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SIMGE LISTESI

cm Santimetre

d Isik Yolu

g Gram

kg Kilogram

1 Litre

M Molarite

mg Miligram

ug Mikrogram
ml Mililitre

ul Mikrolitre
nm Nanometre
A" Hacim

°C Santigrad derece
% Yiizde igareti
c Sigma

€ Ekstinksiyon Katsayis1
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ONSOZ

Universite egitimim siiresince hayallerimi gergeklestirmemde higbir destegini esirgemeyen,
bagsariya ulagmak i¢in ¢ok caligmay1 ve asla vazgegmemeyi 6greten, hayatimin en Snemli
adimlarindan biri olan yurt disinda yeni bir egitim ve kiiltiir tammamu saglayan, benim i¢in bir
iiniversite profesoriinden ¢ok farkli bir yeri olan ¢ok sevgili hocam Sayin Prof. Dr. Goksel
Akgin’e sonsuz tesekkiirii bir borg bilirim.

Royal Liverpool Universite Hastahanesi’ndeki galigma siirem boyunca yardimei olan Sayin
Prof. Dr. Norman Roberts’a, Liverpool’da gegirdigim alti ay boyunca bana her tiirlii destegi
ve yardimu esirgemeyen Sayin Dr. Mansour Sargazi’ye tesekkiir ederim.

Her zaman ne istedigini bilen, hayattan zevk almamu ve bu hayatta bir birey olmami saglayan,
gergeklestirmek istedigim hayallerimin en yakin ve en degerli savunucusu her seyden dnemli
ve ¢ok sevgili aileme hayat boyu tesekkiirii bir borg bilirim.

Hayatimda emegi gecen herkese tegekkiir ederim.



OZET

Dogal ve biyolojik sistemlerde bulunan Al'un (Aliiminyum), oncelikle insanoglu ve daha
birgok tiir i¢in potansiyel tehdit olusturdugu bilinmektedir. Bu da giiniimiizde ¢ok biiyiik bir
problem haline gelmistir. Bu sebeple Al’un kimyasal tiirlerinin ve bu tiirlerin 6lgiimlerinin
incelenmesi konulan olduk¢a 6nem kazanmigtir.

Al’un Alzheimer hastalif1 ile tahmini iligkisi bu metali insan saglif1 agisindan da 6nemli bir
konuma getirmistir. Alzheimer hastalig: tizerine dnemli diizeylerde galigmalar yapan bir lilke
de Ingiltere’dir. Al’un kimyasal tiirlerinin 6l¢iimlerinin incelenmesi, bu tirlerin viicutta
taginmas: ve Alzheimer hastaligl ile olasi baglantilarimi incelemek amaciyla 2004 yilinda
Ingiliz Konsoloslugu tarafindan desteklenen Yildiz Teknik Universitesi ve Royal Liverpool
Universite Hastahanesi arasinda “Investigation into the Measurement of the Chemical Species
of Aluminium and Study of Their Relationships to Cellular Uptake and Removal” konu
baslikli proje baglatilmistir ve halen ytirtitiilmektedir.

Calismanin biyiik bir kismu s6zi gegen proje gergevesinde Liverpool, Ingiltere’de, Agustos
2004 — Ocak 2005 tarihleri arasinda Royal Liverpool Universite Hastahanesi laboratuarlarinda
gergeklestirilmigtir.

Bu caligmada, metal-sitrat (6zellikle Al-sitrat) komplekslerinin davramglan iki sekilde
incelenmigtir. (1) Sitrik asit tayini agisindan; ¢aligma prensibi enzimatik bir reksiyon olan
ticari bir kit (BOEHRINGER MANNHEIM / R-BIOPHARM, Citric Acid UV-Method)
kullanilarak spektrofotometrik olarak incelenmisgtir. (2) Aluminyum ve diger metallerin tayini
acisindan; Once yiiksek performanslt iyon degistirme kromatografisi (HPIEC) ile ayirma
yapilmigtir. Ardindan metal kompleksi olugturan bir ajanla (4,5-dihidroksi-1,3-
benzendisiilfonik asid, disodyum monohidrat tuzu) spektrofotometrik olarak incelenmistir.
HPIEC’ye ek olarak Al grafit firnli atomik absorpsiyon kromatografisi (GFAAS) ile de tayin
edilmigtir.

Analiz 6rnekleri olarak; sentetik metal-sitrat ¢ozeltileri sitrik asit igerdigi bilinen, giinliik
olarak tiiketilen gesitli meyve sulann ve c¢ay kullamilmistir. Tek bir analiz i¢in idrar Srnegi
kullamlmugtr.

Literatiirdeki diger ¢alismalardan farkli olarak metal-sitrat kompleks ¢ozeltilerinin taze ve
yash (bekletilmig) olmalar1 halinde sitrik asit enzimatik reksiyon tayini iizerindeki etkileri
incelenmistir. Yapilan ¢aligmalarda taze ¢6zeltilerin enzimatik reaksiyon iizerine belirgin bir
inhibasyon etkileri oldugu belirlenmesine ragmen bu etki yash ¢ozeltilerde goriilmemisgtir.

Anahtar kelimeler: Aliiminyum tiirlendirmesi, metal iyon-sitrat kompleksi, altiminyum-sitrat
kompleksleri.



ABSTRACT

The presence of Aluminium (Al) in natural (biological) systems is of major concern at present
because of its potential threat to a number of species including humans. Therefore the
investigation of the chemical species of Al and the measurements of the species came into
prominence in recent days.

The conjectural relationship between Al and Alzheimer’s Disease made the metal important
for human health. United Kingdom is one of the countries in which many researches are being
studied. In order to investigate the measurement of the chemical species of Al and its
approximate links to Alzheimer’s Disease an international project is developed between
Yildiz Technical University and Royal Liverpool University Hospital in 2004. the Project
titled as “Investigation into the Measurement of the Chemical Species of Aluminium and
Study of Their Relationships to Cellular Uptake and Removal” is approved by British Council
— Turkey.

Major part of this study was performed in Royal Liverpool University Hospital laboratories in
UK between the dates August, 2004 — January, 2005.

In this study, the characteristics of the metal-citrate (particularly Al-citrate) complexes, (1)
spectrophotometric determination of citric acid by using a commercial kit (BOEHRINGER
MANNHEIM / R-BIOPHARM, Citric Acid UV-Method) of which principle is an enzymatic
reaction, (2) high pressure ion-exchange chromatographic (HPIEC) speciation of Al and other
metals and afterwards spectrophotometric determination by using a complexing agent (4,5-
dihydroxy-1,3-benzendisulfonic acid, disodium monchydrate salt), were examined.

Different kinds of fruit juices that are being consumed in daily diet, synthetic metal-citrate
solutions, the citric acid solutions of which citric acid concentrations are known and tea
samples were used in laboratory experiments.

As a difference from other studies in literature, the effects of fresh and aged metal-citrate
complex solutions on determination of citric acid were experimented. Despite a significant
inhibition effect in fresh solutions, there was no such effect in aged solutions.

Keywords: Aluminium speciation, metal ion-citrate complex, aluminium-citrate complexes.
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1. GIRiS

Bitkilerin ve hayvanlarin biyolojik olarak Al’a ihtiyag duymadig: bilinmektedir (Bohn vd.,
1979). Uzun bir siire zehirli olmadig: diiginiilen Al’un zararlan son zamanlarda yapilan
calismalarla ortaya ¢ikmistir. Al”un organizmalarda birikme riski bir¢ok faktére baglanmastir.
Bu faktérler, paketlemede ve ingaat malzemelerinde, boyalarda, Al-igeren antasid ile tedavi
edilen hastalarda, uzun donemli endiistriyel tiiketimlerde, bobrek rahatsizligi olan
hemodiyaliz hastalarinda olmak iizere genis kullanim alanlarimi igermektedir. Fizyolojik
ortamdaki ‘serbest Al’ yiiksek biyoyararliliga sahiptir. Yapilan baz1 ¢aligmalarda enzimlerin
aktivitelerinin degisimine sebep oldufu ve muhtemelen ¢apraz-bagli protein zincirleri
aracilifiyla DNA’y1 etkiledigi gosterilmigtir. Aliiminyumun, Alzheimer hastaligi gibi
norolojik  bozukluklara ve bazi karaciger rahatsizhiklarma sebep oldugundan
siiphelenilmektedir. Alzheimer hastaliginin zararinda aliiminyumun yer almasi, bu hastalarin
beyin dokularindaki farkli -hedef Dbolgelerinde Al Dbirikiminin tanimlanmasi ile
iligkilendirilmigtir. Aym Al tiirlerine (6rnegin; aliiminosilikatlar ve sitrat kompleksleri),
saglikli bireylerin aymi beyin bolgelerinde rastlanmamugtir. Ancak, analitik kanittan ayn
olarak, Alzheimer hastaliinda Al’'un kesin nedenlerinin belirlenmesi ile ilgili olarak
dogrudan uygulamasim gosteren deneysel bir kanit yoktur (Ebdon vd., 2001).

Al(OH); igeren antasidlerdeki Al’'un mide ve bagirsak yoluyla absorpsiyonunun genellikle
diisiik oldugu ve fazlasinin bobrek yoluyla atildigi disiiniiliir. Son zamanlarda hayvanlar
iizerinde yapilan deneyler gOstermigtir ki; Al-sitrat komplekslerinin ¢esitli yollarla alimi
kanda ve dokulardaki Al miktarmi arttirmaktadir (Slanina vd., 1986). Sadece sitrat igceren
sivilarla beslenen fareler {izerinde yapilan deneyler 26 Al’un bagirsaklardaki absorpsiyonunun
5-10 kat arttifim gostermistir (Driicke vd., 1997).

Bu c¢alismada degisik matrislerde Al tamimlanmasi i¢in bir analitik prosediir kurulmasi
amaclanmistir. Aynilmig fraksiyonlardaki Al tiirlerinin analizinde yiiksek performansh iyon
degistirme kromatografisi (HPIEC) kullanilmistir. Bu téirferin fraksiyonlardaki igeriklerinin
Olclimiinde grafit finnli atomik absorpsiyon spektrometresi (GFAAS) kullamilmistir.
Bulunabilecek Al bilegiklerini anlayabilmek amaciyla bu prosediir daha sonra icecek ve
fizyolojik sivilar gibi degisik matrislere uygulanmigtir.

Biyolojik olarak metabolizmaya alinan ve zehirlilik gosteren Al fraksiyonu (biyoyararh
fraksiyon), toplam Al fraksiyonundan farklidir. Al’un biyoyararlammmim aydinlatmak



amaciyla Al fraksiyonlandinlmasinda kullanilan analitik yontemler ¢ok Onemlidir (Cakin,
2002).

Dogadaki fazlaca miktan ve genis kullamim alanlar1 Al’un biinyeye alinmasini kagimilmaz
kilar. Biinyedeki absorpsiyonu da onemli ol¢iide olusturdugu komplekslerle ilgilidir. Bu
sebeple calismada, Al’un cesitli sitrat kompleksleri de incelenmistir. Bu komplekslerin
metabolizmada gergeklesen bir enzimatik reaksiyon igindeki davramiglar sentetik Srnek
cozeltileri hazirlanarak test edilmigtir.

Bu ¢alismamizda, Al kimyasal tiirlerinin ve sitrat analizleri prosediirlerini incelenmesi ve
metal-sitrat komplekslerinin igecek ve metabolizma sartlarindaki durumlarinin aragtirilmast

amaclanmigtir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 Konu ile Ilgili Onceki Calismalar

Al’un incelendigi en 6nemli ortamlardan biri sulardir. Degisik Al tiirlerinin dogal sulardaki
varliklarim arastirmaya yonelik ilgi giin gectikge artmaktadir. Bu tiirlerin anlagilmas1 Al’un
biyoyararlanimina, toksisitesine ve taginma mekanizmalarina 151k tutmaktadir. Anderson,
(1988); Wren ve Stephenson, (1991); Clarke vd., (1996); Lever, (1996); Pyrzynska vd.,
(1999) yaptiklann ¢aligmalarda ¢ogu dogal sularda rastlanan pH’larda kompleks olusturucu
ajan yoklugunda Al ¢oziiniirliigiinii azaldifi ve bunun sonucunda Al konsantrasyonunun
diistiigii belirtilmiglerdir. Sularda ve toprakta diisen pH’1n en 6nemli kaynag: olarak da siilfiir

ve nitrojen igeren fosil atiklarinin dogaya karigmasi oldugunu géstermislerdir.

Al’un biyolojik etkileri son yillarda 6nem kazanmigtir. Yapilan ¢aligmalarda Zatta (1993)
~ yiiksek diizeylerdeki Al’un Alzheimer hastaliina, Bonnuci (1994) kemik yumugamasina ve
Alfrey (1994) kisilik béliinmesine sebep olabilecegini belirtilmislerdir. Insanoglu igin en
Onemli Al kaynaklari olarak gidalar, igme sulart ve bobrek yetmezligi tedavisi géren
hastalarda diyaliz sivilarim gostermislerdir.

Venturini-Soriano ve Berthon (2001) temel elementlerden olmayan Al’un, ligand
etkilesimlerine bagli olarak g¢evresel ve tedaviye yonelik diizeylerde toksik olabildigini
belirtilmislerdir. Meyve ve sebzelerde bulunan ve giinliik olarak tiiketilen asidler (sitrik asit
vs.) AP** iyonu i¢in uygun ligantlardir. Malik asit bunlardan biridir ve yiyecek ve igeceklerde
¢ok baskin olarak bulunur. Caligmalarinda fizyolojik sartlarda Al-malat komplekslerinin
olusum sabitleri ve bunlarin biyoyararlanimla iliskisini incelemiglerdir.

Haberhauer vd. (2002) yaptiklari calismada Al absorpsiyonuna birinci dereceden etkili
organik asitleri (sitrik, okzalik ve asetik) incelemislerdir. Bunlardan sitrik asit Al’un toprak ve
suda taginma prosesinde en dnemli etken oldugunu 6me stirmiiglerdir. Gidalarla alinan organik
asitler ve c¢esitli yollarla sisteme giren Al’un sindirim sisteminde dolagimina yardimci

olabildigini savunmuslardir.

Al’'un asidik topraklardaki kimyasi1 nedeniyle bitki kokleri i¢in olugturdugu potansiyel
toksisitesi birgok bilim adami igin 6zel bir ilgi alamdir. Rost-Siebert (1983); Hue vd. (1986);
Cronan ve Grigal (1995); Gottlein (1998) yaptiklan birgok galismada toprak ¢ézeltilerindeki
Al igerigini incelemislerdir. Bu bilgiler is1ginda Drabek vd. (2003) kararli Al formlan ve
tirlerinin asidik topraklardaki toksisitelerini incelemiglerdir. Al toksisitesi inorganik veya



organik tiirlerin olugmasiyla azalabilse de ¢alisma “serbest Al”un komplekslesmis Al’dan
aywrmak i¢in yapilmistir. Al’un toprak ¢6zeltilerindeki konsantrasyonunun temel olarak toprak
pH’mma bagh oldugu yapilan ¢alismada gozlemlemislerdir.

De-song vd. (2004); Erdemoglu vd. (2000); Finger vd., (1992) yaptiklar1 ¢aligmalarda yliksek
miktarda Al biriktirebilme 6zelligine sahip olan ve diinyada en gok tiiketilen igeceklerden biri
olan ¢ay1 incelenmislerdir. Cay bitkisi, Camellia sinensis, asidik topraklarda yetisen ve Al
tolerans: yiiksek olan bir bitki olarak tanimlanmustir ve sonuglar Al baglanmasinda polifenolik
bilesiklerin 6nemli oldugunu gostermigtir.

2.2 Aliiminyum Tayini I¢in Kullamlan Analitik Yéntemler

Deneysel olarak Al tiirlendirmesi, degisik Al formlarmin tiirlendirmesini igerir. Bu Al
formlart oOncelikle organik kompleks olusturucu ajanlarla meydana gelen reaksiyon
kinetiklerinin degisimine baghdir. Al tiirlendirmesi ve tayini igin spesifik ve dirékt bir yontem
heniiz yoktur. Sadece Al tiirlerini gruplar halinde tayinini gerceklestiren fraksiyonlandirma
prosediirleri gelistirilmistir.

Su ve Atiksu Analizleri i¢in Standard Metotlar (1995) kitabinda aliiminyum tayini igin
kullanilan en genel yontemler; grafit finn atomik absorpsiyon spektrofotometrik metodu
(deteksiyon limiti 0,003 mg/l) ve indiiktif ¢iftlesmis plazma atomik emisyon
spektrofotometrik metodu (deteksiyon limiti 0,04 mg/l) olarak belirtilmistir. Daha pahali
olarak indiiktif ¢iftlesmis plazma kiitle spektrofotometrik metodu (deteksiyon limiti 0,1 pg/l)
kullanilabilmektedir. Erikrom siyanin R ve pirokatekol meneksesi ile gergeklestirilen
tirevlendirmenin ardindan uygulanan ultraviyole-goriiniir spektrofotometri metodu da

aliiminyum tayininde kullanilan yontemler arasindadir.

2.2.1 Aliiminyumun Spektrofotometrik Tayini

Al fraksiyonlandirmasinda en sik uygulanan yontemlerden biri spektrofotometrik olarak
tayindir. Buradaki prensip, kisa ve yeterli bir siirede sadece belirli Al formlarnin ¢esitli
kimyasal reaktiflerle reaksiyon vermesidir. Hizl1 reaksiyon veren Al ya da “labil Al tiirleri” de

denen bu formlar bazi organizmalar i¢in belirlenmis en zehirli formlardir.

Reaksiyon i¢in uygun pH ayarlandiktan sonra, olusan kompleksin konsantrasyonu tayin edilir.
Labil Al komplekslerini, labil olmayan Al komplekslerinden ayirmak olduk¢a zordur. Bunun
nedeni iki grup arasinda ¢ok belirgin bir ayirim olmamasidir. Birgok aragtirmaci en kisa

reaksiyon siirelerini se¢mistir. Mekanize edilmis y6ntemler reaksiyon siiresinin kontroliinii



¢ok daha kolaylagtirmigtir. Aliiminyumun spektrofotometrik tayininde kullamilan bazi
reaktifler asagida belirtilmigtir;

a) Oksin (8-hidroksikinolin)
Al fraksiyonlandirmasinda ilk olarak Goto vd. (1958) tarafindan kullanilan bu reaktif birgok
metal igin klasik olarak nitelendirilebilir. Burada Al, segilen bir pH’da reaksiyona girerek Al-
trioksinat kompleksi olusturur. Coziintirliigii suda az olan bu kompleks, kloroform ya da
metilizobutilketon (MIBK) gibi organik ¢6ziicii i¢ine ¢ekilir. Daha sonra 390 nm dolaylarinda
spektrofotometrik olarak ya da atomik absorpsiyon spektroskopisi ile Slgiiliir. Oksin Al igin
spesifik olmadigindan bircok metal iyonu girisim yapabilir. Dogal sularda yapilan
calismalarda tek ciddi girisimcinin demir oldugu goézlemlenmistir. Bunu engellemek igin

maskeleme yapilir.

Goto ve Okura 4,5 ve 9,5 arasinda degigsen pH’larda koloidal Al tiirlerinin varlifinda oksin ile
caligma yapmuglardir. Daha sonra ekstrakte edilebilen Al tirlerini “monomer ya da dimer”
olarak adlandirmiglardir. Al fraksiyonlandirmasinda kilometre tas1 olan bu g¢aligmadan sonra
birgok bilim adami da bu yontemi geligtirmistir. Turner (1969) filtrasyon basamagim da
yonteme eklemistir. 10 s gibi bir reaksiyon siiresi sonucunda Ol¢iilen fraksiyonun NG

AI(OH)** ve AI(OH), gibi monomerik Al tiirlerinden olustugu gozlemlenmistir.

Barnes (1975) demiri hidroksilamin ve 1,10-fenantrolin ile maskelemigtir. Daha sonraki
caligmalarda tamponlama ve maskeleme islemleri tek bir ¢ozelti ile kisa siirede yapilmigtir.
Boylece tiir dagilimi degigmeden oksin ile reaksiyon baglatilmisgtir.

Hanning (1988) oksin ile ekstraksiyon yontemini bir akisa enjeksiyon analiz (FIA) sisteminde
uygulamigtir. FIA’nin avantajlari; ¢ok daha hizli ve kontroliin ¢ok daha kolay olmasidir.
Giiniimiizde akig analizlerinde olusturulan Al kompleksinin miktann kesiksiz olarak
elektrotermal atomik absorpsiyon spektroskopisi, ICP-AES (indiiktif ciftlesmis plazma-
atomik emisyon spektroskopisi) ya da ICP-MS (indiiktif c¢iftlesmis plazma-kiitle
spektroskopisi) ile dl¢iilmektedir.

Liang vd. (2003) yaptiklan ¢aligmada titanyum dioksit nanopartikiiliinii dinamik olarak 8-
hidroksikinolin ile doldurmuglardir. Bunu eser miktardaki AIIII) ve Cr(lil)’un
Onzenginlestirmesinde kati-faz tutucu olarak kullanmislardir. Daha sonra metal tayinini ICP-
AES (indiiktif ¢iflesmis plazma-atomik emisyon spektroskopisi) ile yapmuglardir. Metotlarinin
deteksiyon limitleri (30) AI(III) igin 1,96 pg 1" ve Cr(Ill) igin 0.32 pg I olarak verilmistir.
Bu metot AI(IIT) ve Cr(IIT)*un biyolojik 6rneklerdeki eser miktardaki tayinleri i¢in bagarili bir



sekilde uygulanmugtir.
b) Pirokatekol Meneksesi (PCV)

Al fraksiyonlandirmasinda kullanilan diger bir reaktif ise PCV (3,3’,4’-trihidroksifukson-2">-
stilfonik asid) dir. Burada olusan kompleks, Al-trioksinata kargin suda daha iyi ¢6ziiniir. Bu
nedenle organik ¢oziicii kullanmadan dogrudan Ol¢lim yapilabilir. PCV’nin bir avantaji,
olugan kompleksin ¢ok daha yiiksek dalga boyunda absorpsiyon yapmasidir. Olgiimlerin 580-
585 nm’de yapilmasi, hiimik maddelerin yapabilecegi girisimi ¢ok azaltir. Uygun pH olan
6,11 saglamak icin genellikle hekzametilentetramin kullanilir. PCV yontemleri demir

girisimine hassas olup, hidroksilamin indirgemesini takiben 1.10-fenantrolin ile

komplekslestirilir. Bazen standart demir ¢ozeltileri ile de diizeltme yapilir.

PCV’ni ilk olarak Dougan ve Wilson (1974) toplam Al miktarim tayin etmek igin
kullanmiglardir. Seip vd. (1984) bu yontemle, asitlendirilmis ve asitlendirilmemis
numunelerde toplam ve monomerik Al tayini yaprmislardir. Rogeberg ve Henriksen (1985),
Henriksen ve Bergmann-Paulsen’in (1975) yontemini Driscoll’un iyon degistirme iglemi
(1984) ile birlestirerek toplam monomerik Al ve labil olmayan monomerik Al miktarlarin
Olgmiiglerdir. Diger arastirmacilar da Dougan ve Wilson prensibine dayanan yontemlerle iyon

degistirme islemini birlestirmislerdir.

Aliiminyum, pirokatekol meneksesi ile reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleks
spektrofotmetrik olarak tayin edilebilecegi belirtilmigtir. Metot, sulu katyonlar ve
asidifikasyon ile bu katyonik formlara dﬁnﬁsim’is diger aliiminyum formlar: ile sturlanmagtir.
Deteksiyon limiti 2 pg/I’dir (ISO, 1994) olarak verilmigtir. Aliiminyumun indiiktif ¢iftlesmig
plazma atomik emisyon spektroskopisi (ICP-AES) ile tayininde ise deteksiyon limiti 40 — 100
pg/l’dir (ISO, 1996) olarak belirtilmistir.

Flaten ve Lund (1997), ¢esitli yorelere ait cay demlerindeki Al-organik tiirlerini molekiiler
eleme kromatografisi ile tiirlendirmislerdir. Aliiminyumu pirokatekol meneksesi ile kolon
sonrasi reaksiyonu sonrasinda 585 nm’de UV-Goriiniir Spektrofotometresi ile tayin
etmislerdir. Yapilan ¢aligmada yorelere gére cay demindeki Al konsantrasyonlarimi 2,5 + 0,2
(Giircistan), 6,3 = 0,3 (Arantin), 1,1 £ 0,2 (Cin) ve 1,0 + 0,1 (Kenya) mg 1" olarak
bulmuglardir.

¢) Tiron

Literatiirde Al’un tiron (4,5-dihidroksi-1,3-benzendistilfonik asid, disodyum monohidrat tuzu)



kompleks olusturucu reaktif ile ultraviyole deteksiyonu konusunda ¢ok sayida calisma
bulunamamugtir. Bu sebepten dolayr da Al tayin analizlerinde bu reaktif ile galismalar
yapilmigtir. Al ile olusturdugu kompleks 310 nm’de absorbans verir.

Dionex Al’un kompleks matrislerde uygulanan gelat olusturucu iyon kromatografisi ile tayin
metodu uygulama notunda (1991) agiklanan sistemde deteksiyon limiti 10 — 20 ml 8rnek igin
1 — 5 pg/l olarak verilmigtir. Burada tiron kolon sonras1 kompleks olusturucu reaktif olarak
kullanilmigtir. Yontem bagarili bir gekilde bir ¢ok metale uygulanabilmigtir.

Yap G. (1997) yaptigs ¢alismalarda HPIEC sisteminde tironu kullanmigtir. Al’un silisilik asid
ile olan etkilegimlerinin belirlenmesinde analitik modellerin olusturulmas: {izerinde ¢aligmis
ve elde ettigi sonuglarda ortamdaki silisik asidin tiron ile belirgin bir etkilesim gostermedigini
belirtmigtir. Bu sayede Al’un Kkalitatif belirlenmesinde tiron ile calisilabilecegini 6ne
Benzer sekilde Al’un iyon kromatografisiyle tayinini agiklayan Alltech uygulama notunda
(1998) da mg/1 diizeyinde deteksiyon limitine ulagilmigtir. Yine tiron kolon sonras: kompleks
olusturucu reaktif olarak kullamilmistir. Burada siilfirik asid ve amonyum siilfat igeren
hareketli faz Al’u diger ii¢ degerlikli metallerden ayirt etmek amaciyla kullanibmagtir.

Bu calismada, tiron kompleks olusturucu reaktif olarak segilmistir. Literatiirdeki kisithi
bilgilere ek ¢alisma yapmak amaglanmistir.

d) Diger Spektrofotometrik Reaktifler
Al fraksiyonlandirmasinda kullamlan diger reaktifler sunlardir:

o Ferron (8-hidroksi-7-iyodokinolin-5-siilfonik asit)

e Aluminon (5-[(3-karboksi-4-hidroksifenil)(3-karboksi-4-oksosiklohekza-~2,5-dien-1-liden)
metil]-2-hidroksibenzoik asidin triamonyum tuzu)

e HQS (8-hidroksikinolin-5-siilfonik asit)

* DBI18C6 (Dibenzo-18-Crown-6)

e CAS, Krom Azorul S (5-[(3-karboksi-5-metil-4-oksosiklohekza-2,5-dien-1-liden) (2,6-
dikloro-3-siilfofenil)metil]-2-hidroksi-3-metilbenzoik asidin trisodyum tuzu)

2.2.2 Aliiminyumun Tayininde Kullanilan Diger Yontemler

Harris (1992) normal serumda A" tiirlendirmesi igin bir denge modeli geligtirmistir. Burada
Al’'un % 81’inin transferine baglandifim1 belirtmigtir. Kalan % 19’unun 6ncelikle
Al(PO4)(OH) ve az miktarda sitrat ve hidroksit tiirleri oldugunu ortaya koymugtur. Modelde



her tiiriin serbest bilesenlerinin konsantrasyonlarim hesaplamak iizere bir seri esdeger sabit
kullanmugtir. Bilgisayar modellemsi sonucu elde edilen sonuglarla serumda toplam Al
konsantrasyonu 3 pmol/l olarak belirtmis ve bu sonuglarin da literatiir bilgilerine uygun
oldugu géstermistir.

Gardner ve Glinn (1995) aritma igleminden gegmis su ve ¢ayda bulunan Al formlarni boyut
ve kimyasal reaktivite esasina dayanan tekniklerle incelemiglerdir. Biyoyararlamimi, g¢egitli
test igeceklerinin sindirimi sonunda serum ve iirede bulunan Al konsantrasyonlar tayini
aracilifiyla incelemislerdir. Yaptiklari ¢aligmada su aritma prosesi yiiksek molekiil agirlikli
tirlerin konsantrasyonlarinin azalmasinda etkili oldugunu ancak distik molekiil agirlikl
tiirlerin bundan pek etkilenmediklerini belirmislerdir. Cayda ise % 91 — 100 oraninda yiiksek
molekiil agirhikli organik tiirlerin bulundugunu saptamiglardir. Sonug olarak ¢alismalarinda;
aritma agamasindan gegmis olan suda bulunan Al dogal sudakine gore daha kararli bir tiir
oldugunu ~agiklamiglardir. Metalin biyoyararlanmmimin  ise ¢ayda bulunan yiiksek
konsantrasyona ragmen suda daha fazla oldugunu belirtmislerdir.

Alevli ve grafit firnlh atomik absorpsiyon spektirofotometrik metotlar suda Al tayini i¢in
uygun oldugu Dbelirtilmigtir. Al konsantrasyonlar1 alevli atomik absorpsiyon
spektrofotometrisinde (FAAS) 5 — 100 mg/l ve grafit finrn atomik absorpsiyon
spektrofotometrisinde (GFAAS) 0.01 — 0.1 mg/l olarak verilmistir. Grafit firn AAS’de
caligma araliklarinin daha yiiksek konsantrasyonlara seyreltmek veya daha kiigiik 6rnek hacmi
kullanmak suretiyle kaydirilabilmektedir (ISO, 1997).

Downard vd. (1997) dogal 6rneklerdeki ‘serbest Al'u (A*" ve Al(OH)Z*) iki ayrn akisa
enjeksiyon sistemini gelistirip kargilagtirarak tayin etmigslerdir. Her iki yoOntemde de
deteksiyonu amperometrik olarak DASA’min  (1,2-dihidroksiantrakinon-3-siilfonik asit)
oksidasyonun akimindaki azalmay: dlcerek gerceklestirmislerdir. Olgtimde pH = 5,0°da cam
karbon elektrot kullamilmigtir. Metotlardan birinin tayin siiresi daha kisa (10 s veya 3 s) ve
DASA konsantrasyonu daha az olarak denemiglerdir. Standard sapmalar1 3o olarak verilen
metotlar sirasiyla 75 nM ve 120 nM deteksiyon limitlerine sahip oldugunu belirtmiglerdir.

Gary (1997) yaptig1 calismada silisyumun Al ile olan etkilesimlerini incelemis ve cesitli
analitik modeller lizerinde denemeler yapmustir. HPIEC ile yaptif1 ayirmada Dionex CG3

kolonunu ve kolon sonrasi kompleks olusturucu ajan olarak da tironu kullanmagtir.

Bu ¢alismada Al tayininde HPIEC ile ayirma esas alinmugtir.



2.3 Sitrik Asit Tayini I¢in Kullanilan Analitik Yontemler

Toftegaard (1976) yaptlgl caligmada iire ve serumdaki sitratin enzimatik tayini igin sitrat liyaz
enzimini ve enzimin ¢alismasinda ¢esitli metal iyonlarinin etkisini incelemistir. Geligtirdigi
metotta sitrat liyaz enizimin duyarli galigmasmnin pH 8,2’de oldugunu gozlemlemigtir. Ayrica
metal iyonlarinin da enzim ¢aligmasinda etkili oldugunu belirtmistir.

Uluslararas1t CORESTA grubunun (1993) tiim Avrupa iilkelerinde sigaradaki sitratin tayininde
ticari bir kitin kullanilmasim1 o6nermistir. Bu kit BOEHRINGER MANNHEIM / R-
BIOPHARM firmasinin iirettigi bircok gida tiirli 6rneklere uygulanabilen bir seri enzimatik
reaksiyondan olusan spektrofotometrik bir metottur.

Izco vd. (2003) yaptiklan caligmada sitrat ve fosfat tiirlerini siit matrisindeki tayinlerini
optimize etmeye caligmislardir. Kapiler elektroforez ile yaptiklar tayinlerde sitrat ve fosfat
tiirlerinin siit ortam1 pH’1na ve bulunan birgok enzime bagli oldugunu gérmislerdir.

Bu ¢alismada, sitrik asit tayininde Royal Liverpool Univeristesi Hastahanesi laboratuarlarinda
kullanilan BOEHRINGER MANNHEIM / R-BIOPHARM firmasinin gida tiirleri ve diger
Orneklerde sitrik asid tayini i¢in gelistirdigi ticari kit ve bunun uygulama notunda 6nerilen

UV-spektrofometrik metodu esas alinmustir.

Buna gore metodun prensibi;

Sitrik asid, sitrat-liyaz (citrate lyase, CL) enziminin katalizledigi reaksiyon sonucu
oksaloasetat ve asetata doniigtiiriiliir.

CL
(1) Sitrat -5 Okzaloasctat + Asetat

L-malat dehidrogenez (L-MDH) ve L-laktat dehidrogenez (L-LDH) enzimleri (ticari kitin 2
numarali sisesinde bulunur) varliginda, oksaloasetat ve onun dekarboksilasyon {iriinii olan
piirivat, indirgen NADH tarafindan sirasiyla L-malat ve L-laktat’a indirgenir.

L-MDH
(2) Okzaloasetat ~+ NADH + H' —>  Lmalast + NAD'

L-LDH
(3) Piriivat + NADH + H ——  L-aktat +  NAD"
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2 ve 3 numarali reaksiyonlarda okside olan NADH miktann stokiyometrik olarak sirat
miktarina egittir. NADH miktar1, 340 nm’deki 151k absorbans farki ile tayin edilir.

Ticari kitin igeriginde 3 adet sige ve bunlarin iginde analizlerde kullamlmak {izere
hazirlanmasi gereken toz halinde bilegikler bulunmaktadir. Her bir sigenin igerigi asagidaki
sekilde verilmigtir:

o Sise no 1: pH = 7,8 olan glisilglisin tamponu, yaklasik 136 birim L-malat dehidrogenez,
280 birim L-laktat dehidrogenez ve 5 mg NADH’den olusan, yaklagik 1,4 g liyofilizat
(dondurularak kurotulmus toz halinde kati madde)

e Sise no 2: Yaklagik 12 birim sitrat liyaz igeren, yaklagik 50 mg liyofilizat

e Sise no 3: Sitrik asit metodu kalite kontrol ¢ozeltisi: Konsantrasyonu 1,9 mmol/l olan
stabilize edilmis sitrik asit ¢6zeltisi.

~ Metotta agiklanan sekilde gerceklestirilen absorbans okumalarnin sonucunda sitrik asit

konsantrasyonunun hesaplanmasi agagidaki gibidir:

AA = (A1-A2)smek— (A1-Ad)referans 2.1
VxMW
C = —— xAA [g/]
exdxvx1000 (22)
V = Son hacim (ml) £ = Ekstinksiyon katsayis1 (340 nm = 6,3 [1 x mmol™ x ecm™')

v = Omek hacmi (ml) MW = Molekiil agirhig1 (g/mol) d = Isik yolu (cm)
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3. GENEL BILGI

31 7 Aliiminyum Hakkinda Genel Bilgiler

3.1.1 Aliiminyumun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri )
Kimyasal simgesi olan Al latince “aliiminyum” anlamina gelen ‘Aluminium’ dan tiiretilmigtir.
Atom numarasi 13, atom agirlig1 26,98” dir.

Al, periyodik tablonun. 3A grubunda (bor grubu) yer alan, hafif, giimiiy beyazlifinda bir
metaldir. Yer kabugunda en ¢ok bulunan ve demir diginda en ¢ok kullanmilan metaldir. Yiiksek
kimyasal etkinliginden dolay1r dogada serbest halde bulunmayan aliiminyumun bilesikleri,
degisik oranlarda da olsa hemen hemen biitiin kayalarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunur.
Yer kabugunun 16 km kalinligindaki en dis tabakasinda yogunlagmigtir.

Aliiminyum dogada en bol bulunan metalik elementtir ve yerkabugunun % 8,13’iinii
olusturur. Yiiksek reaktivitesinden dolayr genellikle diger elementlerle birlesmis halde
bulunur. Oksijen, silisyum,alkali ve toprak alkali ve flor gibi diger elementlerle bilegikleri
mevcuttur (Cakin, 2002).

Aynca aliiminosilikat mineralleri, en yaygin olarak metamorfik ve piiskiiriik kayalarinda
feldispat ve iyi iklimli topraklarda kil mineralleri olarak goriiliir. Aliiminyun kuvvetli
hidrolizleyici ve nétral pH’larda (6,0 - 8,0) ¢6ziinmeyen bir metaldir. Asidik (pH < 6,0) veya
alkalin (pH > 8,0) sartlar altinda, ve/veya kompleks olusturucu ligandlarin varliginda
aliminyumun ¢6ziiniirliigii artar ve biyojeokimyasal doniigtimlere daha uygun hale gelir
(Sigel vd., 1988).

Aliiminyum (Al), in vivo olarak sadece trivalent katyon olarak bulunur. Yiiksek reaktivitesi
sebebiyle dogada elementel halde bulunmaz. Sulu ¢6zeltilerde polimerize ve hidrolize olur.
Oktahedral kompleks olusturur ve koordinasyon sayist 6°dir. Al en sert trivalent metal
iyonudur (kuvvetli Lewis asidi; elektron alan). Elektropozitiftir ve kolaylikla polarize olmaz.
Al-ligand bag genellikle iyonik ve elektrostatik baglarda yer alan bilinen-kovalent
etkilesimidir. Aliiminyum, OH, F, PO, SO42', CH;COO", ROH, RO ve RNH; gibi kuvvetli
Lewis bazlariyla koordinasyon bilesigi olusturmayi tercih eder. En kararli Al kompleksleri
negatif oksijen donérleriyle olan gok disli ligandlarla yaptig1 komplekslerdir (Yokel, 2002).

Aliiminyum yasayan organizmalar i¢in gerekli olmayan bir elementtir. Dogal sularda ve
toprakta artan aliiminyum konsantrasyonunun balik ve deniz bakterilerine oldugu kadar
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bitkilere de zehirli etkisinin oldugu rapor edilmigtir (Liang vd., 2003).

3.1.2 Aliiminyum Bilesikleri
Aliiminyum bilesikleri, endiistriyel uygulamalarda (6rn; su aritmada) ve birgok {irtinde (6rn;
antasidlerde, gida katki maddelerinde ve kozmetikte) kullanilmaktadir.

Endiistriyel a¢idan en onemli olan Al bilesikleri; aliminyum oksit, aliiminyum siilfat ve
aliminyum silikattir. Aliiminyum oksit, topak halinde ya da farkli biiyiikliiklerdeki tozlar
halinde bulunabilir. Amfoterlik dzelliginden dolayi, mineral asitlerde ve kuvvetli alkali
ortamda ¢6ziinebilir. Al oksit farkli modifikasyonlarda bulunur. Hidroksitlerin dehidratasyonu
sonucu aliiminyum oksit elde edilir. Bu sekilde belirli bir oranda hidroksil grubu igeren farkl
aliimina tipleri olusabilir. Diigiik sicaklikta iiretilen Al oksitler, gecis oksitleridir. 600 °C
altinda dehidratasyon ile iiretilenler, gamma-aliimina veya aktif altimina olarak bilinirler. 900-
1000 °C gibi daha yiiksek sicakliklarda olusanlar rho-aliimina adi alirlar. Rho-aliimina
neredeyse susuz Al,O5’dir (Wade ve Banister, 1973).

Aliiminyum hidroksitin birgok formu vardir. Dogada bol bulunan Al hidroksitler; gibbsite
v-(Al(OH)3), diaspor o-(Al(OH)), bohemite y-(AIO(OH))’dir. Bunlarin hepsi 1sitildig:
takdirde aliiminyum oksit’e doniigtir (Hudson vd., 1985).

Aliiminyum siilfat farkli oranlarda su igerebilir. En sik rastlanan hali Aly(SO4)3.18H,0’dur.
Suda ¢oziiniir fakat susuz alkolde ¢oziiniirliigii yok denecek kadar azdir. 770 °C iizerinde
aliiminyum okside doniigerek bozunur. Alum, kristal halindeki ¢ift tuzlara denir. Aliiminyum,
siilfat ve tek degerli katyondan (K*, Na* ya da NH," gibi) olusur. M"AL**(S04),.12H,0 genel
formiilii ile gosterilirler. Sulu ¢ozeltilerde, bilesenlerinin ayr1 olarak gOsterdigi biitiin
Ozellikleri gosterirler (Helmboldt, 1985).

Kil, aliimina silikattir. Katyon degistirme kapasitesine sahip oldugundan, topraktaki miktar
ve cinsi tarimsal alanlarda ¢oziiniirliigii ve fiziksel 6zellikleri etkiler (Wild, 1988).

3.1.3 Coziinmiis Aliminyum

Al’'un AI(OH); kati faziyla dengedeyken ki ¢oztiniirliigii pH ile degigir.diisiik pH’larda (pH <
3,5) su ile yaptign ve genellikle AP** olarak kisaltilan oktahedral hekzahidrat kompleksi
(AI(H,0)6™") ¢ozeltiye hakimdir. Cozeltinin pH’s1 yiikseldikge ve / veya sicaklik arttikga,
hidroliz reaksiyonu sonucu Al((OIrI)(H20)52+) iyonu olusur. Cozeltinin pH’s1 arttikca,
hidrolizin derecesi artar. Bylece Al(OH)**, AI(OH),", AI(OH), gibi bir seri Al-OH
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kompleksleri olusur (Schecher ve Driscoll, 1987). Nétral pH’da bazik ¢ozeltilerde ¢6ziinen
Al(OH); kompleksi olusur. $ekil 3.1°de pH’1n fonksiyonu olarak sulu ¢ozeltide ¢6ziinmiis Al
tiirlerinin fraksiyonular verilmigtir (Martin, 1986).

0.75
=
=
S
‘= 8.5
2
| 4
=
[ )
)
=

0.25

Sekil 3.1 Coziiniir Al tiirlerinin sulu ¢ozeltideki dagilimi

Sekil 3.1°¢ bagh olarak Al’un AI(OH); (s) ile dengedeki tiirlerinin pH’a bagl dagilimlan da
Cizelge 3.1°de verilmisgtir.

Cizelge 3.1 Aliiminyumun, AI(OH); (s) ile dengede olan ¢Oziinmiis tiirlerinin farkl
pH’lardaki dagilim

AP | A(OH)* | AIOH)," | AOH)3(aq) | AOH)s
pH % Konsan trasyon
3,81 93,5 6 0,5 0 0
491 32,5 30,5 36,5 0,4 0,1
5,8 1,5 9,2 71,2 5,4 12,7
6,510,008 0,28 13,12 5,85 80,75
7.9 0 0 0 0,3 99,7
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3.1.4 Aliiminyum Kaynaklari ve Cevreye Etkisi

Al dogada kendiliginden bulundufu gibi insansal kaynéklardan da yayilabilir. Bu tiir
yayllmalar genellikle dogrudan olmaz. Omegin; kiikiirt dioksit ve azot oksitler gibi
emisyonlarin atmosfere yayilmasi ile asit yagmurlan olugur. Bu yagmurlarla toprak asiditesi

ile birlikte Al’un ¢dziintirltigii de artar.

Asidik topraklardaki Al konsantrasyonu bitki koklerinin gelisimini engelleyen O6nemli
kimyasal faktorlerden biridir. Al ¢oziiniirliigiine uygun distik pH’l1 topraklarda biiyiiyen
bitkilerde koklerin az gelistigi, besin eksikligine bagh bazi semptomlarin olustugu genellikle
bilinir. Bunlara yapraklarda olusan hiicresel degisimler, deliklerin olugmasi, kangren ve
yaprak sayisinda belirgin azalma da eklenebilir (Mossor-Pietraszewska, 2001).

Atmosferde Al’un miktar1 bulundugu yere, meteorolojik sartlara, endiistriyel aktivite diizeyine
ve bolgedeki insan yogunluguna baglidir. Al miktarinin okyanus yakim yerlerde diisiik,
riizgarla taginan topragin bulundugu bélgelerde yliksek olmasi beklenir.

Suda Al konsantrasyonu, biyoyararlilifi ve toksisitesi onun kimyasal tiirlerine baglhdir. Suda
¢oziinmiig Al diizeyi pH ile degisir (ATSDR, 1999).

Gidalardaki aliiminyum konsantrasyonu, gidamin dogasmna goére degisir (ortalama <0,001-
69,5 mg/100 g) (Pennington, 1988). En yiiksek konsantrasyonlar findikta, tahilda ve siit
tirtinlerinde 6zellikle islemden gegmis peynirlerde gozlenir. Cay bitkisinden elde edilmis dem
yiikksek konsantrasyonda aliiminyum igerir (Kosh vd., 1988). Demlenmis ¢aydaki aliiminyum
konsantrasyonunun 2 — 8 mg/1 arasinda degismesi beklenir (Gardner ve Gunn, 1991).

3.1.5 Aliiminyum Uretimi ve Kullanim Alanlarx

Yerkiiredeki en yaygin metallerden biri olan aliiminyumum iiretiminde kullanilan baglica ham
madde boksittir. Boksit % 40 — 60 oraminda alliminyum oksit (aliimina) igerir (Bokovay,
1988). Rafinasyon sirasinda Bayer Yo6ntemi ile boksit cevherinden aliimina elde edilir. Burada
boksit yiiksek sicaklikta ve basing altinda kuvvetli kostik soda ¢ozeltisiyle muamele edilir.
Olusan hidrat kristallendirildikten sonra oksit olusumu igin yakilir. Indirgeme asamasinda ise
aliimina; kriyolit erigi ve karbon elektrot kullanilarak Hall-Heroult’un elektrolitik prosesi ile
saf Al metali haline getirilir (Dinman, 1983).

Aliiminyumun kullanim alami ¢ok genistir. Ozellikle insaat sektoriinde, otomobil ve ugak
yapiminda, metal alagimlarmin iiretiminde kullamilir. Ayrica motor pargasi, mutfak
malzemesi, dekorasyon, trafik isaretleri, ¢it, megrubat kutusu, gida paketi, folyo, korozyon
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Onleyici kimyasal, kat1 roket yakati, protez dis yapiminda kullamlir. Elektrik endiistrisinde gii¢
baglantilari, iletken, kablo ve tel yapiminda kullanilir.

Al bilesiklerinin de kullanim alaniari oldukg¢a genistir. Al tozu; boya, kaplama ve havai fisek
yapiminda kullanilir. Bentonit ve zeolit gibi dogal Al mineralleri suyun saflagtirilmasinda,
seker refinasyonunda, bira ve kagit endiistrilerinde kullanilir. Al siilfat suyun
saflagtinlmasinda, boyamada mordan olarak ve kafit iiretiminde kullamilir. Diger Al
bilesikleri ise deri endiistrisinde tabaklamada, ilag, tutkal, dezenfektan, dis macunu, kursun
kalem, deodorant, antiasit ve gida maddesi yapiminda kullanilir. Al silikatlar seramik
endiistrisi gibi alanlarda ham madde olarak kullanilir. Aliiminatlar ise ¢imento bileseni olarak
kullanilir. Alkil Al iiriinleri ise diigiik basingta polietilen tiretiminde katalizor olarak kullanilir

(Cakin, 2002).

Al Bilesikleri Kullanim Alanlan

| Aliimler (sap)* | Algt sivalarda sertlestirici ve kurumayir hizlandirici ajan olarak,‘
| tanlama ve boyamada |

Alummyum oksitler* Su aritmada, beton katilasmasinda hizlandiricr olarak (yogun

| altiminyum oksit ¢imentolarr)
| Alkoksitler* Cilalarda, tekstilde boya emdirmelerinde, kozmetikte, ilag:::

iirlinlerinde ara kademe elemani olarak

Borat* | Cam ve seramik tiiretiminde
| Karbonat* | Antasidlerde
Kloriirler | Susuz formu; asid katalizleyicisi olarak (6zellikle Freidel-Crafts tipi

| reaksiyonlarda) diger aliminyum bilesikleri i¢in ara kademe’?
| kimyasal1 olarak, kauguk ve gres yaglari iiretiminde, ter onleyici -
| olarak |
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zHekzahidrat formu; ahsap korumada, ahir ve mezbahalarin
| dezenfeksiyonunda,  deodorantlarda,  kozmetikte kanamaylé

durdurucu olarak, ham petroliin artimasinda, kumas boyamada,

| pargdmen kagidimn iiretiminde

Klorohidrat

| Hidroksit

|tozu olarak, terlemeyi oOnleyiciler ve dis bakim ﬁrﬁnlerindel,?

paketleme maddelerinde, kimyasal ara madde olarak, plastiklerde

| doldurucu olarak, kauguk, kozmetik ve kagit sektoriinde, 151
soklarina karsi dayaniklih@ ve mekanik giicli arttirict cam katka |
|maddesi olarak,seramikte, bobrek rahatsizlign olan hastalarda

plazmadaki fosfor oranim diigiirticti olarak

| Izopropoksit*

| Sabun ve boya endiistrisinde, tekstilde su gecirmezligi saglamakta

| Nitrat

| Antiperspirantlarda, deri tanlamada, korozyon inhibit6rii olarak,

yalitm kagidi hazirlanmasinda, akkor tellerde, elementlerinié

| 1sit1lmasinda kullanilan katot 151k tiiplerinde

| Oksit

Alummyum elde edilmesinde, zimpara, ik kirci (refraktér),%
?seramik, elektrik yalitkanlari ve kagit iretiminde, laboratuéu'f
égallsmalannda, gazlar i¢in adsorban olarak, kromatograﬁk%
| analizlerde, 1s1 rezistans tellerinde, ampullerde, gida katki maddesi
olarak, endiistriyel ultrafiltrasyonda ve hemodiyalizde

| Fosfat

| Limiti agms mide antasitlerinde

Fosfit

| Tahillardaki bicek dezenfektan olarak

Silikat*

| Dis dolgulannda, antasitlerde ve gida katki maddelerinde
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Siilfat Su aritma sistemlerinde ve kanalizasyonda ylin benzeri tutucu
: | olarak, kagit endiistrisinde, suya ve atese dayamkl kumasE
|yapiminda, yaglarin antilmasinda, su gegirmez ¢imento
| kangimlarinda, terlemeyi Onleyici {iriinlerde, deri tanlamada,E
boyamalarda mordan olarak, bazi kimyasallann iretiminde ara
| madde olarak, tarimsal bdceklerin yok edilmesinde, bitkilerin
| asiditesini arttrmak amaciyla toprak sartlandiricisi olarak, sabun ve
| kozmetikte, aliiminyum asetat kulak damlalarinda

1% 5 — 10 oraninda aliiminyum siilfat igeren ¢ozeltiler: ilser lokal
|uygulamalaninda; mukoza yiizeyindeki problemli bolgenin

| belirlenmesinde

| Trioksit* Absorban, zimpara ve 151k refraktdrii maddelerinde

ATSDR (1999); *IPCS (1997) "

3.1.6 Aliiminyumun insan ve Cevre Saghgma Etkisi

Aliiminyumun dogada bulunmasi ve birgok alanda kullanilmasi onun giinlitkk hayatta
tiikketimini kagimlmaz kilar. Omegin; igme suyu olarak kullamlan yiizey ve yer alt1 sularinda
dogal olarak degisen-miktarlarda Al bulunmaktadir. Yiizey sularmun aritilmasinda koagiilant
olarak ve bulanikligr 6nlemek amaciyla aliiminyum siilfat kullanilir. Bu aym zamanda birgok
patojen mikroorganizmalar: da azaltir (Costello, 1984; Fitch ve McCollum, 1986).

Gidalar Al’un metabolizmaya alinmasimin ana kaynagi olarak bilinmektedir. Igme suyu
giinliik gida tiiketiminin %3’tdiir. Bu iki kaynaktan metabolizmaya alinan Al’un gergek
biyoyararlilig: bilinmemektedir. Yapilan deneyler sudan absorplanan Al’un gergcek miktarinin
bircok faktore bagli oldugunu gostermistir. Sindirim sisteminde gesitli sebeplerle bulunan
sitrat, fosfat veya ¢6ziinebilir organik tiirler bunlara 6rnektir (Nieber vd., 1995; Smith, 1995).

Diisiik pH’larda Al, nétral veya yiiksek pH’lara gore daha ¢ok absorplanir (Rogder vd., 1991).
Cogu Al’'un ¢oziinlir monomolekiiler tiirlerine donistigi diigik pH’lh midede Al
absorpsiyonunun gergeklesmedigi diigiiniilmektedir (Froment vd., 1989). Buna karsilik nétral

! Dis macunlarinda parlatici olarak kullamlmisti fakat pahali olmasi yerine kalsiyum karbonat (CaCO;)
kullaniimasini mecbur kilmigtir.
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pH’a yakin bagirsakta Al’un biiyiik bir kismi ¢6ziinmeyen ve metabolizmaya alim i¢in uygun
olmayan tiirlere doniistiigti belirtilmistir. Ince bagirsaktaki daha yiiksek pH’da taginma igin
halen uygun olarak kalan fraksiyonun ise midede g¢esitli organik molekiillerle kompleks
olusturmus kisim oldugu belirtilmigtir (Reiber vd., 1995).

Tavsanlér lizerinde yapilan g:ahsmalar maltolun Al’un mide-bagirsak sistemindeki
absorpsiyonunu destekledigini gostermistir (Kruck ve Crapper McLachlan, 1989). Domingo
vd. (1993, 1994) askorbik ve laktik asitin fareler iizerinde aym gekilde Al absorpsiyonunu
arttrdigin  gostermiglerdir. Partridge vd. (1989) calismalarinda giinliik diyetteki askorbik
asid, sitrik asid, laktik asid ve malik asidin altiminyum hidroksitin ¢ékme pH’m yiikselterek
bagirsaktaki Al absorpsiyonunu arttirabilecegini savunmuslardr.

Al’un norolojik gelismeye ve beyin fonksiyonlarina olan zararlari, hayvanlar {izerindeki
calismalarla aydinlatilmigtir. Yiiksek miktarlarda Al’un metabolizmaya aliminin ¢ok g¢esitli
toksik e:ﬂdleri vardir. Omegin; kansizlik (Parkinson vd., 1981; Touam vd., 1983), kemik
erimesi (Alfrey vd., 1976; Starkey, 1976), tiremi (Banks vd., 1987) ve kalp yetmezligi
(Starkey, 1976). Ek olarak altiminyumun bir¢ok enzim aktivitesini azalttifi (Altmann vd.,
1987) belirtilmistir. Al’'un hafiza kayiplari, denge bozuklugu, depresyon ve Alzheimer
hastaligina sebep olabilecegi savunulmustur. Alzheimer hastalifina sebep olabilecek birgok
genetik ve gevresel faktorler de 6ne siiriilmiistiir fakat higbiri heniiz kanitlanamamigtir.
Yapilan ¢aligmada Crapper McLahlan ve Farnell (1986), saglikli insan beynindeki ortalama
Al miktarimin Alzheimer hastalifindan etkilenmis beyindeki miktardan daha az oldugunu
bulmuglardur.

Al'un gevreye etkisi genelde ortamin asiditesinin artmasi ile baglar. Dogal sulardaki ve
topraktaki ¢6ziinmiis Al konsantrasyonu da artmus olur. Yapilan galigmalarda Al’un suda
yasayan organizmalara ve karasal bitkilere zararli oldugu bulunmustur (Schofield vd., 1985).
Bu etki ortamdaki Al konsantrasyonu ve Al tiirlerine gore degismektedir. Henriksen vd.
(1984) karlarin eridigi donemde labil monomerik Al miktarinin artmasiyla Norveg’te bulunan
Atlantik Somon balik tiiriiniin 61diigiinii rapor etmiglerdir. Marina bakterisi ve alglerin de Al
zehirliligine maruz kaldig: bilinmektedir (Helliwell, 1983). Suda yasayan bdceklerle beslenen
bazi kus tiirlerinde yetersiz iiremeye neden oldugu bulunmugtur (Friberg vd., 1990).

Cogu asidik topraklardaki Al =zehirliligi, bitki biiylime ve gelismesindeki en Onemli
problemlerdendir. Ozellikle kok ve kok hiicrelerindeki plazma membran1 Al zehirlenmesinde
bir numarali hedeftir. En zehirli Al formu olan A**’nin cesitli oksijen dondrleriye (proteinler,
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niikleik asitler, polisakkaritler) olan bilegiklerine maruz kalan bitkilerde hiicre bdliinmesi,
hiicre biiyiimesi ve tagima sistemleri problemleri meydana gelmektedir. Al’a olan toleranslart
bilinmesine ragmen, buna tepki mekanizmalar halen kesin olarak agiklanamamigstir (Mossor-
Pietraszewska, 2001).

N\ N\
\\ N
. N
e Piring (%o 70)
N
50— Bezelye (% 55)
Maisir (% 29)
25 Yerfistig1 (% 28)
Fasulye (% 5) ' Soyafasulyesi (% 15)
0 20 40 60 ga 100

% Aliiminyum doymuslugu
Sekil 3.2 Bazi tahil iirtinlerinin % Aliiminyum tolerans: [1]

Hekza akua aliiminyum ve bazi hidroksi komplekslerinin bitkiler igin en zehirli formlari
oldugu bilinmektedir (Kinraide, 1991; Kochian, 1995). Al’un floriir, fosfat, siilfat ve organik
ligandla yaptig1 komplekslerin ekinler tizerindeki zararh etkileri bilinse de (Wicstrom, 2000)
bu konudaki arazi ¢aligmalar devam etmektedir (Cakin, 2002).

3.2 Cahsmada Kullanilan Diger Metaller Hakkinda Genel Bilgiler

32.1 Demirin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Kimyasal simgesi olan Fe, latince “demir” anlamina gelen ‘ferrum’ dan tiiretilmigtir. Demirin
atom numarasi 26, atom agirligi 55,85 ve 6zgiil agirlig: 7,86’ dir.

An halde giimiigsii beyaz renkli bir metal olan demir (Fe), diinyadaki metaller i¢inde en bol
bulunanlarin ikincisi, elementler arasinda ise dordiinciisiidiir. Yeryliziintin gekirdegi, biiyiik
miktarda metal demirden yapilmistir. Ancak, yeryiizii kabugunda demir, Steki maddelerle
tepkimeye girmis durumdadir. Ari durumda ¢ok seyrek bulunur: Yalmzca baz goktaslarinda
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ve bazalth kayalarda bulunur.

Tiim bitkilerin, hayvanlann ve insanlarin, yasamak igin demire ihtiyaglar1 vardir. Insanlarda
en biiyiik demir yiizdesi, kirmiz1 kan hiicrelerinde bulunur. Hemoglobinin temel
boliimlerinden birini olugturur. Kasalarda ve dokularda, kii¢iik miktarlar halinde bulunur.

Demir, kii¢iik ignelerden dev yapilara kadar, 1th)inle:rce islenmis {irliniin ana maddesidir. Kiiktirt
ve oksijen gibi metallerle kolayca birlesir. Bagka herhangi bir metalden ¢ok daha biiyiik
miktarlarda, alasimlarda kullanilir. En yararli ve ucuz metallerden biri olan ¢elik, demire
kiiciik bir miktar karbon katilmasiyla elde edilir.

Bitkilerin gelisimini destekleyen Onemli bir biyofil elementtir. Yesil bitkilerde kloroplast
(klorofil igeren canli hiicre ) olugsumunda etki gosterir. Eksikliginde yapraklarda sararmaya ve
kurumaya neden olur. Klorofil molekiiliiniin yapisinda yer almiyorsa da, klorofil olusumunda
temel elementtir. Demir bazi solunum (peroksidas, katalas, ve sitokrom) enzimlerinin
etkinlikleri tizerinde de etkilidir. O nedenle cay bitkisinde demir noksanlig: kolay gésterilir.
Yasli yapraklarda daha fazla bulunur. ‘

Demirin tiptaki en 6nemli kullamm yeri, hipokromik kansizliklarin tedavisindedir. Demir
eksikligi durumu, bemoglobin olusumunu engeller ve kwmizi kan hiicrelerinin Steki
islevlerini yerine getirmesini de gii¢lestirir. Cok sayidaki demir bilesiklerinden herhangi biri
tedavide kullanilabilir. Inorganik tuzlar da, bu konuda aym derecede etkilidirler:

3.2.2 Demir Bilesikleri
Demirin baslica bilesiklerindeki yiikseltgenme sayilar +2 ve +3’ tiir. Havada oksijenle demir

oksit olugturacak bigimde bilegir. Oldukca kararsiz olan bu bilesigin demir (IIT) oksit denilen
ferrik oksit’ e (Fe,O3) doniisme egilimi vardir. Ferrik oksit, demirin havasi bol bir ortamda
yakilmasiyla elde edilir. Ferro siilfiir’ i (FeS) de kapsayan stilfiirleri, hidrojen siilfiiriin (H,S)
amonyakli ortamda demir tuzlan ile etkilesiminden olusur.

Demirin siilfiirik asitte ¢Oziinmesiyle, soluk yesil renkli ferrosiilfat [Fe)(SOs4)s;] olusur.
Ferrosiilfat hava ile temas ettifinde hizla, kahverengi ferrik stilfata doniigiir. Demir
hidroklorik asit (HCI) ile birlegince, susuz halde beyaz renkli, dort hidrojenli haldeyse yesil
renkli ferro kloriir (FeCl,) olusur. Demir klorla tepkiyince yer yer yesile ¢alan ve siyahimsi-
kirmizi renkli bir bilesik olan ferrik kloriir olusur [2].

3.2.3 Cinkonun Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
Kimyasal simgesi olan Zn, latince “¢inko”anlamina gelen ‘zincum’dan tiiretilmigtir. Cinkonun
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atom numarasi 30, atom agirlifi 65,39 dur.

Kimyasal bilesiklerinde ¢inkonun birlesme degeri genellikle +2'dir. +1 degerli bir kag
bilegigine rastlanmigtir. Fakat +3 yada daha biiyiik degerli bilesifine rastlanilmamistir. En
O6nemli bilesiklerinden ¢inkooksit (ZnO) 1s1y1 kolayca sogurma ve iletme 6zelligine sahip
olmasi nedeniyle genellikle kauguk malzemelere 1s1 dagitict olarak katilir.

Cinko siilfat (ZnSO,), zararh ot ilaglari ile fibrin ve yapay ipek iiretiminin baglica ham
maddesini olusturur.Cinko kloriiriin (ZnCly) su sogurma giicli ¢ok yiiksek oldugundan
kurutma maddesi ve eritken olarak kullamilir. Sulu haldeki ¢inko kloriirden , kerestelerin

clirimesinin Snlenmesinde yararlanilir.

Zn, Pb, Hg, Cu gibi agir metaller suda ¢ok az miktarlarda bulunurlar. Bunlarin hepsi su
hayvanlar i¢in toksiktir. Cogu 1 ppm simirinda Sldiiriictidiir.

Cinko normal miktarlarda bazi enzimatik fonksiyonlar i¢in gereklidir ve birgok proteinlerde
yapi elementi olarak bulunur. Bakir baz1 enzimlerde bulunur ve pek ¢ok omurgasizin kan

proteininde solunum pigmenti halinde mevcuttur.

Cinko ve bakir ozellikle deniz baliklarindaki protozonlardan meydana gelen hastaliklarin
tedavisinde kullamilir. Burada metalin toksik etkileri bir siire sonra CaCO; ile ¢kelmeyle
giderilir. Cinko ve bakir baliklarda agir1 salgilanmaya neden olur ve baliklara zararl1 olan bazi

organizmalan Oldiirtirler.

Celatlasma bakirin baliklara kars1 zehirliligini azaltir. Ornegin sitrik asitle gelatlagan CuS0;4
daha az toksiktir. pH = 6 — 8,5 arasinda g¢elatlagma bakirin % 90 min suda ¢6ziilmiis kalmasim
saglar. Celatlasmis bakir, bakirin uzun siire ¢6ziilmiis miktarlarda kalmasi istendiginde
denizde uygulanir. Fakat birgok bakteriler, hastaliktan koruyucu diizeylerde bakira direng
gosterdiklerinden organik celatlar1 bozundururlar. Bylece Cu*? iyonlar1 karbonat iyonlariyla
birleserek c¢oker. Baliklarda goriilen agir metal zehirlenmelerinde bakir, solungag
yiizeylerinde ¢oziinmeyen organometalik bilesikler olugturur. Baska bir goriise gore
solungaglar igindeki proteinler kimyasal bozunmaya ugrar. Ayrica bakirin, deniz baliklarinin
kan ve dokularinda toplandig1 g6zlenmistir.

Pb(NOs),, ZnSO4 ve HgCl, ¢ozeltilerine konmusg bazi tathi su baliklarinda soluma hizinin
artti1 goriilmiistiir. Bu esnada oksijen harcama hizinda diisme olur. Artan soluma hizi bakirla
muamele edilmis sulardaki baliklarda gozlenir. Agir metaller solungag {izerine ¢ékerler ve
salgiy1 pihtilagtirirlar. Boylece oksijen alinma zorlagir [3].
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Cay bitkisinde metabolik iglevlerin diizenli bir sekilde cereyam icin oldugu kadar kimi
enzimlerin islevleri i¢in de gereklidir. Biyosfer icin 6nemlidir. Bitki hormonu Auxin ile bir
arada bulunur. Metabolik reaksiyonlan tesvik eder. Govde uzamasmda etkilidir. Klorofil
olusumu ve karbon hidrat {iretimi i¢in gereklidir. Azot metabolizmasi ile de yakindan ilgili
olan ¢inko, bitkinin su absorpsiyonu iizerinde de etkili olmaktadir. Noksanlifinda cay
bitkisinin hasat tablasi iizerindeki yapraklar kiigiiliip rozet olusturdugu gibi orak seklini de
alabilmekte ya da kenarlan girintili ¢ikinfili olabilmekte ve yukar dogru kivrilmaktadir.
Cinko geng yapraklarda daha ¢ok bulunur.

Havadan ¢ok az etkilenen, parlatmaya elverigli, mavimsi beyaz elementtir ve kimyasal
element simgesi Zn’dir. Cinkodan som ya da kaplama bigiminde hava korozyonuna kargi
koruyucu olarak yararlanilir. Ozgiin niteliklerinden dolayi, ¢inko agirlikli alagimlarin sanayide
bityilk bir dnemi vardir; bu alagimlardaki diizenli dagilim yiiksek anlikta ginko elde etme
olanagindan kaynaklanir. Bunlar ikili ¢inko (alliminyum)alagimlan ve {glii ¢inko
(aliiminyum-bakir) alagimlaridir. Bu alasimlar para basiminda yaygin olarak kullanilan
alagimlardir. Cinko gerek kaplama ve parlatma malzemesi olarak, gerekse alagim olarak para

basiminda 6nemli bir elementtir.

Diger metallerle ¢ok sayida alagmmn yapisina katilir. Otomotiv, elektrik ve donanim
endiistrilerinde kullanilan dékiim kaliplarinin yapiminda da ¢inko yer alir. Demir ve benzeri
metallerin, korozyona karsi 6nlem amaciyla galvanizlenmesinde de kullamlir. Cinko oksit;
boya, yazici miirekkepleri, sabun, tekstil iiriinleri, elektronik aletler, kaucuk yan iiriinleri, yer
kaplamalari, plastik ve kozmetik {irtinler gibi gilinlik yasamimizin gesitli taimamlaywﬂarmda
karsimiza g¢ikmaktadir. Cinko siilfit floresan 6zellige sahiptir ve parlak kadranlarin, floresan
lambalarin, X-151m1 ve televizyon ekranlarmimn yapimunda kullanilir.

3.3 Sitrik Asid Hakkinda Genel Bilgiler

3.3.1 Sitrik Asidin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Sitrik asid (2-Hidroksi-1,2,3-propantrikarboksilik - asid, monohidrat), renksiz yar1 saydam
(Sekil 3.3) kristalize bir asittir. Molekiil yapisi (Sekil 3.4), CsHgO7 olup prensipte limon,
misket limonu ve ananas suyunda bulunan karbonhidratlarin fermentasyonuyla tiretilir. Oda
sicakliginda katidir. Limon, portakal, ananas ve Bektagi liziimii gibi meyvelerde hissedilen
keskin tadi verir ve meyvenin kuru afirhfimn yaklasik % 8°ni olugturur. Sitrik asid meyve
sularinda kullanilir. Yemek yapiminda kullanilan aci tuz sitrik asiftir. Bazen ucuz saraplara
asiditeyi arttirmak igin eklenir. Herhangi belirgin bir ¢evresel toksisitesi yoktur.
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6kl 3.3 Yar saydam s ast to
CH,—COOH

HO=C—=COOH - H,0
CH,—COOH

Sekil 3.4 Sitrik asitin molekiil yapisi

Biyokimyasal olarak, tiim canl1 hiicrelerde gergeklesen sitrik asit dongiisiinde (TCA) 6nemli
bir ara elemandir. Cevre dostu, antioksidan 6zellikli bir temizlik ajamdir.

Sitrik asitin asiditesi ¢dzelti iginde proton kaybeden tli¢ karboksil grubunun bir sonucudur. Bu
sekilde sitrat iyonu olugur. Sitratlar asidik ¢dzeltilerin pH min kontroliinde basarili bir tampon
gOrevi goriirler ve birgok metal iyonuyla gelat olugtururlar.

3.3.2 Sitrik Asidin Kaynaklarn ve Kullanim Alanlan

Sitrat (sitrik asid) dogada yaygin olarak bulunur ve tiim yagayan hiicrelerin dogal bilesenidir.
Cogu bakteri, sitoplazmik membranlarinda sitratin hiicre i¢ine aliminda aracilik eden tagima
sistemlerine sahiptir. Oziimsenen sitrat karbon enerji kaynagi olarak hem aerobik hem de
anaerobik sartlar altinda kullanilabilir. Aerobik sartlarda trikarboksilik asid dongiisiinde
(TCA) sitrat ayrilim gergeklesirken, anaerobik sartlarda ii¢ ayr1 fermantatif ara basamakla
ayrilm gergeklesir (Krom vd., 2000).

Endiistriyel olarak da hala en yaygin sitrik asit {iretim teknigi Aspergillus niger’in siikroz
iizerinde yetigtirilmesidir. Son ¢6zeltiden kiifiin filtre edilmesinden sonra sitrik asit kalsiyum
hidroksit ile kalsiyum sitrat elde etmek {izere ¢oktiiriilerek izole edilmis olur. Buradan siilfiirik

asitle muamele edilerek sitrik asit rejenere edilir.
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Bu yonteme alternatif olarak, sitrik asit bazen fermantasyon suyundan hidrokarbon ¢ozeltisi
ile ekstraksiyon yapilarak izole edilir. Bu adimi organik ¢ozeltiden su ile yapilan ikinci bir
ekstraksiyon izler.

Cogu sitrik asit gidalarda ve igeceklerde tat verici ve koruyucu olarak kullamilir. Birgok
metalle yaptif1 sitrat tuzlan giinliik olarak tiikettifimiz gidalardaki minerallerin biyolojik
olarak uygun formlara doniigtiirmek i¢in kullanilir. Tamponlama &zellii sayesinde ilaglarda
pH kontrolii i¢in uygundur.

Sitrik asitin metallerle gelat olusturabilme yetenegi onun sabun ve deterjanlarda kullanimina
olanak saglar. Sert sulardaki metallerle gelat olusturarak temizleyicilerin kpiik olusturmasini
saglar ve yumusatict gereksinimini ortadan kaldinr. Benzer olarak sularin yumusatilmasi
amaciyla kullamlan iyon degistirici materyallerin rejenerasyonunda kullanilir. Bu ortamda
sitrik asit, metallerle sitrat kompleksleri olugturarak ¢oker.

Sitrik asitin gidalarda kullanimu birgok ulusal ve uluslar arasi gida kodeksleri tarafindan
giivenli kabul edilir. Hayatin birgok evresinde dogal olarak bulunur. Fazlas: kolayca

metabolize olur ve viicuttan atilir.

Kuru sitrik asitle veya derisik ¢ozeltisiyle direk temas deri ve gdzde tahrise sebep olabilir. Bu
sebeple ¢aligma esnasinda koruyucu kiyafet giyilmelidir.

3.3.3 Biyokimyasal A¢idan Sitrik Asit

Sitrik asit dongiisi aym zamanda trikarboksilik asit (TCA) ve Krebs dongiisii olarak
adlandirilir. Bu enerji verici molekiillerin katabolik oksidasyonunda son olarak ger¢eklesen en
genel patikadir. iki karbon, asetil CoA olarak sitrik asit dongiisiine girer ve CO; olarak ayrilir.
Dongii sirasinda dort oksidasyon-indirgeme reaksiyonu gerceklesir (lic molekiil NADH ve bir
molekiil FADH,). Ayrica yiiksek enerjili bir fosfat bag (GTP) da olusur.
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Sekil 3.5 TCA (trikarboksilik asit) dongiisii

Krebs dongiisii mitokondride gergeklesir ve sekiz basamaktan olusur. Dongiiniin ilk
reaksiyonu asetil CoA’nin iki karbonlu asetil grubunun dort karbonlu bilesik okzaloasetata
transfer olmasiyla gergeklesir. Bu sekilde alti karbonlu bilesik sitrat olugur. Daha sonra sitrat
bir seri kimyasal reaksiyon gergeklestirir. Once birinci daha sonra ikinci karboksil grubunu
karbondioksit olarak kaybeder. Déngiiniin oksidatif adimlar1 sayesinde kullanilabilir hale
gelen enerjinin g¢ogu enerji yiiklii elektronlar olarak NADH olusturmak tizere NAD+’ye
transfer edilir. Krebs dongiisiine giren her asetil grubu igin iic NAD+ molekiili NADH’a

indirgenir. Altinci adimda elektronlar NAD+ yerine elektron alict FAD’a transfer olur.
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Sitrik asit dongiisiiniin bir turunda, iic NADH ve bir FADH, olusturmak iizere iki
karbondioksit molekiilii ve sekiz hidrojen atomu yer degistirir. Tki karbondioksit déngiiye
giren asetil grubunun iki karbonundan gelir. Asetil grubundan fazla miktarda olusan
hidrojenin bir kism1 da déngii reaksiyonlar1 sonucundaki su molekiillerinden kaynaklamr. fki
asetil molekiilii bir molekiil glikozdan meydana geldigi igin dongii iki kez gergeklesmek
zorundadir. Her déngiiniin sonunda dért karbonlu okzaloasetat ayrilir ve sistem yeni bir dongii
icin hazir hale gelir. Burada guanozin trifosfat (GTP) formunda yiiksek enerjili fosfat bag:
olugur. Bu yiiksek enerjili fosfat ADP’ye ve oradan da canl hiicrelerin enerji kaynag: olarak
kullandig1 ATP’ye transfer olur (Early, 2004).

ATP sitrat-liyaz daha ¢ok memeli canlilarda iiretilen sitoplazmik bir enzimdir. Hiicredeki
asetil-CoA sentezinden sorumludur. Sitrattan asetil-CoA ve okzaloasetat olusmasini katalizler
(Elshourbagy vd., 1990).

Warner ve Lolkema (2002) yaptiklari ¢alismada, Bacillus subtilis’in TCA dongiisii ve onunla
ilgili bilesikleri karbon kaynagi olarak kullanarak biiyiimesini incelemislerdir. Biiylimenin
sitrat, d-izositrat, siiksinat, fumarat ve L-malat ile desteklendigi ortamda 2-okzoglutarat, D-
malat ve okzaloasetatin bulunmasinin biiyiimeyi etkilemedigini gézlemislerdir. Burada
biiyiimenin ¢egitli tagimacilarla sitrat ve izositratin hiicre i¢ine tagindigi ve kullanildigini
savunmuglardir. Sitrat ve D-izositratin, CitM tasiyicisiyla divalent iyonlu kompleksleri
halinde organizmaya alindigini belirtmislerdir (Boorsma vd., 1996; Krom vd., 2000). CitM’in,
sitrati Mg“, Mn?", Ni**, Co®* ve Zn** kompleksleri olarak; CitH adli bagka bir tasiyicinin ise
sitrtati Ca®', Ba?" ve Sr*' kompleksleri olarak tamyip organizma igine tasidiklarini

agiklamiglardir.

Sitrat +2 yiiklii metallerle kararli kompleks formlart olusturur. Cogu sitrat tagiyicilar kararli
haldeki metal-sitrat komplekslerini kendi ortamlarmda gerekli bir eleman olarak kullanirlar.
Yapilan ¢alismada CitM ve CitH tasiyicilarmin her ikisi de metal iyonlarinin sitrat alimim
arttirdigim gostermislerdir. Ancak ortama +2 yiiklii metallerin eklenmesi g¢ogu tasiyici
faaliyetinde inhibasyona sebep olmugtur (Krom vd., 2000). In vivo olarak yapilan
caligmalarda da bazi metal-sitrat tiirlerinin ATP sitrat liyaz enzim fonksiyonlarini inhibe ettigi
goriilmiistiir (Melnick vd., 1996).

3.3.4 Sitrik Asit-Metal Kompleksleri
Sitrik asit cok disli bir liganttir ve ¢esitli metal iyonlariyla kararli kompleks molekiiller
olugturur (Glusker, 1980). Komplekslerin tiirlerine gore mikroorganizmalarda taninmasi ve
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buna bagh olarak da bozunma oranlar1 ve miktarlar farklidir. Metal iyonlan sitrik asidin
bakterideki taginma olayini birinci dereceden etkileyen faktérlerdir (Bergsma ve Konings,

1983; Silver vd., 1989; Joshi-Tope ve Francis, 1995)

Sitrat (sitrik asit) iki degerlikli iyonlarla kararli kompleksler olusturur. Sitratin sitoplazmik
membrandan gegisi tagiyici proteinler tarafindan gergeklestirilen aktif bir agsamadir. Cogu
tastyici proteinler serbest veya iki degerlikli iyonla kompleks olusturmus sitrati tanir

(Bergsma ve Konings, 1983).

Aliiminyumun sitrat gibi gesitli organik asitlerle olugturdugu kompleksler Al’un toprakta ve
suda taginmasinda anahtar rol oynarlar (Jones vd., 1996a; 1996b; Haberhauer vd., 2002). Bu
durumda en 6nemli etken ortammn pH’idir. Cesitli komplekslerin uygun pH’larda insan
viicuduna alimi yine uygun pH’larda bu kompleksin sistem iginde transferini saglar. Temel
olarak Al-sitrat (Al-Cit) komplekslerinin mide bagirsak sisteminin asidik boliimiinde olugmasi
beklenir. Bu komplekslere drnek olarak Al3(OH)4Cits, AICit ve AIHCit verilebilir. $ekil
3.6’da sitrik asit varliginda Al tiirlerinin dagilimina pH’in etkisi gosterilmistir (Slanina vd.,

1986).
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Sekil 3.6 Sitrik asit varliginda Al tiirlerinin dagilimina pH’1n etkisi

Sekil 3.6°da sitrik asit varliginda Al tiirlerinin dagilimina pH’1in etkisi gosterilmistir (Slanina
vd., 1986). Sitrik asidin ii¢ karboksil grubu ve bir hidroksil grubuna sahip molekiiler yapisi
sebebiyle Al ile etkilesimi oldukga karmagiktir. Al katyonu ile olusturabilecegi gesitli
kompleks tiirleri vardir. Omegin; mono-, bi- ve iig-disli kompleks molekiil kombinasyonlari
cok cesitli sekillerde olusabilir. Sekil 3.7°de ti¢ disli yapilarin da bulundugu X-ray denemeleri

sonuglarindan faydalanilarak yiiksek oranda rastlanan kompleks molekiil yapilarn
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belirtilmigtir. Kristal yapt merkezi simetrik, tamamiyla protonlarini yitirmis iki sitrat
ligandinin merkezde A" katyonuna baglandigi oktahedral (sekizyiizlii) bir kompleksden
olusur (Matzapetakis vd., 1999). Sekil 3.8 de bu kompleks yapilarinin gaz ve sivi
fazlarindaki durumlari belirtilmigtir. Bu yapilar olusma yiizdesi yiiksek kompleks

molekiillerinin optimize edilmis yapilaridir (Aquino vd., 2001).

0
- gy Ho
Ho) 0
Ho 0 &
0. o OH
°0’1“n,o 0
i HO
0
3
1o +Cif
|
oo B L
i e 0.
[}
J
8 :fl‘z +0x2
L e
0
¥ £
#o
np)lf'w +0i 0 +C0
u,o"up — \'!Vinp T
LY -nHO ’AiI‘H,O -nHQ
0

Sekil 3.7 Sitrat (Cit) ve hekzaqua AP ((Al(H20))*") kompleksinin reaksiyonu sonucu olugan
bazi Al-sitrat kompleksleri
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Gaz Sivi

Sekil 3.8 Gaz ve siv1 fazlarinda Al-sitrat kompleksinin molekiil yapisi
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4. DENEYSEL CALISMA

Deneysel galismanin biiyiik bir kismu Ingiltere’de Royal Liverpool Universite Hasthanesi

laboratuarlarinda, Agustos 2004 — Ocak 2005 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir.

4.1 Cahsmada Kullamilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

4.1.1 Kullamilan Cihazlar
1) Otoenjeksiyon cihazi: Gilson Model FC 234

2) Ornek yiikleyici pompa: Thermo Separation Products P4000 Quaternary Gradient
3) Fraksiyon toplayici: Gilson Model FC 204
4) Ayirma kolonu: Dionex column HPIC-CS2

5) HPIEC sistemi: LG Computer Systems PC de kayitl yazilim Gilson Unipoint Version 3.2
ile kontrol edilen Gilson 506/C System Interface Module

Sekil 4.1 HPIEC sistemi
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6) UV-VIS Spektrofotometre: Varian-Cary 1E UV-visible, Kuvartz Kiivet

Sekil 4.2 Varian-Cary UV-VIS spektrofotometresi

7) GFAAS: Varian Spectraa yazilimi ile kontrol edilen Varian 2207 GFAAS

Sekil 4.3 Varian 2207 GFAAS cihazi

8) Analitik terazi: Agust Sauter D-7470
9) Destile su cihazi: Niive, NS278
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4.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

4.1.2.1 Analitik Safliktaki Kimyasallar
o Sitrik asid tayininde kullanilan kimyasallar

Aldrich, Sitrik asit , % 99,5, M = 192,1 g/mol

R-Biopharm, Tampon / L-MDH / L-LDH / NADH (1 numarali sige)

R-Biopharm, CL liyofilizat (2 numarali sige)

R-Biopharm, Stabilize edilmis sitrik asit kalite kontrol ¢ozeltisi [QC] = 1,9 mmol/l
Analar, Fisons, 1000 ppm Al standart

Analar, Fisons, 1000 ppm Zn standart

Analar, Fisons, 1000 ppm Fe standart

Analar, (BDH) NaOH (sodyum hidroksit), M = 40,0 g/mol

o AP’ tayinide kullamilan kimyasallar

Analar, Fisons, 1000 ppm Al standart

Aldrich, 4,5-dihidroksi-1,3-benzendisiilfonik asid, disodyum monohidrat tuzu (tiron)
Analar, Amonyum asetat, M = 11,08 g/mol

Analar, Saf asetik asit, % 99,5

Aldrich, Sitrik asit , % 99,5, M = 192,1 g/mol

Sigma, Siilfirik asit, % 10 v/v

Analar, Fisons, Amonyum siilfat

Aldrich, Maleik asit (C4H404), M = 116,1 g/mol

Aldrich, Aliiminyum asetat (C,HsO4Al), M = 120,0 g/mol

Aldrich, Okzalik asit dihidrat (C;H,04.2H,0), M = 126,1 g/mol
Aldrich, Aliiminyum laktat [CH;CH(OH)CO,]3Al, M = 294,20 g/mol
Aldrich, Maltol (C¢HgO3), M = 126,11 g/mol

Aldrich, Floriir, M = 41,99 g/mol

4.1.2.2 Hazirlanan Cozeltiler
e Sitrik asid tayini igin gerekli ¢ozeltiler UV-metodun (BOEHRINGER MANNHEIM / R-

BIOPHARM, Citric Acid UV-Method) uygulama notuna bagh kalinarak asagidaki sekilde

hazirlandi:

Ticari kitin 1 numarali sigesi metotta 6ngoriilen sekilde 12 ml destile su ile ¢oziildii.

Ticari kitin 2 numarali sigesi 0,3 ml destile su ile ¢oziildii.
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Ticari kitin 3 numarali kalite kontrol ¢ozeltisi herhangi bir islem yapilmadan
kullamilds.

Sitrik asit ¢ozeltisi (3 mmol/l): Yart saydam kat: sitrik asitten 0,28815 g tartilarak bir
miktar destile su iginde ¢oziildii ve 500 ml’ye tamamlandi.

Metal stok ¢ozeltileri (3 mmol/l): 1000 ppm’lik stok gozeltilerinden sirastyla 1,345 ml
Al, 8,38 ml Fe alinarak 50 mlI’ye ve 1,963 ml Zn alinarak 15 ml’ye sitrik asit
¢ozeltisiyle tamamlandi. Cézelti pH’lar1 7,0 - 7,5°e 1 M NaOH ¢ozeltisi ile ayarlandi.

Calismalarda kullanilan meyve sular1 1:3 oraninda destile su ile seyreltildi.

" tayini igin hazirlanan ¢ozeltiler;

Al stok ¢ozeltisi: 1,345 ml Al alinarak 50 ml’ye tamamlandi ve gerekli seyreltmeler
destile su ile yapildi.

Tiron belirteci (0,3 mM Tiron; 3 M Amonyum asetat iginde): 22,576 g amonyum asetat
100 ml suda ¢oziildii ve pH 6,2’ye asetik asitle ayarlandi. Daha sonra 0,0096 g tiron
eklendi.

Sitrik asit ¢ozeltisi (3 mmol/l): Yari saydam kati sitrik asitten 0,28815 g tartilarak bir
miktar destile su iginde ¢oziildii ve 500 ml’ye tamamlandi. pH 7,0-7,5°¢ 1 M NaOH
¢ozeltisi ile ayarlandi.

Hareketli faz ¢ozeltisi: 20 ml 0,5 M siilfirik asit ¢ozeltisi iizerine 26,42 g amonyum
siilfat eklendi 1 L’ye destile suyla tamamlandi.

Cay ornek ¢ozeltisi: 0,1 g cay 10 ml su ile kaynatild1 ve santrifiijleme sonrasinda iistte
kalan siv1 kisim analizlerde kullanildi.

Caligmalarda kullanilan meyve sulari 1:3 oraninda destile su ile seyreltildi.

Aliiminyum floriir ¢ozeltisi (1 mmol/l ¥~ + 0,5 mmol/l AP'): 1000 ppm stok F
¢ozeltisinden 0,420 ml alinarak 5 ml’ye 2 mmol/l F ¢ozeltisi elde etmek iizere destile
su ile tamamlandi ve esit hacimle 1 mmol/l Al ¢6zeltisi ile birlestirildi.
Aliiminyum-laktat ¢ozeltisi (1 mmol/l): Al-laktat katisindan 0,003 g tartilarak 10 mI’ye
destile su ile tamamlanda.

Aliiminyum-asetat ¢ozeltisi (1 mmol/l): Al-asetat katisindan 0,0012 g tartilarak 10
ml’ye destile su ile tamamlandi.

Aliiminyum maltol ¢ozeltisi (1 mmol/l Maltol + 0,5 mmol/l AI*"): Maltol katisindan
0,005 g alinarak 10 ml’ye 4 mmol/l maltol ¢ozeltisi elde etmek iizere destile su ile
tamamlandi. Yapilan seyreltme ardindan elde edilen 2 mmol/l maltol ¢ozeltisi ve esit

hacimle 1 mmol/l Al ¢ozeltisi ile birlegtirildi.
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42 Uygulanan Yontemler

4.2.1 Sitrik Asidin Enzimatik Biyoanalizi

Caligma sartlar asagida goriildiigii gibi gesitli sentetik ve dogal 6rnekler hazirlandi ve Bolim
2.3’te agiklanan gekilde sitrat tayini yapildi. Cizelge 4.1°de ticari metotta belirtilen UV
spektrofotometrik tayini yapilacak 6rnek igerikleri belirtilmistir.

e Dalgaboyu: 340 nm

e Cam kiivet: 1,00 cm 151k yolu

e Sicaklik: 20-25°C

e Son hacim: 0,755 ml

e Okuma suya kars1 yapildi

Cizelge 4.1 Sitrik asit tayin metoduna gére UV-VIS Spektrofotometrik tayini yapilacak érnek
igerikleri

Kiivete aktarilan Referans Ornek
1 No'lu sise ¢ozeltisi 0,250 ml 0,250 ml
Ornek gozeltisi - 0,05 ml
Distile Su 0,5 ml 0,450 ml

Kiivete aktarilan ¢ozeltileri karistir, S dk sonra (A1) absorbansini oku ve agagidaki
cozeltiyi ekleyerek reaksiyonu baslat;

2 No'lu sise cizeltisi l 0,005 ml 0,005 ml

Reaksiyon baglayan ¢ozeltiyi karistir, 5 dk sonra (A;) absorbansini oku

Sekil 4.4°te sitrik asitin enzimatik biyoanalizi akim semasinda kullanilan sentetik ve dogal
ornek g¢ozeltiler 6zetle verilmigtir. Bu ¢6zeltilerin yukarida agiklanan gekilde analizi yapilmis
ve elde edilen absorpsiyonlar1 2.1 ve 2.2 numarali denklemlerde uygun sekilde yerlestirilip

sitrat konsantrasyonlar hesaplanmustir.
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4.2.1.1 Sitrik Asit Standart Cozeltisinde Sitrat Tayini
e Tayin metodunun kalibrasyonu ve ticari kitin sistemimize uygunlugunun incelenmesi
amaciyla 0-3 mmol/L arasinda degisen konsantrasyonlarda sitrik asit standartlari
hazirlandi ve Boliim 2.3’te agiklanan sekilde metoda uygun olarak sitrat tayini yapildi.
Cizelge 4.2°de Standart sitrik asit ¢6zeltisinin spektrofotometrik 6l¢tim sonrasi elde
edilen absorbas degerleri ve (2.1), (2.2) denklemlerine gore konsantrasyonlarinin

hesabi verilmigtir. Sekil 4.5’te elde edilen konsantrasyon grafigi verilmistir.

Cizelge 4.2 Standart sitrik asit 6rnek ¢ozeltisi

Saat | 10:19
[cit] C C
mM Ay A; Aj-A; |Ref. Abs ~Abs |C (g/l) (mol/l) | (mmol/l)
0 1,5053 [1,48 ]0,0253 |0,0253 0 0 0 0,000

0,125 1,4805 [1,4012 |0,0793 |0,0253 0,054 0,0272 0,00013 {0,129
0,25 1,4824 [1,3522 10,1302 |0,0253 0,1049 |0,05283 |0,00025 |0,251

0,5 1,4845 |1,2558 [0,2287 | 0,0253 0,2034 [0,10245 |0,00049 |0,488
1 1,4957 [1,0627 {0,433 |0,0253 0,4077 |0,20535 |0,00098 |0,977
2 1,4878 10,6358 | 0,852 [0,0253 0,8267 |0,41638 |0,00198 |1,981
3 1,4883 10,2245 [1,2638 |0,0253 1,2385 0,62379 |0,00297 |2,968

QC 1,4288 |0,5673 [0,8615 | 0,0253 0,8273 [0,41669 0,00198 |1,983

y =0,4127x - 0,0003

0,4 R*=1

Absorbans Degisimi
et
[=2)

| -0,2 0,5 2 2,5 3 3,5

[Sit.] mmo/l

Sekil 4.5 Sitrat tayin metodu kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafiginde goriiidiigii gibi korelasyon sabitinin 1 olmas1 metotun sisteme uyum

sagladigimi belirtmektedir. Cizelge 4.2°de QC olarak belirtilen kalite kontrol ¢zeltisinin de



olmasi gereken konsantrasyonda oldugu deneysel hata olmadigini gostermektedir.
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Cizelge 4.3°de paralel yapilan ¢aligmanin sonuglari ve $ekil 4.6’da elde edilen deneysel

sonuglarin grafigi verilmistir.

Cizelge 4.3 Standart sitrik asit 6rnek ¢ozeltisi

Saat| 15:00

[cit] C C
mmol/l | A, A, Ai-A;  |Ref. Abs | ~Abs |[C(g/) |(mol]) |(mmol/l)
0 1,4416 |1,4164 |0,0252 |0,0252 0 0 0 0,000
0,125 1,4658 [1,3809 |0,0849 |0,0252 0,0597 ]0,03007 |0,00014 {0,143
0,25 1,4978 |1,3641 |0,1337 |0,0252 0,1085 ]0,05465 |0,00026 |0,260
0,5 1,4742  [1,2436 |0,2306 | 0,0252 0,2054 ]0,10345 |0,00049 |0,492
1 1,4597 [1,0599 [0,3998 |0,0252 0,3746 0,18867 |0,0009 {0,898
2 1,4439 [0,5967 |0,8472 |0,0252 0,822  0,41402 |0,00197 {1,970
3 1,4522 10,1679 |1,2843 |0,0252 1,2591 [0,63417 [0,00302 |3,018
QC 1,3481 [0,4918 |0,8563 |0,0252 0,8334 |0,41976 | 0,002 1,998

1,4 -
1,2'5

0,8
0,6
04
02 -

Absorbans Degisimi

-02 0

0,5

e e 3

Sekil 4.6 Sitrat tayin metodu kalibrasyon grafigi

L5

== —

2

[Sit.] mmol/l

y =0,4164x - 0,0048

R% = 10,9986

25
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Elde edilen sonuslar ve grafikten goriildiigii gibi kalibrasyon sonuglar tekrarlanabilir

diizeydedir. Kalite kontrol ¢6zeltisi konsantrasyonu deneysel herhangi bir hatanin olmadigini,

korelasyon sabitinin 0,9986 olmasi da metodun giivenirligini gostermektedir.
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4.2.1.2 Metal-Sitrik Asit Cozeltilerinde Sitrat Tayini

Sitrat tayininde kullanilan ticari kitin metal-sitrik asid gozeltilerindeki uyumunu incelemek
amaciyla bir seri sentetik metal-sitrat ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin pH, metal ve sitrat
konsantrasyonu, hazirlanan ¢ozeltilerin taze hazirlanmig veya bekletilmis olmalari gibi

degisen parametrelere kargi davranislari incelendi.

e pH’lan yaklasik 2,5 olan Al-sitrat ([Al3 "1 = 0-0,5 mmol/l, [Sitrat] = 3 mmol/l) ve Zn-
sitrat ([Zn2+] = 0-0,5 mmol/l, [Sitrat] = 3 mmol/l) ¢ozeltileri hazirlandi ve enzimatik
raksiyonun kompleks molekiil varhigindaki davraniglari incelendi. Sekil 4.7°de yapilan

deneysel ¢aligma sonucu elde edilen grafik verilmistir.

Metal-sitrat Kompleksleri pH = 2,5

1,2

1,19

1,18 ’

1,17 +

1,16

1,15 N—\.\‘

1,14

\ 0 0,2 0,4 0,6
[Me] mmol/l

| —— Al-sitrat 1
—#— Zn-sitrat | |

Absorbans Degisimi

Sekil 4.7 Al-sitrat ve Zn-sitrat ¢ozeltileri spektrofotometrik tayini

Yukaridaki grafikte goriildiigii gibi uygulanan pH’ta iyi sonuglar elde edilemeigtir. Al-sitrat
egrisinin davranigi beklenene daha yakin olmakla beraber bu pH araliginin ¢aligma sartlarina

uygun olmadig goriilmektedir.
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e pH’lart 6,8, 5,2 ve 4,9 olan Al-sitrat ([Al3+] = 0-0,5 mmol/l, [Sitrat] = 3 mmol/l)
gozeltileri hazirland1 ve enzimatik reaksiyonun viicut pH’ma yakin ve kompleks

molekiil varligindaki davranigi incelendi.

‘ Al-Sitrat ‘
o 2
£
2 1,5
o —+—pH=6,8
z 19 ¢ —m— pH=52 ‘
<
2 H=4,9
s 05 P
=

0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[Al] mmol/l

Sekil 4.8 Al-sitrat ¢ozeltileri spektrofotometrik tayini

Sekil 4.8’de goriildiigii gibi metotta 6nerilen yiiksek pH’ta ¢alisma sonuglari daha iyidir ve ti¢
¢alisma pH’inda da belirgin bir degisme yoktur. Bu bize Al’un enzim g¢alismasi iizerinde
heniiz bir inhibasyonunun olmadigim gosterir. Yani sitrat metoda uygun enzimatik

reaksiyonlar1 gergeklestirmektedir.
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Farkli pH’larla yapilan ¢aliyma sonucu belirgin bir etki gériilmemesi yiiksek konsantrasyonlu

ornek ¢ozeltilerinin galigilmasi sonucunu getirmistir. Bu sebeple;

e pH’lan yaklagik 7,5 olan, yiiksek konsantrasyonlu Al-sitrat ([Al3+] = 0-3 mmol/l,
[Sitrat] = 3 mmol/l), Fe-sitrat (|Fe3+] = 0-3 mmol/l, [Sitrat] = 3 mmol/l) ve Zn-sitrat
([Zn*'] = 0-3 mmol/l, [Sitrat] = 3 mmol/l) ¢ozeltileri hazirland: ve sitrat tayini yapildi.

Deney sonuglarindan elde edilen grafik Sekil 4.9°da verilmistir.

Metal-sit. Kompleksleri pH=7,5 ‘

1,4
12

] |

08

0,6 - ‘
04

02

—&— Fe-sitrat
—&— Al-sitrat
Zn-sitrat

Absorbans Degisimi

0 1 2 3 4
[Me] mmol/l

Sekil 4.9 Fe-sitrat, Al-sitrat ve Zn-sitrat ¢ozeltileri spektrofotometrik tayini

Sekil 4.9°da goriildiigii gibi metal-sitrat komplekslerinin sitrat liyaz enzimi galigmasi {izerine
belirgin bir inhibasyonu s6z konusudur. Sirasiyla grafiklerin korelasyon sabitleri
Rpesic = 0,9948, R2ag = 0,9847, Rz = 0,9948 dir ve kalite kontrol ¢ozeltisinin olgiilen
konsantrasyonu QC=1,9 — 2,1 arahgindadir. Bu sartlar altinda metodun ¢aliymasinda deneysel

bir hata yok ve sistem metotla uyum i¢inde denilebilir.
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o Onceki denemelerden farkli olarak bu deneysel galigmada iki ayri sitrat ve aliiminyum
konsantrasyonlar1 kullanildi ([APP"] = 0-3 mmol/, [Sitrat] = 3 mmol/l ve [Al3+] =0-1
mmol/l, [Sitrat] = 0,3 mmol/l). Iki ayn sistemin enzimatik reaksiyon iizerine davramst
ve etkileri incelendi. Sekil 4.10’da diisiik konsantrasyonlu al-sitrat ¢ozeltileri ve Sekil
4.11°de yiiksek konsantrasyonlu al-sitrat ¢ozeltileri denemelerinden elde edilen

absorbans degigim grafikleri verilmistir.

Al-Sitrat j
s
wr
|
2
P \
g |
S 05 - y =-0,5489x + 1,2086
2 R” =0,9662
2 04— — ; : :
=
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12
[Al] mmol/l |

Al-Sitrat

.5 15
i y =-0,2642x + 1,1034
/R 1 R*=0,9561
w
g 05
= °
2
2 e — ; —
2 o0

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 ||

[Al] mmol/l

Sekil 4.11 Al-sitrat ([Sit] = 3 mmol/l) ¢6zeltileri spektrofotometrik tayini

Yukanidaki grafiklerden anlagilacagi gibi diigiik sitrat konsantrasyonunda enzimatik
reaksiyonunun inhibasyonu daha fazladir. Bu sitrat konsantrasyonu kargisinda fazla miktarda
bulunan Al’un enzim galigmasina etkisinin, birebir konsantrasyon oranina kiyasla daha

belirgin oldugunu géstermektedir.
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Sitrik asitin enzimatik biyoanalizinde incelenen pH, metal tiirleri ve sitrik asit
konsantrasyonlari parametrelerinin ardindan yapilan bir diger inceleme de ¢esitli metal-sitrat
¢ozeltilerinin taze ve yagh (48 saat bekletilmis) olmalari iizerine yapildi. Bu amagla asagida

belirtilen ¢ozeltiler hazirlandi;

e Sitrat konsantrasyonu 0,3 mmol/l olan metal-sitrat (Al-sitrat ve Zn-sitrat) ¢ozeltileri
hazirland1 ve bu ¢ozeltilerin taze ve yagh (bekletilmis) olmalari halinde reaksiyon
davranigi incelendi. Sekil 4.12°de 0,3 mmol/l sabit sitrat konsantrasyonunda ve 0 — 3
mmol/l arasinda degigsen Al konsantrasyonunda hazirlanan ¢ézeltilerin 0 — 48 saat
araliklarinda yapilan spektrofotometrik analiz sonuglarindan elde edilen grafik

verilmigtir.

Al-Sitrat Cozeltisi pH=7,2

0,14 =
0,12

0,1 |
. —o— Basl ta
008 | aslangic

| —8— 2, saat
o 36. saat
0,04 ‘ =
0,02
0

| 0 1 2 3 4
[ |Al] mmol/l

Absorbans Degisimi

Sekil 4.12 Al-sitrat ([Sit] = 0,3 mmol/l) ¢tzeltileri spektrofotometrik tayini

Grafikte de goriildiigii gibi taze Al-sitrat g¢ozeltilerinin enzimatik reaksiyona belirgin bir
inhibasyon etkileri gergeklesmektedir. Ancak yash ¢ozeltide bu etkiye rastlanmamaktadir.
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Asagida goriilen Sekil 4.13”de ise ayni sartlarda 0,3 mmol/l sabit sitrat konsantrasyonunda ve
0-3 mmol/l arasinda degisen Zn (¢inko) konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltilerin 0 — 48 saat

araliklarinda yapilan spektrofotometrik analiz sonuglarindan elde edilen grafik verilmistir.

Zn-Sitrat Cozeltisi pH = 7,2

0.4
0,35 +
0,3
0,25
0,2
0,15 2
0,1 7
0,05 e

—&— Baglangigta
—— 2, saat
36. saat

Absorbans Degisimi

|Zn] mmol/l

Sekil 4.13 Zn-sitrat ([Sit] = 0,3 mmol/l) ¢bzeltileri spektrofotometrik tayini

Sekil 4.13’te goriildiigii iizere ¢inkonun sitratin enzimatik biyoanalizi iizerinde bir
inhibasyonu yoktur. Taze ve yash ¢ozeltilerin de enzim ¢aligmasi iizerinde herhangi bir etkisi

olmamaktadir.
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Metal-Sitrik asit ¢ozeltilerinde sitrat tayin ¢aligmalarinda son olarak;

e Al-sitrat ¢ozeltilerinin  taze ve yash olma durumlarimin degigen  sitrat
konsantrasyonuyla iliskisi nce [Sit]=0,3 mmol/l, sonra [Sit]=1 mmol/l i¢in incelendi.
Sekil 4.14’te taze ve Sekil 4.16°da yash ¢ozeltilerin spetrofotometrik tayin sonuglari
verilmistir. Elde edilen sonuglarin inhibasyon yiizdeleri ise taze ¢ozeltiler i¢in Sekil

4.15’te ve yash ¢ozeltiler i¢in Sekil 4.17°de belirtilmigtir.

Taze Al-Sit. Cozeltileri

o4

Eon ——10.09.2004

B0 0,1 —8— 15.09.2004 |

2 008 22092004

5 0,06 ‘ 28.09.2004

'g 0,04 —¥—28.09.2004
‘ .2 0,02 —8—30.09.2004
‘ 0 :

0 05 1 s o 05 Y
[Al] mmol/l

Sekil 4.14 Taze Al-sitrat ([Sit] = 0,3 mmol/l) ¢izeltileri spektrofotometrik tayini

Taze Al-Sitrat Cozeltileri (n=6)

100 | ; 3
s w0 f
EL I
& 60 |
e ol ¥ |
S 40 1
bt |
X 20

0 ; ;

0 0,5 1 1,5 7! 25 3 3,5
[Al] mmol/l

Sekil 4.15 Taze Al-sitrat ([Sit] = 0,3 mmol/l) ¢izeltileri inhibasyon yiizdesi
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Yash Al-Sitrat Cozeltileri

0,12
E o —— 13.09.2004
B 08 —=—18.09.2004
a 25.09.2004
2 0,06

e 01.10.2004
= |

& .04 —%—01.10.2004
2 0,02 —e—03.10.2004
<

0
6 05 1 As 2 Bs B 83
[Al] mmol/l

Sekil 4.16 Yasli Al-sitrat ([Sit] = 0,3 mmol/l) ¢ozeltileri spektrofotometrik tayini

Yash Al-Sitrat Cozeltileri (n=6)

100 3
sw k :
: i 2
§ 60 -
P10
o
X 20+

0

0 0,5 1 IS 2 25 3 35
[Al] mmol/l

Sekil 4.17 Yash Al-sitrat ([Sit] = 0,3 mmol/l) ¢ozeltileri inhibasyon yiizdesi

Taze ve yash ¢ozeltilerin sitrat tayini iizerine etkilerini incelemek amaciyla yapilan ¢alismalar
gostermistir ki; taze hazirlanmis ¢ozeltilerin sitrat liyaz enziminin ¢aligmasinda belirgin bir
inhibasyonu vardir. Ancak bu etki yash ¢ozeltilerde goriilmemektedir. Yine aym caligmalar
Al-sitrat kompleks olusum oraninin taze ¢ozeltilerde 1:3, yash ¢ozeltilerde 1:1 oldugunu
gostermektedir.
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Taze Al-Sitrat Cozeltileri

- 0’5

g

B 04 N

i
| Fasl ——29.09.2004
| g ‘ 01.10.2004 ||

é 0,2 — 01.10.2004 ‘

20,1 ‘

< |
| * |
‘ 0 1 2 3 4 1

[Al] mmol/l

Sekil 4.18 Taze Al-sitrat ([Sit] = 1 mmol/l) ¢ozeltileri spektrofotometrik tayini

Taze Al-Sitrat Cozeltileri (n=3)
100
80
60 3 {

w0 $

% Inhibasyon

0
20 i E {
O t T T 1
0 0,5 1 L5 2 2,5 3 315,

[Al] mmol/l

Sekil 4.19 Taze Al-sitrat ([Sit] = 1 mmol/l) ¢ozeltileri inhibasyon yiizdesi
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Yash Al-Sitrat Cozeltileri

o 0.5
E
Z 04 :
) ’\\ —6—02.10.2004 |
203 53 —#—02.10.2004
E 02 | 04.10.2004
£ 04.10.2004
2 0,1
0! | '
0 1 2 3 4
[Al] mmol/l

Sekil 4.20 Yagh Al-sitrat ([Sit] = 1 mmol/l) ¢ézeltileri spektrofotometrik tayini

Yash Al-Sitrat Cozeltileri (n=4)

‘ 100 |

= 3 ?
S 80 |
= ¢ {
s 60
§o o1
.E 40 | E
£ 20 3
0 | =
0 0,5 1 L5 2 2.5 3 35

[Al] mmol/l

Sekil 4.21 Yagh Al-sitrat ([Sit] = 1 mmol/l) ¢dzeltileri inhibasyon yiizdesi

Taze ve yash Al-sitrat ¢ozeltilerinin 1 mmol/l konsantrasyonunda sitrat ile komplekslerinin
sitrat liyaz enziminin ¢aligmas1 {zerine etkileri de diisiik konsantrasyonlu sitrat
komplekslerinde elde edildigi gibidir. Taze ¢ozeltilerin enzim galigmast iizerinde belirgin bir

inhibasyonu mevcuttur ancak bu etki yash ¢ozeltilerde gériilmemektedir.
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4.2.1.3 Sitrat ve Izositratin Karsilaghrmah Tayini
e Sitrik asidin enzimatik biyoanalizini degisik matrislerde uygulamak amaciyla giinliik
olarak tiiketilen pH’lar1 2,5 - 3,5 arasinda degisen gesitli Ingiliz meyve sularinda
(elma, portakal ve kizilcik) sitrat ve izositrat tayinleri yapildi. Cizelge 4.4’te deneysel
gahsmalardé kullamilan meyve sularinda yapilan sitrat ve izositrat tayinleri sonucu

elde edilen konsantrasyonlar ve bunlarin standart sapma sonuglari verilmisgtir.

Cizelge 4.4 Ingiliz marka meyve suyunda sitrat ve izositrat konsantrasyonlar: (n = 4)

Meyve Suyu [Sit] mmol/l | Std.Sapma(sitrat) | [izosit] mmol/l | Std.Sapma(izositrat)
Elma 0,343 0,0024 -0,0395 0,0415
Kizilcik 2,595 0,0459 0,1495 0,0017
Portakal 2,697 0,0156 -0,0521 0,0106

Elde edilen sonuglar krzilcik ve portakal suyunda yilkksek miktarda sitrat oldugunu
gostermektedir. Bupa karsin elma suyunda sitrat konsantrasyonu diigiktiir. Izositrat
konstrasyonu ise beklenilen diizeyde ve ¢ok diisiik miktardadir.

e ingiliz marka meyve sularinda yapilan ¢ahismalara paralel bir seri ¢aligma da Tiirk
markali portakal ve vigsne suyunda yapildi. Meyve sularinda sitrat konsantrasyonu
incelendi. Spektrofotometrik tayini yapilan ve pH’lart 5,0 — 5,3 arasinda degisen
meyve suyu konsantrasyonlar Cizelge 4.5’te verilmigtir.

Cizelge 4.5 Tiirk marka meyve suyunda sitrat konsantrasyonlar1 (n = 4)

Meyve Suyu | [Sit] mmol/l |Std. Sapma
Visne 2,5706 0,0212
Portakal 2,6069 0,0688

Elde edilen sonucglar meyve sularimn Ingiliz veya Tiirk {iretimi olmasmin sitrat
konsantrasyonunda bir degisim yaratmadifini gdstermektedir. Bununla beraber elde edilen
sonuglar yliksek bulunmustur. Yapilan ¢aligmada kalite kontrol ¢6zeltisi konsantrasyonu
metotta belirtilen siur i¢indedir.
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e Aliiminyumun izositrat tayini {izerinde herhangi bir inhibasyonu olup olmadigim
incelemek amaciyla izositrat konsantrasyonu iki ayr1 konsantrasyonda sabit tutularak
([izositrat]=0,5 mmol/l ve [izositrat]=1 mmol/l) Al-izositrat ¢ozeltileri hazirlandi ve

enzimatik reaksiyonunun davranisi incelendi (R-Biopharm, 2004).

Al-izositrat Cozeltileri

— s
£
o
0 0.15
| ——
a o 01.11.2004
2 01 7 —8—02.11.2004 |
2 n L 02.112004 |
5 0,05
2
< o
0 0,5 1 155 2
[Al] mmol/l

Sekil 4.22 Al-izositrat ([Izosit] = 0,5 mmol/l) ¢ézeltileri spektrofotometrik tayini

Al-izositrat Cozeltileri

=
1)

Absorbans Degisimi
2

0,15 +

0 02 04 06 08 1 Vo b O
[Al] mmol/1

Sekil 4.23 Al-izositrat ([Izosit] = 1 mmol/l) ¢ézeltileri spektrofotometrik tayini

izositrat tayin sonuglari Al’'un enzimatik reaksiyon iizerinde bir inhibasyonu olmadigim
gostermektedir. Calismalarda kalite kontrol ¢ozeltisi konsantrasyonu [QC] = 1,9 — 2,1

arasinda degismektedir. Burada ne Al ne de izositrat konsantrasyonu etkili degildir.
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4.2.1.4 idrar Orneginde Sitrat Tayini

Yapilan galigmalar sitrik asit tayin metodunun birgok matrise uygulanabildigini gostermistir.
Bu hem elde edilen kalibrasyon grafikleri korelasyon sabitleri hem de kalite kontrol ¢6zeltisi
konsantrasyon degerlerinden anlagilmaktadir. Sitrik asit metodunun biyolojik orneklerdeki
durumunu incelemek ve hastalik teshisinde yardimer bilgi olmasi amaciyla Royal Liverpool
Hastahanesi hastalarindan alinan bazi idrar &rnekleri ¢alisildi. Cizelge 4.6’da bu idrar
orneklerinin sitrat ve g¢alisma esnasinda kalite kontrol ¢dzeltisi QC’nin konsantrasyonlari

verilmistir.

Cizelge 4.6 Idrar 6rnegi sitrat konsantrasyonlar

idrar Ornegi | [Sit] mmol/l | Std. Sapma | QC
1 2,4806 0,0428 2,0284
2 2,3884 0,0089 2,0332
3 1,2913 0,0462 2,0258

Sonuglar idrar 6rnedi ¢calismasinda herhangi deneysel bir hata olmadini gostermektedir.
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4.2.2 Aliiminyumun Spektrofotometrik Tayini
Yapilan ¢aligmanin bu boliimiinde Al’un tiron belirteci ile yapilan ¢aligma sartlari verilmistir.

Tayin UV-Spektrofotometrik olarak yapilmis olsa da ayirma yontemi olarak HPIEC ve sadece
deneme amaciyla GFAAS kullamlmigtir.

Spektrofotometrik ¢alisma sartlar asagida gorildiigii gibi gesitli sentetik ve dogal drneklerde
Al tayini yapildi. Sekil 4.24’te Al’un tiron belirteci ile gerceklestirilen ¢aligma akim semasi
verilmistir.

e Dalgaboyu: 310 nm

e Cam kiivet: 1,00 cm 151k yolu

e Sicaklik: 20-25°C

e Son hacim: 1 ml

e Okuma suya karsi yapildi

Hazirlanan tiim 6rneklerin spektrofotometrik tayin amaciyla tiron belirteci ile birlestirilme

sartlar asagidaki gibidir:
500 pl tiron belirteci
50 pl 6rnek gozelti Kuartz kiivete nakledilen

450 pl destile su
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4.2.2.1 Standart AP Cozeltisinde Spektrofotometrik Tayin
Tiron belirteci ile uygulanacak y6ntemin uyumunu incelemek ve metodun kalibrasyonu

amaciyla bir seri AI** standart ¢ozelitileri hazirland: ve spektrofotometrik tayinleri yapildi.

e Degisen konsantrasyonlarda ([Al]= 0-1 mmol/l) aliiminyum standard g¢6zeltisinin
Tiron (4,5-dihidroksi-1,3-benzendisiilfonik asid, disodyum monohidrat tuzu)
kompleks olusturucu ajan ile karigim Orneklerinin 0, 10, 30 dakika ve 24 saat
sonlarinda spektrofotometrik olarak tayini yapildi. Sekil 4.25 — Sekil 4.28°de metodun
kalibrasyonu iginyapilan deney sonuglari verilmistir.

Kalibrasyon Grafigi (Baslangicta)

0,8 -
g 0,6 -
[~
=
g 047 y = 0,6365x + 0,0921
@ 0.2 - R” = 0,9966

0 ‘ T H T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1.2
[Al] mmol/l

Sekil 4.25 Al’un spektrofotometrik tayini kalibrasyon grafigi (Baslangigta)

Kalibrasyon Grafigi (10. dak.)

y = 0,6286x + 0,0927
R*=0,9961
0 02 04 06 08 1 1,2

[Al] mmol/l

Absorbans
Noed
FLN

Sekil 4.26 Al’un spektrofotometrik tayini kalibrasyon grafigi (10. dak)
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Kalibrasyon Grafigi (30. dak.)

Absorbans

0.4 y =0,6223x +0,0934
0,2 R®=0,9959
0 { T T T T T 1
0 02 04 06 08 1 12

[Al] mmol/1

Sekil 4.27 Al’un spektrofotometrik tayini kalibrasyon grafigi (30. dak)

Kalibrasyon Grafigi (24 saat)

y =0,6231x + 0,0936
R%=0,9963
0 I T 1 T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
[Al] mmol/l

Absorbans

Sekil 4.28 Al’un spektrofotometrik tayini kalibrasyon grafigi (24 saat)

Kalibrasyon grafiklerinden goriildiigii gibi korelasyon sabitleri 0,9950 iizeridir. Bu uygulanan
metot igin iyi bir degerdir ve tiron belirtecinin Al tayini i¢in uygun olabilecegini
agiklamaktadir. Yapilan ¢alismalarda taze ¢ozeltiler hazirlanmis ve buna uygun olarak 0 — 5
dakika arasinda elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilmagtir.

4222 AP - Sitrik Asit Cézeltilerinde Al Tayini
Standart Al ¢6zeltileirnde tiron belirtecinin uygunlugu test edildikten sonra metodun sentetik
AP*ssitrik asit ¢ozeltilerine uygunlugu incelendi. Bu amagla;

e Degisen konsantrasyonlarda sitrat ([Sitratj]= 0-0,0625 mmol/l) ve iki aym
konsantrasyonda sabit tutulan aliiminyum ([AI**]= 0,25 mmol/l ve [A1**]= 0,5 mmol/l)
ile hazirlanan Al-sitrat ¢6zeltilerinin tiron ile karigimlarinin spektrofotometrik olarak
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aliminyum tayinleri yapildi ve Al-sitrat ile Al-tiron komplekslerinin biribrine gore
baglanma giicleri incelendi. Sekil 4.29’da [AP']= 0,25 mmol/l olan Al-sitrat
¢ozeltilerinin 0, 10, 30 dakika ve 24 saat sonraki ¢alisma grafikleri ve Sekil 4.30°da
[A**]= 0,5 mmol/l olan Al-sitrat ¢dzeltilerinin 0, 10, 30 dakika ve 24 saat sonraki
calisma grafikleri verilmistir.

Al-Sitrat Cozeltileri pH = 7,0 j

0,35 ——

=
w

(=]
[y
(9]

—o— Baglangicta
—— 10. dak.
30. dak.

b4

|
1
|
|

0,15 - e

Absorbans

|
|

0,05

[Sit] mmol/I

Sekil 4.29 Al-sitrat (JA*'}= 0,25 mmol/l) ¢ozeltileri spektrofotometrik tayini

4 . A —

—eo— Baslangigta

—a— 10. dak.
s 30. dak.
-—»—24sa.

Absorbans

0 T T T J R |
0 0,2 04 0,6 0.8 1 1,2
[Sit] mmol/1

Sekil 4.30 Al-sitrat ([AP*]= 0,5 mmol/l) ¢ozeltileri spektrofotometrik tayini

Grafiklerde Al-tiron tayininde sitrik asit varliginin belirgin bir etkisinin olmadi$, zamamn da
bu durumu etkilemedigi ve Al-tiron kompleksinin daha kuvvetli oldugu goriilmektedir.
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4.2.2.3 HPIEC ile Ayirma ve A" Tayini
Calisma akis1 asagida goriildiigii gibi cesitli sentetik ve dogal orneklerde Bolim 2.3°te
agiklanan gekilde HPIEC ile ayirma ve tiron belirteci ile AP¥ tayini yapilda.

Katyon Iyon Degistirici HPLC (yiiksek performansh sivi kromatografisi) ile ayirma sartlan
asagida verilmigtir:

¢ Dionex kolon; HPIC-CS2

» Hareketli faz: 0,01 M H,SO4/ 0,1 M (NH4)2SO4

e Akis hizi: 1,0ml/dak., Termo ayirmali diisiik basingli karigtirici pompa

« Enjeksiyon hacmi: 200 pl

* Gilson fraksiyon toplayicida alinan fraksiyon hacmi: 1ml

« M* iyonlan &l¢iimii: Tiron ile reaksiyonlar: sonucunda, spektrofotometrik olarak

* pH 6,2: 0,3 mmol/l Tiron 3 mmol/l ammonyum asetat i¢inde

Ornek ¢ozeltileri

1L

HPIEC ile ayirma

gs

Fraksiyonlarin elde edilmesi

Fraksiyon + Tiron kangimlarimin elde edilmesi

1

310.00 nm’de suya kars1 spektrofotometrik 6l¢tim

gs

Kromatogramlarin elde edilmesi
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o Oncelikle stok gozeltileri incelemek amaciyla 1000 ppm’lik stok gozeltiden 0,25, 0,5
ve 1 mmol/l konsantrasyonlarindaki aliiminyum standart ¢ozeltileri hazirlandi ve

6nceden agiklanan galisma prensibine uygun olarak aluminyum tayini yapildi. Sekil
4.31’de yapilan HPIEC ayirmasi ve tironla spektrofotometrik deteksiyon sonras: elde

edilen kromatogramlar verilmigtir.
- o ]
Al Standart Cézeltileri
0,7 —— —
0,6 -
0,5 -
a 0,4 -
< 0,
2 03
< 0.2 |
0,1
0 %g T 1 T 1
0 10 15 20 25
Zaman J

Sekil 4.31 Al standart ¢6zelti kromatogramlar

e Yapilan standart gahsmasma ek olarak standart Al-sitrat ({AI**]= 0,5 mmol/l, [Sit]= 1
mmol/l) karigim ¢ozeltisinde pH 2,3 ve pH 7,2°de Al tayini yapildi. Sekil 4.32°de
¢alisma sonucu elde edilen kromatogramlar verilmistir.

Al-Sitrat Cozeltileri

L
w

o
'

Absorbans
L
W

e
- N
|

—o—pH = 2,3
|—=—pH=72

L

(=
[~

Sekil 4.31 Al-sitrat ([AI**]= 0,5 mmol/l, [Sit]= 1 mmol/l) ¢6zeltileri kromatogrami
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Sentetik ¢ozeltilerle yapilan galigmalar ¢ozelti pH’min denemelerde etkili oldugunu buna
karsin konsatrasyonlarin ayn1 derecede etkili olmadigim gostermektedir. Sentetik ¢ozeltilerin
ardindan dogal drneklerde Al tayini yapildi. Bu amagla;

e Bir Ingiliz markasinin 1:3 oraninda seyreltilmis meyve sularinda (elma, portakal ve
kizilcik) ve bir Tiirk meyve suyu markasinin 1:3 oraninda seyreltilmis vigne suyunda
Al tayini yapildi. Sekil 4.32 — Sekil 4.34’te Ingiliz marka meyve suyu 6rneklerinden
elde edilen kromatogramlar verilmistir.

Elma Suyu 1:3 sey.
0,4
@ 03 -
8
B 02
2
< 0,1
0 T T 1
0 5 10 15
Zaman

Sekil 4.32 Ingiliz marka meyve suyu kromatogrami

Portakal Suyu 1:3 sey.

Absorbans
o

Zaman

Sekil 4.33 Ingiliz marka meyve suyu kromatogrami
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Kizileik Suyu 1:3 sey.

0.4 -
0,35 -
0,3
ol Mﬂ
02 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

Absorbans

Zaman

Sekil 4.34 Ingiliz marka meyve suyu kromatogrami

Sekil 4.35°te Tiirk marka vigne suyu drneginden elde edilen kromatogram verilmistir.

Visne Suyu 1:3 sey.

0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3
0.2
0,1 -

Absorbans

Zaman

Sekil 4.35 Tiirk marka vigne suyu kromatogrami1



60

e Giinliik olarak tiiketilen en yaygin igeceklerden biri olarak ¢ay émegi de incelenmisgtir.
Sekil 4.36’da o6nceden agiklanan sekilde hazirlanan c¢ay ©6rnegi deney sonucu
kromatogramu ve Sekil 4.37’de bu Orege 0,5 mmoll AP’ eklenmis ¢ozelti

kromatogrami verilmistir.
Cay Ornegi
0,8 -
wm
20,6 -
=
S 04
2
<

o
[\
!

=
]

0 5 10 15 20 25
Zaman
Sekil 4.36 Ingiliz marka ¢ay 6rnedi kromatogrami
Cay Ornegi + 0,5 mmol/1 Al
0,8 -
2]
= 0,6 -
£
g 041
2
.
0,2 -
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Zaman

Sekil 4.37 Ingiliz marka ¢ay + 0,5 mmol/l Al 6megi kromatogram

Elde edilen bu kromatogramlar stok Al ¢ozeltilerinden elde edilenlerle karsilagtirilmig, meyve
suyu ve ¢ay Ornegi igeriginde bulunmasi olasi Al kompleksleri arastinlmigtir.
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Meyve suyu ve c¢ay Omeklerinde bulunmasi ihtimali olan Al komplekslerinin

kromatogramlarim incelemek amaciyla;

e 1 mmol/l NaF + 0,5 mmol/1 A*, 1 mmol/l Al-laktat, Immol/l Al-asetat, 1 mmol/l
Maltol + 0,5 mmol/l AP** ¢ozeltilerinde kromatografik Al tayini yapildi. Sekil 4.38 —
Sekil 4.41°da bu galismalar sonucu elde edilen kromatogramlar verilmistir.

Immol/L NaF + 0.5 mmol/L Al
0,5 -
0,4
g
803 -
Bt
_§ 0,2 -
< 0,1
0 T T i T -
0 5 10 15 20 25
Zaman

Sekil 4.38 1 mmol/l NaF + 0,5 mmol/l AI** ¢ozeltisi kromatogrami

F Immol/1 Al- laktat

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbans

0 5 10 15 20 25

Zaman

Sekil 4.39 1 mmol/l Al-laktat ¢6zeltisi kromatogrami
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Immol7i Al-asetat

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0.2
0,1

Absorbans

0 5 10 15 20 25

Zaman

Sekil 4.40 1mmol/l Al-asetat ¢ozeltisi kromatogrami

1mmol/l Maltol: 0,5mmeol/l Al

0,7
0,6 -
§ 0,5 -
2 04 T
E 0,3 -
< 0,2 -
0,1 -

0 T T T T 1

0 5 10 15 20 25

Zaman

Sekil 4.41 1 mmol/l Maltol + 0,5 mmol/l A** ¢6zeltisinin kromatogrami

Elde edilen bu Al-tuzu 6rnekleri kromatogramlar: referans olarak kullamlmis ve meyve suyu
ve ¢ay Orneklerinden alde edilen kromatogramlarla karsilasgtinlmistir. Bu da bize olas1 Al
tirleri hakkinda aydinlatic1 bilgi vermistir. Referans kromatogramlarin 6rnek ¢ozeltiler ile
kargilagtirilmalar1 sonuglar ve tartigma boliimiinde daha detayl agiklanmigtir.
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4.2.2.4 Cesitli Meyve Suyu Orneklerinde AI** Tayini

Bu ¢alismanin HPIEC ile ayirma yonteminden farki burada herhangi bir ayirma yapilmadan
dogrudan meyve suyu Grnekleri tiron belirteci ile birlestirilerek spektrofotometrik okuma
yapimigtir. Bu amagla;

e Bir Ingiliz markasimn meyva sularimn (elma, portakal ve kizilcik) normal (N)ve
santrifiij (S) islemi sonrasinda elde edilen gﬁieltileﬁnin ve ¢ay demi Grneginin tiron
kompleks olusturucu ajan ile karigimlarinda aliiminyum tayini yapildi. Deneysel
caligma sonuglan Cizelge 4.7°de verilmistir. Sonugclarin elde edilmesinde Sekil 4.25°te
verilen kalibrasyon grafigi kullanilmastur.

Cizelge 4.7 Meyve suyu ve ¢ay demi 6rneklerinde A1** konsantrasyonlan

Meyve Suyu Ort. Abs. [Al] mmol/l
N. Portakal | 0,181 = 0,001 0,158
S. Portakal | 0,179 % 0,0002 0,155
N. Kizileik | 0,427 + 0,004 0,554
S. Kizileik 0,434 + 0,0002 0,566
N. Elma 0,651 +£0,016 0,915
S. Elma 0,672+ 0,017 0,949
Cay Demi 3,004 + 0,002 1,128

Paralel dort okuma sonunda elde edilen sonuglar meyve sularinda en yiiksek Al
konsantrasyonuna sahip olanin ¢ay demi oldugunu-géstermektedir.

42.2.5 GFAAS ile AP Tayini

En yaygin AI** tayin yontemlerinden biri olan grafit firm AAS ¢alismanin bu boliimiinde daha
Onceki yapilan ¢aligmalara paralel ve bir kontrol niteliginde gergeklestirilmigtir. Bu amagla
cesitli meyve suyu ve cay Orneklerinde GFAAS ile Al tayini yapilmigtir. Aliminyomun
GFAAS tayini metodu olarak Royal Liverpool Hastahanesi laboratuarlarinda kullanilan ve
cihaz kullanim kilavuzunda rutin analizler igin uygun goriilen yontem kullanilmustir (Roberts,
2004).

Bu amagla meyve sularinda ve gay omeginde AP tayini grafit finnli atomik absorpsiyon
kramtografisi ile yapilmigtir ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8 Meyve suyunda ve ¢cay deminde GFAAS ile tayin edilen AP** konsantrasyonlari

Ornek [Al] pmol/i
Portakal Suyu 1,99 + 0,166
Kizilcik Suyu 0,84 + 0,06
Elma Suyu 9,55+0,120
Cay Demi 480 % 0,09

GFAAS ve HPIEC ile elde edilen sonuglarin karsilastirmasi Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 GFAAS ve HPIEC ile tayin sonucu elde edilen Al konsantrasyonlari

[Al] pmol/1
Ornek HPIEC | GFAAS
Ing. Marka Portakal suyu | 158 1,99
Ing. Marka Kizilcik suyu | 554 0,84
Ing. Marka Elma suyu 566 9,55
Ing. Marka Cay deminde | 1128 480

Cizelge 4.9°de goriildiigii gibi GFAAS ile elde edilen sonuglar HPIEC ve UV-spektrofometrik
olarak elde edilenlerden oldukga diisiik bir diizeydedir. Bu durumun olas1 sebepleri sonuglar
ve tartisma boliimiinde daha ayrintili bir sekilde ele alinmstir.

Meyve sularinda ve ¢ay demi gibi igeceklerde bulunmasi dngériilen suur degerleri belirleyici
bir referansa rastlanmamakla beraber cesitli saglik orgiitlerinin bildirdigi i¢me suyunda Al
konsantrasyonu limit degerleri Cizelge 4.10°da verilmigtir.

Cizelge 4.10 Su kalite standardi

[Al] EHL WHO EPA EEC |S. Africa
mg /| 0,001 0,2 02-05 02 0,2
pmot /1 0,3 74,1 741-1853 | 741 741
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1 Sitrik Asit (Sitrat) Tayin Sonuglan
Sitrik asitin enzimatik biyoanalizi B6liim 2.3’te acgiklanan metoda bagli kalinarak, deneysel
calismalar kisminda agiklanan gekilde gergeklestirilmistir.

5.1.1 Sitrik Asit standart Cozeltisinde Sitrat Tayini

Metodun kalibrasyonu amaciyla yapilan bu g¢aligmalarin sonuglart Cizelge 4.2 ve kalibrasyon
grafigi Sekil 4.5’te verilmistir. Buna gére metodun incelenmesini saglayan en Onemli
parametreler olarak QC (kalite kontrol ¢ozeltisi) ve R* (korelasyon sabiti) ele alimrsa,
bunlarin sonu¢ degerleri CORESTA grubunun (1993) elde ettigi ve R-Biopharm (2004)
uygulama notunda verilen sonuglarla uyumludur. Kalite kontrol ¢dzeltisi konsantrasyonu
literatiirde belirtildigi gibi 1,9 — 2,1 mmol/l arasindadir. Korelasyon sabiti ise yaklagik 1°dir.
Bu da metodun uygulanan sisteme uyumunu agiklamaktadir.

5.1.2 Metal-Sitrik Asit Cozeltilerinde Sitrat Tayini

Sitrat tayini igin kullanilan ticari kitin metal-sitrat ¢6zeltilerindeki uyumunu ve ¢aligilabilir pH
araligim incelemek amaciyla yapilan galigmalar sonucunda Sekil 4.7°de goriildiigi gibi diigiik
pH’ta iyi bir sonug elde edilememistir. Literatiirde Onerilen sekilde uygulanan yiiksek pH’ta
ise Sekil 4.8°de goriildiigii gibi daha iyi sonuglar elde edilmigtir.

Fe, Al ve Zn metalleriyle yapilan caligmalarda ve Sekil 4.9’da elde edilen sonuglarda
goriildiigii gibi metal iyonlariun sitrat molekiilii ile baglanici bir egilimi ve sitrat liyaz enzimi
calismasi iizerinde belirgin bir inhibasyonu s6z konusudur. Bu bilgiler de literatiirle

(Venturini-Soriano ve Berthon, 2001) uyum igerisindedir.

Daha sonra farkli Al ve sitrat konsantrasyonlarinda Al-sitrat ¢6zeltileri ile yapilan ¢alismalar
sonucunda diigiik konsantrasyonlu sitrat ve konsantrasyon oram fazla Al ¢o6zeltilerinde
reaksiyon inhibasyonunun daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10). Bu da .Al-sitrat
arasindaki birlesme oraninin 1:1°den fazla oldugunu agiklamaktadir.

Al-sitrat ¢ozeltileri ile yapilan bir diger ¢caligma da bu ¢ozeltilerin taze ve yash (bekletilmig)
olma durumlarinda enzimatik reaksiyon lizerine etkileridir. Sekil 4.12°de agikga goriildiigii
gibi yaslanmann sitrat liyaz enzimi ¢ahigmas: iizerine belirgin bir inhibasyonu s6z konusudur.
Fakat bu etki yagh ¢ozeltilerde goriilmemektedir. Bu bilgiler de yine agiklanan literatiirle
uyum igindedir. Yaglanma etkisi Zn metali ile yapilan galigmalarda incelenmistir ancak
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Zn’nun davraniginda herhangi bir etki g6riilmemisgtir.

Al-sitrat ¢dzeltilerinin yaglanma etkilerini istatistiksel degerle agiklayabilmek amaciyla 0,3
mmol/l ve 1,0 mmol/l konsantrasyonlarinda sabit tutulan Al-sitrat ¢6zeltileri ile bir seri paralel
deneyler yapilmugtir. Buna goére taze c¢ozeltiler belirgin bir inhibasyon gosterirken yagh
cozeltilerin reaksiyona bir etkileri yoktur. Bu sitrat konsatrasyonuna bagh dégildh.

5.1.3 Sitrat ve izositratin Kargilagtrmah Tayini

Sitrik asit tayin metodunu degisik matrislere uygulamak amaciyla cesitli meyve suyu
orneklerinde sitrat ve izositrat konsantrasyonu incelemesi yapilmistir. Cizelge 4.4’te Ingiliz
marka ve Cizelge 4.5°te Tilirk marka meyve suyu analiz sonuglar1 verilmigtir. Bu sonuglara
gore lretim {iilkesi meyve suyu sitrat igeriklerinde bir fark olugturmamakta ve bu
konsantrasyonlar birbirine esit olmaktadir. Metodun uygunlugu da literatiirle (R-Biopharm,
2004) uyumludur. izositrat metoduna uygun olarak yapilan deneysel galigmalarda da Al
metalinin enzimatik reaksiyon iizerinde bir etkisinin olmadig goriilmistiir. -

5.1.4 idrar Orneginde Sitrat Tayini
Sitrik asit analizlerinin son 6rnegi olarak Royal Liverpool Hastahane hastalarinin bazi idrar
Ornekleri galigilmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir. Rutin ¢aligmalar
sonucu elde bilgiler dogrultusunda 24 saat siiresince toplanan idrar 6rneklerinde ortalama
sitrat konsantrasyonu 2,5 mmol/giin olarak belirlenmigstir. Buna gore Cizelge 4.6°da elde
edilen degerler literatiir bilgilerle uyumludur.

5.2 Aliiminyumnun Spektrofotmetrik Tayini
Aliminyumun  spektrofometrik  tayini  deneysel kisimda  agiklandigy  sekilde
gerseklestirilmigtir.

5.2.1 Standart AI** Cozeltisinde Spektrofotometrik Tayin

Tiron belirtecinin sisteme uygunlugunu incelemek amaciyla yapilan ¢aligmada Sekil 4.25 ve
Sekil 4.26°da goriildiigii gibi korelasyon sabiti degerleri iyidir. Bu da sistemin uygunlugunu
aciklamaktadir.

5.2.2 AP'-Sitrik Asit Cozeltilerinde A** Tayini
Degisen konsantrasyonlarda sitrat ve iki ayri konsantrasyonda sabit tutulan Al ¢ozeltileri ile
degisik pH ve zamanlarda yapilan deneyler sonucunda Al-tiron kompleksinin Al-sitrat



67

kompleksinden daha kuvvetli oldugu goriilmiigtiir. Sekil 4.29 ve Sekil 4.30’da sonuglar
verilen deneylerde konsantrasyon, yaslanma, pH parametrelerinin etkisi olmamugstir. Elde
edilen sonuglar literatiirle (Y ap, 1997) uyumludur.

5.2.3 HPIEC ile Ayirma ve AI** Tayini

Béliim 2.2.2°de agiklandig: gibi ve ¢aligma sartlar1 deneysel béliimde agiklandigr sekilde Al
HPIEC yo6ntem kullanilarak fraksiyonlandirilmig ve ardindan tiron belirteci ile
spektrofotmetrik olarak tayin edilmistir.

Oncelikle bir referans bilgi olusturmas1 agisindan stok Al ¢ozelti 6mekleri ve Al-sitrat
¢ozeltileri kullamlmigtir. Daha sonra ¢esitli meyve sularinda HPIEC ile Al tiirlendirmesi
yapilmustir. Burada ama¢ meyve sularinda varolmasi muhtemel Al tiirlerini incelemektir.
Meyve suyu 6rneklerinde bir Ingiliz ve bir Tiirk markas1 kullanilmugtir.

Meyve suyu ve ¢ay demi orneklerinde Al tiirlerini incelemek ve dogal gidalarda bunu
belirleyebilmek i¢in bazi Al tuzlarimm HPIEC ile aywrmast ve tiron belirteci ile tayinleri‘
yapilarak bu sonuglar dogal orneklerle karsilagtirilmigtir. Literatiire (Venturini-Soriano ve
Berthon, 2001; Haberhauer vd. 2002) uyumlu olarak meyve sularinda genellikle rastlanan tiir
Sekil 4.41°de goriilen, Al-maltol analizinde ilk bes dakika icerisinde elde edilen tiir olmustur.
Buna ek olarak Sekil 4.31°de Al-sitrat 6rnegi ¢alismasinda 7,2 pH’inda ilk bes dakikada elde
edilen kromatograma benzer kromatogramlar da yine meyve suyu drneklerinde rastlanmigtir.
Bu da en yiiksek olarak Sekil 4.35°te Tiirk visne suyunda goriilmiistiir. Meyve suyu ve ¢ay
icerigindeki Al konsantrasyonlan Cizelge 4.7°de verilmistir. Literatiirde gidalarda ozellikle
findik, tahil, siit iiriinleri ve islemden ge¢mis peynirde Al 0,001 — 69,5 mg / 100g smur
degerlerinde bulunabilir. Bu ¢ay deminde 2 — 8 mg /1 arasinda degisebilir.

Elde edilen sonuglar gostermektedir ki ¢ay demi en yliksek konsantrasyonda Al icermektedir.
Bu bilgiler literatiirle (De-song vd., 2004) uyumludur.

5.2.4 GFAAS ile AP** Tayini

Calismanin son bolimiinde literatiir bilgileri 15131nda Al tayin yontemlerinden biri olan grafit
finnl atomik absorpsiyon spektrometresi (GFAAS) yontemi kullanilmigtir. Bu ayni zamanda
bir Onceki galigmaya karsilagtirma sonuglari elde etmek amaciyla yapilmigtir. Yapilan
GFAAS analiz sonuglan Cizelge 4.8°’de verilmistir. Kargilagtirma olarak 6zetlenen sonuglar
ise Cizelge 4.9°da gorilmektedir.

Elde edilen sonuglar beklenmedik oranda birbirinden farklilik gostermistir. Burada goriildiigii



68

gibi GFAAS sonuglari HPIEC’ye oranla oldukca diigiiktiir. Bunun sebebi olarak tiron
belirtecinin sadece Al degil diger 3+ degerlikli metallerle yapabilecegi kompleksler oldugu
savunulmaktadir. Literatirde yapilan calismalarda tiron Fe gibi metallerin de
spektrofotometrik tayinlerinde kullamilmigtir ve edinilen sonuglar bunu desteklemektedir. Cay
deminde elde edilen yiiksek konsantrasyonun ¢ayin tiiketimi esnasinda seyreltilmesi suretiyle

azaldig1 g6z Oniine alinmalidir.

Royal Liverpool Universite hastahanesi laboratuarinda idrar ve serum rutin analizlerinde
HPIEC yo6ntemi kullamlmasina ragmen GFAAS ile yapilan ¢alismalarin daha giivenilir
oldugu goriilmektedir. Yapilan literatiir ¢aligmalarinda meyve suyu ve c¢ay demi gib
iceceklerde olamsi gereken Al konsantrasyonu sinir degerlerine rastlanmamigtir. Ancak bilgi
vermesi agisindan Diinya Saglik orgiitlerinin ortak yayimnladig: bildiriye gore igme sularinda
Al konsantrasyonu sinir degerleri Cizelge 4.10°da verilmigtir.

Yapilan tiim c¢aligmalar dogrultusunda sitrat tayininde herhangi bir beklenmedik sonugla
kargilagilmamig, Al tayininde yukarida agiklanan bir gelisme olmustur. Bu da bize ileride
yapilabilecek galigmalar konusunda 151k tutmaktadir: Ileride yapilabilecek galigmalara da
oncelikle tiron belirteci ile yapilan analizlerde diger metallerin girigim etkilerinin giderilmesi
saglanmalidir. Bu sekilde farkli yontemlerle kiyaslama asamasinda daha yakin sonuglar elde
edilebilir.
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