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ONSOZ

Yiiksek lisans tezi olarak sunulan bu g¢aligmada, Elazig yoresinden toplanan
Okiizgdzii iiziimii 6rneklerinde kuersetin ve mirisetin tayini yapildi. Calismanm ilk
asamasinda tiziim orneklerinde kuersetin ve mirisetin tayini yapmak i¢in ekstraksiyon
islemi uygulandi. Ayrica kuersetin ve mirisetinin standart cozeltileri i¢in Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi-Kiitle = Spektrometresi (HPLC-MS) cihazinda
optimum kosullarda kalibrasyon grafikleri elde edildi. Ayn1 kosullarda ekstrakte edilen
ornekler de HPLC-MS ile analiz edildi.

Calismalarim siiresince biiylik ilgi, anlayis ve tecriibelerini esirgemeyen Sayin
Hocam Prof. Dr. Mehmet YAMAN” a ¢ok tesekkiir ediyorum.

Calismalarim esnasinda benden her tiirlii destegini esirgemeyen ailem, dostlarim
ve calisma arkadaslarim Tiilin BAL, Maruf H. DEMIREL, Ayse SAP’ a tesekkiir

ederim.

Tayfun POLAT
ELAZIG-2017
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
HPLC-MS iLE ELAZIG-OKUZ GOZU UZUMLERINDE FLAVONOIDLERIN

TAYINI

Tayfun POLAT
Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Mehmet YAMAN
Yil: 2017, Sayfa:

Bu calismada, Elazig yoresine 6zgili olan Okiiz gozii tiziimlerinde, antioksidan
ozellikleri bakimindan 6nemli olanlardan kuersetin ve mirisetin bilesiklerinin tayini
hedeflendi. Bu amagla, tiziim 6rneklerinde kuersetin ve mirisetin bilesiklerinin tayini
icin metanol-askorbik asit-HCI ¢oziicii karisimiyla ekstraksiyon yapildi. Elde edilen
ekstraktlardaki kuersetin ve mirisetin bilesikleri HPLC-MS yontemiyle tayin edildi.
HPLC-MS ile tayinde, enjeksiyon hacmi, akis hizi, fragmentasyon voltaji ve kolon
sicakligi gibi parametrelerin optimum sartlart uygulandi. 0.2-2 ppm araliginda farkli
derisimlerdeki kuersetin ve mirisetin ¢ozeltilerinin HPLC-MS ile analizi sonucu
kalibrasyon grafikleri elde edildi. Gerekli hesaplamalar da yapilarak {iziimlerde

kuersetin ve mirisetin derisimleri hesaplandi.

Sonug olarak, 10 farkli noktadan toplanan iiziimlerde kuersetin ve mirisetin

bilesiklerinin miktarlar1 sirasiyla 0.7-2.3 ve 0.5-1.1 ppm araliginda bulundu.

Anahtar kelimeler: Okiizgdzii Uziim, Kuersetin, Mirisetin, HPLC-MS.



SUMMARY

MSc Thesis
DETERMINATION OF FLAVONOIDS IN ELAZIiG-OKUZGOZU GRAPE BY

HPLC-MS
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In this study, the determine of quercetin and myristine compounds in Okuzgozu
grape being unique to Elazig region were aimed, these components have high
importance with regard to the antioxidant properties. For this purpose, the solvent
mixture of methanol-ascorbic acid-HCI was used for the extraction of quercetin and
myristicine compounds in grape samples. For for determination of quercetin and
myristicine compounds in the obtained extracts, HPLC-MS device was used. In HPLC-
MS determinations, the optimum conditions of parameters such as injection volume,
flow rate, fragmentation voltage and column temperature were applied. Calibration
graphs were obtained by analysis of quercetin and myristine solutions at different
concentrations in range of 0.2-2.0 ppm, by HPLC-MS. quercetin and myristine
concentrations in grapes were calculated from results of extractions and calibration
graphs.

As a result, the amounts of quercetin and myristate in the grapes collected from
10 different locations were found in range of 0.7-2.3 and 0.5-1.1 ppm, respectively.

Keywords: Okuzgozu grape, Quersetine, Myrisetin, HPLC-MS.
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KISALTMALAR

HPLC-MS: Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi
GC-MS: Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi

HPLC: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

MS: Kiitle Spektroskopisi

UV-Vis: Ultraviyole-Goriiniir bolge spektroskopisi

ppm: mg/kg, mg/L, ng/mL, ug/gr

t.s: Tayin sinir1

ESI: Elektron bombardimanli iyonlastirict

APCI: Atmosferik Basingta Kimyasal Iyonlastirma Sistemi



1. GIRIS

Bitki kokenli gidalar antimikrobiyal, antioksidan, antimutajen, antikanserojen,
antidepresant vb. etkiye sahip bircok kimyasal maddenin dogal kaynaklaridir. Bu
maddelerden, polifenol grubunda yeralan 6zellikle flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar
ve stilbenler gibi bilesik alt gruplari daha ¢ok etkili olduklari belirtilmektedir [1, 2].
Flavonoidler, bir Ci5 flavon iskelet yapisinda olan iki fenil halkasi ve bir heterosiklik
halkadan olusmuslardir [3]. Flavonol, flavan-3-ol, flavonon ve antosiyanidinler ise
flavonoidlerin alt grubunda yer almaktadirlar. Flavonoller ise kuersetin, miyrisetin,
kamferol ve benzeri bilesikleri kapsamaktadir.

Kanser hastalarinin i¢in milyarlarca dolar harcama yapildig1 dikkate alindiginda,
kanseri Onleyici ve tedavi edici maddelerin bulunmasziyla ilgili ¢alismalarin 6nemi daha
iyl anlagilmaktadir. Flavonoidlerin antioksidan o6zellikleri, hiicrelere zarar veren
radikallerle etkileserek radikalleri zararsiz hale getirmeleri seklinde agiklanmistir. Ayni
zamanda flavonoidler, viicut i¢inde 6nemli olan enzimlerin aktivitelerini diizenleyerek
kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini engellerler. Flavonoid grubu arasinda kuersetinin ve
mirisetinin antioksidan ozellikleri daha fazladir. Bu tiir bilesiklerin dogru ve kesin
olarak tayini ise ayr1 bir oneme sahiptir. Bu amacla, en ¢ok kullanilan metod, Yiiksek
Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi-
Kiitle Spektroskopisi (HPLC-MS) kullanilmaktadir. Bu iki metodun hem duyarlik hem
de dogruluk yoniinden daha oOnce kullanilan diger metodlardan {istiin olmasi
kaginilmazdir. Dogal Ornekler milyonlarca organik bilesik igerebildiginden
kromatografik yontemler kullanilarak bunlarin birbirinden ayrilmasiyla daha giivenilir
sonuglar elde edilebilmektedir. Literatiirde bu konuda ¢aligmalar yapilmis ise de [1-11],
daha ¢cok meyve ve sebzenin bu amagla calisilmasinin yararli olacagi agiktir.

Bu calismada, bolgemizde cok iiretilip yurtdisina da ihra¢ edilen okiizgozii
liziimiinde Kkuersetin ve mirisetin bilesiklerinin tayini yapilmistir. Ornekleri tayin
basamagina hazirlamak i¢in, metanol-HCl-askorbik asit ¢6ziicli karisimi ekstraksiyon
araci olarak kullanilmis ve 6l¢timler HPLC-MS ile yapilmustir.

HPLC-MS ile nicel analizden oOnce optimum parametreler belirlendi. Bu

parametrelerden kuersetin ve mirisetin icin enjeksiyon hacmi 5 mikrolitre, kolon



sicaklign 30 °C, fragmentdr parametresi 140 V, akis hiz1 ise 0.6 mL/dk optimum
degerler olarak belirlendi.

Bulunan sonuglardan, en disiik kuersetin konsantrasyonu 0.7 ve en yiiksek
konsantrasyonun ise 2,3 mg/kg oldugu bulundu. Mirisetin i¢in bulunan sonuglar ise 0.5

ile 1.1 mg/kg araligindadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Flavonoidlerin Bitkilerde Varhgi ve Fonksiyonlari

Bitkilerde bulunan ve sayilar1 8000 den daha fazla oldugu rapor edilen
polifenoller, antioksidan 6zelliklerinden dolay1 serbest radikal olusumunu engelleyerek
kanser olusumunda koruyucu rol oynarlar[12]. Oldukga aktif bilesikler olan serbest
radikaller, denetim altina alinmazlarsa hiicrenin membranlar, lipoproteinler, proteinler,
kot huylu kolestrol (LDL), karbohidratlar, DNA, RNA gibi yapisal ve fonksiyonel
unsurlariyla reaksiyona girerek onlari tahrip ederler.

Biyoflavonoidler, yapilan ¢alismalarda kilcal kan damarlariin dayanikliligini
arttirdigi  goriilmekle birlikte biyoflavonoidlere “vitamin P” adi verilmistir [13].
Biyoflavonoidler radyasyondan kaynakli olusabilecek 16semi hastaliginda koruyucu
gorevini Ustlenmistir. Bunu da radyoaktif olan Sr 90’1 uzaklastirarak kemik iliginde
birikmesini engelleyerek yapmistir [13]. Tablo 2.1° de, polifenollerin ayrintili
siniflandirilmas1 yapilmistir.

Flavanoidler ya da diger adiyla flavon tiirevlerinin 6zellikle bitkisel gidalarda
bulunan yapisinda Cs—C3—Cg (difenilpropan) formunda iki benzen halkasi vardir. Bunlar
2-fenil kromon (flavonlar ve flavonoller) ya da 2-fenil kromanon (flavononlar ve
flavononoller) ¢ekirdeginin oksitlenmesiyle olusan benzen halkasiyla baglanmis fenolik
bilesiklerdir [6]. Flavonoidler, doymamislik derecesi, hidroksil grubu sayis1 ve lglii
karbon atomunun oksidasyon derecesine bagli olarak farklilik gostermektedir. Bu
bilesikler bitkilerde glikozitleri halinde bulunan sari renkli bitkisel pigmentlerdir.
Flavonoidlerin tayinini HPLC ile ilk kez 1976 yilinda Fisher ve Wheaton tarafindan
yapilmustir [14]. Bir flavonoidin genel yapist Sekil 2.1° de verilmistir.



Tablo 2.1. Polifenollerin ayrintili siniflandirilmast

A 4

Fenolik
Asitler

Fenolik
Bilesikler

v

Hidroksi benzoksi asitler

Hidroksisinamik asitler

Flavonoidler
(Polifenoller)

\ 4

v

Antosiyanidinler

Flavonlar ve flavonollar

A 4
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OH (3) o

OH o (2)

Katesinler ve
loykoantosiyanidinler
(flavon-3-ol)

Proantosiyanidinler

OH (4)
OH

OH (1)

Sekil 2.1. Bir flavonoidin genel yapisi




Flavonoidler, hiicrelere zarar veren radikallerle etkileserek gosterdikleri
antioksidan Ozellikleri sayesinde radikalleri etkisiz hale getirirler. Ayni zamanda
antibiyotik etkisi gostererek virlis ve bakterilerin aktifliklerini engellerler. C vitamininin
viicut tarafindan kullanimina yardimeci olan flavonoidler bagisiklik sistemini giiglendirip
iilser ve ishal gibi hastaliklara kars1 direng saglayarak romatizmal hastaliklarda ilag gibi
davranirlar. Viicut igerisinde alerjik reaksiyonlarin 6nlenmesinde etkili olurlar. Ayrica
kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyerek viicut icin Onemli olan enzimlerin
aktivitelerini diizenlerler. [1, 6, 14, 15].

Holman ve arkadaslar1 giinliik olarak flavonol ve flavonlarin 23 mg alinmasi
gerektigini sOylemistir [16]. Ayn1 zamanda Hollanda’ da kuersetin flavonoliiniin giinliik
kulaniminin 16 mg oldugunu soéylemistir [16]. Ortalama olarak yiyeceklerle flavonoid
alimimin giinde 26 mg [16] oldugu belirlenirken, kirmizi sogan, domates v.b. kirmizi ve
sar1 parlak renkli yiyeceklerde yiiksek olarak bulunan flavonoidin kuersetin oldugu

bulunmustur [16, 17]. Baz1 flovanoid alt tiirlerinin yapilar1 Sekil 2.2° de gosterilmistir.

o

()
izoflavonid
Flavonol Flavon
H
O e
o w¥

O 0

Flavan-3-ol flavanon Antosiyanin

Sekil 2.2. Bazi flavonoid bilesikleri



2.2. Flavonollerin ozellikleri

Flavonoidlerin alt grubunda yer alan flavonoller 3 adet hidroksil grubu igeren
flavonoidlerdir. Kamferol, kuersetin, miyrisetin ve isorhamnetin gibi Dbilesikler
flavonollere 6rnek olarak verilebilir. Sekil 2.3’te bazi flavonol bilesiklerinin molekiil

yapilart verilmistir.

OH O
Miyrisetin

Kamferol Kuersetin

Sekil 2.3. Bazi flavonol bilesiklerinin molekiil yapilari

2.2.1. Kuersetin

Kuersetin, bitkisel yiyecek ve meyvelerde en bol bulunan flavonoiddir.
Flavonoid ailesine mensup kuersetin 3 halka ve 5 hidroksil grubundan olusur. Kuersetin
aynt zamanda diger flavonoidlerin yapr tasidir. Kuersetin yiyeceklerde glukozla
birlesmis olarak bulunur. Alinan kuersetinin ancak kii¢iik bir boliimii kana karisir. Ayni
zamanda flavonol grubundan olan, rutin ve kuersitrin glikozitlerinin aglikonlarini
olusturan, oldukca onemli bir flavonoid bilesigidir. Tablo 2.2’ de kuersetin bilesiginin
genel Ozellikleri verilmistir. Kuersetin elma, c¢ay, sogan, kuruyemis, dutgiller,
karnabahar, lahana, kapari, kayisi, 6zellikle kirmizi sogan, kirmizi iiziim, domates,
brokoli ve diger yesil sebzeler, ¢ilek tiirleri, meyve kabuklar1 vb. bitkilerde bol miktarda
bulunmaktadir [3, 7-11, 18-21]. Serbest radikalleri baglama 6zelliginden dolay1 giiclii
bir antioksidandir. Bu 6zelligiyle kalp ve damarlarla ilgili hastaliklardan korudugu
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bilinmektedir [18]. Kuersetin iltihaplanmay1 hemen engelleme durumundan dolay1
onemli bir iltihap Onleyici aktiviteye sahip oldugu kanitlanmustir. Kuersetin, histamine
ve diger alerjik/iltihaplanmanin hem iiretimi hem de serbest birakilmasini yavaslattigi
ornek olarak gosterilebilir [19]. Ayrica, vitamin C gibi sitrat dongiisiine katilarak
antioksidan o6zellik gosterir. Kanser Onleyici Ozellikte olup, akut semptomlar igin de
kullanilmaktadir. LDL kolesterol oksidasyonunu azaltip kalp hastaliklarindan koruyucu
ozelligi arastirilmaya devam etmektedir [3, 7-11, 18-20].

2.2.2. Mirisetin

Flavonoid grubundan olan miyrisetin dogal olarak bulunan bir flavonoldiir. Genel
olarak meyvelerde ve 6zellikle de iiziim ve ¢ilek gibi kabuksuz meyvelerde, sifal1 bitkiler ve
diger bitkilerde bulunmaktadir [7-9,11]. Bunlara ek olarak ceviz de zengin bir miyrisetin
kaynagidir. Miyrisetin antioksidan 6zellik gdstermektedir ve bitkilerinde yapisinda genel olarak
glikozitleri halinde bulunur. Arastirmacilarin yapmis olduklar1 caligsmalar neticesinde fazla
miktarda miyrisetin tiiketiminin prostat kanserinde azalma ile baglantili oldugu goriilmiistiir.
Bunun disinda hiicre i¢i ile alakali olarak yapilan c¢alismalarda da LDL kolestroliinii
diistirebilmek i¢in yiiksek derisimdeki miyrisetin Onerilmistir [13]. Tablo 2.2’ de mirisetin

bilesiginin genel 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2.2. Kuersetin ve Mirisetinin bilesiklerinin genel 6zellikleri

Kuersetin Mirisetin
Molekiil formiilii Ci5H1004 Ci5H100s
Molekiil agirlig: 302 g/mol 318 g/mol
Faz Kati Kat1
Erime noktasi 316 °C -

Kaynama noktast

Diger ¢oziiciilerde

Su: ¢ok az ¢oziiniir
Metanol, etanol, dietileter gibi

Su: ¢ok az ¢oziiniir
Metanol, etanol, dietileter gibi

¢Oziinirliikleri o R S P
organik c¢oziiciilerde iyi ¢oziiniir. organik ¢oziiciilerde iyi ¢dziiniir.
Goriiniisii Sar1 renk Sar1 renk
[UPAC adi 2-(3,4- dihydroxyphenyl)- 3,5,7- 3,5,7-Trihydroxy-2-(3,4,5-

trihydroxy- 4H- chromen- 4-one

trihydroxyphenyl)- 4-chromenone




2.3. Okiizgozii Uziimii ve Ozellikleri

Uziim, bitkiler aleminde Viteceae familyasinin Vitis vinifera L. tiiriine bagli, Vitis
vinifera sitiva adi verilen kiiltiir asmasmin salkim durumunda bulunan meyvesidir.
Asma hemen hemen her ¢esit toprakta yetisen ¢ok yillik bir bitkidir. Avrupa, Asya ve
Amerika kitasina yayilmis birgok tiirli vardir. Binlerce yil boyunca olusan mutasyonlar
ve insanlarin miidahaleleri sonucu bir¢ok asma Kkiiltiir ¢esidi olusmustur. Bu kiiltiir
cesidi iliztimlerinin sekil ve rengine, yapraklarin sekil ve biyiikligiine ve diger
niteliklerine gore birbirlerinden ayrilirlar [21-25] Tablo 2.3’ te Okiizgdzii {iziimiiniin

morfolojik yap1 6zellikleri verilmistir [22, 23].

Tablo 2.3. Okiizgdzii liziimiiniin morfolojik 6zelikleri.

Tane Ozelligi
Renk Gri puslu siyah
Sekil Eliptik
Biiyiikliik Iri, 6-7 g
Cekirdek 2-3
Tad Ceside 6zgl tat
Salkim Ozelligi
Sekil Kanatl Konik
Biiyiikliik fri, 400-500 g
Siklik Dolgun
Budama Yari-uzun/Kisa
Yore Elaz1g, Malatya




Sekil 2.4. Toplanma zamaninda Okiizgdzii iiziimii



Tablo 2.4. Literatiirde, Elazig bolgesi Okiizgézii iiziimlerinin fermantasyonu siiresince ¢dziinen fenol
bilesikleri konsantrasyonlari, mg/l [26]

Maserasyon Siiresi (Giin)

Bilesikler

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Flavanoller
(+)-katesin 357 361 537 1190 1946 3257 4541 4954 5596
(-)-epikatesin 085 184 339 485 805 1392 20,29 21,77 22,02
Prosiyanidin B3 004 054 09 161 182 264 3,85 4,15 6,88
Prosiyanidin B1 024 095 212 494 6,76 1296 1590 22,49 2521
Prosiyanidin B4 001 062 088 098 103 148 1,94 2,15 2,65
Prosiyanidin B2 039 074 141 369 473 769 10,12 11,59 15,16
Fenol Asitleri
Gallik Asit 049 074 160 231 339 660 1081 11,22 13,67
Protokatesik Asit 013 013 1019 034 041 049 0,70 0,91 1,44
Vanilik Asit 003 009 015 025 035 047 0,60 0,66 1,08
Sirinjik Asit 0,07 011 018 027 053 0,89 1,54 2,10 2,88
cis-Kaftarik Asit 056 062 097 113 136 2,01 2,69 3,13 3,41
trans-Kaftarik Asit 13,77 20,26 24,33 29,03 31,03 43,79 5486 62,61 64,16
cis-Kutarik Asit 078 130 1,73 181 2,06 243 3,12 3,48 3,96
trans-Kutarik Asit 10,68 11,11 1537 1480 1543 22,61 31,16 3583 38,88
Kafeik Asit 0,5 033 051 057 063 0,86 1,23 1,52 2,31
Para-Kumarik Asit 0,04 005 o010 014 017 0,25 0,41 0,45 0,61
Ferulik Asit 001 003 006 018 0,22 0,29 0,38 0,44 0,64
Sinapik Asit 001 003 008 019 019 0,29 0,45 0,54 0,72
Flavonoller
Mirisetin-3-glik 011 013 029 039 0,73 187 2,50 2,62 3,04
Kuersetin-3-glik 001 005 009 018 040 0,85 1,51 1,64 2,00
Mirisetin 005 005 015 021 0,23 0,29 0,38 0,54 0,64
Kaemferol-3-glik 0,00 000 005 008 010 0,12 0,14 0,17 0,25
[zoramnetin-3-glik 0,07 007 015 015 0,17 0,24 0,39 0,52 0,79
Kuersetin 0,00 002 0,14 027 034 0,46 0,8 0,79 1,47
Kaemferol 000 000 000 0,01 0,02 0,06 0,09 0,15 0,27
Toplam 32,05 43,41 60,18 80,28 99,60 156,12 211,13 241,02 270,10
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2.4. Kuersetin ve Mirisetinin Oziitlenmesi ve Tayini

Bitkisel merkezli fenolik bilesikler igeren gidalardan gesitli ¢oziicii/¢oziicii
karisimlar1 kullanilarak kati-sivi 6ziitlemesi ile kuersetin ekstrakte edilmektedir. Ancak
polifenollerin sayisi ¢ok fazla oldugundan elde edilen ekstreleri saflagtirmak ve fenolik
olmayan bilesiklerden ayirmak gereklidir. Ekstraksiyon i¢in etanol, metanol, aseton ve
etilasetatin  kullanildig1 organik c¢oziiciiler ve bu c¢oziiciilerin sulu karisimlar
kullanilmaktadir [27]. Oziitleme kesikli ve siirekli olmak iizere iki smifa ayrilmaktadir.

Kesikli oziitleme tiirlinde, kat1 bir 6rnek ve organik bir ¢oziicii deney balonunda
mekanik ¢alkalayici ile belirli bir siire karigtirtlir. Denge kurulduktan sonra iki faz
ayrilmaya birakilip, daha sonra siiziilerek fazlar birbirinden ayrilir. Coziiciiniin fazlas
buharlastirilir. Gerekirse istenmeyen tiirler bagka bir reaktif ilavesiyle ortamdan
uzaklagtirilabilir.

Oziitleme hiz1 kiigiik partikiil boyutunda artmaktadir. Ortalama partikiil boyutunun
0,01-0, mm arasinda olmasi genellikle ekstraksiyon hizin1 artirmaktadir [27].
Sicakligin artmasi ¢oziicli vizkozitesini diigiireceginden, ¢oziiciinlin bitkisel materyale
diflizyon hizin1 ve fenolik bilesenin ¢oziiniirliigiinii artirmaktadir. Ancak 80-100 °C’ nin
tizerindeki sicakliklarda polifenollerin yapilarini degistirebilecegi bildirilmistir [27].

Ekstraksiyon siiresi polifenol geri kazanimmi etkileyen diger bir faktordiir.
Ekstraksiyon siiresi 1 dakikadan 24 saate kadar degismektedir [27]. Uzun siireli
ekstraksiyon c¢oziicii sistemine koruyucu koyulmadiginda, fenoliklerin oksitlenme
olasiligi arttirmaktadir. Polifenollerin gida iiriinlerinden geri kazanimi ayrica drnegin
¢oziiciiye oranindan da etkilenmektedir. Organik yapilar i¢in 6rnek hazirlama isleminin
temelini ekstraksiyon basamagi olusturur. Coziinebilen organik yapilar dikkate
alindiginda bu yapilar genellikle su, metanol, etanol ve aseton ile ekstrakte edilirler.
Yapilarinda bagl seker olmasi durumunda bu yapilar suda ve sulu ¢ézgenlerde daha
fazla ¢oziinmektedirler. Ote yandan daha az polar olan yapilar (izoflavonlar,
flavanonlar, metoksilenmis flavonlar, flavanoidler) susuz c¢ozgenlerde daha 1iyi

¢Ozlintirler.
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2.5. ANALIZ YONTEMLERI

Bitkisel orneklerdeki polifenollerin toplam miktarinin tayini yapilmak isteniyorsa
spekrofotometrik bir teknik olan Folin-Ciocalteau yontemi (UV-VIS analiz teknigi), her
bir polifenoliin ayr1 ayr1 tayini yapilmak isteniyorsa kromatografik yontemlerden
yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi (TLC),
gaz-s1vi kromatografisi (GLC) veya elektroforez teknikleri kullanilmaktadir.

Bitkisel o6rneklerdeki polifenol ve vitaminlerin tayininde en fazla kullanilan teknik
yiikksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)’ dir. HPLC metodunda dedektor
olarak UV, floresans, iletkenlik dedektdrleri kullanilabilmekle birlikte gerek duyarlik ve
gerekse dogruluk yoniinden yiiksek performansa sahip olan kiitle dedektdrli HPLC dir
(HPLC-MS).

2.5.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografi, birden fazla bilesen igeren bir karisimin bir kolondaki hareketli
bir faz (¢6ziicii) ile sabit bir faz (dolgu maddesi) icinden gegirilmesi islemlerini igerir.
Bu teknikte ayrilacak bilesenler sabit ve hareketli fazda farkli dagilma ve tutunma
ozellikleri gosterdiginden kolonu farkli siirelerde terk ederler. Kolondaki farkli
alikonma siirelerinden faydalanilarak kolon ¢ikisina bilesenlerle orantili sinyal {ireten
bir dedektoriin yerlestirilmesiyle hem nitel hem de nicel analiz yapan bir metod
gelistirilmistir. Bu alanda yaygin olarak HPLC sistemleri kullanilmaktadir. Bir HPLC
cihazinin semasi Sekil 2.5-2.6° da goriilmektedir [29-30].

Sivi kromatografisinde kolon verimi dolgu maddesinde kullanilan tanecik
boyutunun kiiciiltiillmesi (normalde 100-250 pum’ den 1-15 pm’ ye ) ile 6nemli
derecede artmaktadir. Ancak tanecik ¢ap1 3-10 um’ ye kadar kiiciik olan dolgu
maddeleri 1960’ 11 yillarin son donemlerinde kullanilmaya baslanmistir. Tanecik
capiin, kolon ¢apiin kii¢lildiigii ve yiiksek basincin uygulandig: sivi kromatografisine

yiiksek performansli s1vi kromatografisi denir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi
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giniimiizde en ¢ok kullanim alani bulan kromatografik metotlardandir [28]. Bunun
nedenleri arasinda; duyarliliginin yiiksek olmasi, Kantitatif tayinlerde kullanilabilmesi,
Ugucu olmayan tiirlerin ve sicaklikla kolayca bozulabilen tiirlerin ayrilmasina uygun
olmasi, sanayi ve benzeri bircok alanda uygulanabilirligi sayilabilir. Ozellikle, yasamin
birinci derece temel tasi olan maddelerden; Amino asitler, Proteinler, Niikleik asitler,

Hidrokarbonlar, Karbonhidratlar, Ilaglar ve Antibiyotikler bu metodla tayin edilirler.

2.5.1.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Cihazi

Bir HPLC cihazi her biri 200-1000 ml ¢dziicii igerebilen camdan veya ¢elikten
yapilmis hazne igermektedir. Bazi cihazlarda bu hazneler kolonda ve dedektor
sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢dziinmiis gazlarin (genellikle
oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir. Bu gaz kabarciklar1 bant
genislemesine ve ¢ogu zaman da dedektoriin performansinda bozucu etkilere neden
olabilir. Cihazda bulunan 6n kolon ¢oziicli i¢inde bulunabilecek toz ve partikiil
halindeki maddelerin pompaya veya enjeksiyon sistemine zarar vermemesi veya kolonu
tikamamasi i¢in toz ve partikiil halindeki maddeleri tutar. Boylece ¢oziicii kayb1 en aza
indirilmis olur.

Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicli kullanilarak yapilan ayirma izokratik eliisyon
olarak adlandirilir (Sekil 2.5). Genellikle ayirma etkililigi gradient eliisyonu ile artirilir.
Bunun i¢in polariteleri birbirinden ¢ok farkli, iki ya da {i¢ ¢oziicli sistemi kullanilir.
Eliisyon bagladiktan sonra, belli bir programa gore bazen siirekli olarak, bazen de seri
basamaklar halinde, c¢oziiciilerin oran1 degistirilir. Genellikle HPLC cihazlar,
c¢oziiciilerin hacimleri oran1 zamanla dogrusal olarak veya iistel olarak degistirilebilecek
nitelikte, iki veya daha fazla hazneden aldig1 ¢oziiciileri bir karistirma odasinda stirekli

olarak degisen hizlarda bir araya getiren sistemlerle donatilmistir.
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Cozuci haznesi

Basinci ayarh
helyum kaynagy —

Basing kontrolu Ornek girigi

Kaydedici

Detektor

Toplama kabi

Sekil 2.5. Bir HPLC cihazi semasi.
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kontrol Bogalum
muslugu
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giringast
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Kolon Geri tepme Filtre
Basing 1 esirs
. regilatorii
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—_

Enjeksiyon muslugu

Sekil 2.6. Gradient eliisyon uyumlu bir HPLC cihazinin gemast
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2.5.1.2. Pompa Sistemleri

Bir HPLC pompalama sistemi igin gerekli sartlar, 400 atm’ ye kadar basig
tretimi, 0,1-10 ml/ dk araliginda akis hizlari, % 0.5 veya daha iyi bir bagil
tekrarlanabilirlikle akis kontrolii, Korozyona dayanikli pargalar1 icermelidir.

Sivilar ¢ok fazla sikistirllmadigindan dolayt HPLC pompalari tarafindan iiretilen
basing bir patlama tehlikesi olusturmadigindan sistemin pargalarindan herhangi birinde
meydana gelecek bir gatlak, sadece ¢oziiciiniin disar1 sizmasmna neden olur. Ancak
sizintilar bir yangin tehlikesi olusturabilir. HPLC sistemlerinin %90’ inda pistonlu
pompalar kullanilmistir. Pistonlu pompalar, genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri
ve geri hareketiyle ¢oziicliniin pompalandigr kiiciik bir silindirden meydana gelmistir
(Sekil 2.7) [30]. Swrasiyla agilip kapanan iki tane kiiresel kontrol muslugu, ¢oziiciiniin

silindir i¢ine giris ve ¢ikis akisini kontrol eder. Piston ¢oziicli ile dogrudan temas

etmektedir.
Kolen
{;7@—}
Motor LsSniimleyici |

Kiiresel
kontrol
muslugu

Gidig-gelis

——— Coziici

Sekil 2.7. HPLC igin bir pistonlu pompa.

Pistonlu pompalarin iistiinliikleri; kii¢iik i¢ hacimleri (35400 pL), yiiksek ¢ikis
basinct (700 atm” ye kadar), gradiyent eliisyona uygun oluslari, kolon geri basincindan

Ve ¢oziicii viskozitesinden biiyiik 6l¢iide bagimsiz olan sabit akis hizlaridir.
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HPLC de az da olsa kullanilan diger pompa tiirleri Siirgiilii ve pndmatik
pompalardir. Pnomatik pompalar, gradiyent eliisyona uygun degildir ve basinglari

genellikle 135 atm’ den daha diistiktiir.

2.5.1.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Genellikle s1ivi kromatografik olglimlerinin kesinligini, numunenin kolon dolgu
maddesine tasinmasinin tekrarlanabilirligi belirler. Asir1t numune yiiklenmis kolonlarda
goriilen bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu yiizden kullanilan hacim oldukca
kiigiik olmalidir. Ayrica, sistemin basinci diigiirilmeden numunenin sisteme girisi

saglanmalidir.

2.5.1.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Kolonlari

Sitvi kromatografisi kolonlar1 normal olarak diizgiin i¢ ¢apli paslanmaz celik
borulardan yapilir. Fakat bazen de kalin cidarli cam borularda kullanilir.

Analitik Kolonlar: Stvi kromatografisi kolonlarinin ¢ogunun boyu 10-30 cm, i¢
capt 4-10 mm ve kolon dolgu maddesinin biiytlikliigi 5-10 pm arasindadir. Normalde
kolonlar diizgiindiir ve gerektigi yerlerde kolonlarin birbirine eklenmesiyle kolonun
boyu artirilabilir. Son yillarda daha kiiciik boyutlarda yiliksek hizli ve yiiksek
performansli kolonlar iiretilmektedir. Bu kolonlarin i¢ ¢ap1 1-4.6 mm, tanecik
biyiikligi 3-5 um ve boyu 3-7.5 cm arasindadir. Bu kolonlarda ¢6ziicli sarfiyati
minimumdur.

Emniyet Kolonlar1 (On kolon): Analitik kolonun émriinii artirmak igin analitik
kolondan 6nce kisa kolon yerlestirilir. Bu kolonun gorevi partikiil halindeki maddeleri,
¢Oziicii i¢indeki yabanci maddeleri tutmak, numune iginde bulunan ve dolgun fazda
tersinmez olarak baglanan bilesenleri tutmaktir. Ayrica hareketli fazi, durgun faz ile

doyurarak analitik kolondaki ¢oziicii kaybini en aza indirmektedir.
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2.5.1.5. Kolon Dolgu Maddelerinin

S1v1 kromatografisinde iki tip kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Bunlar;

i Film Dolgular

ii. Gozenekli Dolgular

Film Dolgular, kiiresel, gézeneksiz, ¢aplar1 30-40 pum olan cam veya polimer
taneciklerden olusur. Bu taneciklerin yiizeyine silis, alumina, polistiren-divinil benzen
sentetik reginesi veya bir iyon degistirici regineden olusan ince gozenekli film
kaplanmistir. Gozenekli dolgular ise Caplart 3-10 um arasindadir. Partikiller silis,
alumina, polistiren-divinil benzen sentetik recinesi veya bir iyon degistirici regineden

meydana gelmistir.

2.5.1.6. HPLC de Dedektorler

Hareketli fazda meydana gelen fiziksel veya kimyasal degisiklikleri izleyerek
kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina imkan saglayan elektronik araclar dedektor
olarak adlandirilmaktadir. Dedektor oOzelliklerini belirlemede kullanilan baslica
parametreler vardir;

» Secicilik,

» Duyarlilik,

» En kiigiik tayin siniri,

» Dogrusal ¢aligsma bolgesi,

» Tekrarlanabilirlik,

» Digerleri (dedektor hacmi, bilgi saklama, diger dedektorlere baglanabilme,
vb.).

2.5.2. HPLC dedektorii olarak Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometresi, organik ve anorganik molekiillerinin yapilarinin

aydinlatilmasinda, karisimlarin nicel ve nitel analizinde, kati-sivi-gaz maddelerinin
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yapilarinin ve bilesimlerinin aydinlatilmasinda, bir 6rnekteki atomlarin izotoplarinin
belirlenmesinde en ¢ok kullanilan analitik yontemdir. Bir kiitle spektroskopisinde
spektrumu alinacak ornegin ilk olarak gaz halinde iyonlarimi elde etmek gereklidir.

Kiitle spektrumlarinin goriintisii kullanilan iyonlagtirma yontemlerine 6nemli dlgiide

baghdir [28].

2.5.2.1. Molekiiler Kiitle Spektrometride Iyon Kaynaklari

Tablo 2.5 te gosterildigi gibi, molekiiler kiitle spektrometride iyon kaynaklari iki
boliime ayrilir [30]:

1. Gaz fazi iyon kaynaklar1

2. Dispersiyon kaynaklari

» Gaz faz1 kaynaklarinda 6rnek once buharlastirilir sonra iyonlastirilir.

» Gaz faz1 kaynaklar1 kaynama noktalar1 500 °C’ den kiigiik olan termal olarak
kararl1 maddelere uygulanir.

» Desorpsiyon yonteminde ise kat1 ve sivi haldeki madde dogrudan gaz iyonu
haline dondistiirtiliir.

» Desorpsiyon kaynakli kiitle spektrometreleri ugucu olmayan ve termal olarak

kararsiz maddelere uygulanabilir.
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Tablo 2.5. Molekiiler kiitle spektroskopide kullanilan iyon kaynaklari.

Temel Tip Ad1 ve Kisaltilmasi Iyonlastirici
Elektron impakt (EI)* Enerjik elektronlar
Gaz fazi Kimyasal iyonlastirmali (CI) Reaktif gaz iyonlar

Alan iyonlagtirma

Yiiksek potansiyelli elektrot

Desorpsiyon

Alan desorpsiyonu (FD)

Yiiksek-potansiyelli elektrot

Elektrosprey iyonlastirma Yiiksek clekirik alant
(ESI)
Matriks yardimli

desorpsiyon/iyonlagtirma
(MALDI)

Lazer demeti

Plazma desorpsiyonu (PD)

2Cfnin fisyon tiriinleri

Hizi atom bombardimani
(FAB)

Enerjik atom demeti

fkincil iyon kiitle spektrometri
(SIMS)

Enerjik iyon demeti

Termospray iyonlastirma (TS)

Yiiksek sicaklik

2.5.2.1.1. Gaz Faz1 iyon Kaynaklar1

2.5.2.1.1.1. Elektron impakt Kaynag

Bu yontemde, 6rnek yeterince buharlasabilecek bir sicakliga getirilir ve enerjik
elektronlarla bombardiman edilerek iyonlagtirtlir. Sekil 2.8’ de bir elektron impakt
kaynaginin yapisi goriilmektedir [30]. Elektron impakt kaynagindaki bazi tipik
reaksiyonlar Tablo 2.6’ da gortilmektedir [30].

Bu yontemde;

» Baz1 molekiillerde parcalanma yiiziinden molekiiler iyon olusmayabilir. Bu
yiizden de analitin taninmasi i¢in birinci derecede Onemli olan mol Kkiitlesi tespit
edilemez.

» Elektron impakt spektrumlarinda temel pik genellikle par¢alanma iiriinlerinin
arasindan ¢ikar ve bu molekiiler iyon piki degildir.

» Elektron impakt kaynaklar1 yiiksek iyon akimi iiretmek i¢in uygundur ve bu

nedenle duyarliklari 1yidir.
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» Bu yontemde pargalanmalar ¢ok sayida olur ve ¢ok sayida pik goriiliir, bu

durum analiz edilen maddenin siipheli kisimlarinin tanimlanmasinda yardimer olur.

o = —— —— —

L s
_ Elektron slin 7/ \
/ Birinci hizl. slit liinci huzl. \

Mcrlt?lt_iil Gaz_ Tel
girigh \ demets

= Odaklama siiti slit \
y itle analizéri
ECO B“/-vm“ d ng j

lticiler” ) I
! v
1 lyonlasturma bislgesi

\ Iyon hizlandirma /
\ Elektron bélgesi /
\ demeti \ y,

i —— — - — — ——— —— A — . S . — T — —

Sekil 2.8. Elektron-impakt kaynaginin yapist.

Elektron  impakt kaynaklarinin  kullanimmin  dezavantaji,  Grnegin
buharlastirilmasidir. Baz1 6rneklerde iyonlasmadan 6nce termal bozulma olay1 gozlenir.
Baz1 durumlarda ise piklerden bazilar1 molekiiler iyon pikinden daha biiyiik olur. Bu
pikler, ayn1 kimyasal formiile sahip olmasina karsilik farkli izotop bilesimlerinden
dolay1 ortaya cikar. Ayrica iyon/molekiil ¢arpigmalart molekiiler iyonun kiitlesinden
daha biiyiik kiitlede piklerin meydana gelmesine sebep olabilir. Iyon kaynaklari sert
kaynaklar ve yumusak kaynaklar olarak siniflanir. Sert kaynaklar yeterli enerjiyi analit
molekiillerine aktaran ve molekiilleri yliksek enerjili uyarilmis hallere ¢ikaran
kaynaklardir. Bu molekiillerin durulmasi baglarin kopmasi seklinde olur ve kiitle/yiik
oran1 molekiiler iyonunkinden daha kiigiik iyonlar ortaya ¢ikar. Yumusak kaynaklar
analitin daha az pargalanmasina sebep olur. Bunun sonucunda elde edilen kiitle
spektrumlarinda molekiiler pik cogu zaman goriiliir ve bunun yaninda birka¢ baska pik

bulunur.
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2.5.2.1.1.2 Elektrosprey Iyonlastirma

Elektrosprey iyonlastirma atmosfer basincinda ve oda sicakliginda gergeklesir.
Ornek ¢ozelti, igne seklindeki bir kapiler ile bir dakikada birka¢ mikrolitre pompalanir.
Igneye etrafindaki elektrottan birkag kilovolt potansiyel uygulanir. Olusan cok kiigiik
elektrik yiiklii damlaciklar, daha sonra bir ¢oziicii giderme kapilerinden geger. Burada
¢oziicii buharlasir (elektrik yiikleri 6rnek molekiillerine tutturulur). Iyonlar gaz fazina

desorbe olur.

Tablo 2.6. Bir elektron impakt kaynagindaki bazi tipik reaksiyonlar.

holekiller iron olugurmu

Paralanma ABCD+ e” —wABCD "4 287
ABCD™* —= A" + BCD-

L+ & +BCO—eBC*4D

— By A

—+ CD 4+ AB" —

L 4+ B

— 0 4

— 4B+ CD'—

L O+ O

BC + AD
Pargalanrradan sonrayeniden dil zenlenme ABCD T —e A DBC '+_E

ab +BC

Pamalanmadan sonra camisme ABCD™ +ABCD —a(ABCOj—»BCD+ABCDA"

2.5.2.2. Kiitle Ayricilar

Kiitle spektrometresinde iyonlagsma bolgesinde elde edilen iyonlar, elektrikle
yiikli plakalara dogru ¢ekilerek hizlandirilir ve kiitle ayiricisina gonderilir. Kiitle
ayiricisinda kiitle/yiik (m/z) oranlarina gére hizlica ayrilir. Iyonlarm ¢ogu tek yiiklii
oldugundan, oran basit¢e iyonun kiitlesine esittir. Cesitli tipte kiitle spektrometreler

kullanilmaktadir.
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Kullanilan kiitle ayiricilar;
1. Manyetik

2. Elektrostatik

3. Ugus zamanl1

4. Dort kutuplu ve

5. Iyon siklotron rezonansli olmak iizere 5 tiirliidiir.

En cok kullanilan kiitle ayiricisi manyetik ayiricidir. Vakum altinda tutulan
spektrometrenin i¢inde ayiriciya giren pozitif yiiklii hizlandirilmis iyonlar kiitleleri ne
olursa olsun yaklagik ayni kinetik enerjiye sahiptirler. Manyetik alan igerisine giren bu
iyonlar bu alan i¢inde dogrusal olan yollarindan saptirilir ve dairesel bir yol izlemeye
baslarlar. Iyonlarin izledikleri bu yola ait dairenin yarigap r, iyonun kiitle/yiik oranina
(m/e), baghdir. Iyonlarin m/e oraniyla manyetik alan siddeti (B) ve iyonun manyetik

alana gondermeden Once uygulanan hizlandiric1 elektriksel potansiyel degeri (E)

arasinda,
m B?
—_— = r2
e 2E

gibi bir baginti vardir. Spektrometrenin dedektdriine ulagan dairesel yolun yarigapi
degistirilmediginden, bu yolu izleyerek dedektore farkli (m/e) degerine sahip iyonlarin
ulagsmasi, sabit bir manyetik alan siddetinde, hizlandiric1 gerilim degerini (E),
degistirmekle saglanir. Ayn1 amaca, sabit bir E degerini kullanip; B degerini
degistirerek de ulasilir. Tek odaklamali olan spektrometrelerde boylece gesitli (m/e)
degerlerine sahip iyonlar kaydedilerek 6rnegin spektrumlari elde edilir ve
\Y

esitligi ile belirlenir. Cift odaklamali bu tiir spektrometrede, istenilen kinetik enerjili
iyonlar manyetik ayiriciya gonderilir ve kiitle spektrumunda pikler boylece daha biiyiik
bir ayiricilikla elde edilmis olur. Daha basit bir kiitle ayiricist ugus zamanl ayiricidir.
Kinetik enerjileri esit iyonlar, farkli kiitlelerde iseler, farkli hizlara sahiptirler. Farkli hiz
ve esit kinetik enerjili vakum altinda tutulan bir ugus tiipliniin diger tarafinda bulunan

dedektore farkli zamanlarda ulasirlar.
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Ucgus zamani degerleri Olgiilerek farkli (m/e) degerlerine sahip olan iyonlar
kaydedilir. iyonlarin (m/e) degerleri ile ugus zamanlar1 arasindaki iliski
esitligi ile verilir. Burada E, iyonlar1 hizlandiran gerilim degeri, d ise ugus tiipiiniin
uzunlugudur.

Dort kutuplu ayirici hizlandiricidan ¢ikarak bu ayiriciya gelen iyonlar, bu dort
silindirin ortasindaki bosluktan karsidaki dedektore dogru karmasik bir yol izleyerek
ilerlemeye ¢alisirlar. Bu ayiricinin kullanilmasi ile ekonomik ve hizli bir bigimde 6l¢tim
yapilir (Sekil 2.9).

Iyon siklotron rezonans ayiricisi adini alan ve dikddrtgen prizmasi seklindeki bir
baska tiir ayiricida, iyonlarin hizlandiricidan ¢ikarak ilerledikleri yola dik yonde bir
manyetik alan ile hem iyonlarin ilerleme yoniine hem de uygulanan manyetik alana dik
yonde bir alternatif elektriksel alan birlikte uygulanir. Iyonlar bu ayiricinin iginde
donerek ilerlerler ve iyonlarin bu kabin ceperlerine ¢arpmasi, kaba ayrica sabit bir
gerilim uygulayarak dnlenir.

Bir kiitle ayiricisinin ayiriciligy, R,

R=——
Am

esitligindeki formiil ile hesaplanir.

Ayiricili@i 3000 olan bir ayrici, kiitlesi 3000 ile 3001 olan iki iyonu pik
yiiksekliklerinin en ¢ok yiizde 10° u kadar bircok ¢akisma ile birbirinden ayiriyor
demektir.

Tek odaklamali manyetik ayiricisi olan aletlerle 2000-5000 degerleri arasinda bir
ayiricilik elde edilir. Ayiricilik, ¢ift odaklamali, yani elektrostatik ve manyetik ayricilart
ardarda kullanan spektrometreler ile 20000-50000 degerlerine yiikseltilebilir. Ugus
zamanlh kiitle ayiricist ile elde edilen ayricilik degeri 500, dort kutuplu ayirici ile elde
edilebilen ise 1500 civarindadir. Bir¢cok organik molekiiliin tanimlanabilmesi i¢in 500-
1500 arasindaki ayiricilik yeterlidir. Iyon siklotron rezonans ayricisi ile 6zellikle pulslu
uygulamalarda elde edilen ayiricilik degeri ise ¢ok biiylik olup, 100000-1000000

degerine ulusabilir.
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Hem molekiiler hem de atomik kiitle spektrometrelerinde iyonlar1 algilamak
tizere kullanilan dedektorlerin en basiti “faraday kabidir”. Bu dedektorlerde bir iletken
kap, spektrometrenin teki kisimlarina gore negatif bir potansiyelde tutulur ve bdylece
bu kaba dogru cekilen pozitif yiikli iyonlar elektrik akimi olustururlar. Kiitle
spektrometresinde kullanilan daha iyi bir dedektor tiirti “elektron ¢ogalticisi” adini alir.
Bu diizenekte detektore carpan pozitif yiiklii iyonlar yiizeyden birkag elektron firlatilir
ve bu elektronlar anotta tutularak elektrik akimina doniistirilirler. “sintilasyon
sayicist” adini alan bir baska dedektorde ise iyonlar liiminesans 6zelligine sahip bir
ekrana carpar ve foton yayilmasina neden olurlar.

Oldukga sik kullanilan ve iyonlar1 6teki dedektorlerdeki gibi teker teker degil,
iyonlarin tiimiinii birden algilayan bir baska dedektor tiirii de “fotograf plakasi™ dir.
Plakaya ¢arpan iyonlar kararmaya neden olur. Fotograf plakalari ile uzun poz siireleri
kullanilarak duyarhilik arttirilabilir ancak, plakalarin banyo edilmesi zaman alict bir
islemdir. Fotograf plakalar1 daha ¢ok nitel analizde kullanilir, ¢iinkii bu plaklarda olusan
kararma miktarini nicel anlamda 6lgmek her zaman hata getiren bir islemdir.

Iyon siklotron rezonans uyaricist admi alan ve dikddrtgen prizmasi seklindeki
bir bagka tiir ayiricida, iyonlarin hizlandiricidan ¢ikarak ilerledikleri yola dik yonde bir
manyetik alan ile hem iyonlarin ilerleme yoniine hem de manyetik alana dik yonde bir
alternatif elektriksel alan birlikte uygulanir. Iyonlar bu ayiricinin icinde ddnerek
ilerlerler ve iyonlarin bu kabin c¢eperlerine carpmasi kaba ayrica sabit bir gerilim

uygulanarak 6nlenir.
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Sekil 2.9. Dort kutuplu (Kuadropol) bir kiitle ayiricisi

2.5.2.3. Kiitle Spektrumlarimin Karsilastirilmasi ile Bilesigin Tespit Edilmesi

Kiitle spektrumlarinda parcalanma seklinden maddenin yapis1 hakkinda bilgi
elde edebiliriz. Saf maddelerin parcalanma sekli iizerine yapilan sistematik ¢aligmalar,
parcalanma  mekanizmalar1  iizerine  mantiksal  degerlendirmeler, spektrum
yorumlanmasina yarayan bir dizi genel kuralin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bir
spektrumda tiim piklerin sayilmasi her zaman miimkiin olmamaktadir, hatta bu istenen

bir durum da degildir. Bunun yerine pargalanmanin karakteristik sekilleri aranir.

2.5.2.4. Molekiiler Kiitle Spektrometrinin Uygulamalari

Molekiiler kiitle spektrometrinin uygulamalar1 ¢ok genis ve kapsamlidir. Tablo
2.7’ de, kiitle spektrometrinin bu genis kullanim alanina fikir vermek iizere, bu uygula-

malardan bazilar1 listelenmistir [29]. Uygulamalardan en ¢ok rastlananlardan bazi

onemli olanlar1 verilmistir.
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Tablo 2.7. Molekiiler Kiitle Spektrometrinin Uygulamalari.

1. Organik ve biyokimyasal molekiillerin yapilarinin aydinlatilmast.

2. Peptitlerin, proteinlerin ve oligoniikleotidlerin mol kiitlelerinin tayin edilmesi.
3. Ince tabaka ve kagit kromatografide ayrilan bilesiklerin taninmasi.

4. Polipeptit ve protein numunelerinde amino asit diziliginin tayini.

5. Kromatografi ve kapiler elektroforez ile ayrilan tiirlerin belirlenmesi ve teshisi.

(o)}

. Zararl ilaglarin ve bu zararli ilaglarin metabolitlerinin kan, idrar ve tiikriikte belirlenmesi.
7. Ameliyat sirasinda hastanin nefesindeki gazlarin izlenmesi.

8. Yaris atlart ve olimpik atletlerde doping kontrolii.

9. Arkeolojik numunelerin yaslariin belirlenmesi.

10. Aerosol olugturan partikiillerin analizi.

11. Yiyeceklerde pestisit kalintilarinin tayini.

12. Su kaynaklarinda ugucu organik maddelerin izlenmesi.

2.5.3. Literatiirde Uziim Ve Benzeri Meyve Orneklerinde Fenolik Madde Tayini
fle Tlgili Yapilan Bazi Calismalar

Chapman ve ark. (1991), Fernandez ve ark. (1992), Bowen ve ark, (1997) nin
yapmis oldugu biitiin ¢calismalarda, bazi yesil, yar1 olgun ve tam olgun meyvelerde
yapilan fenolik madde analizleri sonucunda yesil meyvelerin fenolik madde igeriginin
olgunlagmaya dogru gidildik¢e azaldig1 belirlenmistir [31-33].

Sharaf, (1989), Uzelag ve ark. (2005), (2007)’ nin yapmis oldugu caligmalarda,
kayis1 ve elma meyvelerindeki polifenol ve karotenlerin tayini ters fazli HPLC ile
yapilmigtir. Meyve ve ¢igeklerde saridan kirmiziya dogru bir renk olusturan
karotenoid’lerin onemli bir pigment oldugu ve meyvelerin olgunlagmalari esnasinda
polifenoller ve karotenoitlerin, kolayca buharlagan tiiriin olusmasinda 6nciiliik eden ¢ok
sayida kompleks biyokimyasal reaksiyonlar icerdigi ifade edilmistir. Meyvedeki bu
bilesenlerin tayin edilen miktarlarindaki farkliliklar, giines 15181, toprak, meyvenin
toplanma sezonu, meyve tiirii ve olgunluk evreleri gibi farkli parametrelere bagli olarak
oldukca degismektedir. Ornegin kayis1 meyvesinin olgunlasmasi evresinde ¢dziinebilir

ve ¢Oziinmeyen proteinlerin azaldigi kaydedilmistir. Toplam ve ¢06ziinebilir
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karbonhidratlarin miktarlarinda artis gézlenirken, serbest aminoasitlerin ise olgunlagma
evrelerine gore farkliliklar gosterdigi belirlenmistir [34-36].

Arts (2000), Uzelag (2005), Sturn’ nin (1999) yapmis oldugu c¢alismalarda,
kayis1 meyvesi ¢ok farkli miktarda bulunan fenolik bilesiklerinin igerigi HPLC ile
analizlenmistir. Bunlardan en yogunluklu olarak hidrosinnamik asitler (kafeik asit,
ferulik asit, p-kumarik asit ve diger esterler) oldugu ifade edilmistir. Klorogenik asit,
neoklorogenik asit, katesin ve epikatesinin de bulundugu diger fenolik bilesikler oldugu
belirlenmistir. Kayis1 meyvesinde bulunan flavanollerin ise glikozitleri halinde
bulundugu ve bunlara 6rnek olarak kamferol ve kuersetin baskin olan tiirler oldugu
ifade edilmistir. Yapilan ¢alismalarda meyvelerin olgunlagma siireleri boyunca toplanan
orneklerdeki polifenolleri analizlenmis ve analizlerde olgunlasma siiresi boyunca
fenolik madde miktarinda diisiis oldugu gozlenmistir [36-38].

Bonaccorsi ve arkadaglari (2008) Allium (sogangiller familyasi) tiirlerindeki
(dort cesit kuru sogan, 2 cesit yesil sogan ve sarimsak) flavonol glikosidlerini
(kuersetin 3, 4 o-glukozit ve kuersetin 40-glukozit) HPLC-DAD-ESI-MS-MS ile
karsilastirmali olarak ¢alismislardir. Sogan tiirlerinden beyaz soganda flavonol igerigini
7.0 mg/kg diger tiirde ise 600-700 mg/kg gibi farkli degerler bulmuslardir. Ayrica
orneklerin 1.0 g/kg’ inda kuersetin 3, 4 o-glukozit ve kuersetin 40-glukozit oranlarini da
10:1 olarak bulmuslardir [18].

Hakkinen ve arkadaslar1 (2000) 19 ¢esit gilek tiirinde HPLC ile ODS-Hypersil
100x4 mm 3.5 mm ¢apinda ve RP-18 10x4 mm 5 mm ¢apinda farkli kolonlar kullanarak
antioksidan ve antikanserojen etki gosteren kamferol, kuersetin, miyrisetin, p-kumarik
asit, kafeik asit, ferulik asit, p-hidroksi-benzoik asit, gallik asit, ellagik asit gibi
bilesiklerin analizini yapmislardir [9].

Hakkinen ve arkadaslar1 (1998) segtikleri ¢ilek ve vaccinium (kendiliginden
yetisen ve kiiltiir bitkileri) tiirlerindeki flavonoller (kuersetin, miyrisetin and kamferol)
ve fenolik asitlerin (ellagik, p-kumarik, kafeik and ferulik asit) igeriklerini HPLC —DAD
(diyot-array) -UV ile analiz etmislerdir [8].

Sultana ve arkadaslari (2008) segtikleri 22 ornekte (5 meyve suyu, 9 sebze ve 8
tibbi bitki) flavonol (kamferol, kuersetin, miyrisetin) konsantrasyonlarini ters faz
yiiksek performansli sivi kromatografisi-ultraviyole (HPLC-UV) ile tayin etmislerdir
[11].
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Zhanga ve arkadaslar1 (2005) Adinandra nitidamin  yapraklarindaki
flavonoidlerin (kuersetin, O-rhamnose, apigenin, rhoifolin, kamellianin A, kamellianin
B) kalitatif ve kantitatif analizlerini Hypersil C18 kolonunu kullanarak 45 dakikada
yiiksek performansli stvi kromatografisi-UV dedektor-elektrosprey iyonlagtirma tandem
kiitle spektroskopisiyle yapmuslardir [10].

Ulla ve arkadaslar1 (1998) meyve suyu, sebzeler ve mesrubatlardaki flavonol,
flavon ve flavanonlarin (apigenin, erioditiyol, hesperitin, isorhamnetin, kamferol,
luteolin, miyrisetin, naringenin, phloretin, kuersetin), HPLC-PDA-MS ile kantitatif
analizini yapmusglardir [21].

Karakaya ve El (1999) UV dedektorlic HPLC (HPLC-UV) kullanarak isirgan
otu, kusburnu, adacay1, thlamur ¢igegi, siyah ¢ay, mor havug suyu, tizim melasi, bal ve
tarhanada kuersetin, luteolin, apigenin ve kamferol igerigini tayin etmisler. Siyah ¢ay,
thlamur ¢icegi, adacayi, kusburnu, mor havu¢ suyu ve iiziim melasinda kuersetin
icerikleri sirastyla 34.8, 21.7, 27.2, 16.7, 83.7 ve 1692 pg/lt olarak bulmuglar. Tarhana
ve 1sirgan otunda kuersetin igerigi sirastyla 5.92 ve 0.87 mg/100 gr olarak bulmugslar
[16].

Vukics ve arkadaslar1 (2008) Viola tricolor L. de ki flavonoid glikozitlerinin
stvi kromatografisi-¢ift kiitle spektrometresi ile analizini yapmislar. Viola tricolor’ un
metanollii ekstraktlarinda flavonol o-glikozit, 9 flavon-C, glikozit ve 3-flavon c,o-
glikoziti karakterize etmisler. Ayrica alt1 aglikonun, apigenin, chrysoeriol, isorhamnetin,
kamferol, luteolin ve kuersetini bulmuslar [39].

Riberio ve arkadaslar1 (2008) Brezilya mango tiirlerinin fenolik bilesiklerinin
igerigini ve antioksidan kapasitelerini LC-ESI-MS cihaziyla analiz etmisler [40].

Lacopini ve arkadaglar1 (2008) kirmizi {iziimde katesin, epikatesin, kuersetin,
rutin ve resveratrol igerigini HPLC-UV ile analiz edip, bunlarin hiicre icerisindeki (in
vitro) antioksidan aktivitelerini ve etkilesimlerini incelemisler [41].

Ozyiirek ve arkadaslar1 (2009) modifiye edilmis CUPRAC yontemiyle fenolikler
ve flavonoidlerin ksantin oksidazin inhibasyon aktivitesini UV-g6riiniir bolge cihaziyla
Olgmiisler [42].

Michalkiewicz ve arkadaglar1 (2008) HPLC cihaziyla, kat1 faz ekstraksiyonu ile
fenolik asitlerin (gallik asit, vanilik asit, p-HBA, kafeik asit p-kumarik asit, syringik

asit) ve bazi flavonollerin (kamferol, rutin ve kuersetin) tayinine ¢alismislar. Fenolik
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bilesikler i¢in % verimi 40-101 arasinda bulmuslar. Thlamur bal1 i¢in rutin, kuersetin ve
kamferol icerigini sirasiyla 5.0, 2.3 ve 1.7 mg/kg olarak, ¢ali balinda ise yine sirasiyla
1.6, 0.4 ve 0.3 olarak tayin etmisler [43].

Riihinen ve arkadaslar1 (2008) Vaccinium myrtillus (yaban mersini) ve
Vaccinium corymbosum x V. angustifolium’ da ki ¢igek, yaprak, kok gévdesi, meyvenin
kabugu ve meyvenin etli kisminda fenolik bilesiklerin yani flavonoidler (antosiyaninler,
proantosiyaninler, flavonoller) ve hidroksisinnamik asitlerin dagilimmi HPLC-DAD
kullanarak analiz etmisler. Vaccinium corymbosum’ nin ¢igeklerinde kuersetin 1553
ug/gr, meyvenin kabugunda kuersetin 531 pg/g, meyvenin etli kisminda ve kok
govdesinde kuersetin tayin simirinin altinda, yesil yapraklarda kuersetin 1784 ug/g,
kirmiz1 yapraklarinda 3530 pg/g olarak tespit etmigler. Yaban mersininde ise
cigeklerinde kuersetin 130 pg/g, meyvenin kabugunda kuersetin 159 pg/gr, meyvenin
etli kisimlarinda kuersetin 12 pg/g, yesil yapraklarinda kuersetin 3369 pg/g, kirmizi
yapraklarinda ise kuersetin 10369 ug/g olarak tayin etmisler [44].

Novak ve arkadaslart (2008) elektrokimyasal dedektor ile ters-faz yiiksek
performansli sivi kromatografisiyle Portekiz kirmizi iiziim kabuklarmin dort ¢esidinden
flavonoidlerin ultratitresimle (ultrasound) asidik metanolle ekstrakte ederek izokratik ve
gradient elusyon teknigini kullanmiglar. Kirmiz1 tiziim ekstraktlari i¢in mobil fazin akis
hizin1 1 ml/dk, pH’ 11 2.20” ye, kolon sicakligini 40 °C’ ye, enjeksiyon hacmini 50 pl’
ye optimize edip enjekte etmisler. Mobil faz olarak su: metanol: formik asidin farkli
oranlarini kullanmislar (solvent A=83:16:1, solvent B=68.5:30:1.5). izokratik eliisyonda
%100 solvent B, gradient eliisyonda %100 A ve %100 B’ yi mobil faz olarak
kullanmiglar. Rutin, kuersetin ve miyrisetin i¢in elektrokimyasal dedektor kullanarak
LOD degerleri sirasiyla 62.1, 44.2 ve 57.9 pg/lt, LOQ degerleri sirasiyla 29.1, 21.9 ve
49.8 ng/lt olarak tayin etmisler. Dort farkli iiziim ¢esidinde flavonol konsantrasyonlari
rutin i¢in 29.11-214.4 pg/g, miyrisetin i¢in nd-44.38 pg/g, fesitin i¢in nd-3000 ng/g,
kuersetin ve morin i¢in nd (tayin sinirinin altinda) oldugunun tespit etmisler [45].

Simirgiotis ve arkadaslar1 (2009) HPLC-UV dedektor-kiitle spektrometresini
kullanarak papaya bitkisinin suyundan fenolik bilesiklerden rutin (kuersetin glikoziti) ve
manghaslini tanimlamislar. Spektroskopik yontemleri kullanarak bunlarin yapilarini

karakterize etmisler [46].
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Olsen ve arkadaslar1 (2009) HPLC-DAD-ESI-MS ile karalahana bitkisinin kivir
kivir olan kisminda kuersetin ve kamferoliin glikozitlerini ve p-kumarik asit, ferulik
asit, sinopik asit ve kafeik asit tiirevlerini iceren otuz iki fenolik bilesik sebzedeki
fenolik bilesiklerin tiimiiniin bir tanimlamasini iceren eski yayinlari deneysel olarak
teshis etmisler. Farkli ekstraksiyon kosullarinin etkisini incelemisler. Karalahanadaki
toplam flavonol ve hidroksisinnamik asit igerikleri sirasiyla taze agirlik olarak 646 ve
204 mg/100 g oldugunu bulmuslar. Yalniz flavonoidlerin igerigi, (kamferol-3-sinapoyl-
diglukozit-7-diglukozit (%18.7) ve kuersetin-3-sinapoil-diglukozit-7-diglukozit(%16.5),
2’ den 159 mg/100gr’ a kadar degismekte oldugunu tespit etmisler. Asidik hidrolizden
sonra iki flavonol aglikonu karalahanada kuersetin ve kamferol toplam igerigi sirasiyla
44 ve 48 mg/100 g olarak tayin etmisler [47].

Grzelak ve arkadaslar1 (2009) sogukta muhafaza edilen sogandaki kuersetin
glikozitleri ve fruktooligosakkaritlerin icerigini HPLC ile tayin etmisler. 2006-2007
yillarinda soganin ii¢ ¢esidinde kuersetin glikozit igerigini sirastyla 1,381.6£123.1 ve
1,479.4+125.5 mg/100 g oldugunu kanitlamislar [48].

Huang ve arkadaslari (2008) HSCCC ile ultrasonik- mikrodalga yardimiyla
ekstraksiyon yapmayi kullanarak Anoectochilu roxburghii Lindl i¢inde kuersetinin
saflastirilmas: islemi i¢in iki fazli solvent sistemini n-hekzan:etilasetat:metanol:su
(4:6:3:3, v/v/v/v) karigimu ile kullanmislar. Kuersetinin yapisint ESI-MS, UV, FT-IR ve
H'NMR ile karakterize etmisler. HSCCC ayirma kosullar1 olarak LC’ de kullanilan
kolon Agilent Zorbax C18 kolonu ile oda sicakliginda 1ml/dk akis hizinda (mobil faz
olarak %0.2 fosforik asit: metanol (50:50, v/v)), 20 ul enjeksiyon hacmini kullanarak
360 nm dalga boyunda ayarlama yaparak kuersetini tayin etmisler [49].

Huang ve arkadaslari (2007) giineydogu Amerikadaki Afrikali Amerikalilar
tarafindan siklikla tiiketilen sebzelerin fenolik bilesik igerigini HPLC-MS cihaziyla
incelemisler. Bamya, yesil hardal, karalahana, patlican, fasulye, yesil patates, semizotu
vs. bitkilerde major diizeyde bulunan isorhamnetin, kuersetin ve kamferol igeriklerini
incelemisler. Semizotunda kuersetin igerigini 1.3 mg/100 g, kamferol igerigini 1.1
mg/100 g olarak tayin etmisler [50]. Tablo 2.8 de farkli bitki ekstraklarinda polifenol

tayiniyle ilgili literatiirde yapilan ¢alismalar diger ¢aligmalar verilmistir.
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Tablo 2.8. Literatiirde bitki ekstraklarinda yapilan polifenol tayini ¢aligmalari

Bitki Tayin edilen polifenol Referans

Vitis vinifera L.) Dihidro flavonoller, kuersetin tiirevleri ve kamferol tiirevleri 51
Rosmarinik, p-kumarik, ferulik, kaffeik and klorojenik asit,

Melissae herba kuersitrin 52
Kuersetin, fisetin, kamferol, luteolin, apigenin, chrysin,

Origanum vulgare eriodiktiyol, hesperetin, taksifolin, katesin ve epikatesin 53
Miyrisetin, miyrisetin-3-ramnoz, kamferol, kamferol-3-glukoz,
kamferol-3-rutinoz, kuersetin, kuersetin-3-ramnoz, kuersetin-3-

Beyaz iiziim tiirleri glukoz ve gallik asit 54

Propolis kuersetin, sinnamik asit ve diger polifenoller 55

Heliotropium

pycnophyllum, Apigenin, luteolin, trisetin, galangin, kamferol, kuersetin,

Heliotropium stenophyllum | pinosembrin, naringenin, erioditiyol 56
Antioksidan kapasitesini incelemisler, dihidrokalgonlar, flavan-

Elma 3-oller, kuersetin 57

Humulus lupulus Miyrisetin, kuersetin, kamferol 58

Kirmizi sarap Resveratrol, kuersetin, katesin epikatesin, rutin 59

Tilia rubra ve Tilia | Astragalin, kuersetin-3-7-dirhamnosid, isokuersitrin, rutin,

argentea kamferol-3-7-dirhamnosid 60
Apigenin, luteolin, luteolin-7-o-glukosit, kuersetin, kuersetin-3-

Pistacia terebinthus metil eter-7-0-glukosit, 61

Zizyphus jujuba, Zizyphus

spina-christi Kamferol, kuersetin, ploretin tiirevleri 62

Rosa damascena, Rosa | Antioksidan ozeliklerini incelemisler. gallik asit, kafeik asit,

bourboniana, Rosa | kuersetin, kamferol, katesin, epikatesin, kuersitrin, miyrisetin,

brunonii rutin ve askorbik asit 63
Tangeretin, wogonin, khrisin, apigenin, luteolin, kamferol,
kamferid, tamariksetin,  kuersetin,  miyrisetin,  morin,

Caco-2 cells isokuersetrin, rutin, hesperetin, naringin, epikatesin 64
Klorojenik asit, kuersetin glikosit, rutin, isokuersitrin,
astragalin, kuersetin  3-(6-malonilglukoz), kamferol 3(6-

Morus alba L. malonilglukozit) 65

Allium cepa L. Kuersetin, kuersetin-4-glukosit, kuersetin-3,4"-diglukosit 66

Brassiaceae Gallik asit, kamferol ve quersetin glikozitleri 67

Eruca vesicaria ve

Diplotaxis tenuifolia Kuersetin tiirevleri 68

Apocynum venetum L. Kuersetin glikozitleri 69

Ginko biloba Kuersetin dihidrat, kamferol, isorhamnetin, rutin 70

Brezilya’ daki yazlik ve

kislik sebzeler Kuersetin, kamferol, apigenin 71

Rheum rhabarbarum L. ve

Rheum rhaponticum L. Resveratrol, rutin, kuersetin-3'-0-b-d-glukopiranosit, kategin 72
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3. MATERYAL METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Cam Malzemeler

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, Agilent 1200 HPLC ve 6110 quadropol MS
dedektorii birlikte kullanilmistir. Kiitle spektrometresi i¢in uygulanan sartlar Tablo 3.1’

de verilmistir.

Tablo 3.1. MS parametreleri i¢in uygulanan sartlar

Kurutucu gaz akist (L/dk) 6.0
Nebulizer basinci (psi) 60
Kurutucu gaz sicakligi (°C) 300
Buharlastirici sicakligi (°C) 500

Pozitif Mod
Kapiler akim (V) 4000
Krvileim voltaji (pA) 6.0

Kullanilan diger yardimci malzemeler sunlardir:

. Ultra saf su cihaz1 (Millipore, direct-Q)

. Etliv (M 6040 P Hot Air Sterilizer Laboratoryovan)
. Elektronik terazi (Gec-Avery)

. Santrifiij (NF 200 Niive)

. Enjeksiyon Filtresi

. Istticili Manyetik Karistiric1 (VELP)

. Tek kullanimlik siringa

. Vial tiip

© 00 N O o B~ W N B

. Degisik biiyiikliikte pipet, beher, balon joje, meziir vb cam malzemeler.

3.2. Kullanilan Standart Cozeltiler ve Reaktiflerin Hazirlanmasi

Standart ¢ozeltiler; kuersetin ve mirisetinin HPLC saflikta 500 ppm’ lik stok

cozeltileri hazirlandi. Bu bilesenlerin hem stok c¢ozeltileri hem de ara stok cozeltileri
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asetonitril (ACN) icinde hazirlandi. Bu c¢ozeltilerden 0.1-10 ppm araliginda farkl
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler ACN i¢inde hazirlanda.

Mobil faz: Su/metanol/asetonitril/formik asit karigimi (52:42:5:1) kullanildi. Bu
¢oziiciiler de HPLC safliktadir [8, 9, 11, 10].

6 M HCI’ in hazirlanmast: % 37’ lik yogunlugu 1.19 gr/ml ekstra pure HCI
(Merck 100317) ten 49,74 ml alip 100 ml’ ye tamamlanarak 6 M HCI ¢ozeltisi
hazirlandi. 6 M HCI’ den ise 20 ml alinip 100 ml’ ye tamamlanmasiyla 1,2 M HCI
¢ozeltisi hazirlandi [11].

Askorbik asit: HPLC saflikta (Merck) kati olarak kullanildi.

3.3. Orneklerin Temini

Elaz1g ve yoresinden toplanmig olan taze iiziim 6rnekleri saf suyla yikandiktan
sonra analize hazirlanma asamasina kadar derin dondurucuda saklandi. Ornek hazirlama
asamasinda, ayni bitkiye ait {iziimler pargalanarak homojenize edildi. Bu o6rnekler
analizden Once asagidaki ektraksiyon islemlerine tabi tutuldu. Sekil 3.1 deki haritada

orneklerin alindig1 yerler gosterilmistir.

Korpe

9
Uzuntarla
Sahinkaya
def
AZI0 eftep
EIaZ|g Catal Gesme 10
Sarigubuk
Yurtbasg:
5
Akgakiraz 4
Yazikonak
Elmapinan
0835 7
1
I Mollakendi
2
7
Acipayam Cevizdere

Dedepinan

Sekil 3.1. Okiizgdzii {iziimlerinin alindig1 yerleri gdsteren harita
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3.4. Uziim Orneklerinin Ekstraksiyonu

Homojenize edilmis olan 5 g’ lik taze {izlim 6rnekleri sikilip suyu ¢ikarildiktan
sonra elde edilen tiziim suyuna 1.2 M HCI’ den 10 ml, 25 ml metanol, 0,1 g askorbik
asit eklenerek 6 saat oda sicakliginda diizenli karistirildi [73]. Daha sonra 90-95 °C deki
su banyosunda kuruluga kadar buharlagtirllip 10 ml metanol ilave edildi. Siizgeg
kagidiyla siiziilen ekstraktlarin son hacimleri 10 ml ye tamamlandiktan sonra analiz
asamasina kadar +4 °C’ de saklandi. Analizden once 0.45 um goézenek capli enjeksiyon
filtresiyle siiziilen ekstraktlar HPLC-MS cihazina enjekte edildi. Uygulanan
eksatraksiyon basamaklar1 Sekil 3.2° de verilmistir.

Ekstraksiyon ¢oziiciisti karisiminda kullanilan askorbik asit, reaksiyon ortaminin
stabil kalmasin1 yani askorbik asitin indirgen 6zelligiyle, 11k varliginda kuersetinin
oksijene maruz kalmasi sonucu yiikseltgenmesini engellerken, HCI asit ise flavonollerin

glikositlerinin hidrolizini saglamaktadir [73].

Yas tiziim (5 g)
!
10 ml 1.2 M HCI +25 ml metanol+0.1 g askorbik asit

l
Oda sicakliginda 6 saat ekstraksiyon
l
Su banyosunda kuruluga kadar buharlastirma.
!
Kalmttya 10 ml metanol ilavesiyle ¢6ziilme
!
Stizge¢ kagidiyla siizme ve son hacmin 10 ml ye tamamlanmasi
l

0.45 pum enjeksiyon filtresiyle siizme

!
HPLC-MS ile dl¢lim

Sekil 3.2. Ekstraksiyon yonteminin basamaklari

34



3.5. Kuersetin ve Mirisetin i¢cin Optimum Kosullarin Tayini

Bu tez c¢alismasinda, Ol¢lim basamagina iligkin optimum sartlar ayni cihazla
daha once yapilan calismalardan almmustir [5, 73]. Ozetle, bu c¢alismalarda bir
parametre degistirilirken diger parametrelerin optimum olarak bulunan degerleri
kullanildi. Standart kuersetin ve mirisetin ¢ozeltileri kullanilarak optimum sartlar tayin
edildi. Oncelikle cihazin optimum mobil faz akis hiz1 tespit edildi.

Bu amagla, 0.2-1.0 ml/dk akis araliginda yapilan deneysel calismalarda elde
edilen kromatogramlarin pik simetrileri ve alan degerleri karsilastirildi. Elde edilen
kromatogramlardan 0.6 ml/dk’ lik akis hizinin optimum oldugu sonucuna varildi.
Ayrica akis hizina karsilik ¢izilen alan grafiginde de ayni akis hizi degerinin en iyi
oldugu goriildii. Bu nedenle bundan sonraki biitiin deneysel calismalarda kuersetin i¢in
bu akis hiz1 (0.6 ml/dk) kullanilda.

En iyi pargalayict (fragmentor) voltajini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalarda,
10-200 V araliginda (diger parametrelerin optimum degerlerinde) yine 25 ppm’ lik
kuersetin ve mirisetin ¢ozeltileri kullanilarak kromatogramlar alindi. Pik simetrisi ve
alan dikkate alindiginda, en uygun fragmentoriin 140 V oldugu anlasildigindan bundan
sonraki biitiin deneysel ¢aligmalarda bu pargalayici voltaji kullanildi.

En iyi enjeksiyon hacmini belirlemek igin yapilan calismalarda, 540 pl
araliginda ornek hacimleri denenms 5 ul lik enjeksiyon hacmi optimum olarak kabul
edilmistir [5]. Ciinki, 5 pl den daha biiyiik enjeksiyon hacimlerinde pik belirgin sekilde
bozulmaktadir. En uygun kolon sicakligimin tayini i¢in 20-55 °C araliginda ayni
derigimdeki kuersetin ve mirisetin ¢ozeltilerinin kromatogram ve spektrumlari
degerlendirildiginde 30 °C’ optimum olarak kabul edilmistir.

Nicel analizde kullanilmak tizere ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan kuersetin
ve mirisetin ¢ozeltileri i¢in optimum sartlarda kromatogramlar elde edildi. Sekil 3.3 te 5
ppm kuersetin ¢ozeltisinin tipik bir SIM ve SCAN modunda kromatogramlari
goriilmektedir. Sekil 3.4 ve 3.5 te de standart ¢ozeltilerin kullanilmasiyla elde edilen
kalibrasyon grafikleri verildi. Sekil 3.6 da kuersetin standardinin MS spektrumu

goriilmektedir. Mirisetin standardinin MS spektrumu ise Sekil 3.7 de verildi. Bu
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spektrumlardan, kuersetin ve mirisetin molekiillerinde pozitif moda g¢alismaya uygun
olarak hidrojen iyonlar1 baglanmakta ve dolayisiyla sirasiyle, 303 m/z ve 320 m/z

degerlerinde temel pikler goriilmektedir.

36



LIE[WEIS0IEWOL] D{EPUNpow NS A TS UIUR3SIaNY 31 SIN-O1dH "€°€ TMRS

0TT°0

€06

0/ :besd 'ueds ‘|dv-S3 (Q'TOTO-TO0\0E-00-GT 0T-80-GT02 D1 43A\VLVA\T\ZEWIHO\:D) d'4 S ‘DIl ZASW

00000¢

00000¢

00000¥

00000S

000009

I 7 g ; P ; f

A 07T unasianywddg

0vT :BeId ‘WIS ‘IdV-S3 (Q'TOTO-TO0\0E-00-ST 0T-80-GT0Z O 43A\WWLVA\T\ZEWIHO\D) @lld SW 'OIL TASW

008

000T

00cT

00vT

00971

008T

000¢

00¢e

00ve

009¢

37



ALAN

ALAN

25000

20000

15000

10000

5000

45000

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

y=11169x + 681,72
R*=10,9986
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Sekil 3.4. HPLC-MS ile kuersetinin 0,4-2,0 ppm araligina ait kalibrasyon egrisi

y=22635x - 1237,7
R*=0,9902

0,2 04 0,5 0,8 1 1,2
KONSANTRASYON

16

18

o

Ku;;s;tin, Alan
0,4 4975
0,6 7281
0,8 9715
1,0 12291
15 17163
2,0 23030

Mi;i;ﬁ:in, Alan
0,2 5010
0,4 8165
0,6 11206
0,8 14390
1,0 21677
1,5 33984
2,0 44033

Sekil 3.5. HPLC-MS ile mirisetinin 0,2-2,0 ppm araligina ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.6. Kuersetinin HPLC-MS ile optimum sartlarda elde edilen kiitle spektrumu
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Sekil 3.7. Mirisetinin HPLC-MS ile optimum sartlarda elde edilen kiitle spektrumu
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4. BULGULAR

Kuersetin ve mirisetin tayini i¢in daha 6nce ayni cihazla optimize edilmis [5, 73] ve bu

calismada kullanilan optimum HPLC ve MS parametreleri Tablo 4.1 de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Kuersetin ve Mirisetinin tayini i¢gin HPLC-MS ile optimize edilen parametreleri

Parametre Kuersetin Mirisetin
Akig Hizi, ml/dk 0.6 0.6
Parcalayici voltaji, V 140 140
Enjeksiyon Hacmi, pl 5 5
Kolon Sicakligi, °C 30 30
t, Alikonma Siiresi, dak. 9.7-11.2 3.8-4.8
4.6x150 mm, 5 pm 4.6x150 mm, 5 pm
Kolon 6zellikleri ZORBAX Eclipse ZORBAX Eclipse
XDB-C18 XDB-C18

4.1. Uziimde Kuersetin ve Mirisetin Konsantrasyonlari i¢in bulunan sonuglar

Sekil 3.2° de agiklandig1 gibi ektrakte edilen {iziim 6rnekleri i¢in Tablo 4.1 de
verilen optimum sartlar kullanilarak elde edilen HPLC-MS kromarogramlari
degerlendirilerek Sekil 3.4 ve 3.5 teki kalibrasyon grafikleri yardimiyla derisimler
hesaplandi. Kuersetinin molekiil agirhig 302 g mol™ olup bu c¢alismada pozitif mod
sartlarinda calisilmistir. Bdylece Sekil 3.6 da temel pik 303 m/z degerinde
gozlenmektedir. Bu MS spektrumunda goriildiigii gibi, 2 fenil halkas1 ve 1 heterosiklik
halkadan olusan kuersetin, uygulanan pargalayict1 (fragmentor) potansiyelinde
parcalanmamaktadir ve temel pik 303 m/z de goriilmektedir. Benzer degerlendirmeler
mirisetin i¢in de gecerlidir

Elde edilen optimum sartlar kullanilarak tiziimde bulunan kuersetin ve mirisetin

konsantrasyonlar1 Tablo 4.2 de verildi.
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Tablo 4.2. Uziim meyvesi érneklerinde bulunan kuersetin ve mirisetin konsatrasyonlari, yas esasa gore.

ORNEK Uziimde kuersetin Uziimde Mirisetin
(mg/kg) (mg/kg)
Uziim-1 1.32+0.16 0.50+0.10
Uziim-2 1,57+0.18 0,98+0.11
Uziim-3 1,96+0.19 0,78+0.11
Uziim-4 1,46+0.16 1,02+0.12
Uziim-5 1,78+0.17 0,84+0.10
Uziim-6 2,00+0.19 0,91+0.11
Uziim-7 2,17+0.18 1.10+0.13
Uziim-8 1,39+0.17 0,74+0.10
Uziim-9 0,65+0.13 0,94+0.11
Uziim-10 2.30+0.24 0,88+0.10

Tablo 4.2’ te gorildigh gibi calisilan {iziim orneklerindeki  kuersetin
konsantrasyonlari en kiigiik deger 0.65 ppm olarak bulunurken en biiyiik deger 2.30
ppm oldugu anlagilmaktadir. Mirisetin i¢in bu degerler 0.5-1.1 ppm araligindadir.
Literatiirde [26], Elazig Sun koyiinden alman Okiiz gozii iiziimlerinden elde edilen
saraplarda kuersetin ve mirisetin konsantrasyonlar1 i¢in bulunan degerler sirasiyla 1.5
ve 0.6 mg/L dir. Bu ¢alismada gozlenen 0.65-2.30 ppm araligindaki kuersetin ve 0.5-1.1
ppm araligindaki mirisetin konsantrasyonlar1 literatiirde degerlerle uyumlu oldugu

goriilmektedir.
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5. SONUC VE TARTISMA

En etkili antioksidan bilesiklerden olan Kkuersetin ve mirisetin bilesiklerinin
oksidatif radikalik reaksiyonlari engelleyici ve antikanserojen ozellikleri literatiirde
yayinlanmistir [1-11, 14-20]. Bu nedenle, biitiin toplumlarin ortak sorunu olan kanser ve
benzeri hastaliklarin  Onlenmesinde ve/veya tedavisinde katki saglayabilecek
caligmalarin biiylik 6nemi vardir.

Bu ¢alismada, bu iki bilesiginin {iziim meyvesindeki konsantrasyonlarinin tayini
hedeflenmistir. Calisilan iiziim Ornekleri Elazig merkez koylerinden temin edildi.
Kuersetin ve mirisetinin ekstraksiyonu igin ¢oziicii olarak metanol/askorbik asit/HCI
karisimi  kullanildi. Coziicii karisimindaki  hidroklorikasit flavonoid glikozitlerinin
hidroliz olmasimi saglamakta ve yiikseltgenmesini engellemektir. Benzer sekilde,
karisimda kullanilan askorbik asit 6rneklerdeki analitlerin yiikseltgenmesini engeller [9-
12].

Boylece Ekstraksiyon ¢ozeltisine alinan kuersetin ve mirisetin tayini i¢in HPLC-
MS kullanildi. Optimizasyon igin gerekli 6lgiim parametreleri 6nceki galismalardan
alindi; enjeksiyon hacmi igin 5 ul, akis hiz1 igin 0.6 mL/dk, kolon sicakligi i¢in 30 °C ve
fragmentor i¢in 140 V degerleri en iyi deger olarak se¢ildi.

Nicel analizde kullanilmak {izere optimum sartlarda farkli derisimdeki kuersetin
ve mirisetin ¢Ozeltileri i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri kullanilarak iiziim
orneklerindeki analit derigimleri hesaplandi. On iiziim 6rnegi igin bulunan sonuglar
Tablo 4.2° de verilmistir. Bu tablolardaki her bir deger ayn1 liziim 6rnegine ait en az 3
ayr1 kismin konsantrasyonunun ortalama degeridir.

Bulunan sonuglardan, tiziim i¢in en kiigiik kuersetin konsantrasyonu 0.65 ve en
biiylik deger 2.30 ppm oldugu gozlendi. Mirisetin konsantrasyonu i¢in en kiigiik deger
0.50 ve en biiyiik deger 1.10 ppm olarak bulundu. Bu ¢alismada bulunan kuersetin ve
mirisetin konsantrasyonlarinin daha oOnce literatiirde yayinlanan degerlerle uyustugu

gorildi.



Okiiz gozii liziimlerinde kuersetin ve mirisetin konsantrasyonlari i¢in literatiirde
fazla veri olmamakla birlikte Kelebek [26] doktora ¢alismasinda Elazig Sun koylinden
alinmis okiiz gozii tiziimlerinden elde edilmis sarap i¢in 1.5 mg/L kuersetin ve 0.6 mg/L
mirisetin bulunmustur. Bu ¢alismada, kuersetin igin gozlenen deger 0.65-2.30 ppm
araliginda ve mirisetin i¢in gozlenen 0.5-1.1 ppm araligindaki konsantrasyonlarin

literatiirde rapor edilen degerlerle uyumlu oldugu goriilmektedir.
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6. ONERILER

Bu calismada, Elaz1ig ilinde ekonomik katma degeri yiiksek olan tiziimdeki
kuersetin ve mirisetin bilesiklerinin konsantrasyonlar: tayin edildi. Uziimdeki
antosiyanin gibi diger antioksidan ve antikanserojen bilesiklerin tayininin yapilmasi da
onemlidir. Ayrica, liziimiin olgunlasma devrelerini igeren farkli zamanlarda alinacak
liziim yapragi, koruk, sap, ¢ekirdegi ve kabuk 6rneklerinin analizleriden de daha yararl

veriler elde edilebilir.
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