karistirildi.
Hazirlanmis olan grafit ve trimetilhidrokinon karisimi bir havana alinarak bir siire
doviildi. Karistma 200 mg PMMA eklenerek tekrar karistirildi. Ardindan 200 pL
akrilik sivist eklendi. Viskoz bir yap1 elde edildiginde, farkli caplarda borulara
doldurularak (Sekil 3.3) 2 hafta siireyle mengenede sikistirildi. Kurumasi saglanan
karisimdan pelet seklinde kesit alinarak kat1 kontak malzeme ile bakir bir telin ucuna

sabitlendi .

Sekil 3.3 Borulara doldurulmus olan pH elektrot materyalin sikistirilmasi
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Kati1 Kontakt Hazirlama:
Karisim: %15.50 grafit, %44.50 epoksi , %40 sertlestirici

Bilesenler saat caminda tartilarak karistirildi. Karisima viskoz bir yap1 kazandirana

kadar THF ilave edildi.

Sekil 3.4 Kat1 kontak hazirlanmasi

3.2.3 Hareketli Ortam Tasarimi

Sirali Enjeksiyon Analiz sistemi, siitte pH, toplam asitlik ve yag orani oranlarinin tespit
edilebilmesi amacina ydnelik olarak tasarlandi. Oncelikle elde edilen pH elektrotlarin
hareketli ortam sartlarinda kullanilabilmesi igin elektrotlarin sabitlenecegi akis hiicresi
tasarland1 ve sisteme entegre edildi. Sisteme analizlere uygun olarak farkli uzunluklarda

boru ve filtreler eklenerek, optimizasyon saglandi.

3.2.3.1 Akis Hiicresinin Tasarim

Hareketli ortamda 6l¢iimler igin gelistirilen akis hiicresi 1 cm eninde ve 5.3 cm boyunda
polikarbonat malzemeden hazirlandi. 0.2 mm ¢apinda deliklerin agilmasi ile akis yolu
olusturuldu. Akis hiicresinin giris ve ¢ikislarina 0.1 mm i¢ ¢apa sahip baglanti borular1
takildi. Akis yoluna karsilik gelecek sekilde 0.6 mm gapinda acgilmis olan kanala
referans elektrot, 0.8 mm ¢apinda ag¢ilmig olan kanala kompozit pH elektrot yerlestirildi
(Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Tasarlanmis olan akis hiicresi

3.2.3.2 SEA Akis Sisteminin Tasarimi

SEA sistemi enjeksiyon vanasi, miligat pompa ve baglanti elemanlari pH analizi
yapabilecek sekilde yerlestirildi. Sisteme daha etkin bir titrasyon saglamak amaciyla, bir
holding coil (reaksiyon ¢emberi) eklenerek akis yolu uzatildi ve sivinin yiizeylere daha
fazla carpmasi saglandi. Daha sonra, siitte bulunan proteinlerin tutuklanmasini,
carpismasini ve filtrasyonunu saglamak amaciyla sisteme 2 cm ve 1 cm uzunlugunda

olmak iizere iki farkli boyutta minyatiire kolonlar entegre edildi.
SEA Sistemde kullanilan kanallar su sekilde tasarlandi;

. Kanal sisteme hava

. Kanal sisteme saf su

. Kanal sisteme amil alkol

. Kanal sisteme stilfiirik asit

. Kanal sisteme siit

. Kanal sisteme 1.50x102 M laktik asit ¢ozeltisi
. Kanal sisteme 1.75x10 M laktik asit ¢ozeltisi

. Kanal sistemdeki bilesenleri sensore iletmek tizere

© 0O N O O B~ W N P

. Kanal sisteme 2x107 M laktik asit asit ¢ozeltisi
10. Kanal sisteme standart pH 10 tamponu

11. Kanal sisteme standart pH 7 tamponu

12. Kanal sisteme standart pH 4 tamponu

13. Kanal biitirometreye reaktan aktarmak {izere tasarlandi.
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Miligat pompanin bir ucu sisteme tasiyici fazi enjekte edecek sekilde tiipe baglandi.
Sistemde analiz edilen reaktanlar hiicrenin ¢ikigina eklenmis atik kanalindan sistemden

uzaklastirildi. Sekil 3.6 tasarlanan SEA sistemi gostermektedir.

Sekil 3.6 SEA sistemin son tasarimi

3.2.4 SEA Sistemde Toplam Asitlik Tayini

SEA sisteminde siitte toplam asitlik tayini yapmak amaciyla sistemde kullanilan
standart laktik asit ¢ozeltilerinin derisimleri optimize edildi. Bu kapsamda 1.5x107,
1.75x107 ve 2x102 M derisikteki laktik asit ¢cozeltileri kullanildi. Tastyic1 faz olarak
1x10° M NaOH kullanildi. Siit 6rneklerinin ayni sistemde titrasyonu yapildi. Daha
sonra pik alanlar1 dikkate alinarak toplam asitlik degerleri hesaplandi. Ayni siit
ornekleri fenolftalein indikatorii kullanilarak titre edildi ve iki yontemin farkliliklar

kiyasland1 (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Siit 6rneklerinin fenolftalein kullanilarak titrasyonu

3.2.5 SEA Sisteminde pH Tayini

Elde edilen siit drneklerinin SEA sisteminde pH 6l¢timii amaciyla oncelikle kullanilan
standart tampon ¢ozeltileri optimize edildi. Bu amagla pH 4-7-10 olan fosfat tampon
¢ozeltileri kullanildi. Tasiyic1 olarak 1x10° M NaOH kullamildi. Sisteme enjekte edilen
siit orneklerinin olusturdugu pik yiikseklikleri dikkate alinarak siit pH degerleri
hesaplandi. Ayrica her bir siit 6rneginin pH’ 1 cam elektrot kullanmak suretiyle tekrar

olgtildii ve her iki yontem ile elde edilen sonuglar kiyaslandi (Sekil 3.8 ).

Sekil 3.8 Siit 6rneklerinin pH metre ile 6l¢limii
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3.2.6 SEA Sisteminde Yag Analizi

SEA sistem kullanilarak siitte yag analizi yapmak amaciyla mini siit biitirometresi
tasarlandi. Bu amagla, Funke Gerber siit biitirometresi %97 oraninda kii¢iiltiilerek mini

bir biitirometre elde edildi (Sekil 3.9).

3.9 Tasarlanan mini biitirometre

Mini biitirometre SEA sistem hattina portatif olarak eklendi. Mini biitirometreye
eklenecek olan reaktanlar kiigiiltme oranmiyla dogru orantili olarak azaltildi. Ilk olarak
biitirometreye 300 pL siilfiirik asit gonderildi. Uzerine 330 uL siit eklendi. Son olarak
30 puL amil alkol yollandi. Biitirometre 1100 devirde 10 dakika santrifiij edildi. 10
dakika sonra siitiin yag mik hesaplandi. Aym siit 6rneklerinin yag miktarlar1 klasik

Gerber yontemi kullanilarak bulundu ve her iki yontemin farkliliklar1 kiyaslandi.
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BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA

Bilesenleri ve bilesim oranlari birbirinden farkli olan {i¢ farkli elektrotun durgun
ortamdaki potansiyometrik davraniglar1 incelendi. Performans degerleri en iyi olan
elektrot SEA sisteme entegre edildi. Durgun ortamda elektrotlarin gosterdigi

potansiyometrik davranis Sonuglari agagida 6zetlendi.

4.1 pH Elektrotlarin Potansiyometrik Davranislar: ve Dogrusal pH Arahg:

Hazirlanmis olan pH elektrotlarin potansiyometrik davranigi, pH’ 1 2-12 arasinda
degisen 1 M standart ¢ozeltiler ile bilgisayar kontrollii potansiyometrik dl¢iim sistemi

ile incelendi.

411 Kansim-1 ile Hazirlanan pH Elektrotun Potansiyometrik Davrams1 ve

Dogrusal pH Arahg:

Karigim-1 ile hazirlanan pH elektrotun potansiyel-pH degisimlerini  gosteren
kalibrasyon grafigi Sekil 4.1° de goriilmektedir.
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Sekil 4.1 Karisim-1 ile hazirlanan pH elektrodun durgun ortamda pH 2-12 arasinda
potansiyometrik davranisi

Kompozit pH elektrotun, pH 2-12 tampon araligindaki potansiyometrik davranis

grafiginden yararlanilarak dogrusal pH araligi belirlendi (Sekil 4.2).

y=-51,773x+1479,2
R?=0,9944

Sekil 4.2 Karigim-1 karigimi ile hazirlanan kompozit pH elektrotun dogrusal pH aralig:
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412 Kansim-2 ile Hazirlanan pH Elektrotun Potansiyometrik Davranis1 ve

Dogrusal pH Arahg:

Karisim-2 ile hazirlanan pH elektrotun potansiyel-pH degisimlerini  gosteren
kalibrasyon grafigi Sekil 4.3 de goriilmektedir.
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Sekil 4.3 Karigim-2 ile hazirlanan pH elektrotun durgun ortamda pH 2-12 arasinda
potansiyometrik davranisi

Kompozit pH elektrotun, pH 2-12 tampon araligindaki potansiyometrik davranis

grafiginden yararlanilarak dogrusal pH aralig: belirlendi (Sekil 4.4).
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y=-51,818x+1331,4
R*=0,9796

Sekil 4.4 Karisim-2 karisimi ile hazirlanan kompozit pH elektrotun dogrusal pH araligi

4.1.3 Kansim-3 ile Hazirlanan pH Elektrodun Potansiyometrik Davramisi ve

Dogrusal pH Arahg:

Karigim-3 ile hazirlanan pH elektrotun potansiyel-pH degisimlerini  gésteren

kalibrasyon grafigi Sekil 4.5 de goriilemektedir.

pH=2
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z
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£
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800 -
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00:-00:-00 00:-00-20 00:-00-40 00:-01:00
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Sekil 4.5 Karigim-3 ile hazirlanan pH elektrotun durgun ortamda pH 2-12 arasinda
potansiyometrik davranisi

77



Kompozit pH elektrotun, pH 2-12 tampon araligindaki potansiyometrik davranis

grafiginden yararlanilarak dogrusal pH araligi belirlendi (Sekil 4.6).

y =-52,545x+ 1299,9
R2 = 0,9966

Sekil 4.6 Karigim-3 karigimi ile hazirlanan kompozit pH elektrotun dogrusal pH araligi

4.2 Kompozit pH Elektrotlarin Tekrarlanabilirliginin Incelenmesi

Hazirlanmis olan Kompozit pH elektrotlarin tekrarlanabilirliginin tespit edilmesi
amaciyla her bir elektrot, pH 4-7 olan fosfat tampon ¢6zeltilerine sirayla 10’ ar kere
daldirilirken potansiyometrik Ol¢iimii yapildi. Alinan Slglimler bir skala yardimiyla

degerlendirildi.

4.2.1 Kanisim-1 ile Hazirlanan pH Elektrotun Tekrarlanabilirligi

Karigim-1 ile hazirlanmis olan pH elektrotun tekrarlanabilirlik testleri yapildi.

Potansiyometrik davranis grafigi Sekil 4.7’ de goriilmektedir
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Sekil 4.7 Karisim-1 ile hazirlanmis pH elektrotun tekrarlanabilirlik testi

Karisim-1 ile hazirlanmis pH elektrot i¢in yapilan tekrarlanabilirlik testinden elde edilen

potansiyometrik degerler Cizelge 4.1° de goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Karisim-1 ile hazirlanmig pH elektrot i¢in yapilan tekrarlanabilirlik
testinden elde edilen potansiyometrik degerler

Cozeltiler Olciimler (mV)
STD
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |Ortalama| Sapma
pH 4 2552 | 2551 | 2551|2552 | 2550 | 2550 | 2550 | 2549 | 2549|2548 | 2550.2 | 1.32
pH 7 2463 | 2461 | 2461 | 2460 | 2460 | 2460 | 2458 | 2461 | 2461 | 2461 | 2460.6 | 1.26
4.2.2  Karisim-2 ile Hazirlanan pH Elektrotun Tekrarlanabilirligi

Karisim-2 ile hazirlanmis olan pH elektrotun tekrarlanabilirlik testleri yapildi.
Potansiyometrik davranis grafigi Sekil 4.8 de goriilmektedir.
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Sekil 4.8 Karisim-2 ile hazirlanmis pH elektrotun tekrarlanabilirlik testi

Karigim-2 ile hazirlanmig pH elektrot i¢in yapilan tekrarlanabilirlik testinden elde edilen
potansiyometrik degerler Cizgelge 4.2 de goriilmektedir.

Cizelge 4.2 Karisim-2 ile hazirlanmis pH elektrot i¢in yapilan tekrarlanabilirlik
testinden elde edilen potansiyometrik degerler

Cozeltiler Olciimler
STD
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |Ortalama| Sapma
pH 4 2599 | 2598 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2597 | 2599.4 | 1.07
pH 7 2449 | 2449 | 2449 | 2448 | 2448 | 2448 | 2451 | 2451 | 2450|2450 |1 2449.3 | 1.16
4.2.3 Karisim-3 ile Hazirlanan pH Elektrotun Tekrarlanabilirligi

Karisim-3 ile hazirlanmis olan pH elektrotun tekrarlanabilirlik testleri yapilmistir.

Potansiyometrik davranis grafigi Sekil 4.9 da goriilmektedir.
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Sekil 4.9 Karisim-3 ile hazirlanmis pH elektrotun tekrarlanabilirlik testi

Karigim-3 ile hazirlanmig pH elektrot i¢in yapilan tekrarlanabilirlik testinden elde edilen

potansiyometrik degerler Cizelge 4.3” de goriilmektedir.

Cizelge 4.3 Karisim-3 ile hazirlanmis pH elektrot icin yapilan tekrarlanabilirlik

testinden elde edilen potansiyometrik degerler

Cozeltiler Olciimler
STD
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |Ortalama| Sapma
pH 4 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600 | 2600
pH 7 2436|2436 | 2436 | 2436 | 2436 | 2436 | 2436 | 2436 | 2436 | 2436 | 2436

Sonuglar incelendiginde; tiim elektrotlarin genel olarak iyi bir performans sergiledikleri

goriilmektedir. Bununla birlikte, karisim-3 ile hazirlanmis olan pH elektrotun

tekrarlanabilirliginin digerlerine gore daha iyi oldugu anlagilmaktadir (STD: 0.0).

4.3 pH Elektrotlarin Cevap Zamani

pH elektrotlarin cevap zamanlar1 ¢ozeltide bulunan hidrojen iyonlari ile elektrot ylizeyi
arasindaki etkilesimin dengeye gelme siiresidir. Potansiyelin %95’ inin elde edildigi
stireye ise (tgs) denmektedir [52]. Sekil 4.10 - 4.11 - 4.12° de; pH’ 2-12 araliginda

degisen ¢ozeltilere kompozit pH elektrotlarin daldirilmasi ile zamana karsi olusan

81




potansiyometrik degisimler goriilmektedir. Dengeye gelme zamanlari (tgs) bu grafikler

yardimt ile belirlendi.

4.3.1 Kansim-1 ile Hazirlanan pH Elektrotun Cevap Zamani

Karisim-1 ile hazirlanmis olan pH elektrotun farkli pH araliklarima sahip c¢ozeltiler
arasindaki gegislerdeki cevap zamani Sekil 4.10° da goriilmektedir. Grafik

incelendiginde, karigim-1 elektrotun cevap zamani (tgs) 50 S civarinda hesaplandi.
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Sekil 4.10 Karisim-1 ile hazirlanan pH elektrotun durgun ortamda pH 2-12 arasinda
zamana gore potansiyometrik davranisi

4.3.2 Karisim-2 ile Hazirlanan pH Elektrotun Cevap Zamani

Karisim-2 ile hazirlanmis olan pH elektrotun farkli pH araliklarina sahip c¢ozeltiler
arasindaki gegislerdeki cevap zamam Sekil 4.11° de goriilmektedir. Grafik
incelendiginde, gecis zamani, farkli pH degerlerinde bir miktar fark etse bile elektrotun

cevap zamaninin tgs< 20 S oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.11 Karisim-2 ile hazirlanan pH elektrotun durgun ortamda pH 2-12 arasinda
zamana gore potansiyometrik davranisi

4.3.3 Karisim-3 ile Hazirlanan pH Elektrotun Cevap Zamami

Karigim-3 ile hazirlanmis olan pH elektrotun farkli pH araliklarina sahip c¢ozeltiler
arasindaki gecislerdeki cevap zamanmi Sekil 4.12° de goriilmektedir. Grafik
incelendiginde, gecis zamani farkli pH degerlerinde bir miktar fark etse bile elektrotun

cevap zamaninin tgs < 20 s oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.12 Karigim-3 ile hazirlanan pH elektrotun durgun ortamda pH 2-12 arasinda
zamana gore potansiyometrik davranisi

Hazirlanmis olan kompozit pH elektrotlarin potansiyometrik performans ozellikleri

Cizelge 4.4’ de 6zetlenmigstir. Tiim elektrotlar pH 2-12 aralifinda dogrusal ¢aligmakta
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ve birbirlerine benzer sonuglar gostermekteydi. Elektrotlarn pH 2-12 araliinda
potansiyometrik dogru denklemleri sirasiyla y=-51.773x + 1479.2 (R?*=0.9944),
y=-51.818x + 1331.4 (R>=0.9796), y=-52.545x + 1299.9 (R*=0.9966) scklindeydi.
Trimetilhidrokinon kullanilarak hazirlanan pH elektrot (karisim-3) pH 2-12 araliginda
Nernst davranist sergiledigi goriilmektedir (Sekil 4.5).

Hazirlanmis olan tiim elektrotlar pH 2-12 araliginda benzer potansiyometrik davranislar
gostermis olmakla birlikte, egim degeri karisim-3 ile hazirlanmis elektrotta daha
yiiksektir. Egim degeri elekrotun duyarligininin (bir birimlik pH degisimi i¢in mV farki)
bir géstergesidir. Karisim-3 ile hazirlanmis olan elektrotun pH degisimlerine karsi diger

elektrotlara kiyasla daha duyarli oldugunu gostermektedir.

Karisim-3 ile hazirlanmis olan elektrotun cevap zamani (tgs) 20 S° den daha azdir.
Cevap zamani, elektrot ile ¢cozelti arasinda olusan dengenin siiresini belirtir. Karigim-1

ile hazirlanmis olan elektrotun cevap zamani (tgs) 50 s araligindadir.

Elektrotlarm pH 4 ve pH 7 tampon c¢ozeltilerine art arda daldirilmak suretiyle
gosterdikleri ortalama tekrarlanabilirlikleri sirastyla pH 4 i¢in 2550.2 + 132, pH 7 i¢in
2460.6 £ 1.26; pH 4 i¢in 2599.4 + 1.07, pH 7 i¢in 2449.3 + 1.16; pH 4 icin 2600 + 0 pH
7 i¢in 2436 + 0 seklindedir. Karisim-1 ve karisim-2 ile hazirlanmis olan elektrotlarin
standart sapmasi, karisim-3 ile hazirlanmis elektrotun standart sapmasindan oldukga
yiiksektir. Her ii¢ elekrot kiyaslandiginda, trimethyldroquinone kullanilarak hazirlanan
elektrotun tekrarlanabilirlik 6zelliginin digerlerininkinden ¢ok daha iyi oldugunu

gostermektedir.

Incelenmis olan tiim potansiyometrik performans degerleri gdz Oniine alindiginda
trimetilhidrokinon kullanilarak hazirlanmis olan (karisim-3) elektrotun; calismanin

diger asamalarinda kullanilmasinin daha uygun olacagi kararina varildu.
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Cizelge 4.4 Karisim-1, karisim-2, Karisim-3 ile hazirlanmis olan pH elektrotlarin
potansiyometrik performans 6zellikleri

Ortalama

locrot | DogruDenklemi  Egim' oEWS ) S Tekrarlanabilirlik
©)

Kangm3 Y7 SE00XT 209 5p55 212 <20 Em PR

4.4 SEA Sistemde Kullanilan pH Elektrotun Calisma Omrii

pH elektrotlarin kullanim 6mrii enjeksiyon sayisti ile alakalidir. Elektrotun duyarliliginin
azalmasi yiizeyinin akis sirasinda deforme olmasindan kaynaklanmaktadir. Elektrot
yiizeyinden ince bir kesit alinmak suretiyle elektrot yenilenmekte ve tekrar eski
performansina donmektedir. SEA sistemde akis hiicresine monte edilen elektrotun
kaginci enjeksiyondan sonra performansinda degisiklik gosterdigi Onemli bir
parametredir. Performans oOzellikleri incelenmis olan pH elektrotun akis sirasinda
calisma 6mriiniin belirlenmesi amaciyla 15 uL 10" M asetik asit ¢cozeltisinden sisteme

15 pL/s hizinda 100 kere enjeksiyon yapildi.
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Sekil 4.13 Calisma dmriiniin belirlenmesi amaciyla 10 M asetik asit ¢cozeltisi 15 pnL

hacim 15 pL/s hizla enjeksiyon (1-17.enjeksiyonlar)

Sekil 4.14 Calisma 6mriiniin belirlenmesi amaciyla 15 pL 10™ M asetik asit

¢ozeltisinden 15 pL/s hizla sisteme enjeksiyon (18-27.enjeksiyonlar)
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cozeltisinden 15 pL/s hizla sisteme enjeksiyon (28-37.enjeksiyonlar)
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Sekil 4.15 Calisma 6mriiniin belirlenmesi amaciyla 15 pL 10" M asetik asit

hizla sisteme enjeksiyon (38-53.enjeksiyonlar)
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Sekil 4.16 Calisma 6mriiniin belirlenmesi amaciyla 15 pL 10" M asetik asit
cozeltisinden 15 pL/s
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Sekil 4.17 Calisma 6mriiniin belirlenmesi amaciyla 15 pL 10" M asetik asit
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Sekil 4.18 Caligma émriiniin belirlenmesi amaciyla 15 pL 10 M asetik asit

¢ozeltisinden 15 pL/s hizla sisteme enjeksiyon (63-72.enjeksiyonlar)
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Sekil 4.19 Calisma omriiniin belirlenmesi amaciyla 15 pL 10 M asetik asit

¢ozeltisinden 15 plL/s hizla sisteme enjeksiyon (73-82.enjeksiyonlar)
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¢ozeltisinden 15 pL/s hizla sisteme enjeksiyon (83-92.enjeksiyonlar)

Sekil 4.20 Calisma émriiniin belirlenmesi amaciyla 15 pL 10 M asetik asit
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Sekil 4.21 Calisma 6mriiniin belirlenmesi amaciyla 15 pL 10 M asetik asit
¢ozeltisinden 15 plL/s hizla sisteme enjeksiyon (93-100.enjeksiyonlar)

Sonuglar incelendiginde pik degerinin 90. enjeksiyona kadar 2600 mV civarinda
oldugu, zaman zaman kiigiik diislisler yasansa da bir sonraki enjeksiyonda yine ayni
degerlere ¢iktig1 gézlenmektedir. 93. enjeksiyondan sonra ortalama 5 mV’ luk bir fark
olusmaya basladig1 gozlendi. Elektrotun potansiyometrik davranisinda diisiis
gozlendiginde, elektrot ylizeyinden ince bir kesit alinmasi veya yiizeyin zimparalanmasi

elektrotun eski performansina donmesini saglamaktaydi.

4.5 SEA Sisteminin Optimizasyonu

SEA sistemin optimizasyonu, c¢alismanin en Onemli kisimlarindan  birini
olusturmaktadir. Sistemde kullanilacak tasiyici faz derisiminin, optimizasyon icin
kullanilacak olan 6rnegin derisiminin, titrasyonun gerceklestirilecegi akis hizinin ve
sisteme eklenecek siit drneklerinin hacimsel degerlerinin hesaplanmasi biiyiik 6nem arz
etmektedir. Bu amagla, sistemde kullanilacak olan tasiyict faz derisiminin tespit
edilmesi amaciyla 102 M, 10° M ve 10* M konsantrasyonlarda NaOH ¢ozeltisi ile
denemeler yapildi. Bununla birlikte; konsantrasyonlart 10" M, 10% M ve 10° M olan
asetik asit ¢ozeltileri kullanilarak sistem optimizasyonu i¢in kullanilacak olan Grnegin
derisimi belirlendi. Sistemde calisilacak olan ornekleme hizi belirlenirken 5-25 pL/s
araligindaki tiim hizlar birer artirilarak denendi ve tezde 10-20 upL/s araligindaki
caligmalardan bahsedilmesi uygun bulundu. Ayni sekilde, toplam asitlik tayini igin
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kullanilacak olan siit 6rneklerinin hacimsel verileri i¢in 8-150 pL, pH tayini i¢in ise 20-

150 uL olan tiim hacimsel degerler tek tek denenerek en uygun bulunan sonuglar teze
eklendi.

45.1 Tasiyicr Faz Derisiminin Optimizasyonu

SEA sistemde yapilan biitiin ¢alismalarda tasiyici faz olarak NaOH kullanildi. 107 M,
10 M ve 10™ M konsantrasyonlarda NaOH tasiyic1 faz olarak test edildi. Bu tasiyici
faz konsantrasyonlarinda, 15 pL/s hizinda, sisteme 15 puL hacimde 10" M asetik asit

¢ozeltisinden 3 kez enjeksiyon yapildi.

2700 -

2680 +

2660 -

Patananal- my

Sekil 4.22 SEA sistemel5 pL/s akis hizinda, hareketli faz olarak 10* M NaOH
kullanilarak, 15 pL 10™ M asetik asit ¢ozeltisinden enjeksiyonu sonucu olusan
flowgramlar
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Sekil 4.23 SEA sisteme, 15 uL/s akis hizinda, hareketli faz olarak 10° M NaOH
kullamilarak, 15 pL 10" M asetik asit ¢ozeltisinden enjeksiyonu sonucu olusan
flowgramlar

Sonuglar incelendiginde, 10® M NaOH ile yapilan titrasyonda gauss egrisine en yakin
egriler elde edildigi goriilmektedir. Ayrica pik boylar1 daha uzun ve dagilim daha
homojendir. Sonuglar degerlendirildiginde 10° M NaOH ¢ézeltisini tastyici faz olarak
kullanmanin en uygun oldugu anlasilmaktadir. 102 M NaOH ¢ézeltisinin tastyici faz
olarak kullanildig: titrasyonlarda Gauss egrisi elde edildi. Ancak yiiksek NaOH
konsantrasyonunun titrasyon hassasiyetini olumsuz yonde etkilemesi nedeniyle tercih

edilmedi.

4.5.2 Ornek Derisiminin Optimizasyonu

SEA sistemi optimizasyonunda kullanilacak olan ornegin derisimi seri Olgiimler
almmak suretiyle optimize edildi. Bu amagla 10 M, 102 M ve 10 M olan asetik asit
cozeltileri kullanildi. Ornekler, 15 uL/s akis hizinda, 5 puL hacimde 3 kez sisteme
enjekte edildi. Sistemden eclde edilen sonuglar Sekil 4.24 - 425 - 426’ da

goriilmektedir.
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Sekil 4.24 SEA sisteme, 15 uL/s akis hizinda, 15 uL 10™ M asetik asit ¢cozeltisinden

102 M asetik asit ¢ozeltisinin 15 pL sinin, 15 pL/s akis

hizinda, enjeksiyonu sonucu olusan flowgramlar

Sekil 4.25 SEA sisteme
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Sekil 4.26 SEA sisteme, 10 M asetik asit ¢ozeltisinin 15 pL sinin, 15 pL/s akis
hizinda, enjeksiyonu sonucu olusan flowgramlar

Sonuglar incelendiginde; 10™ M derisimde 6rnek kullanildiginda (Sekil 4.24) olusan pik
alanlar1 daha genistir, piklerin keskinligi 102 M derisimde 6rnek kullamldiginda elde
edilen sonuglardan (Sekil 4.25) daha azdir, pikler gauss egrisine ¢ok daha yakindir. Bu

sebeplerle, sistemde 10™ M 6rnek kullanimi uygun bulunmustur.

4.5.3 Akis Hizimin Optimizasyonu

Tastyic faz akis hizinin optimizasyonu igin sistemin 5 pL/s, 10 uL/s ve 15uL/s tastyici
faz hizlar test edildi. Bu amagla, sisteme 10° M NaOH tasiyicl faz igine 15 pL 10 M
asetik asit 3 kez enjekte edildi. Sistemden elde edilen sonuglar Sekil 4.27 - 4.28 - 4.29°

da goriilmektedir.
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Sekil 4.27 SEA sisteme, 10" M asetik asit ¢ozeltisinin 15 uL, 5 uL/s akis hizinda,

enjeksiyonu sonucu olusan flowgramlar
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Sekil 4.28 SEA sisteme, 15 pL, 10" M asetik asit ¢oOzeltisinin 10 pL/s akis hizinda,
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Sekil 4.29 SEA sisteme, 10" M asetik asit ¢ozeltisinin 15 pL, 15 pL/s akis hizinda,
enjeksiyonu sonucu olusan flowgramlar

Sonuglar incelendiginde 5 pL/s ile yapilan ¢alismada bir pikin tamamlanmasi igin gegen
stirenin 4.251 dakika oldugu, 15 pL/s hiz ile yapilan enjeksiyonda ise bir pikin
tamamlanmas1 i¢in gegen slrenin 1.61 dakika oldugu, 5 pL/s ile yapilan bir
enjeksiyonda analizin 2.5 kata kadar uzadigi goriilmektedir. Bununla birlikte, 10 uL/s
hiz ile 15 pL/s kiyaslandiginda; 15 pL/s hiz ile yapilan enjeksiyonda daha diizgiin bir
gauss egrisi olustugu goriilmektedir. Dolayisiyla ¢alismada akis hizinin 15 plL/s

olmasinin uygun olacag: saptandi.

4.5.4 Enjeksiyon Hacminin Optimizasyonu

Ornek hacminin optimizasyonunu saglamak amaciyla, 15 pL/s hizinda, 10-15-20 uL
10" M asetik asit c¢ozeltisinden 3’ er kez enjekte yapildi. Sistemden elde edilen
flowgramlar Sekil 4.30 - 4.31- 4.32” de goriilmektedir.
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Sekil 4.31 SEA sisteme, 10™ M asetik asit ¢ozeltisinin 15 uL,
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Sekil 4.32 SEA sisteme, 10" M asetik asit ¢ozeltisinin 20 uL, 15 pL/s akis hizinda,
enjeksiyonu sonucu olusan flowgramlar

Sonuglar incelendiginde; drnek hacmi arttik¢a pik boylarinda bir artig gozlendi. Ancak
hacim 15 uL’ nin iizerine ¢iktik¢a piklerin gauss egrisine olan benzerliginin azaldigi
saptandi. Bununla birlikte; 6rnek hacmi azaldik¢a sensor duyarliliginin azaldig tespit
edildi. Pik boylart ve sekilleri incelendiginde 15 pL ile galigmanin en dogru olacagi

kararina varildi.

45.5 pH Analizi I¢in Enjeksiyon Hacminin Optimizasyonu

Siitte pH tayini i¢in enjeksiyon hacmi toplam asitlik tayininden farklidir. Toplam asitlik
tayininde Ornegin tasiyict faz ile titrasyonu amaglanirken pH tayininde titre olmamus,
tasiyic1 fazla etkilesime hi¢ gegmemis bdlgenin meydana getirdigi potansiyometrik
gerilim fark: dikkate alinmaktadir. Bu amagla standart pH 4-7-10 ¢ozeltileri kullanilarak
20-40-60-80 uL hacimlerde 6rnek enjeksiyonu yapildi. Alinan sonuglar Sekil 4.33 -
4.34 - 4.35° de goriilmektedir.
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Sekil 4.33 SEA sisteme pH analizi i¢in 20 pL 6rnek hacmi enjeksiyonu ile olusan
flowgramlar

Sekil 4.34 SEA sisteme pH analizi i¢in 40 pL 6rnek hacmi enjeksiyonu ile olusan
flowgramlar
99



T T T
| | |
B04--+-——---————- o ——————— [ it Ll L e i T Tt e
| | |
| | |
| | |
| | |
i R e e e 2 7 W
| | |
| | |
| | |
2600 - 4o S A . S W
| | |
| | |
| | |
| | |
11 [ —— N Y . S s Y . S
: | |
= ph10 ! !
| | |
%. | I
o S [RO SRR 0 S
= I I |
| I |
| | !
L e SR P S WA SN A SO Sy HY I
| | |
| |
| | |
B A-—r—————————— |m———————— B Bt e it e it
| | |
| | |
| | |
| | |
200 -~k m oo S e
| | |
| | |
| | |
248154 | | !
383 500 1000 1500 2000 x01(s) 0
Eaman

Sekil 4.35 SEA sisteme pH analizi i¢in 60 pL 6rnek hacmi enjeksiyonu ile olusan
flowgramlar

Sekil 4.33 incelendiginde olusan ortalama potansiyel farklar sirasiyla pH 10 ic¢in 30-40
mV, pH 7 igin 40-45 mV, pH 4 igin 60-70 mV’ dir. Sekil 4.34 incelendiginde olusan
ortalama potansiyel farklar sirasiyla pH 10 i¢in 30-40 mV, pH 7 i¢in 45-50 mV, pH 4
icin 80-85 mV’ dur. Sekil 4.35 incelendiginde olusan ortalama potansiyel farklar
sirasiyla pH 10 i¢in 40-50 mV, pH 7 i¢in 60-65 mV, pH 4 icin 85-90 mV’ dur. Tim
sonuglar degerlendirildiginde, 60 uL 6rnek hacmi ile yapilan calismadan en yiiksek
potansiyel farklar elde edildigi goriildii. Diger taraftan 80 pL 6rnek hacmi ile yapilan
calismada ise 60 pL O6rnek hacmi ile yapilan ¢alisma ile elde edilen degerlere yakin
degerler elde edildi. Dolayisiyla siitte pH tayini i¢in 60 pL 6rnek hacmi kullanilmasina

karar verildi.

4.5.6 Sistem Tasarimlarinin Optimizasyonu

Sistem ii¢ farkli sekilde tasarlandi. Sistemlerin hacmi ayri ayri hesaplanip, Flozf
programlanmasi yapilirken bu hesaplamalardan faydalanilarak deneysel g¢alismanin

programlama basamag sekillendirildi.

Sisteme siitte bulunan proteinlerin tutulmasi, ¢arpma ve filtrasyon sonucu daha etkin bir
titrasyon saglamak amaciyla bir holding coil (reaksiyon ¢emberi) eklenerek akis yolu

uzatildi ve sivinin ylizeylere daha fazla carpmasi saglanarak daha iyi bir titrasyon
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amaglandi. Daha sonra, bu amag¢ dogrultusunda, sistemde 2 cm ve 1 cm uzunlugunda

olmak iizere iki farkli boyutta mini kolonlar kullanildi.

Sistem Hacimlerinin Hesaplanmasi

Sistem tasarimlarinda 0.1 mm ¢apinda 222 cm uzunlugunda borulardan yararlanildi.

SEA sistemin ilk tasariminda sisteme holding coil eklendi (Sekil 4.36).

Sekil 4.36 SEA sistemde kullanilan bir holding coil

Kullanilan holding coilin toplam &lii hacmi 865.46 puL’ di. SEA sistemin ilk tasarimu ile
elde edilen toplam &lii hacim 2644 pL’ di.

Ikinci ve iiciincii tasarimda sisteme sirayla 2 ve 1 cm uzunluklarida mini kolonlar
eklendi. 2 cm uzunlugunda mini kolon eklenerek elde edilen toplam hacim 1795 pL
iken, 1 cm uzunlugunda mini kolon (Sekil 4.37) eklenen sistemin toplam hacmi 1787
pL.

Sekil 4.37 SEA sistemde kullanilan mini kolon
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lecm mini kolon eklenmis olarak tasarlanan tiglincii tasarima ait boru hacimleri Cizelge
4.5 de goriilmektedir. Sisteme 1.kanal hava, 2. kanal saf su saglamaktadir. Ancak bu
hatlarin Flozf programinda reaktan miktarlarina etkisi olmadig1 i¢in hacimsel hesaplari

ithmal edilmistir.

Cizelge 4.5 1 cm boyutlarinda mini kolon eklenmis {igiincii tasarim SEA sistemin
hacimsel verileri

Borular Uzunluk Haci3m Hacim

(cm) (cm’) (nL)

Pompa tasici arasi 12.5 0.098 98.13
Pompa-valf 12 0.094 94.20
Atik 5 0.039 39.25
Filtre ile hiicre aras1 5 0.039 39.25
3. Kanal ¢ikis1 (amil alkol) 20 0.157 157.00
4. Kanal ¢ikis (siilfiirik asit) 20 0.157 157.00
5. Kanaldan ¢ikist (siit) 145 0.114 113.83
6. Kanaldan cikisi (1.50x107 M laktik a.) 15 0.118 117.75
7. Kanaldan ¢ikisi (1.75x10 M laktik a.) 15 0.118 117.75
8. Kanal ¢ikis (hat yolu) 20 0.157 157.00
9. Kanaldan ¢ikis1 (2x10% M laktik a.) 20 0.157 157.00
10. Kanaldan ¢ikis1 (pH 10) 13.5 0.106 105.98
11. Kanaldan ¢ikis1 (pH 7) 14.5 0.114 113.83
12. Kanaldan ¢ikis1 (pH 4) 15 0.118 117.75
13. Kanaldan ¢ikisi1 (biitirometre) 20 0.157 157.00
Hiicre 4.6 0.036 36.11
Kolon 1 0.008 7.85
Toplam 159 1.787 1787

Tasarlanan her ¢ sisteme, 15 pL/s akis hizinda, 15 pL hacminde 3’ er kere siit enjekte
edildi. Sonuglar Sekil 4.38 - 4.39 - 4.40’ da goriilmektedir.
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uL/s akis hizinda, enjeksiyonu sonucu olusan flowgramlar

24104 - —fp————————
24054 - ————————

2480 {———————
2435 4~ —
2430
2475
2404~ ———
2415
2410
2405
2400
2395
2380

23877 4

S [BAS U R0 Al-jadsUR0

,enjeksiyonu sonucu olusan flowgramlar

103

Sekil 4.38 Holding coil eklenerek tasarlanan SEA sisteme, 15 pL hacminde siitiin, 15

Sekil 4.39 2 cm uzunlugundaki mini kolon eklenerek tasarlanan SEA sisteme, 15 uL
hacminde siitiin, 15 pL/s akis hizinda



Sekil 4.40 1 cm uzunlugundaki mini kolon eklenerek tasarlanan SEA sisteme, 15 puL
hacminde siitlin, 15 pL/s akis hizinda, enjeksiyonu sonucu olusan flowgramlar

Sekil 4.38 - 4.39 - 440 incelendiginde holding coil eklendigi zaman sistemden alinan
pik sonuglarinda eteklenme oldugu, piklerin diizgiin bir dagihim gostermedigi gozlendi.
Bununla birlikte, pik boyu ortalama 40 mV dolaylarindadir. 2 cm uzunlugundaki mini
kolon eklendiginde piklerin keskinligi ve pik genisligi artmakta, diizgiin bir gauss egrisi
olusturmamaktadir. Pik boyu ortalama 35 mv’ dur. 1 cm uzunlugundaki mini kolon
eklenmis olarak sistemden alinan sonuclar incelendiginde, diizgiin bir gauss egrisi
olustugu, baseline doniisliniin hizli ve pik araliinin ortalama bir seviyede oldugu
gozlendi. Ayrica pik boyu ortalama 60 mV seviyelerindedir. Bu da daha iyi bir titrasyon
saglandigint gostermektedir. Sonuglar degerlendirildiginde 1 cm uzunlugundaki mini

kolon ile ¢alismanin daha iyi sonuglar almaya yardimci olacagi anlasildi.

Calismanin bundan sonraki asamalarinda bu optimizasyon parametreleri temel alindi.
Literatiire kiyasla [32] daha diisiik 6rnek hacmi ile diizglin gauss egrileri elde edildigi

belirlendi.
4.6 SEA Sistemi ile Siitte Toplam Asitlik, pH ve Yag Tayini

4.6.1 SEA Sistem Kullanilarak Siitte Toplam Asitlik Tayini

Siitte toplam asitlik tayini yapmak amaciyla, 10 farkli siit 6rnegi ile birlikte 1.5x107%,
1.75x102 ve 2x10% M derisikteki laktik asit cozeltileri 2” ser kere enjekte edildi. Analiz
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sonucunda her bir siit 6rnegi i¢in potansiyometriden elde edilen sonuglar asagida yer

almaktadir.

Elde edilen piklerin alanlar1 dikkate alinarak % siit asitligi miktarlar1 (Esitlik 4.1)
hesaplandi [41]. SEA titrasyonu sonrasi elde edilen flowgramlar Sekil 4.41 - Sekil 4.59
arasinda goriilmektedir. Bu flowgramlardaki pik alanlar1 dikkate alinarak olusturulan

kalibrasyon grafikleri Sekil 4.42 - Sekil 4.60 arasinda goriilmektedir.

E=E"—2%% 1logQ (4.1)

n
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Sekil 4.41 1.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sirasinda gosterdigi potansiyometrik degisim

grafigi

Kalibrasyon Grafigi
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y:
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Sekil 4.42 1.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sonrasinda hesaplanan kalibrasyon grafigi

(Pik Alani (Mv)-Log C grafigi)
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Sekil 4.43 2.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sirasinda gosterdigi potansiyometrik degisim

grafigi
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Sekil 4.44 2.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sonrasinda hesaplanan kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.45 3.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sirasinda gosterdigi potansiyometrik degisim

grafigi

Kalibrasyon Grafigi

14.387x — 1.6026

>

R>=0.9997

Sekil 4.46 3.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sonrasinda hesaplanan kalibrasyon grafigi

(Pik Alan1 (Mv)-Log C grafigi)
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Sekil 4.47 4.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sirasinda gosterdigi potansiyometrik degisim

grafigi

Kalibrasyen Grafig

y =13.108x — 1.2981

R?=0.984

wipeb Al

Sekil 4.48 4.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sonrasinda hesaplanan kalibrasyon grafigi

(Pik Alan1 (Mv)-Log C grafigi)
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Sekil 4.49 5.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sirasinda gosterdigi potansiyometrik degisim
grafigi
Sekil 4.50 5.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sonrasinda hesaplanan kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.51 6.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sirasinda gosterdigi potansiyometrik degisim

grafigi

Kalibrasyen Grafgi
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Sekil 4.52 6.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sonrasinda hesaplanan kalibrasyon grafigi

(Pik Alan1 (Mv)-Log C grafigi)
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Sekil 4.53 7.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sirasinda gosterdigi potansiyometrik degisim
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Sekil 4.54 7.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sonrasinda hesaplanan kalibrasyon grafigi

Log C grafigi)

(Pik Alani (Mv)-
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Sekil 4.55 8.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sirasinda gosterdigi potansiyometrik degisim

grafigi

Kalibrasyon Grafgi

8.7594x — 0.7882

>

R2=10.9897

Sekil 4.56 8.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sonrasinda hesaplanan kalibrasyon grafigi

(Pik Alan1 (Mv)-Log C grafigi)
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Sekil 4.57 9.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sirasinda gosterdigi potansiyometrik degisim

grafigi

Kalibrasyon Grafigi

7.5775x —0.6873
R>=0.9957

>

Sekil 4.58 9.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sonrasinda hesaplanan kalibrasyon grafigi

)

(Pik Alan1 (Mv)-Log C grafigi
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Sekil 4.60 10.Siit 6rneginin SEA titrasyonu sonrasinda hesaplanan kalibrasyon grafigi
(Pik Alan1 (Mv)-Log C grafi
Ayni zamanda siit Orneklerinde toplam asitlik tayini i¢in fenolftalein indikatori

kullanilarak klasik yontemle titrasyon yapildi (Sekil 4.61).



Sekil 4.61 Siit 6rneklerinin fenolftalein kullanilarak titrasyonu

Siit 6rneklerinde SEA sistemi kullanilarak elde edilen titrasyon sonuglar ve fenolftalein

indikatori kullanilarak elde edilen titrasyon sonuglari dikkate alinarak elde edilen %

asitlik oranlar1 Cizelge 4.6’ da verildi.

Cizelge 4.6 Siit 6rneklerinin fenolftalein ile titrasyonu ve SEA sistem ile titrasyonu
sonucu bulunan % asitlik oranlar1

. Fenolftaleinile ~ SEA Sistemi ile Standart . .
Ornek ] ] Dogru Denklemi
Titrasyon (%) Titrasyon (%o) Sapma

Sit Omegi-1 ~ 0.126:00033 0131200080 00035 Y~ 15'1021’_(1 Lot

Siit Ornegi-2  0.149+0.0021  0.142+0.0249 00050 Y= 15:465x~1.5058
R2 = 0.9197

Sit Ornegi-3  0.135£0.0016  0.13620.084 00007 Y7 14:387x—16026
R2 = 0.9997

Sit Ornegi-4  0.144£0.0014  0.14320.0084 00007 Y7 13108x-1.2981
R2 = 0.984

Siit Omegi-5  0.144+40.0027  0.138+£0.0113 00042 Y7 74903x-0.2842
R2 = 0.9999

Siit Ornegi-6  0.135£0.0042  0.1330.0046 00014 Y7 7-1713x—0.2067
R2 = 0.9978

Siit Ornegi-7  0.13540.0012  0.136:0.0063 00007 Y7 83941x-06702
R? = 0.9996

Siit Ornegi-8  0.14040.0021  0.140::0.0068 0 y =8.7594x —0.7882
R2 = 0.9897

Siit Omegi-9  0.140£0.0024  0.139+0.0086 00007 YT 7S775x-06873
R2 = 0.9957

Siit Ornegi-10  0.13540.0031  0.135+0.0022 0 y=9.483x - 1.1413
R2 = 0.9958
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SEA sistemde 10 farkli siit &rneginin toplam asitlik tayini yapildi. Ornekler ayni
zamanda fenolftalein indikatorii kullanilarak klasik yontemle titre edildi. Sonuglar SPSS
programi yardimiyla istatistiksel olarak analiz edildi. Oncelikle fenolftalein ile titrasyon
ve SEA sistem ile titrasyon sonuglarinin dogrusalligi ayr1 ayri olarak Shapiro-Wilk testi
ile kontrol edildi.

Bununla ilgili asagidaki hipotezler kuruldu;

Ho: %95 giivenle veriler normal dagilimlidir.

H1:%95 giivenle veriler normal dagilimli degildir.

Fenolftalein ile titrasyon sonuglari Shapiro-Wilk testi i¢in p degeri=0.550" di. Bu deger
0.05’ den biiyiik oldugundan “%95 giivenle veriler normal dagilmaktadir”. SEA sistem
ile titrasyon sonuglari Shapiro-Wilk testi i¢in p degeri= 0.953” dii. Bu deger 0.05° den

biiyiik oldugundan “%95 giivenle veriler normal dagilmaktadir”.

Cizelge 4.7 SEA sistem ile titrasyon (SEAT) ve fenolftalein ile titrasyon (FFT)
sonuclarinin normallik dagilimi

. P Shapiro-Wilk
Titrasyon ¢esidi Istatistik df Sig
. SEAT 0.978 10 0.953
onug [ 0.940 10 0.550
Sid—00a
F 1,5
k
I I Sonug | |

Sekil 4.62 SEA ile titrasyon sonug histogrami1
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Ort=0,138
Std= 0,006

hIwEMDSM

125 130 135 140 145 150

Sonug

Sekil 4.63 Fenolftalein ile titrasyon sonug histogrami

Iki veri grubunun da normal dagildigi goriildiigiinden verilerin karsilastiriimasi igin
parametrik testlerden biri olan bagimsiz 6rneklem t-testi uygulandi. Diger taraftan

gruplarin varyanslarinin homojen dagilip dagilmadig: da incelendi.
Bununla ilgili asagidaki hipotezler kuruldu;

HO: %095 giivenle gruplarin varyanslar1 homojendir.

H1: %95 giivenle gruplarin varyanslari homojen degildir.

Bagimsiz orneklem t-testi ile iki grubun ortalamalar1 karsilastirildi.
Bagimsiz 6rneklem t-testi i¢in hipotezler;

Ho: %95 giivenle iki grubun ortalamalar1 birbirine benzerdir (Mg = My).

Hi: %95 giivenle iki grubun ortalamalari birbirine benzer degildir (M < > My).

Levene testi iki yada daha fazla grubun varyanslarinin homojenligini test eder.
Sig=0.146 oldugu i¢in Ho kabul edilir. Yani %95 giivenle gruplarin varyanslari

homojendir.

118



Cizelge 4.8 Levene testi ve t testi sonuglari

Levene's t- Testi
Testi
F Sig. t df Sig. Fark Std. %95 Giiven
(2- Aralig1 Farki
tailed) Lower || Upper
Varyanslarm 00238 | 00401
. ... | 2308] 0.146 |-0.419 18| 0.680 |-.00100 .00601
Homojenligi le ) 2
Sonug
Varyansl 00238 |loo409
aryar.ls a.rir.l -0.419 || 14.582| 0.681] -.00100 .0060
heterojenligi | 6 03 | 8

Varyanslar homojen oldugu igin t-testine karar verirken birinci satirdaki degerler

dikkate alindi. Goriildiigii gibi t-testinin "Sig.(2-tailed)" degeri 0.680 > 0.05 oldugu igin

Ho hipotezi kabul edildi [110]. Yani %95 giivenle iki farkli titrasyon yonteminin

sonuclarinin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur.

150

145

140

Sonug

135

130

125

T
SEAT

Titrasyon cesidi

T
FFT

Sekil 4.64 SEA ile titrasyon (SEAT) ve fenolftalein ile titrasyon (FFT) sonuglarinin Box
and Whiskers grafigi ile karsilastirilmasi
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10 farkli siit 6rneginin, SEA sistemi ve fenolftalein indikatorii kullanilarak yapilan

titrasyonlardan hesaplanan % asitlik miktarlarinin grafiksel olarak gosterimi Sekil 4.65’

de verildi.
0.15 -
0145 |7 B Fenolitalein
Lullamlarak
] SEA kullamilarak
0.14 7
=
[
q ooas
-
o]
5 013
%
o
-
=
®0125
S
012 |
0.115
01
1 2 3 4 H 6 7 8 9 10
Siit Ornelleri

Sekil 4.65 Siit 6rneklerinin SEA ile titrasyon ve fenolftalein ile titrasyonu sonuglarinin
sematik gosterimi

4.6.2 SEA Sistem Kullanilarak Siitte pH Tayini

SEA sistemi hazirlanip gerekli optimizasyonlarin yapilmasinin ardindan 10 farkl siit
ornegi akig sistemi igerisinde standart 4-7-10 pH tamponlar kullanilmak sureti ile analiz
edildi (Sekil 4.66 - Sekil 4.84 ). Elde edilen pik yiiksekliklerinden yola ¢ikilarak her bir
stit ornegi i¢in pH degerleri hesapland1 (Sekil 4.67- Sekil 4.85).
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Sekil 4.66 1.Siit 6rnegi i¢in SEA sisteminde pH 6l¢iim diyagrami

y=-0,2103x+ 13,917

R?=0,9815

fiksel gosterimi

gerinin gra

Sekil 4.67 1.Siit 6rneginin SEA sistemi ile bulunan pH de
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Sekil 4.68 2.Siit Ornegi igin SEA sisteminde pH 6l¢iim diyagrami

2630 q--

.11 O E

2620 4--

2530 1--

M- |afEU RO

2560 4-—

0,1456x+ 12,971

y =

ginin SEA sistemi ile bulunan pH degerinin grafiksel gosterimi

Sekil 4.69 2.Siit 6rne
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p Ll

26004--

AU URID

2500 - —§ -

2571

2560 - - -~

25431 -

628

Sekil 4.70 3.Siit Ornegi igin SEA sisteminde pH 6l¢iim diyagrami

y=-0,1959x+ 13,574

Sekil 4.71 3.Siit 6rneginin SEA sistemi ile bulunan pH degerinin grafiksel gosterimi
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Sekil 4.72 4.Siit Ornegi igin SEA sisteminde pH 6l¢iim diyagrami
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fiksel gosterimi

Sekil 4.73 4.Siit 6rneginin SEA sistemi ile bulunan pH degerinin gra
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Sekil 4.74 5.Siit Ornegi icin SEA sisteminde pH 6l¢iim diyagrami

0,1454x+ 12,591

y=-

fiksel gosterimi

gerinin gra

Sekil 4.75 5.Siit 6rneginin SEA sistemi ile bulunan pH de
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Sekil 4.77 6.Siit 6rneginin SEA sistemi ile bulunan pH degerinin grafiksel gosterimi
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Sekil 4.78 7.Siit Ornegi icin SEA sisteminde pH 6l¢iim diyagrami

0,1574x+ 13,367

y:_

Sekil 4.79 7.Siit 6rneginin SEA sistem ile bulunan pH degerinin grafiksel gosterimi
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pH: 10

Sekil 4.80 8.Siit Ornegi icin SEA sisteminde pH 6l¢iim diyagrami

2640 - ———————

2630 4-———————

2620 4-———————

2590 4=~ ———

AU =[RS R0

0,1469x+12.876

¥

Sekil 4.81 8.Siit 6rneginin SEA sistem ile bulunan pH degerinin grafiksel gosterimi
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Sekil 4.82 9.Siit Ornegi igin SEA sisteminde pH 6l¢iim diyagrami

0,1731x+ 12,769
R2=0,9231

y:_

Sekil 4.83 9.Siit 6rneginin SEA sistem ile bulunan pH degerinin grafiksel gosterimi
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Sekil 4.84 10.Siit Ornegi icin SEA sisteminde pH &l¢iim diyagrami
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gerinin grafiksel gosterimi
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Sekil 4.85 10.Siit 6rneginin SEA sistem ile bulunan pH de
kullanilarak 6lgiilen pH degerleri ile cam elektrot ile bulunan pH degerleri Cizelge 4.9

Ay siit Orneklerinin pH degerleri cam elektrot ile de Olgiildi. SEA sistemin

da ozetlendi.



Cizelge 4.9 Siit 6rneklerinde SEA sistem kullanilarak elde edilen pH degerler ile cam
elektrot kullanilarak elde edilen pH degerleri

Ornek SEA Sistem Cam Elektrot ~ Standart Dogru
pH pH Sapma Denklemi

Siit Ornegi-1 6.42 + 0.0804 6.53 0.0778 y =-0.2103x + 13.917
R?=0.9815

Siit Ornegi-2 6.56 + 0.0495 6.49 0.0495 y =-0.1456x + 12.971
R?=0.9709

Siit Ornegi-3 6.72 +0.0796 6.83 0.0778 y =-0.1959x + 13.574
R?=0.9578

Siit Ornegi-4 6.91 + 0.0256 6.87 0.0283 y =-0.1203x + 11.638
R?=0.9022

Siit Ornegi-5 6.92 +0.0286 6.88 0.0283 y =-0.1454x + 12,591
R?=0.9292

Siit Ornegi-6 6.96 + 0.0707 6.86 0.0707 y =-0.1315x + 12.61
R?=0.8766

Siit Ornegi-7 6.91 +0.0167 6.89 0.0141 y =-0.1574x + 13.367
R?=0.9796

Siit Ornegi-8 6.85 +0.0849 6.73 0.0849 y =-0.1469x + 12.876
R?=0.9304

Siit Ornegi-9 6.71 £0.0778 6.82 0.0778 y =-0.1731x + 12.769
R?=0.9231

Siit Ornegi-10  6.98 + 0.06531 6.89 0.0636 y =-0.1607x + 12.714
R2=0.9374

Cizelge 4.9’ da yer alan sonuclarin istatistiksel analizi SPSS programi yardimiyla
yapildi. SEA sistemde pH 06l¢iim sonuglart ile cam elektrot ile bulunan pH 06lglim
sonuglarinin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi.

Buna gore normal dagilim testi sonuglar Cizelge 4.10” da gosterildi.

Cizelge 4.10 Shapiro-Wilk testi ile SEA yontemi ile pH analizi ve cam elektrot ile pH
analizi sonuglarinin normal dagilim testi

. . . Shapiro-Wilk
pH Olgiim Yontemi Istatistik df Sig.
Sonuc SEA Yontemi 0.870 10 0.099
Cam Elektrot 0.743 10 0.003
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Ort= 6,794
47 Std= 0,187

wmgLxEmMST
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Sekil 4.86 SEA sistem ile yapilan pH 6l¢tim sonuglarinin normal dagilimi

Ort=6,779
Std=0,150

I e EMDST

T T T T T
5,500 5,600 5,700 5,800 5,900

pH Sonucu

Sekil 4.87 Cam elektrot ile yapilan pH 6lgiim sonuglarinin normal dagilimi

Bunun i¢in asagidaki hipotezler 6ne siiriildii;
Ho: %95 giivenle veriler normal dagilimlidir.

H1:%95 giivenle veriler normal dagilimli degildir.

SEA i¢in p value 0.099 > 0.05 oldugu i¢in Hp kabul edildi. Yani; %95 giivenle veriler
normal dagilmaktadir. Cam elektrot igin p value 0.003 < 0.05 oldugundan Hy red edildi.
Yani; %95 giivenle veriler normal dagilmamaktadir (Sekil 4.86 ve Sekil 4.87). Burada

ikinci veri seti normal dagilmiyor olmasi, birinci veri setinin ise normal dagiliyor olsa
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bile veri 6rneklem biiyiikliigiiniin 30’dan az olmasi sebebi ile bagimsiz t-testinin non-
parametrik karsiligir olan Mann-Whitney U-Testi uygulanarak karsilastirma yapildi. Bu
test iki bagimsiz grup i¢in elde edilen puanlarin birbirinden anlamli bir sekilde farklilik
gosterip gostermedigini test etmek i¢in uygulanir. Mann Whitney U-Testi gruplarin
ortanca (medyan) degerlerini karsilastirir. Siirekli degiskenlerin, iki grup igerisinde
degerlerini sirali hale doniistiiriir. Boylece iki grup arasindaki siralamanin farkli olup

olmadigini degerlendirilir [110].
Bunun i¢in asagidaki hipotezler 6ne siirtildii;

Ho: Iki titrasyon yontemi sonuglarmin dagilim birbirine esittir

H;: Iki titrasyon yontemi sonuglarmin dagilimi birbirine esit degildir.

Test sonucunda p degeri 0.436 olarak bulundu. P degeri 0.436 > 0.05 oldugundan Hy
kabul edilir. Yani iki yontemin sonuglari esit dagilmaktadir. iki yontemin sonuglar

arasinda anlamli bir fark olmadig tespit edildi (Sekil 4.88).
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Sekil 4.88 SEA ile pH tayini sonuglarinin cam elektrot ile pH tayini sonuglar1 ile Box
and Whiskers grafigi ile karsilagtirilmasi

10 farkli siit 6rneginin SEA sistemi kullanilarak yapilan pH sonuglarmin ve cam
elektrot kullanilarak elde edilen pH sonuglarinin grafiksel olarak gosterimi Sekil 4.89°

da Ozetlendi.

133



W SEA ile Olgiilen pH

B Cam Elektrot ile
Olgiilen pH

Siit Ornekleri

Sekil 4.89 Siit 6rneklerinde SEA sistem ile 6l¢giilen pH degeri ve cam elektrot ile dlgiilen
pH degerlerinin sematik gosterimi

4.6.3 SEA Sistem Kullanilarak Siitte Yag Tayini

SEA sistem kullanilarak siitte ya§ tayini yapmak amaciyla Funke Gerber siit
biitirometresinden %97 oraninda kiigiik hacimle tasarlanan mini siit biitirometresi SEA
sisteme entegre edildi. Mini biitirometreye sirayla 300 uL silfiirik asit, 330 uL siit
ornegi, 30 pL amil alkol eklendi. SEA sistem ile yag analizinde tasiyic1 kullanilmadi.
Sistem tamamen bos iken 3. kanal amil alkol, 4. kanal siilfiirik ve 5. kanal siit ile
dolduruldu. Flozf programi reaktanlarin hat boyunca karismasini Onleyecek sekilde
programlandi (Sekil 4.90). Sistem aspirate modunda c¢ektigi reaktan1 ana hatta yolladigi
ve ana hattin hacmi, tasiyici ¢eken boru ile birlikte 192.33 pL oldugu icin reaktanlar
stilfiirik asit ve siit miktar1 3* e bdliinerek biitirometreye gonderildi. Siilfiirik asit ¢gekimi
bittiginde sistemin tamamen bos olup siit ile karsilagsmayacagindan emin olundugunda

sistemin siit 6rnegini ¢cekmesi saglandi.
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File View Access About

Setup  Develop I Measure |

Resource Steps
Steps | Device Name | Var Naml Input Format | Input Parameters | Comm 4 |
System ‘
el o
milligat pump
selection valco
Status
— — Stopped
] > [} . -/—\ lSequ:ncelSlep Name
-« ] LA |yag analizi
Resource Sequences Work Sequence
Sequences | Device Name | Var Namé Input Format | Input Paran 4| | Sequences/Ste DeviceName | Val Input Format | Input Param &
doldurma B yaganalz
temizlik selection valco goto port | selection valco port# 4
yag analizi milligat pump aspirate milligat pump volume (uL), flow rate (ul/s), 100,151
selection valco goto port  selection valco port# 13
milligat pump dispense milligat purmp volume (uL), flow rate (ulfs), 300,151
selection valco go to port | selection valco port# 4
milligat pump aspirate milligat pump volume (L), flow rate (uL7s), 100,151
selection valeo goto port  selection valco port#
milligat pump dispense milligat pump volume (uL), flow rate (ulfs), 300,151
selection valco go to port  selection valco port# 4
milligat pump aspirate milligat pump volume (uL), flow rate (uL/s), 100,151
selection valco go to port | selection valco ort # 13
milligat pump dispense milligat pump wolume (uL), flow rate (ul/s), 300,151
selection valco goto port  selection valco port# 5
milligat pump aspirate milligat purmp volume (uL), flow rate (ulfs), 100,151
selection valco go to port | selection valco port# 13
milligat pump dispense milligat pump volume (L), flow rate (uL7s), 300,151
selection valeo go to port  selection valco port# 5
milligat pump aspirate milligat pump volume (uL), flow rate (ulfs), 100,151
selection valco go to port | selection valco port# 13
milligat pump dispense milligat pump volume (uL), flow rate (uL/s), 300,151
selection valco go to port  selection valco port# 5
x| milligat pump aspirate milligat pump volume (uL), flow rate (ul/s), 130151 ¥
-] x| Ell -

Sekil 4.90 SEA siitte yag analizi i¢in hazirlanmis olan Flozf programi

Son olarak, mini biitirometre 10 dakika 1100 devirde santrifiij edilip siit yagi hesapland1

(Sekil 4.91). Islem 3 kez tekrarlandh.

Sekil 4.91 Tasarlanan mini biitirometre ile siit yag: tayini

Her bir siit 6rnegi Gerber yontemi ile 3 er kez analiz edildi (Sekil 4.92). Analiz

sonucunda elde edilen tiim veriler Cizelge 4.11° de 6zetlendi.
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Sekil 4.92 Gerber yontemi ile siit yag tayini

Cizelge 4.11 Siit 6rneklerinde SEA sistem ile elde edilen yag miktarlar ile Gerber
yontemi ile elde edilen yag miktarlar

Ornek Gerber Yéntemi SEA Sistem
(YoYag) (0Yag)
Siit Ornegi-1 2.6+0.016 2.9+0.068
Siit Ornegi-2 3.8+0.008 3.7+0.092
Siit Ornegi-3 3.7+0.009 3.6£0.014
Siit Ornegi-4 3.5+0.007 3.7+0.045
Siit Ornegi-5 3.6+0.012 3.7+0.029
Siit Ornegi-6 3.8+0.006 3.8+0.052
Siit Ornegi-7 3.8+0.005 3.9+0.063
Siit Ornegi-8 3.7+0.032 3.9+0.058
Siit Ornegi-9 2.3+0.027 2.1+0.023
Siit Ornegi-10 3.6+0.025 3.5+0.049

SEA sistemde 10 farkls siit rneginin yag orani tayini yapildi. Orneklerin yag orani ayni
zamanda Gerber yontemi ile de kontrol edildi. Sonuglar SPSS programi yardimiyla
istatistiksel olarak analiz edildi (Cizelge 4.12). Oncelikle mini biitirometre ile elde
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edilen sonuglar ve Gerber yontemi ile elde edilen sonuglarin dogrusalligi ayri ayri

olarak Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi.

Cizelge 4.12 Shapiro-Wilk testi ile SEA sistemi ve Gerber yontemi ile yag analizi
sonuglarinin normal dagilim testi

Yag Tayini : : Shapiro-Wilk
Istatistik | Istatistik df Sig.
Gerber Yag
eoer Tag 0,345 0,691 10| 001
Sonug¢ | Tayini
SEA Yag Tayini 0,314 0,724 10 ,002

Gerber yontemi ile yag tayini sonuglari igin hipotezler;

Ho: %95 giivenle veriler normal dagilimlidir.

Hi: %95 giivenle veriler normal dagiliml degildir.

Shapiro-Wilk testi i¢in p degeri=0.001 oldugundan ve veri 0.05” den kiigiik oldugundan

“%095 glivenle veriler normal dagilmamaktadir”.
SEA sistem ile yag tayini analiz sonuglari i¢in hipotezler;

Ho: %95 giivenle veriler normal dagilimlidir.

Hi: %95 giivenle veriler normal dagilimli degildir.

Shapiro-Wilk testi i¢in p degeri=0.002 oldugundan ve veri 0.05” den kiigiik oldugundan

“%0935 giivenle veriler normal dagilmamaktadir”.

4,007

Sonug

3,504

3,007

T T
Gerber Yag Tayini SEA Yad Tayini

Yag Tayini

Sekil 4.93 SEA sistem ve Gerber yontemi ile yag analizi sonuglarinin Box and
Whiskers grafigi ile karsilastirilmasi
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Burada her iki veri setinin normal dagilmiyor olmasi sebebi ile bagimsiz t-testinin non-
parametrik karsiligi olan Mann-Whtiney U-testi uygulanarak karsilastirma yapildi. Bu
test iki bagimsiz grup i¢in elde edilen verilerin birbirinden anlamli bir sekilde farklilik
gosterip gostermediginin test edilmesi amaciyla uygulanir. Mann Whitney U-testi,
gruplarin ortanca (medyan) degerlerini karsilagtirir. Siirekli degiskenlerin, iki grup
icerisinde degerlerini sirali hale doniistiiriir. Boylece iki grup arasindaki siralamanin

farkli olup olmadigini degerlendirir [110].

Ho: Iki yag tayini yontemi sonuglarinin dagilimlari arasinda fark yoktur.

H;: Iki yag tayini yontemi sonuglarinin dagilimlari arasinda fark vardir.

Mann Whitney U-testi ile P degeri 0.739 olarak hesaplanmistir. 0.739 > 0.05
oldugundan Hy kabul edilir. Yani iki ydntemin sonuglari esit dagilmaktadir. Iki

yontemin sonuglarinin dagilimi arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit edildi (Sekil

4.93).

10 farkl: siit 6rneginin Gerber yontemi kullanilarak elde edilen % yag oranlari ile SEA
sistem kullanilarak elde edilen % yag oranlarinin grafiksel olarak gosterimi Sekil 4.94°

de Ozetlendi.

B Gerber Véntemi Kullamlarak Yag
Oraty Tayini

B 3EA Sistemi Kullantlarak Yag
Oratt Tayini

% Yag Oranlan

Sil Ornekleri

Sekil 4.94 Gerber yontemi ve SEA sistem ile yag analizi sonuglarinin gematik gosterimi
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4.7 pH, Toplam Asitlik ve Yag Tayini icin Lab-on-¢ip Tasarim

Siitte pH ve toplam asitlik tayinlerinin otomotize edilmesi pratikte yaygin bir sekilde
kullanilmasi i¢in 6nemlidir. Bu amacla, pH ve toplam asitlik parametrelerinin 6l¢timiini
saglayan bir kullan-temizle kullan lab-on-¢ip gelistirilmesi saglandi. pH ve toplam
asitlik tayini i¢in 6-11 cm ebatlarinda, {izerinde 1 mm boyutlarinda oyuklar bulunan
fiberglass bir lab-on-¢ip tasarlandi (Sekil 4.95). Lab-on-gip iizerinde; pH sensor ve
referans elektrotlarin baglancagi iki farkli baglanti noktasi bulunmaktadir. Ayrica
tastyici fazin ve ornegin eklenecegi iki farkli giris noktasi ile tiim reaktanlarin atilacagi

bir ¢ikis noktasi bulunmaktadir.

Sekil 4.95 pH ve toplam asitlik analizleri i¢in tasarlanmis olan lab-on-¢ip

Siitte yag analizinin yerinde yapilmasi amaciyla fiberglass malzemeden 25 ve 15 uL
hacimlerde iki bosluk ve bunu baglayan 2.5 cm baglanti hattindan olusan kullan-
temizle-kullan bir lab-on-¢ip tasarlandi. (Sekil 4.96).

Sekil 4.96 Siitte yag analizinin yerinde yapilabilmesi i¢in tasarlanan lab-on-¢ip
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Lab-on-¢ip flizerine reaktanlarin eklenecegi iki giris noktasi eklendi. Reaktantlar
eklendikten sonra otomatik olarak santrifiijleme yapan ve okumaya izin veren bu

sistemlerle ilgili caligmalar doktora sonrasi aragtirma konusu olarak 6ngoriildii.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Calismada; bilesim, oranlar1 ve prosesleri birbirinden farkli {i¢ tane pH -elektrot
tasarlandi. Bunlar quinhidron ve trimetilhidrokinon temelli olup grafit katkil
elektrotlardir. Yapilan elektrotlarin potansiyometrik performans o6zellikleri olan pH
degisimlerine karsi potansiyometrik davranisi, tekrarlanabilirligi, cevap zamani
parametreleri durgun ortamda bilgisayar kontrollii potansiyometrik sistem ile test edildi.
Potansiyometrik dzellikleri en iyi oldugu diisiiniilen elektrotun ¢alisma émrii SEA akis
sisteminde incelendi. Tim elektrotlar pH 2-12 araliginda dogrusal ¢alismakta ve
birbirlerine benzer sonuglar gostermekteydi. Elektrotlarin pH 2-12 aralifinda
potansiyometrik dogru denklemleri sirasiyla y=-51.773x + 1479.2 (R>=0.9944),
y=-51.7818x + 1331.4 (R>=0.9796), y=-52.545x + 1299.9 (R?=0.9966) scklindeydi.
Sekil 4.5 den gozlenebilecegi gibi, trimetilhidrokinon kullanilarak hazirlanan pH
elektrot (karisim-3) pH 2-12 araliginda Nernst davranisi sergilemekteydi. Tiim
elektrotlarm pH 2-12 araliginda gosterdikleri potansiyometrik davraniglari ve egim
degerleri birbirine yakin olsa da elektrotun duyarliliginin bir dl¢iisii olan egim degeri
(bir birimlik pH degisimi i¢cin mV farki) trimetilhidrokinon temelli olan karisim-3 ile
hazirlanmis olan elektrotta daha yiiksektir. Karisim-3 ile hazirlanmis olan elektrotun pH
degisimlerine karsi hazirlanan diger elektrotlara kiyasla daha duyarli oldugunu
gostermekteydi. Karisim-3 ile hazirlanmig olan elektrotun ortalama cevap zamani (tgs)
20 s’ den daha azdir. Bu durum trimetilhidrokinon kullanilarak hazirlanan pH elektrot
yilizeyi ile ¢Ozelti arasinda olusan dengenin c¢ok hizli kuruldugunu gostermektedir.
Quinhidron temelli hazirlanmis olan pH elektrotun (karisim-1) cevap zamani (tgs) 50 S

diizeylerindeydi.
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Elektrotlarm pH 4 ve pH 7 tampon ¢ozeltilerine ard arda daldirilmak suretiyle
gosterdikleri ortalama tekrarlanabilirlikleri sirastyla pH 4 igin 2550.2+132, pH 7 i¢in
2460.6£1.26; pH 4 i¢in 2599.4+1.07, pH 7 igin 2449.3+1,16; pH 4 igin 2600+0 pH 7
icin 24360 seklindeydi. Karisim-1 ile hazirlanmis olan pH elektrotun
tekrarlanabilirliginin standart sapmasi karigim-2’ ye oranla daha yiiksekti. Karisim-3 ile
hazirlanmis elektrotun tekrarlanabilirlik standart sapmasit 0’ a yakindi. Bu durum
trimetilhidrokinon kullanilarak hazirlanan elektrotun tekrarlanabilirlik 6zelliginin
oldukga iyi oldugunu gostermekteydi. Tim parametreler incelendiginde karisim-3 ile

calismanin daha uygun olacagi kanisina varildi [15].

Diger taraftan, SEA sistemde akis hiicresine monte edilen elektrotun kaginci
enjeksiyondan sonra performansinda degisiklik gosterdigi onemli bir parametredir.
Bunu belirlemek amaciyla; karisim-3 kullanilarak SEA sistemde 100 kere enjeksiyon
yapildi. Pik degerinin 2600 mV civarinda oldugu, kii¢iik diisiisler yasansa da bir sonraki
enjeksiyonda yine ayni degerlere ¢iktigi gozlendi. Ancak 93. enjeksiyondan sonra
ortalama 5 mV’ luk bir diisiis olusmaya bagladig1 gozlendi. Elektrotun potansiyometrik
davraniginda diisiis gozlendiginde, elektrot yiizeyinden ince bir kesit alinmasi veya

yiizeyin zimparalanmasi elektrotun eski performansina donmesini saglamaktaydi.

Literatiire bakildiginda, Glanc-Gostkiewicz M. vd. [16] yapmis olduklar1 c¢alismada
metal oksit (RuO,) bazli pH elektrotun duyarliligini 30 mV/pH olarak tespit etmislerdir.
Hosseini M. vd. [17] triacetylcellulose membran bazli yaptiklar1 pH sensoriin pH
araligimi 4-12 olarak, elektrotun cevap siliresini 1 dakikaya yakin olarak tespit
etmislerdir. Kahlert H. vd. [18] quinhidron/grafit temelli yaptiklar1 pH elektrottu FIA
sistemde kullanmiglar, 50 pL 0.1 M KCI enjeksiyonunda elektrotun 50.6 mV/pH
hassasiyet ile sonuc¢ verdigini tespit etmislerdir. Mevcut calismada gelistirilen
trimetilhidrokinon kullanilarak pH elektrotun hassasiyeti (52.55 mV/pH), cevap zamani
(tos < 20 s)’, ve uzun kullanim 6mrii (100 enjeksiyon) dikkate alindiginda; gelistirilen
pH elektrot ile elde edilen sonuglarin yukarida ifade edilen literatiir caligmalarindan elde

edilen sonuglardan daha iistlin oldugunu gostermektedir.

Elde edilen pH elektrotlarin hareketli ortamda analizde kullanilabilmesi i¢in akis
hiicresi tasarlandi. Hareketli ortamda olgtimler igin gelistirilen 1 ¢m eninde, 5.3 cm
boyundaki polikarbonat malzemeden hazirlanan akis hiicresine, referans elektrot ve
kompozit pH elektrot yerlestirildi. SEA sistemi etkin bir titrasyon yapilabilmesi

amactyla ii¢ farkli sekilde tasarlandi. Sistemlerin hacmi ayr1 ayri hesaplanip, Flozf
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programlanmasi yapilirken bu hesaplamalardan faydalanilarak deneysel c¢alismanin
programlama basamagi sekillendirildi. Etkin bir titrasyon yapilabilmesi i¢in kullanilan
akis yollarindan 1 c¢cm uzunlugunda olan mini kolon ile tasarlanan yolun diizgiin bir
Gauss egrisi olusturdugu, baseline doniisliniin hizli ve pik araligimin ortalama bir
seviyede oldugu gozlendi. Ayrica pik boyunun diger yollara gore daha yiiksek olup

ortalama 60 mV seviyelerinde oldugu gozlendi.

SEA sisteminde en onemli sorun olan sistem optimizasyonu gerceklestirildi. Bu amagla;
tastyict faz, ornek derisimi, akis hizi, enjeksiyon hacmi optimize edilerek tiim
calismalar bu dogrultuda sekillendirildi. Sonuglar incelendiginde; tastyici faz olarak 10
M NaOH’ in, 6rnek derisimi olarak 10™ M asetik asit ¢ozeltisinin, érnek hacmi olarak
15 pL hacimin ve akis hizi olarak 15 pL/s hizin kullanilminda daha diizgiin Gauss
egrileri elde edildi. Calismanin bundan sonraki asamalarinda bu optimizasyon
parametreleri temel alindi. Philip J. Fletcher ve Jacobus F. van Staden [32] yaptiklart
calismada SEA sistemi optimize ederken 167 pL hacimde 6rnek kullanimini uygun
bulmuslardir. Mevcut ¢alisma, literatiir ile kiyaslandiginda daha diisiik 6rnek hacmi ile

uygun sonuglar elde edildigi gozlendi.

SEA sistemde 10 farkli siit drneginin toplam asitlik tayini yapildi. Ornekler aym
zamanda fenolftalein indikatorii kullanilarak klasik yontemle titre edildi. Her iki sonug
SPSS programi yardimiyla analiz edildi. Oncelikle fenolftalein ile titrasyon ve SEA
sistem ile titrasyon sonuglarinin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk
testi ile kontrol edildi. Normal dagilim gosterdigi tespit edilen her iki veri setinin
karsilastarilmasi t-testinin kullanima karar verildi [110] t-testi ile %95 giivenle iki farkli
titrasyon yonteminin sonuglarinin ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadigi saptandi. Sonuglarin, literatiirle [34] kiyaslandiginda daha diisiik
miktarlardaki 6rnek hacmi ile daha disiik standart sapma oranlar gosterdigi tespit
edildi.

10 farkli siit 6rneginin pH degerleri, SEA sistem ve cam elektrot yardimiyla dl¢iildii.
Her iki sonug¢ SPSS programui ile analiz edildi. pH sonuglarmin normal dagilim gosterip
gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi. ikinci veri setinin normal dagilmiyor
olmasi, birinci veri setinin ise normal dagiliyor olsa bile veri 6rneklem biiyiikliigiiniin
30’dan az olmasi sebebi ile bagimsiz t-testinin non-parametrik karsiligi olan Mann-
Whitney U-Testi uygulanarak Karsilastirma yapildi [110]. Iki yontemin sonuglari

arasinda anlamli bir fark olmadig tespit edildi.
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Siitte yag tayini i¢in mini bir biitirometre tasarlandi. Bu biitirometre sisteme entegre
edildi. 10 farkli siit 6rneginin yag orant SEA sistem kullanilarak bulundu. Ayni siitlerin
yag miktarlar1 Gerber yontemi ile de tayin edildi. Sonuglar SPSS programi yardimiyla
analiz edildi. Yag tayini sonug¢larmin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-
Wilk testi ile kontrol edildi. Burada her iki veri setinin normal dagilmiyor olmasi sebebi
ile bagimsiz t-testinin non-parametrik karsiligi olan Mann-Whitney U-testi uygulanarak
karsilastirma yapildi [110]. iki ydntemin sonuglarinin dagilimi arasinda anlamli bir fark

olmadig tespit edildi.

Literatiir incelendiginde [36] bulunan sonuglarin genel olarak yapilan diger ¢aligmalara
gore daha diisiik 6rnek hacmi ile elde edildigi tespit edildi. Ayrica yapilan ¢aligmalarda
genelde HPLC, spektrofotometre gibi temel bir dedektor kullanildigr [27], [28], [29],
[37] potansiyometrik bir dedektor kullanilmadigi gorildii. Temel dedektorlerin
olusturulan sistemin maliyetini arttiracagi da diisiiniiliirse yapilan bu tez ¢aligmasinda
sanayiye yonelik maliyeti azaltilmig, aynt zamanda sonuglarinin dogrulugu temel

yaklagimlarla ayni olan bir otoanaliz yontemin gelistirildigi diigiiniilmektedir.

Sonug¢ olarak; mevcut calismada elektrokimyasal bir elektrot, yeni bir yaklasim olan
SEA sistemde kullanilarak siitte toplam asitlik, pH ve yag oran1 parametreleri belirlendi.
Elde edilen sonuglar, halihazirda kullanilan yontemlerle elde edilen sonuglarla
karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark olmadig: tespit edildi. Bununla birlikte,
diger yontemlere kiyasla elektrokimyasal bir elektrotun kullanilmasindan kaynakli;
kolay ve kisa siirede sonug¢ alinmasina olanak saglamasi, Saglam, kararli olmasi, analiz
edilecek iirline gore rahatga gelistirilebilmesi, uzun Omiirlii olmas1 ve ayni anda birden
fazla elementin analiz edilmesine olanak saglamasi [47] gibi avantajlari ile beraber SEA
sistemin kullanilmasindan kaynakli; mikrolitre seviyelerinde ¢alismaya imkan tanimasi,
deneyi otomatize etmesi boylece insan kaynakli hatalart minimize etmesi ve bir anda
birden fazla deneye olanak tanimasi [111] gibi avantajlar1 sebebi ile gelistirilen sistem
mevcut klasik yontemlere gore fark yaratmaktadir. Ancak sistem; optimizasyonunun
dikkatli yapilmasi, sistemde direkt olarak kuvvetli asit ve bazlarla calisilmanin sistemi
zamanla deforme etmesi, mini biitirometrenin analizden dnce temizlenmesinde yasanan
zorluklar gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Ayrica pH ve referans elektrotlarin
hazirlanmasinda insan kaynakli hatalar olugsabilmekte bu da ¢alismada tekrarlanabilirligi

diisiirmekte ve ¢alismanin uzamasina neden olmaktadir.
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Calismanin endiistride yaygin bir sekilde kullanimini saglamak ve daha pratik
yaklasimlar gelistirmek amaciyla siitte pH, toplam asitlik ve yag parametreleri icin lab-
on-¢ipler tasarlandi. Siitte pH ve toplam asitlik i¢in tasarlanan lab-on-¢ipin SEA sisteme
entegre edilmesiyle sistemin otomasyonunun etkin bir sekilde saglanacagi
diisiiniilmektedir. Ayrica siitte yag analizinin yerinde ve birka¢ dakikada yapilmasini
saglayacak lab-on-¢ip ile ireticiden alinan siitin yag oranm1 hakkinda bilgi
edinilebilecektir. Lab-on-¢ip tasarimlarina baslanmis olmakla birlikte ¢alismanin pratik

kismi1 doktora sonrasi ¢alismalarinda devam ettirilecektir.

Calismada elde edilen veriler sayesinde siit analizleri i¢in gelistirilen yontemin etkinligi
ve otomasyona uygun olmasi nedeniyle halihazirda sanayide kullanilan yontemlerin
yerine kullanilabilecegi, bu sayede sanayinin en temel sorunlardan olan hammadde
alimi ve iretim prosesleri asamalarinda kalite kontrol parametrelerinin analizinden
kaynakli hata ve onun neden oldugu maliyet kayiplarma ¢oziim sunacagi

distiniilmektedir.
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