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BAZI BiTKi ORNEKLERININ TRIACONTANOL iCERIKLERININ
KROMATOGRAFIK ANALIZLERI

Serap ARIK

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2025
Damisman: Prof. Dr. Serkan SAHAN

OZET
Triacontanol bitkiler i¢in bir gelisim diizenleyicisidir. Triacontanol, C3oHes20 formiillii bir
yag alkoliidiir ve mirisil alkol de denilmektedir. Bitkilerin katt madde miktarini arttirir,
bitkileri renklendirir, c¢igeklendirir, koklendirir ve bitkilerin biiyiimesini dengeler.
Bitkinin verimliligini artirir. Ayrica triacontanol bitkinin hastalik ve zararlilara kars
direncini arttirmada 6nemli bir rol oynar. Triacontanol bir fitohormondur ve bitkilerin
yapraklari, yaprak damarlari, ¢igekleri ve tohumlarinda bulunabilir. Genellikle bitki
biiylimesini tesvik etmek, ci¢ceklenmeyi ve verimi artirmak amaciyla tarim alaninda
kullanilir. Triacontanoliin bu 6neminden dolay1 dogal kaynak olarak kullanilmak {izere
cesitli bitkilerdeki triacontanol igeriklerinin belirlenmesine yonelik bir¢ok ¢aligsma
yapilmistir. Bu ¢aligmalarda kullanilan yontemlerden birisi de kromotografik analizlerdir.
Bu calismada yonca bitkisinde triacontanol analizi i¢in kromotografik analiz
yontemlerinden HPLC-RID yontemi gelistirerek uygulanmistir. Yontem literatiirde ilk
defa uygulanmis olup, Agilent HPLC cihazi, RID dedektorii, C18 kolonu kullanilmais,
mobil faz olarak 0,5 ml min* akis hizinda 50 - 50 (%) metanol-su karisimi kullanilmistir.
Y 6ntemde hassasiyet, dogruluk, tekrarlanabilirlik gibi validasyon parametreleri ¢alisilmis
1,8 % BSS, 0,02 — 25 mg L! dinamik aralik, 10 ug L™ gdzlenebilme smir1 ve 33 pg L

tayin sinir1 ile yontem yonca bitkisinde triacontanol analizi i¢in uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: UHPLC-RID, Triacontanol, Kromotografik Analiz, Yonca Bitkisi
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CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF TRIACONTANOL CONTENT OF
SOME PLANT SAMPLES

Serap ARIK

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master Thesis, July, 2025
Supervisor: Prof. Dr. Serkan SAHAN
ABSTRACT
Triacontanol is a plant growth regulator. Triacontanol, with the chemical formula csohs20,
is a fatty alcohol and also known as a primary alcohol. It increases the dry matter content
of plants, enhances coloration, promotes flowering, supports rooting, and balances plant
growth. It improves crop yield. Additionally, triacontanol plays a significant role in
increasing plant resistance against diseases and pests. As a phytohormone, triacontanol is
found in leaves, leaf veins, flowers, and seeds of plants. It is generally used in agriculture
to promote plant growth, induce flowering, and improve yield. Due to its importance,
triacontanol is often applied through organic sources, and various studies have been
conducted to determine its content in different plant materials. One of the methods used
in these studies is chromatographic analysis. In this study, triacontanol analysis in alfalfa
(medicago sativa) was performed using chromatographic techniques. An HPLC-RID
method was developed and optimized. The method was applied for the first time in the
literature, using an agilent HPLC system, RI detector, and C18 column. The mobile phase
consisted of a 50-50% methanol-water mixture, with a flow rate of 0.5 ml min~'. Method
validation parameters such as sensitivity, accuracy, and reproducibility were evaluated.
The dynamic range was found to be 0.02-25 mg I'!, with a detection limit of 10 pg 1!, a
quantification limit of 33 pg I and relative standard deviation of 1.8.%. This method

was successfully applied for the analysis of triacontanol in alfalfa.

Keywords: HPLC-RID, Triacontanol, Chromatographic Analysis, Alfalfa Plant
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GIRIS
Triacontanol bitkilerin gelisiminde etkili olan bir diizenleyicidir. Bitkinin sahip oldugu
kat1 maddenin miktarini arttirir, bitkiyi renklendirir, ¢igeklendirir, koklendirir ve ayrica

bitkinin biiylimesini dengeler [1]. Bitkinin verimliligini artirir ve bitkinin hastalik ve

zararlilara kars1 olan direncinin artmasinda 6nemli rol oynar [2].

Triacontanoliin tek bagsina birakilmasi ilk olarak 1933 yilinda olmustur. Bu yalitimin
saglanabilmesinde triacontanol alfalfa mumundan yararlanilmistir. Triacontanoliin
ayrigtirllmasinin sonucunda doymus diiz bir zincire sahip birincil alkol seklinde oldugu
tanmimlanmustir [3]. Cesitli kara bitkilerinde bitki kiitikulunun dis yiizeyini kaplayan
epikiitikular mumun kiigiik  bileseni seklinde bulunan tricontanoliin, bugdayda

yapraktaki mumun %3 veya %4'linii olusturdugu goriilmiistiir [4].

Triacontanol, normalinden daha biiylik kok ve siirglin gelistiren bir bitkinin hiicre
boliinmesini hizlandirmaktadir. Triacontanoliin, bitkinin en verimli bliylime doneminde
yeterli miktarda uygulanmasi durumunda, koklerde gergeklesen enzimatik aktivite ve
hormon islevselliginde artis gergeklestirerek bitkinin fonksiyonlarini artirdigi
goriilmiistiir [3]. Ayrica triacontanol bitkinin fotosentezini hizlandirarak, glikoz iiretimini
arttirmaktadir. Triacontanol bakildiginda bitkinin biiylime ve gelisiminde olumlu bir etki
gostermesine ragmen bazi bitkiler igin hicbir etki géstermez ya da yiiksek doz olmasi bazi
bitkilerde olumsuz etkiler yapabilmektedir. Triacontanoliin doz miktarinin belirlenmesi

icin kromatografik analizlerden yararlanilmaktadir [4].

Kromatografi, farkli ayirma tekniklerinden olusan genel bir terimdir. Bu teknikler, bir
hareketli fazin hareketsiz bir faz ile arasinda olusan etkilesimlere dayanir. Hareketli faz,
gaz veya sivi olabilirken, hareketsiz faz sivi ya da kat1 olabilmektedir [5]. Bu yontemler,
bilesenlerin hareket hizlarmin farkliliklarina gbre ayrilmasini  saglamaktadir.
Kromatografi terimi, Yunanca "renk yazimi" anlamina gelmektedir. "Chroma" renk,

"graphe"” ise yazi anlamma gelmektedir. Giinimiizde ise kromatografi, bir karigimin



icerdigi maddelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore ¢oziinerek ayrildigi ayirma

islemlerine toplu olarak verilen bir isimdir [1].



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

Kromatografi, 1900'li yillara uzanan bir teknik olmakla beraber zaman igerisinde bilim
diinyasinda 6nemli bir yere gelmistir. Kromatografinin temelleri, Rus botanik bilimcisi
Mikhail Tswett ile atilmistir. Tswett, 1903°de bitkilerde bulunan pigmentlerin ayirilmasi
icin kagit kromatografisi kullanmis olup bu teknige "kromatografi" demistir [6].
Pigmentlerin farkli renklerde ayrilmasini ele alan bu teknik yunanca "chroma" (renk) ve
"graphein" (yazmak) kelimelerinden tiiretilmistir. Kromatografinin kullaniminin
yayginlagmasi ise, 1930'lu ve 1940 yillarda bilim insanlarinin bu teknigi daha fazla
kesfetmesiyle baslamistir [7]. Richard Kuhn, Edgar Lederer ve Archer Martin gibi
aragtirmacilar, Ozellikle yag asitleri ve amino asitler olmak iizere biyokimyasal
maddelerin ayrilmasi ve analizinde kromotografi teknigini kullanmiglardir. 1940
yillarda Archer Martin ve Richard Synge, sivi-sivi ayirma teknigini gelistirmisler ve
yaptiklar1 bu calismalari ile 1952 yilinda Nobel Kimya Odiilii'nii kazanmislardir. Gaz
kromatografisi de bu donemde gelismis olup 1950'i yillarda James ve Martin ilk gaz
kromatografisi cihazini icat etmislerdir. 1960'l1 yillarda ve sonrasinda, kromatografi
teknikleri hizla gelismis ve cesitlenmistir. Yiiksek performanshi sivi kromatografisi
(HPLC), ince tabaka kromatografisi (TLC), iyon degisim kromatografisi ve diger modern
teknikler bu donemlerde gelistirilmistir. Bu gelismeler, kromatografinin kimya,
biyokimya, ¢evre bilimleri, ilag gelistirme ve bir¢cok alanda bir analiz yontemi olarak

onemli bir hale gelmesini saglamistir [6].

Kromatografinin temel amaci, numunenin ayristirtlmasi ve miktarinin 6l¢iilmesidir. Bu
yontem, ¢esitli maddelerin bir hareketli faz yardimiyla sabit bir faz iizerinde farkli hizlarla
hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri prensibine dayanir. Coziicii, hareketli olup
incelenen karigimi sabit bir ortam boyunca tasir. Mobil yani hareketli faz, kromatografi

teknigine gore s1vi ve gaz olabilirken, sabit faz ¢esitli materyallerden olusabilir. Karigim,



destek ortami boyunca ilerlerken, molekiiller destek ortamindaki fonksiyonel gruplarla

etkilesime girer [5].
Kromatografinin temelinde bilinmesi gereken terimler soyledir:

Mobil faz; diger bir deyisle hareketli faz olarak bilinir ve analizde kullanilan ¢oziiciiyii

iceren bilesendir. Numuneyi, sabit faz boyunca tasiyan, farkli fiziksel ve kimyasal
ozelliklerdeki ¢oziicii karisimlaridir. Mobil fazin se¢iminde, analiz edilecek numunenin
bilesenlerinin  6zellikleri, kullanilacak sabit fazin oOzellikleri ve dedektoriin

karakteristikleri gibi parametreler dikkate alinmalidir [1].
Hazirlanmasi basit gibi goriinse bile oldukga hassas bir siiregtir.

Sabit Faz: “Durgun faz” olarak da adlandirilir. Numunenin bilesenlerinin, mobil fazin

igerisinde etkilesime girmesi ile belirli bir dl¢iide alikonulduklar bir fazdir.

Alikonma: Numunenin mobil faz i¢erisindeki bilesenleri sabit faz ile etkilesime girerek
ve belirli bir oranda alikonulup yavaslatilmasidir. Bu sayede, bilesenler sabit fazi daha
gec terk ederler. Bu ozellikten yola ¢ikarak, her kimyasal madde i¢in belirli analitik
kosullar altinda elde edilen alikonma zamani (RT), bir tiir parmak izi niteligi tasir ve

tanimlanir [1].
1.1. Kromatografik Metotlarin Simiflandirilmasi
1.1.1. Ayirma Mekanizmasina Gore Simiflandirma

a. Adsorpsiyon kromatografi: Adsorpsiyon kromotografisi kesfedilmis olan ilk
kromotografi cesididir. ince bir tabaka ve klasik bir kolon kromotografisi prensibinden
bilinmektedir [8]. Sabit faz polar olarak kullanilip malzeme genellikle silika olmaktadir.
Fakat silika disinda magnezyum ve aliiminyum oksit malzeme de kullanilmaktadir.
Adsorpsiyon kromotografisi karigimdaki sivi ve gaz haldeki maddelerin bir kat1 faz

tizerinde farkli kuvvetlerle tutulmasi ile birbirlerinden ayrildiklar1 kromotografi tiirtidiir

[7]1



b. Dagilma (partition) kromatografi: Dagilma (partition) kromotografisinde maddeler
sabit faz ve mobil (hareketli) faz arasinda gerceklesmektedir. Sabit faz sivi halde
olmalidir fakat mobil faz sivi veya gaz olabilmektedir [1]. Bu iki faz birbirine karismaz
ve fazin icerisine konulan madde fazlardaki ¢6ziiniirliik derecesine bagli olarak bu iki faz
arasinda dagilarak bir dengeye ulasmaktadir. Sistemde iki faz arasinda dagilimi sabit olan
maddenin dagilim katsayisi (Kd); maddenin birinci faz igerisindeki derigiminin (C1)

maddenin ikinci faz i¢erisindeki derisimine (C2) oranidir [8].

c. Iyon degistirme kromatografi (veya iyon kromatografi): Bir maddenin iyon grubu
ile iyon degistiricinin iyon grubunun esdeger mktarlariin karsilikli olarak yer
degistirilmesidir [9]. Iyon degistirici olarak kullanilan iyon anyon ise ‘Anyon Degistirme
Kromotografisi’, katyon ise ‘Katyon Degistirme Kromotografisi’ diye
isimlendirilmektedir. Mobil (hareketli) fazin asitlik-bazlik durumu, mobil fazin degisimi
ve karmasiklik olusturucu etkiler iyon degistirmeyi etkilemektedir [7]. Bu kromotografi
ayrilmalar1 zor olan bazi tir iyonlarin ve asitlerin ayrilmasinda, aminoasitlerin
ayrismasinda, seyreltilmis olan iyon ¢ozeltilerinin deristirilmesi i¢in kullanilmaktadir.

Ayrica asitin ve bazin elde edilmesinde de bu kromotografi yontemi kullanilmaktadir [9].

d. Jel gecirgenlik veya jel siizme (molekiiler-exclusion veya size-exclusion)
kromatografi: Karigmis halde bulunan molekiillerin birbirinden molekiil biiytikliiklerine

gore ayrilmasini saglayan kromotografidir [8].

Su veya bir ¢oziicti ile sisirilen jel ile doldurulmus olan kolonun hacmi (Vt)
Vt=Vg+ Vi+ V0

Vg: Jelin kaplamis oldugu alan,

Vi: Jel gézeneklerinin igerisinde tutulmus olan ¢oziictiniin hacmi,

VO0: Jel taneciklerinin diginda kalmis olan hacimdir.

e. Zone elektroforez: Genellikle niikleik olan asitlerin ayrismasinda ve analizinde
kullanilan bu kromotograf, elektrik alani etkisinde yiikli iyonlarin ayrilmasin
saglanmaktadir. Protein, DNA karbonhidratlar1 ve diger biyomolekiillerin analiz ve

ayrilmasi i¢in de kullanilmaktadir [8].



f. Affinite (veya Bioaffinite) kromatografi: Bu kromotografik yontemin segiciligi
fazladir ve nu yontem protein saflastirilmasinda kullanilmaktadir. Kolon dolgu
maddesine segici protein ile kompleks yapmaya yatkin bir ligand baglanarak yapilan bu
kromotografi de baglanan ligand ile kompleks yapilan segici protein kati olan bir destege
baglanma yaparak kolonda tutulur ve bdylece serbest hale gelen protein de kolondan

ayrilir [8].

g. Kiral kromatografi: Enantiomerlerin ayrilmasi i¢in kullanilan bu teknikte bir

enantiomerden daha aktif olan ve daha fazla reaksiyona girme giiciine sahip chiral bir

sabit faz kullanilmaktadir [8].
1.1.2. Hareketeli Faza Gore Simflandirma

a. Siv1 kromatografisi (LC): Bu kromotografi verimli olmakla birlikte se¢iciligi yiiksek
bir kromotografidir. Genis bir kullanim alan1 bulunan sivi kromotograsinde miktar1 az
olan Orneklerle c¢alisilabilmektedir ve {izerinde c¢alisilan Ornek bozulmadan
kalabilmektedir. Kantitatif analizlerde, ugucu o0zellikte olmayan ve 1si1l kararlilig
bulunmayan 6rnekler i¢in uygulanabilmektedir. Ayrica inorganik halde bulunan iyonlarin

analizlerinin yapilabilmesinde kullanilmaktadir [1].

b. Gaz kromatografisi (GC) : Gaz kromotografisinde yapilan analizin sonuglari hizli bir
sekilde alinmaktadir. Kullanilan cihazlar genellikle basit yapilidir ve diisiik maliyetlidir.
Uguculugu yiiksek, molekiiler agirlig: diisiik ve termal kararliliga sahip olan bilesiklerin
ayrilmasinda kullanilan bir kromotografidir. Gaz, kat1 ve s1v1 halde bulunan numunelerin

analizi i¢in yiiksek etkinlikteki bir analitik tekniktir [7].

Analizlerde genellikle mobil fazin durumuna gore kullanilacak kromotografik cihaz
secilmektedir. Analizlerde kullanilan gaz kromotografisi numune karistminin kimyasal
bilesenlerini ayirmak ve bu bilesenlerin bulunurluk veya miktar durumunu belirlemekigin
kullanilabilmektedir [7]. Bu bilesenler genellikle organik molekiiller veya gazlardan
olusur. GC'nin verimli bir sekilde calisabilmesi i¢in, analiz edilen bilesenlerin ugucu,
genellikle 1250 Da'nin altinda molekiiler agirligina sahip ve termal olarak kararli olmalari
gerekmektedir, yani yiiksek sicakliklarda bozulmamalidir. Gaz kromatografisi (GC),
cesitli sektorlerde ve endiistrilerde kalite kontrol ve analiz amagli yaygin olarak kullanilir

[9]. Kimyasal ve petrokimyasal {irlinlerden ilaglara, goktasi analizinden dogal iiriinlere,



cevresel numunelerden mikroplastiklere, gida ve saraptan adli tipa kadar genis bir
uygulama alant bulunur. Gaz kromatograflari, kimyasal bilesenleri tespit etmek ve
tanimlamak i¢in siklikla kiitle spektrometreleri (GC-MS) ile birlikte kullanilmaktadir. Bu
kombinasyon, kimyasal bilesenlerin daha hassas ve detayli analizine olanak
saglamaktadir. Gaz kromatografisi (GC), aywrma isleminde bir tasiyict gaz
kullanmaktadir ve bu gaz mobil faz gorevini listlenmaktedir. Tasiyict gaz, numune
molekiillerini GC sistemi boyunca tasiyarak cihaz bilesenlerine zarar vermeden ya da
numune ile reaksiyona girmeden islemi tamamlar [8]. Numune, genellikle siringa ile gaz
kromatografina enjekte edilmektedir veya otomatik numune alma cihazindan
aktarilmaktadir. Bu cihazlar, numuneyi mobil fazi kaybetmeden enjeksiyon i¢in GC
girisine yonlendiren bir septum araciligiyla calismaktadir. GC'nin analitik kolonu,
uzunlugu 10 ila 50 metre arasinda degisebilen ve i¢ ¢ap1 0,1 ila 0,53 mm arasinda olan
kapiler silika borudan veya i¢ duvarlar1 kaplanmis metal bir borudan olusmaktadir [1].
Kolon, daha az ugucu bilesenleri ayirmak icin analiz sirasinda 1sitilan bir kolon firininda
tutulmaktadir. Kolonun c¢ikisi, kimyasal bilesenlere tepki vererek bir sinyal lireten
dedektorle baglantilidir. Elde edilen sinyal, analiz verilerini olusturmak icin bilgisayara

kaydedilmektedir kromatogram olusturmak i¢in cihaz yazilimi tarafindan islenmektedir

[7].
1.1.3. Uygulanan Teknige Gore Siniflandirma

a. Kolon kromatografi: ki tipi vardir; gaz kromatografisi (GC) sivi kromatografisi
(LC).

b. Diizlem kromatografi: Diizlem kromatografisinde bir damla 6rnek ¢ozeltisi sabit faz
diizleminin yiizeyi lizerindeki herhangi bir noktaya damlatilmaktadir ve ¢oziiciiniin
buharlagmasinin ardindan, yiizey iizerinde kalan hareket etmesini kapiler kuvvetlerin
sagladigi mobil (hareketli) bir faz (yikayici, developer) akisiyla kromatogram
yikanmaktadir [7]. Genellikle sabit faz olarak su veya polar bir siv1 kullanilmaktadir. Bir
diizlem kromotografisi olan ince tabaka kromatografi (TLC) iyi bir sekilde 6giitiilen
partikiillerden olusan ince ve yapisik olan bir tabaka ile kaplanan cam, plastik veya
aluminyumdan yapilmis diizgiin haldeki plakalarda gergeklestirilirken, basit ve en eski
yontemlerden biri olan kagit kromotografisinde (PC) uzun lifli bir yapiya sahip bir

kromotografi kagidi kullanilmaktadir. Bu kagit saf seliilozdan yapilmistir ve bir siizgec



gorevindedir. Bu sayede su ve polar yapida olan diger coziiclilerle hidrojen baglari

olusturur ve bunlar1 belli bir oranda yiizeyinde tutabilmektedir (absorbe eder) [8].
1.1.4. Kullanim Amacina Gore Siniflandirma

a. Analitik kromatografi (kalitatif kromatografi ve kantitatif kromatografi); kalitatif
kromotografide bir madde hangi element, hangi bilesiklerden meydana geldi gibi sorulara
cevap bulunmaktadir, kantitatif kromotografisinde ise ayrim yapmak amaglanmistir ve

ornek bilesenlerine ayrilarak her bir bilesen miktar esasina gore analiz edilir [7].

b. Preparatif uygulamalar (karisimlardan saf madde elde etme) ; Mobil fazin
gravitasyon etkisi ile durgun faz iizerinde bilesenlerin ayrilip ayr1 ayr1 kaplara toplanarak

saf maddelerin fiziksel olarak elde edildigi bir kromotografidir [7].
1.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Fen bilimleri alanlarinda yaygin olarak kullanilan gelismis bir kromatografi teknigidir.
HPLC, ilag¢ endiistrisinden tarima kadar bir¢ok sektdrde analiz ve ayristirma i¢in 6nemli
bir rol oynamaktadir. Bu teknik, numuneleri yiiksek basing altinda s1vi mobil fazin kolon
tizerinden gegirerek bilesenlerinin ayirilmasini saglamaktadir ve boylelikle detayl

analizlerin yapilmasin saglamaktadir [9].

Coziinilir hale gelebilen biitiin bilesikler (aminoasitler, vitaminler, sekerler, pestisitler,
antibiyotikler, gida tatlandiricilar1 ve renklendiricileri ile bunlarin tiirevleri gibi) HPLC

teknigi ile hizli ve giivenilir bir sekilde kantitatif olarak tespit edilebilmektedir [10].
1.2.1. HPLC’nin Kullanim Alanlar

HPLC (Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi), genis bir uygulama alanina sahip bir
analiz teknigidir. Bu teknigin kullanildigi alanlar su sekilde gosterilebilir [11]:

e llac Analizleri: Antibiyotikler, sedatifler, steroidler ve analjezikler gibi ilaglarin
analizi.

e Biyokimyasal Analizler: Amino asitler, proteinler, karbonhidratlar, lipitler,

hormonlar, vitaminler, VVanilmandelikasit, metanefrin, 5-Hidroksi Indol Asetik



Asit, katekolaminler, ketosteroidler, porfirin, homosistein, Hemoglobin A1C testi

gibi biyomolekiillerin analizi.

e Gida Analizleri: Antioksidanlar, aflatoksinler, yapay tatlandiricilar, gida katki

maddeleri, hormon ve pestisit kalintilar1 ile su analizleri.
e Adli Tip ve Toksikoloji: Uyusturucu ilaclar, narkotikler ve zehirlerin analizi.
e Kilinik Biyokimya: Safra asitleri, iire ekstraktlari ve ilag metabolitlerinin analizi.

e Gida ve Cevre Kirleticileri: Pestisitler, herbisitler ve fenoller gibi kirleticilerin

analizi.

e Endiistriyel Analizler: Polimerler, boyalar, yiizey aktif maddeler, ¢ok halkali

aromatikler ve petrokimya uygulamalar1 gibi endiistriyel maddelerin analizi.
Bu genis kullanim alanlar1 sayesinde HPLC, kimya, biyokimya, ¢evre bilimi, tip ve
endiistri gibi bir¢ok alanda kritik bir analiz yontemi olarak kabul edilmektedir [1].
1.2.2. HPLC’nin Avantajlari
e HPLC cihazinda kii¢iik boyutta paslanmaz ¢elik yapida bir kolon kullanilmaktadir
bu da kullanilan kolonun 6mriinii artirmaktadir.

e Kullanilan sabit fazin 3,5-10 um kadar kiigiik partikiil boyutlarinda olmasi

tikanma riskinin azalmasini saglamaktadir.

e HPLC cihazinda i¢ basing yliksek olamasi sebebiyle kontrollii bir faz akisi

saglanabilmektedir.

e HPLC cihaz siirekli akis yapan dedektorlere sahiptir ve boylece az miktardaki

analizinin yapilabilmesini saglamaktadir.

e HPLC cihazinda yapilacak analizler i¢cin az miktarda 6rnek olmasi yeterlidir.

Boylece ¢ok miktarda bir 6rnege ihtiya¢ duyulmamaktadir.
e HPLC cihazi otomasyon yapilmaya miisaittir.

e HPLC cihazi analizlerin hizli yapilabilmesini saglayarak zaman tasarrufu
saglamaktadir ve cihaz yiiksek ayirma giiciine sahip oldugu i¢in analizlerin

sonuclar1 daha dogru ve agik ¢ikmaktadir.
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1.2.3. HPLC Cihaz ile Calisma Basamaklari

® Biyomolekiiliin uygun bir c¢oziiciide ¢oziinmesi: Protein, peptit veya diger

molekiiller, organik veya uygun bir ¢oziicii kullanilarak ¢oziilmektedir.

® Bilegenlerin ayrimi: Sabit faz olarak adlandirilan kolonda gerceklesmektedir.
(Coziinen karisim, kolona enjekte edilmekte ve basing uygulanarak kolon boyunca

mobil fazin etkisiyle ayrilmaktadirlar.

® Bilesenlerin ve miktarlarinin tayini: Ayrilan bilesenlerin, detektorler kullanilarak
miktarlar belirlenmektedir. Numunenin 6zelliklerine bagli olarak UV, floresans,

iletkenlik, kiitle gibi farkli detektorler tercih edilmektedir.

o Kromatogramlarin analizi: Dedektorden elde edilen kromatogramlar, cesitli

bilgisayar programlari ile kolaylikla yorumlanabilmektedir.

1.2.4. HPLC’nin Kisimlari

a. Mobil faz (¢oziicii): Tipik olarak bir HPLC cihazinda bir veya daha fazla cam veya
paslanmaz ¢elikten yapilmis mobil faz (¢oziicii) sisesi bulunur. Calisma siirecinde, sulu
tamponlardan hidrokarbonlara kadar degisen polaritelerde ¢oziiciiler kullanilabilir. Bu
nedenle, bu siselerin kalitesi son derece dnemlidir. Ayrica, kullanilan ¢ozeltilerin saf
olmasi1 gereklidir. Bu sart saglanmazsa, kolon veya numunenin yanlis etkilenmesine ve

hatalara neden olabilir [11].

b. Pompa: Mobil fazi numune ile birlikte kolona ve dedektore ileten sistemdir. HPLC'nin
kalbi olarak kabul edilmektedir. Akisin sabit bir basingta tutulmasi gerekmektedir ve bu
da pompanin diizenli bakimini zorunlu kilmaktadir. Tampon ¢6zelti igeren mobil fazlarin
kullanim1 sonrasinda pompanin verimli ¢alismasin1 saglamak i¢in pompanin 30-45
dakika saf ¢oziicli ile durulama yapilarak temizlenmesi 6nerilmektedir. Aksi takdirde, bir
sonraki kullanimda pompanin tikanmasi ve temizlenmek i¢in sokiilmesi gerekebilir, bu

da ciddi bir zaman kaybina yol acar [12].

Pompa, sivinin sistem i¢inde dolagimini saglamaktadir ve dakikada akigsi mL cinsinden
belirler. Pompanin temel 6zellikleri arasinda yliksek basing altinda calisabilme, diistik
basing dalgalanmasi, akis dogrulugu ve tekrarlanabilirlik 6nemlidir. Ayrica, pompanin

kendi iizerinden kontrol edilebilme yetenegi de bir pompa sistemi i¢in gereklidir [11].
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HPLC donaniminda bulunan pompalama sistemleri, bir dizi farkli kriterlere gore
siiflandirilabilir. Bu kriterler arasinda akis hiz1 (mikrobore, standart bore ve preparatif
pompa sistemleri), pompanin yapildigr malzeme (metalik, ametalik), pompanin mobil
faz1 iletim mekanizmasi (siringa tipi, piston pompalar) ve tipi (izokratik/tek kanall1,

binary/ikili, quaternary/gradyen 4 kanall1 pompa sistemleri) bulunmaktadir [1].

Izokratik ve gradyen sistem pompalar;, HPLC calismalarinda molekiiler ayrim ve metod
gelistirme agisindan 6nemli bir rol oynamaktadir. Izokratik sistem, bir deney sirasinda
degismeyen sabit bir akis saglar. Basit ayrimlar i¢cin uygundur ve molekiillerin ayrilmasini
saglamaktadir. Gradyen sistemde ise hareketli faz bilesimi zamanla degisir. Bu sistem,
kompleks karigimlarin ayrilmasi ve bilinmeyen karisimlar igin metod gelistirme

stireglerinde tercih edilmektedir [1].

¢. Kolon etiivii: Calismalar i¢in 6nem arz eder. HPLC cihazlarinda kolonun bulundugu
ortamin sabit bir sicaklikta tutulmasini saglamaktadir. Hava sirkiilasyonlu ve blok 1siticili

olmak iizere iki tiir kolon firn1 bulunmaktadir [11].

d. Kolon: HPLC donaniminin en énemli pargalarindan biridir. Bilesenlerin karmasik
orneklerde birbirinden iyi ¢oOziiniirliikle ayrilmasindan sorumlu sabit fazdir. Kolon i¢

yilizeyinde kullanilan malzemenin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri oldukca g¢esitlidir.

Analizde kullanilmak iizere se¢ilecek malzeme, kullanilacak mobil fazin ve uygulanacak
HPLC metodunun gereksinimlerine ve analiz edilecek Ornegin bilinen kimyasal ve
fiziksel Ozelliklerine bagli olarak belirlenmelidir bu malzeme genellikle yiiksek
basinglara dayanikli paslanmaz celiktir. Analitik kolonlarin i¢ ¢ap1 genellikle 2-5 mm
arasinda degismektedir. Kolon i¢ cap1 biiyiidilkce akis hizi ve i¢ doldurma hacmi de
artmaktadir fakat bu durumda piklerin ¢oziiniirliigli azalir ve duyarlilik diiser. Kolon
uzunluklar1 genellikle 30-300 mm arasinda degisir. Kolonun uzunlugu arttikca 6rnek
bilesenlerinin daha iyi ayrilmasi saglanir, ancak analiz siiresi uzar ve daha fazla mobil faz
kullanilir. Bu nedenle, analizler i¢in uygun kolon se¢imi son derece dnemlidir. Kolon
boyutlarini tanimlamak i¢in uluslararasi standartlar belirlenmistir. Bu standartlara gore,
kolon boyutlar1 dnce mm cinsinden uzunluk ve ¢ap ile belirtilir ardindan firma adi, sabit
faz tiiri, Angstrom tiiriinden poroz yiizey c¢ap1 ve mm cinsinden partikiil biiyiikliigii

bilgileri verilir [13].
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Capi(mm Poroz yiizey ¢api(A)

Boy(mm) - \ \
250/ 4,6 Nucleosil C18 100 -5

N

Firma Ad1

partikiil
/ buyikligii(u)

Sabit Faz Tiirt

Sekil 1.1. Ornek bir kolon tanimlanmasi.

Kolon se¢imi siirecinde kolon dolgu maddeleri ve kolonun 6zellikleri, partikiil boyutu ve
sekli, por capi, fonksiyonel gruplarin baglanma sekilleri, karbon yiikii, endcapping
ozelligi, silika saflig1 gibi terimler ve parametreler sikca karsimiza ¢ikmaktadir ve

¢alismamizi dogrudan etkilemektedir [9].

HPLC'de kullanilan kolonun ve mobil fazin etkilesimleri dikkate alinarak farkli ayrim
teknikleri gelistirilmistir. Bu teknikler arasinda Normal Faz (Normal Phase; NP), Ters
Faz (Reverse Phase; RP), Ters Faz Iyon Cifti (Reverse Phase Ion Pairing; IP), Iyon
Degisim (Ion Exchange; IC), Boyut Eleme (Size Exclusion; SEC (GPC/GFC)) ve Kiral
Ayrim (Chiral Separation) teknikleri bulunmaktadir [1].

e. Degazor (gaz giderme sistemi): Defazor mobil faz kolona ulagsmadan dnce sistemde
olusabilecek hava kabarciklarin1 ortadan kaldiran, mobil faz i¢inde bulunan eriyik
gazlarin uzaklastirilmasi i¢in kullanilan bir sistemdir. Tiim ¢oziiciilerin gazinin alinmasi
onemlidir aksi takdirde kolonda kabarcik olusumu, pik genislemesine veya gergek

zamanin kaymasina neden olabilir [12].

Gaz giderme islemi, ¢oziiciilerin 1sitilmasi, karistirilarak vakuma maruz birakilmasi, ultra
ses dalgalar ile ¢oziiciilerin islenmesi veya solvent sisesine helyum gazi verilmesi gibi
cesitli yontemlerle gerceklestirilebilir. Fakat, ilerleyen teknoloji ile birlikte, bu islev
cihazda standart bir modiil haline gelmistir [10].

f. Oto ornekleyici ve enjektorler: numuneyi belirlenen miktarda alarak mobil fazla

birlikte kolona iletir.

Gegmiste, HPLC cihazlarinda manuel enjeksiyon kullanilirdi, bu hem hata riskini artirir

hem de kullanicty1 cihazin basinda beklemek zorunda birakirdi. Manuel olarak kontrol
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edilen enjektorlerden ziyade bilgisayar kumandali oto-enjektorler de kullanilmaktaydi.
Gilinlimiizde ise oto-enjektdr birimlerinde sogutma, 1sitma, seyreltme ve karistirma gibi
ozellikler bulunmaktadir, bu da daha hassas ve verimli analizler i¢in olanak saglamaktadir
[7]. Oto ornekleyici 6zelligi olan bir HPLC sistemi, tek seferde 90 numuneye kadar
yilikleme yapma ve cihazi otomatik calistirma imkani saglar. Bu sistemle ¢alisirken dikkat
edilmesi gereken tek sey, calismanin ortasinda mobil fazin bitmemesini saglamaktir. Bazi
HPLC sistemlerinde, cihazin otomatik kapanmasi i¢in bir zamanlayici ayarlayarak

laboratuardan ¢ikmak bile miimkiindiir [1].

g. Dedektorler: numunedeki analitleri Olciilebilir sinyallere doniistiirerek kantitatif
analiz yapmay1 miimkiin kilar. Dedektor, kolondan ¢ikan bilesenleri goriintiillememizi ve
bunlarin ayrimii ve miktarini belirlememizi saglar. Maddeler, dedektérden gectikten
sonra bir kaydedici tarafindan kaydedilir ve zamanla dedektor cevabina baglh bir grafik
olusturulur. Bu grafik, kKromatogram olarak adlandirilir [1]. Birkag ¢esit dedektor vardir:
UV dedektor, Dizi Diizenlemeli Dedektér (DAD), floresans dedektor (FLD), kirilma
indisi dedektorii (RID), elektrokimyasal dedektor ve iletkenlik dedektorii gibi. Son
yillarda HPLC sistemlerine kiitle dedektorii (MS) bile eklenmistir. Hangi dedektoriin
kullanilacagi, yapilan analize gére degisir. Ornegin, sekerli bilesikleri (glukoz, fruktoz,
sakkaroz) analiz etmek i¢in RID dedektorii gereklidir. Fenolik bilesikler, antibiyotikler
veya pestisitler gibi analizlerde ise UV veya DAD dedektorleri kullanilabilir. DAD
dedektorleri UV dedektorlerden daha hassastir [8].

HPLC'de dedektor cesitliligi, cogu zaman kafa karisikligina neden olabilir. Dedektorler,
HPLC'nin islevselliginde kritik bir rol oynar. Yanhs bir dedektdr se¢mek, analitin
konsantrasyonunu dogru goremememize veya Olcemememize yol acabilir. Ayrica,
molekiil yapiniza uygun olmayan bir dedektor se¢imi, sinyal alamama gibi sorunlarla

karsilagsmaniza neden olabilir [10].

HPLC dedektorleri, farkli amaglar i¢in kullanilir. Uygun bir dedektor se¢gmeden Once,
analitin ne oldugunu ve bilesigin fizikokimyasal 6zelliklerini anlamak gerekir. Ayrica,
analiz etmek istediginiz bilesigin en diisiik tespit edilebilir miktarini1 tahmin etmelisiniz.

Dedektorler farkli 6zelliklerine gore ¢esitlilik gostermektedir [9].

- Yiiklii Aerosol Dedektérii (CAD); genis bir yelpazede molekiil analizi yapabilir. Ilaglar

(hem kiigiik hem de biiyiik molekiiller), biyomolekiiller, yiyecekler, icecekler, polimerler
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gibi farkl bilesikleri 6lgcme kapasitesine sahiptir. Bu dedektor tipi, kromoforu olmayan
analitleri tespit edebilir. Ayn1 zamanda ugucu olmayan veya yar1 ugucu analitleri de
saptayabilir. Ustelik CAD, referans standardimna ihtiya¢ duymadan bagil 6l¢iimler i¢in
kullanilabilir. CAD'in bir diger avantaji, diger dedektor tiirlerinde sik¢a karsilasilan
sapma sorununu ortadan kaldirmasidir. Bu dedektoriin hassasiyeti yliksektir ve pikogram

(pg) seviyesinde algilama yapabilir [13].

- Diyot Dizi Dedektorii (DAD); analit safligini veya safsizlik piklerinin eliisyonunu analiz

etmek icin kullanilir ve nanogram (ng) seviyesinde bir saptama sinirina sahiptir. Bu
dedektor, kromoforlu analitleri tespit etmek igin tek bir UV-VIS absorpsiyon dedektdriinii
kullanir. Metot gelistirme ¢alismalarinda, pik safliklarini tespit etmek ve en uygun dalga
boyunu belirlemek gibi amaglar i¢in 6zellikle uygundur. DAD, 3 boyutlu tarama yaparak
bilesiklerin karakteristik spektrumunu, yani parmak izini, tanimlar. Bu 6zellik sayesinde
piklerin safligini degerlendirmek miimkiin olur. Diyot dizi yapisi, ayni anda birden fazla
dalga boyunu algilamay1 saglar ve bu da 3D formatinda veri tiretimine olanak tanir. DAD,
hassasiyeti artirir ve tekdiize bir yanit sunar. Ayrica, kirletici ve kalint1 analizleri i¢in de

uygundur [12].

- Degisken Dalga Boyu Dedektorii (VWD); birden fazla dalga boyundaki 15181n emilimini

Olcer. Tek bir LED ile ¢alisabilir. VWD'nin analiz ettigi bilesiklerin ¢aligsma prensibi ve
tiirleri Diyot Dizi Dedektorii (DAD) ile benzerdir. Ancak VWD, DAD'dan daha yiiksek
dogrusallik ve saglamlik sunar. Ayrica, VWD dort dalga boyunu es zamanli olarak analiz
edebilir. VWD, bir nanogram algilama sinirina sahiptir ve bu da kalite kontrol analizleri
icin onu ideal kilar. Hem VWD hem de DAD, kullanim kolaylig1 ve uygun maliyetli

olmasiyla 6ne ¢ikar [13].

- Coklu Dalga Boyu Dedektorii (MWD); Degisken Dalga Boyu Dedektorii (VWD) ve
Diyot Dizi Dedektorii (DAD) gibi, UV-Vis dedektorlerinin bir pargasidir. Bu nedenle,

analiz edilen numunenin kromofor icermesi gerekir. Bu dedektdr, belirli bir dalga
boyundaki 151k ile bir madde arasindaki etkilesimi temel alarak c¢alisir. MWD'nin alim
frekans1 100 Hz ile sinirlidir. VWD'den farkli olarak, MWD, ayni1 anda sekize kadar dalga

boyunu analiz edebilir. VWD'nin saptama limiti nanogram (ng) diizeyindedir.
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- Floresan Dedektorii (FLD); UV-VIS dedektorlerinden ii¢ ila alti kat daha yliksek

hassasiyet sunar. Bu dedektdr, ayni anda birden fazla dalga boyu ¢iftini algilayarak ¢alisir.
Ancak, analiz edilen analitin bir florofor icermesi veya floresan 6zellikler gosterebilmesi
ya da floresan bir tlirevle islenebilmesi gerekir. FLD'nin saptama sinir1 femtogramdan

pikograma kadar degisir [12].

-_Kirilma Endeksi Dedektorleri (RID); ¢ozeltideki 1s1gm kirllma yonii {izerinden

bilesenleri tanimlar. RID, mobil fazin kirilma indeksi ile numunenin sapmasi arasindaki
farki Snell yasasina dayanarak olcer. Ozellikle zayif kromofor gruplari, sekerler ve
polimerler gibi bilesenlerin analizinde etkilidir. RID'nin algilama sinir1 mikrogram (png)
seviyesindedir. Gradyan yontemlere uygun degildir ve hassasiyeti diger dedektorlere gore
daha diisiiktiir. Bununla birlikte, RID analizi i¢in kromofor gruplarinin varligina gerek

olmadig1 i¢in kromoforu olmayan analitleri analiz edebilir.

- Kiitle Spektrometresi (MS); dedektoriiniin temel amaci, diisiik pikogram (pg)

seviyesindeki bilesikleri tespit etmek ve tanimlamaktir. MS, nano, mikro, kilcal ve
analitik bilesikleri saptamak icin farkli sivi kromatografi akislarini kullanabilir. Bu
dedektor, bilesikleri kiitle/yiik oranlarina gore tespit eder ve son derece hassas 6l¢iimler
yapabilir. Dolayisiyla, bilesiklerin tespitinde ve analizinin kapsaminda biiytik bir esneklik

saglar [11].

- Iletkenlik Dedektirleri; iyonlasabilen bilesikleri tespit etmek icin ideal dedektorlerdir

ve iletkenligi Olgmek icin kullanilir. Bu dedektorler, biyofarmasoétiklerin izole

edilmesinde, antikor ve proteinlerin analizinde ve saflastiriimasinda kullanilabilir [13].
1.2.5. HPLC’de Céoziiciiler
Bir HPLC kromotografisinde:
e Normal bir HPLC cihazi asgari olarak 500 mL ¢6ziicii alabilmektedir.

e Kullanilacak ¢oziicii yiiksek saflik derecesine sahip olmalidir.

e Farkli polaritelere sahip ¢oziicli ya da ¢oziicli karisimlart HPLC analizleri igin

kullanilabilmektedir.

e HPLC analizinde kullanilacak ¢o6ziciilerin kullanilmadan o6nce gazlarmin

alinmasi1 gerekmektedir. Eger analiz i¢in kullanilacak ¢dziiciilerin gazlari alinmaz
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ise analiz sonucu pikler genis ¢ikabilir ya da pompada ve kolonda ¢esitli sorunlar

cikabilir.

e (oziiciilerin gazlarinin alinabilmesi i¢in 6nce ¢dziiciiniin 1sitilmas1 ve sonrasinda
kanigtirilarak vakuma maruz kalmasi1 gerekmektedir. Vakum altinda kalan

coziiciilere ultra derecede sonifikasyon ya da helyum verilmelidir [6].

1.2.6. HPLC’de Faz Se¢imi

Her kolon i¢in her faz kullanilamaz, her faz i¢in de her kolon uygun olmamaktadir. Kolon
sabit faz polaritesine sahip olursa normal faz yiiksekten ortaya bir faz akisi olmaktadir.
Bu durum ters faz i¢in ortadan diisiige seklinde olmaktadir. Kolon ¢6ziicii polaritesi ise
normal fazda ortadan diisiige olup ters fazda yiiksekten ortaya seklindedir. Kolon 6rnek
cikis yerinde bulunuyorsa normal faz 6nce apolarda olup ters fazda bu durum once
polardir [8]. Mobil yani hareketli faz ise polar olup (su, asetonil, tampon, metanol vb.)
kolon apolar ise (alkil zincirleri bagl partikiiller), bu kromatografi tiiriine ters faz
kromatografisi (silika yiizeyine 18 C’lu hidrokarbonun kovalent olarak baglandigi faz)
denir ve bu en yaygin kullanilan kromatografi tiiriidiir. Eger mobil faz apolar (oktanol,
hakzan vb.) ve kolon da polar ise bu da normal faz kromatografisi (silika jel) olarak
adlandirilir [11].

n 5 o o Polar mol=lil
AT 10 .
N [ Apolar moleldil
SAd O
- o
[=

Tanecitk  Apolar  Hareketh
Faz Gz

Sekil 1.2. Faz ayrim goriintiisii.

Molekiillerin polar veya apolar olmasi molekiiliin iizerinde bulunan yiikiin dagiliminin
simetrisine baglidir. Molekiiliin iizerinde bulunan yiikiin dagilimi simetrik oldugunda
molekiil apolar olup, bileske kuvvet sifir degerinden biiyiik bir degerde ise molekiil polar

yapida olmaktadir [8].
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a. Polar molekiil; molekiiliin {izerinde bulunan yiikiin dagilimi simetrik olmadiginda
molekiil polar yapida olmaktadir, bu ise polar molekiillerde kutuplasma gortildiigliniin
gostergesidir. HC1 (Hidroklorik Asit), NHs (Amonyak), H20 (Su) gibi molekillerin
yapisinda yiikler simetrik bicimde dagilmamistir, bu sebeple molekiiliin lizerinde hem
negatif hem de pozitif ylik yogunluklari olugsmaktadir. Bundan dolay1 da molekiil polar
yapida olmaktadir [14].

b. Apolar molekiil; molekiile ait olan baglarin tiimiiniin olusturdugu bileske kuvvet sifir
oldugunda molekiil apolar yapida olmaktadir. Diger bir deyisle molekiil kutupsuz
olmaktadir. Apolar yapiya sahip olan molekiillerde bag elektronlarinin esit bir kuvvet ile
cekilmesinden Otiirii kutuplagsma olmamaktadir. Apolar molekiillere 6rnek olarak H2
(Hidrojen), N2 (Azot), O2 (Oksijen), CO2 (Karbondioksit), CH4 (Metan), BFs (bortrifloriir)
verilebilmektedir [15].

c. Normal faz kromatografisi; mobil yani hareketli faz kloroform, etileter, hekzan gibi
apolar olup ya da diisiik polarite giiciine sahip olan bir bilesen olup, sabit faz silikajel-
Polimer ve silikajel veya polimerin {izerine baglanmis olan -siyaniir, -OH (Diol) veya -
NH2 (amin) dolgu maddeleri gibi polar bir bilesendir. Normal faz kromatografik
analizlerde diisiik polariteye sahip olup mobil yani hareketli fazda alikonma zamanlari
uzundur fakat polaritesi arttirilmis yani yliksek polariteye sahip mobil diger bir deyisle

hareketli fazda alikonma zamanlari kisa olmaktadir [14].

d. Ters faz kromatografisi; Ters faz kromotografisinde sabit faz silikajel -polimer ve
bunlarin iizerlerine baglanmis olan metil, etil C18, oktil ya da fenil gruplar1 ve bunlarin
yaninda amin gruba sahip dolgu maddeleri gibi apolar yapida olup, mobil faz ise
asetonitril, metanol, tetrahidrofuran gibi polar yapidadirlar [9]. Ters faz kromatografik
analizlerde yiiksek polariteye sahip olup mobil yani hareketli fazda alikonma zamanlari
uzundur. Polaritesi azaltilmis yani diisiik polariteye sahip mobil diger bir deyisle hareketli
fazda alikonma zamanlar1 kisa olmaktadir. Alikonma zamanimin kisaltilabilmesi igin
mobil faz yani hareketli faz polaritesinin azaltilmasi saglanir. Eger alikonma zamaninin

arttiritlmasi isteniyorsa da mobil yani hareketli fazin polaritesi artirilabilir [14].

Kromotografide mobil (hareketli) fazlarin uygulanmasi degisiklik gostermektedir;
izokratik, gradiyent ve politipik olarak ii¢ farkli formda olabilmektedir. Izokratik eliisyon

yonteminde, bilesenler sabit bilesimli tek bir ¢oziicii kullanilarak eliize edilir. Tim
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bilesenler kolonda farkli hizlarda, ayn1 anda hareket ederler. Gradiyent eliisyonda,
polarliklar1 farkli olan iki veya daha fazla ¢oziicii sisteminin kullanildig: bir tekniktir. Bu
yontemde, ¢oziicli bilesimi siirekli veya basamakli bir sekilde degistirilir. Politipik mobil
eliisyonda ise karisik tipteki kromatografiler i¢in tercih edilebilir. Ayni1 kolon kullanilarak
birden fazla kromatografik teknigin gerceklesmesini saglar. Bu yontemler sayesinde
ayrim islemi gergeklestirilebilmektedir [15]. Ayrim islemi kolonda gergeklestiginden,
dogru kolon se¢imi kritik 6neme sahiptir. Farkli analiz tiirlerine yonelik cesitli kolonlar
bulunmaktadir; C8, C18, C amin (amonyak), kiral kolon gibi. Kolonlarin uzunlugu, ¢ap1
ve dolgu maddesinin por ¢api da farklilik gosterebilir. HPLC'ye verilecek her drnegin
hava kabarciklar1 ve partikiillerden arindirilmis olmasi gerekir. Bu, hem kolonun émriinii
uzatir hem de analizin hassasiyetini artirir. Ornek hazirlama sirasinda gosterilen dzen,
kolonun ne kadar dayanikli olacagini belirlemektedir. Mobil fazdaki hava kabarciklarini
ultrasonik banyoda gidermek ve 6rnekteki mikroskobik partikiilleri filtrelemek icin 0.22

veya 0.45 mikronluk enjektor ucu filtrelerinin kullanilmast énemlidir [11].

HPLC'de bir bilesigi analiz etmek icin, o bilesige ait dalga boyu, akis hizi, kolon tipi,
sicaklik ve dedektor tiirii gibi bilgilere ihtiya¢ vardir. Eger tiim bu bilgilere sahipseniz ve
laboratuarimizdaki HPLC konfigiirasyonu (dedektor, pompa, kolon vb.) bu gereksinimleri
karsiliyorsa, analiz yapilabilmektedir. Bunun igin, aranan bilesigin standart 6rnegiyle en
az 5 noktali bir standart egri olusturmak gerekir. Standartlarla, hedef bilesigin alikonma
zamani (retention time, tr) belirlenir. Ayni kosullar altinda analiz edildiginde, aym
dakikada ortaya ¢ikan pik icin bu bilesik oldugu sdylenebilir. Son agamada, 6rneklerin

kantitatif analizi i¢in, elde edilen veriler bu standart egri ile karsilagtirtlir [13].
1.3. Kromatografi Sistemleri Icin Numune Hazirlama Yontemleri

Numune hazirlama, kromatografi sistemlerinde analitik siirecin kritik bir asamasidir.
Uygun numune hazirlama yontemleri, kontaminasyon riskini azaltir, dogrulugu artirir ve

hatali sonug olasiligini diisiirtir [13].

Laboratuarda analiz edilecek yiizlerce farkli 6rnek tiirii olabilir. Bu 6rneklerin gesitliligi,
farkli matrislerle ¢alismak anlamina gelir ve her matris, farkli numune hazirlama
tekniklerini gerektirir. Analistler, sivi-siv1 ekstraksiyonu (LLE), kat1 faz ekstraksiyonu
(SPE), kati-siv1 ekstraksiyonu (SLE) ve diger kromatografik yontemleri igeren cesitli

numune hazirlama tekniklerini kullanabilir [12].
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a.Sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE); numune hazirlama teknikleri arasinda en ¢ok bilinen
ve yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir. Bir¢ok kisi iiniversitede LLE yontemini
sikca deneyimlemistir. LLE, siv1 bir ¢oziicii kullanarak sivi bir matristen analiti elde
etmeyi amaglar. Bu teknik, iki farkli ¢oziiciide farkl ¢oziiniirliikklere sahip bilesikleri
ayirmaya dayanir. Ayirma siirecinde genellikle ayirma hunisi kullanilir. Ayirma hunisi,
bilesikleri polarite farklarina gore ayirir. LLE, damitma sirasinda bir azeotrop olusumu

nedeniyle damitma imkansiz oldugunda 6zellikle yararlidir [10].

S1vi-S1v1 Ekstraksiyonu (LLE) yontemi, antibiyotikler, vitaminler, parfiimler, tuzlar ve
petrol {irlinleri gibi numunelerin hazirlanmasinda kullanilir. Bu nedenle, LLE, GC veya
HPLC cihazlar1 i¢in numune hazirlamada en yaygin kullanilan tekniklerden biri haline

gelmistir [12].

LLE yonteminin bazi avantajlar1 sunlardir: ekstraksiyon siireci oldukca basittir, cam
esyalar ucuzdur, organik ¢oziiciiler tekrar kullanilabilir ve ekstrakte edilen karboksilik
asitler yiiksek saflikta elde edilebilir. Ancak, LLE'nin bazi dezavantajlar1 da vardir.
Numunenin ¢éziinmesi zaman alabilir ve karistirma islemi yogun oldugunda, kirilmasi
zor bir emiilsiyon olusabilir. Ayrica, bu yontem cok fazla organik ¢oziicii kullanir, dnemli

miktarda cam esya gerektirir ve bilyiik miktarda atik iiretir [10].

b.Kati-siv1 ekstraksiyonu (SLE); kat1 bir matrisin siv1 bir ¢oziicii ile ¢6ziindiigii bir
ayirma islemidir. SLE'nin ¢alisma prensibi, kahve telvelerinin sicak suda ¢oziinmesiyle
kafein elde edilen kahve demleme siireci ile benzerdir. Laboratuar ortaminda, analitleri
numuneden ¢ikarmak i¢in genellikle bir Soxhlet ekstraktdrii kullanilir. LLE'de oldugu
gibi, SLE de HPLC veya GC ekipmani i¢in uygundur. SLE, genellikle gida, ila¢ ve kimya
endiistrilerinde kullanilir. Ayrica, petrol cevherlerinden yagi ayirmak ve cevherlerden

metalik tuzlari ¢ikarmak i¢in de kullanilir [10].

SLE'nin avantajlarindan biri, karisim olmadan ¢alistig1 i¢in emiilsiyon olusma riskinin
olmamasidir. Ayrica, diisiik reaktif maliyetleri, yiiksek verim, dogru sonuglar, yiliksek

numune kapasitesi ve LLE'ye gore daha az ¢oziicii kullanimi gibi faydalar saglar [12].

Buna karsilik, SLE'nin baz1 dezavantajlar1 da vardir. Sert dokulu numuneler i¢in uygun
degildir ve kalin bir ekstrakt elde etmek i¢in doner bir buharlastirict ile buharlastirma

gerektiginden islem karmasik olabilir [13].
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c. Kati faz ekstraksiyonu (SPE); LLE yonteminde devrim yaratan bir numune hazirlama
teknolojisidir. SPE'min ayirma ilkesi, SPE kolonunun duragan fazimin analitleri
soliisyonda tutmasina dayanir. Analitler, daha sonra bir ¢6ziicii kullanilarak konsantre

hale getirilerek ayrilir [11].

SPE'nin avantajlar1 sunlardir: SPE ekstraksiyonu i¢in gereken siire genellikle yaklasik 30
dakika gibi nispeten kisadir, siire¢ basittir ve manuel veya otomatik olarak uygulanabilir.
Ayrica, SLE ve LLE'ye kiyasla daha iy1 geri kazanim saglar, emiilsiyon olusumunu
engeller, daha az organik ¢oziicii kullanir ve segicilik ve tekrarlanabilirlik diizeyini artirir.
SPE, analitlerin kat1 duragan faz ile etkilesime girerek ayrilmasi prensibiyle LLE'den
farklidir. SPE'nin {ig tiirii vardir: normal faz, ters faz ve iyon degisimi. Bu tiirler sirastyla

polar, apolar ve yiiklii bilesenlerin ayiriminda kullanilir [10].

SPE, ¢evre, endiistri, ilag, gida ve denizcilik gibi bir¢ok sektdrde yaygin olarak kullanilir.
Idrar, kan, yumurta, bal, anne siitii ve kirmiz1 sarap gibi matrislerden analit ayirmak igin
idealdir. Bu ekstraksiyon yontemi, daha sonra GC veya HPLC ile daha fazla analiz
yapmak i¢in kullanilir. Ancak, SPE'nin dezavantajlar1 da vardir; baz1 arastirmacilar, bu
yontemin zaman alici ve karmasik oldugunu ve kartus degistirmenin zahmetli

olabilecegini belirtmislerdir [13].

Asirt cam esya kullanimi, yiiksek iscilik gereksinimleri ve diisiik verimlilik,
arastirmacilart daha verimli ekstraksiyon ydntemleri aramaya yoneltti. QuEChERS,
"Hizli, Kolay, Ucuz, Etkili, Dayanikli ve Giivenli" anlamina gelir ve genellikle dagitict
Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE) olarak bilinir. Bu yontem, 6zellikle kartus maliyeti gibi

SPE'nin dezavantajlarinin iistesinden gelmek igin gelistirilmistir [10].

QuEChERS'in avantajlar1 arasinda yiiksek geri kazanim, dogru sonuglar, biiyiik numune
hacmi, diisiik ¢ozlicii ve cam malzeme kullanimi, daha az iscilik ve diisiik reaktif
maliyetleri yer alir. Ancak, diisiik nem veya yiiksek yag icerigine sahip numunelerde
temizleme etkinligi ideal degildir, ekstraksiyon verimliligi diisebilir ve temizleme islemi
bazi eksiklikler gosterebilir. Bu yontem, kan, zeytinyagi, tahil, siit, balik ve ilag gibi ¢esitli
gidalarda pestisit kalintilarini tespit etmek i¢in uygundur. QuEChERS, 6zellikle GC

analizi i¢in tasarlanmistir [12].
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d. Hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu (ASE); kat1 veya yar1 kat1 matrislerden organik
bilesikleri siv1 bir ¢oziicii ile aywran bir ekstraksiyon yontemidir. Bu yontem, bal,
pestisitler, toplam petrol hidrokarbonlar1 (TPH), portakal kabugundaki hesperidin ve

dioksin i¢geren numuneleri ekstrakte etmek i¢in uygundur [11].

ASE'nin avantajlar1 arasinda, otomatik bir sistem olmasi, Soxhlet ve ultrasonik
ekstraksiyona gore daha hizli ekstraksiyon siiresi, kullanim kolayligi, diger ekstraksiyon
yontemlerine kiyasla daha az solvent kullanimi1 ve daha az insan giicli gereksinimi yer alir

[11].

-Numunenin Enjekte Edilmesi: Yiiksek basing altinda yapilan numune enjeksiyonunda
enjekte edilen numune bu basing altinda mobil faza karisarak kolonun {ist kismina mobil
faz icerisinde ¢6ziinmiis olarak ulasir. Enjeksiyonla 5 -1000 pL. hacme sahip numune tek

seferde kolon igerisine enjekte edilebilir [10].
a. Ucucu maddeler icin numune hazirhk yontemleri

Statik Ust Bosluk (SHS); kapali bir kromatografi sisesinin gaz faz1 veya buhar kismudur.
SHS, ugucu ve yar1 ucucu analitleri s1v1 veya kati numunelerden ayirmak i¢in kullanilir
ve genellikle Gaz Kromatografisi (GC) ekipmaninda uygulanir. SHS yo6ntemi,
numunenin kapali bir siseye konulup 1sitilmasiyla galisir. Isitildiginda, ugucu bilesenler
matristen sisenin list kismina geger. Daha sonra, bu iist bosluktan bir miktar gaz alinarak
analiz i¢in GC'ye iletilir. Bu teknik, kandaki alkol seviyesini, ilag¢ ¢6ziicli kalintilarini,
gida ve igeceklerdeki tat bilesenlerini, parfiim ve deterjanlardaki aromalar1 tespit etmek

i¢in kullanilir [9].

SHS'nin avantajlarindan biri, islemin kolay ve hizli olmasidir, bu nedenle az miktarda
solvent ve reaktif kullanilir. Ayrica, SHS genellikle ¢ok yogun numuneler i¢in ek bir

tarama yontemi olarak da kullanilabilmektedir [13].

Temizle ve Yakala (Purge and Trap, P+T) teknigi; gaz Kromatografisi (GC) ekipmani
kullanarak ugucu organik bilesikleri (VOC'ler) analiz etmek i¢in kullanilir. 1970'lerde
Cincinnati'de gelistirilen bu teknik, {i¢ ana adimdan olusmaktadir. Bu ii¢ adim

ekstraksiyon (temizleme), adsorpsiyon (yakalama) ve desorpsiyon (1sitma)dur [11].
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P+T, VOC'ler igeren bir numuneyi bir inert gaz kullanarak bir adsorban tuzagina aktarma
stirecini igerir. VOC'ler, tuzak tarafindan yakalandiktan sonra 1sitilarak serbest birakilir

ve GC kolonuna iletilir [11].

Bu yontem, VOC'leri sudan, topraktan ve ¢camurdan ayirmak ve konsantre etmek igin
idealdir. P+T, Statik Ust Bosluk (SHS) yonteminden daha hassastir ve daha fazla
numunenin analizine olanak tanir. P+T, parcacik basina milyar (ppb) veya trilyon (ppt)
seviyesinde tespit limitleri sunarak iz analizi i¢in uygundur. Bununla birlikte, P+T

ekipmani, SHS'ye gore daha karmasiktir [12].

Kati Faz Mikro Oziitleme (SPME); 1987'de Pawliszyn ve Liu tarafindan
gelistirilmistir. SPME, kati-s1v1 ekstraksiyonunun (SLE) bir varyasyonu olarak solvent
kullanilmadan numune hazirlama imkani1 sunar. Bu teknik, kan, serum, kanalizasyon,
yeralt1 suyu ve kas dokusu gibi farkli numunelerden ugucu ve yari ugucu bilesikleri izole

etmek igin silika liflerini kullanir [11].

SPME'nin uygulama alanlari, ¢evre, biyoloji, farmasétikler, yiyecek ve igecek, tatlar ve
parfiimler, adli tip ve toksikoloji gibi bir¢ok sektorii kapsar. SPME'nin avantajlarindan
bazilar1, solvent kullanilmamasi, otomasyona kolayca uyarlanmasi, numuneye zarar
vermemesi, hemen hemen her matriste ¢alisabilmesi, kullanilan liflerin ucuz ve tekrar
kullanilabilir olmasi, kiigiik boyutuyla saha ¢alismalari i¢in uygun olmasi ve GC veya

HPLC ile uyumlu olmasidir [12].
1.4. Sivi Kromatografi (HPLC) Sisteminde Onemli Parametreler
1.4.1. Allkkonma Zamani (tR)

Kolon igerisine giren maddenin kolonu terk ederek dedektorde sinyal olusturma siiresidir.
Kolona verilen enjeksiyonun, verildigi siireden dedektére varip kromatogramda
olusturdugu pikin tepe noktasinin x eksenindeki yerini ifade eder. Kolondan ayrilacak
olan maddenin kolon ile olan etkilesimini, buna istinaden alikonma zamanina etki eden
Oonemli parametreler sunlardir; kullanilan kolonun oOzellikleri, kullanilan kolonun
sicakligi, kullanilan mobil fazin bilesim durumu, kullanilan sabit fazin tip ve 6zellik
durumu, kullanilan sabit faz ve kullanilan hareketli faz arasinda bulunan molekiiller

arasindaki etkilesimler [15].
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1.4.2. Rezolusyon (Rs)

Rezolusyon piklerin arasindaki ayrimin Olglisii olmakla birlikte kolonun pikleri
ayirmasinin kapasitesini belirtir. Rezolusyon yiiksekligi ile iki pik arasi taban ¢izgi ayrimi
birbirleriyle baglantilidir. Rezolusyon, “Segicilik/Ayrim Faktorii (a)”
“Alikonma/Kapasite Faktori (k’)” ve “Etkinlik/Teorik Plaka Sayist (N)”, parametreleri
ile ilgilidir. Aralarindaki bu iliski soyle formiilize edilmektedir [15].

. VN (a-1) ki
4 a (k+D)

(Esitlik 1) (1.1)

Etkinlik faktoriiniin akiginin hizi; kolonun uzunlugu ya da dolguda kullanilan maddelerin
partikiiliiniin boyutuna bagli olarak degisebilmektedir. Etkinlik kontrolii pik genisligi ile
ilgilidir. Rezolusyon arttikca pik genisligi diiser.

Etkinlik/Teorik plaka sayisi (N) seklinde gosterilmektedir ve pikin ¢ikis zamani ile pikin
genisliginin  kullanilmasiyla hesaplanmaktadir. Rezolusyon etkinlik/teorik plaka
sayisindaki (N) biiyiikk derecedeki artislar rezolusyon degerinde kiiclik miktarda
degisikliklere sebep olmaktadir [12].

Rezolusyon degerini 6nemli derecede etkileyen bir diger parametre de Secicilik/Ayrim
Faktortidiir (o). Segicilik/ayrim faktorii (o) mobil faz ve sabit faz bilesimine bagli olarak

degisebilmektedir. Rezolusyonu derecesini arttirmanin en kolay yolu budur [13].
1.4.3. Alikonma/Kapasite Faktorii (k’)

Alikonma diger bir deyisle kapasite faktorii (k’), kullanilacak olan kimyasal icerigin
kromatografik kolonda ne kadar siire kaldigim1 Olgebilmek amaciyla kullanilan
parametredir. Kapasite/Alikonma faktoriinii; sabit faz ve mobil fazin tiirii ile maddenin

yapisi belirler [14].
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Sekil 1.3. Alikonma grafigi.
Kapasite Faktorii (k”) : (tr — to) / to
to: Mobil faz (¢6ziicii) pikinin alikonulma zamani
tr: Kullanilan kimyasal icerigin (sabit faz ) pikinin alikonulma zamani

k’ : Kapasite/Alikonma faktorii

Hareketli-Mobil faz (6lii hacim) piki (to) enjeksiyon yapilmasinin ardindan temel ¢izgi

tizerindeki goriilen ilk kirilmadir.

Uygun kapasite/alikonma faktorii 10>k™1 araliginda olmalidur.

e (k’) degeri 0-laraliginda oldugunda rezolusyon (Fark edilebilir en kiigiik degisim
ol¢iisti) siurlt olur.

e (k’) degeri artmaya basladikca rezolusyonda artmaktadir.

e (k’)degeri 2 ile 10 arasinda oldugunda iyi bir rezolusyon saglanmis demektir.

e (k’) degerini daha ¢ok artirmak rezolusyonu arttirmaz fakat ayirma i¢in gegen siireyi
arttirir.

e (k’) degeri 20 ve lizeri olursa rezolusyonda meydana gelen artis azalmaktadir.

1.4.4. Etkinlik/Teorik Plaka Sayisi (N)

Etkinlik ya da diger adiyla teorik plaka sayisi; farkli olan kolonlarin sahip olduklar
etkinliklerin karsilastirabilmesi i¢in kullanilmaktadir. Kolonun etkin olup olmadig: elde
edilen pikin genisligiyle ilgilidir. Eger kolonlarda dar pikler elde ediliyorsa bu o
kolonlarin etkinliklerinin yiiksek oldugunu gosterir. Eger kolonlarin pikleri genis ise bu
o kolonlarin etkinliklerinin diigiik oldugunu gdosterir. Kolon etkinliginin yiiksek oldugu
kolonlarda maddelerin ayirimi daha kolay olmaktadir. Kolon performansinin nasil
oldugunun anlasilabilmesi i¢in sik kullanilan parametrelerden biriside etkinlik yani teorik

plaka sayisidir. Etkinligin yani teorik plaka sayisi su sekilde gosterilir [12]:
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N=16(tr/Wt)>  (Esitlik 2) (1.2)
N:Etkinlik/teorik plaka say1s1
tr:Alikonma zaman

Wi:Pik genisligi

1.4.5. Secicilik/Ayrim Faktorii (o)

Secicilik diger bir deyisle ayrim faktorii iki pikin en yliksek seviyesi arasindaki zaman
veya mesafenin Olglistidiir. Secicilik yani ayrim faktoriin tizerinde meydana gelen kiiciik
bir degisiklik bile rezoliisyon {izerinde biiyiik bir etki yaratabilir. Secicilik faktdrii mobil
faz ve sabit faz bilesimi ile degisebilmekte olup sicaklikta secicilik faktoriinii etkileyen

diger bir faktordiir [15].

Eger secicilik yani ayrim faktorii (a)=1 ise iki pikin kolonda tutunma siireleri ayni olup
ayni ellisyona (Kromatografi iglemiyle, bir maddeyi, bagka maddelerden ayirma islemi)

sahiptirler. Segicilik/Ayrim Faktorii (o)) su formiil ile ifade edilmektedir.

a=ko/ki (Esitlik 3) (1.3)
a:Segicilik/Ayrimfaktorii
ki:Birinci pikin kapasite faktori

kz:ikinci pikin kapasite faktorii

1.4.6. Basing

Bir s1v1 kromotografisinin sisteminde basincin denklemi akis hiz1 (F), kolon yarigapi (r),
partikiil ¢ap1 (dp), solvent viskositesi (n(akiskan bir maddenin akma durumuna karsi

gosterdigi direncin dlgiitiidiir)) ve kolon uzunlugu (L) parametreleri ile belirlenmektedir
[15].

nFL

AP = KO 7-”-2 dpz (Eslthk 4) (14)
AP: Basing degisimi n:viskozite F:Akis hizt
L: Kolon uzunlugu K°:Kolon gegirgenligi

nr?: Kolon yaricapt dp2: Partikil ¢apt
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1.4.7. van Deemter Egrileri

Van Deemter denklemi ve egrileri verimliligi degerlendirmektedir ve bunu lineer hiz (u)
ya da akis hizina bagh bir fonksiyon olarak degerlendirmektedir. Bu egrilerin denklemi

su sekilde ifade edilmektedir [15].

H=L/N  (Esitlik 5) (1.5)
H:Plaka yiiksekligi L: Kolon uzunlugu N:Plaka Sayist

Plaka yiiksekligi ile plaka sayis1 dogru orantilidir. Plaka yiikseklik degeri artis gosterdikce
kromatografik ¢oziiniirliikte artmaktadir. Farkli tiir kolonlarin performanslarinin
degerlendirilmesi i¢in ve optimum dogrusal hizin belirlenmesi i¢in van Deemter egrileri

cizilmektedir [12].

1.4.8. Gradient Denklemi

Gradient ayrim sayesinde daha dik ve dar yapida pikler saglanabilmektedir.

k*_tGF

= o (Esitlik6) (1.6)

K*: Gradient alikonma  t; :Gradient siiresi F: Akis hiz1 S: Denklem sabiti

A: Mobil faz B hacmindeki degisiklik U Kolon 6li hacmi @: Cap

Gradient denkleminde, S sabitinin degeri kolondan ayrilan molekiiliin boyutuna baglidir.
Eger molekiil boyutlar1 kii¢iik ise S sabiti 4 ila 6 arasinda olmaktadir. Peptit baglar1 ve
proteinlerde bu deger 10 ile 1,000 arasinda olmaktadir.

1.5. HPLC Analizlerinde Anormal Pik Sekilleri ve Olas1 Hata Kaynaklari

Sivi kromatografik analizlerde pikteki anormallikler, pikin genislemesi (asir1 derecede
kuyruklanmasi), pikin omuz yapmasi ve pikin boliinme yapmasi gibi durumlar sivi

kromotografik analizlerde (Hplc) rastlanan hatalardir [9].
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AN ANAl

Normal Pik Genislemis Pik Béliinmiis Pik Omuz yapmis Pik

Sekil 1.4. Normal pik ve anormal piklerin goriintiileri

Bu anormal piklerin goriilmesinin ana sebepleri sunlardir:

1.5.1. Kolonun Bozulmasi

Analitik olan kolonun 6n boliimiine bir guard kolon takilmis olabilir, guard kolon
cikarilip pik sekilleri tekrar kontrol edilebilir. Eger pik sekilleri normal haline donerse,
piklerdeki bozulmanin sebebi guard kolon demektir [11].

Kolonun bozulma sebebi kolon dolgu maddesinde yapilmis olan bir degisim veya
kolonda biriken kirletici bilesenleri olabilmektedir. Kolon dolgusunda kullanilan madde
uzun siire basinca maruz kalmis ya da kullanilan bozulmus olabilir (silika jelin ¢éziinmesi
gibi). pikin omuz yapmasina ya da pikin boliinmesine kolonun girisinde bulunan dolgu
maddesi igerisinde meydana gelen hafifce bir boslu da sebep olabilir. Ayrica kolon
icerisine giren bilesenlerin kirletici olmasi ve bu kirli bilesenleri kolon girisinde ya da
kolon girisinin yakin bdlgelerinde biriktirmesi ve bu birikintinin filtreleri tikamasi

piklerde anormal sekillere sebep olabilmektedir [8].

Kolonun bozuldugu diisiiniilityorsa kolon kullanim kilavuzunda yazan yikama talimatlari
dogrultusunda yikanip, kolonun ¢alisip ¢alismadig tekrar kontrol edilebilir. Eger ki bu
islem sonrasinda da piklerde istenilen sonuglara ulasilmiyorsa kolonlar iizerinde
backflush (yikama ¢ozeltisi kullanilarak kolon i¢inin diisiik ve zit bir akisla geri
yikanmasi1 demektir) yapilabilir. Eger bunlar ise yaramazsa kolon islevini kaybetmis

demektir [9].
1.5.2. Numune Céziiciisiiniin Secimi ya da Enjeksiyon Hacmine Bagh Hatalar

Enjeksiyon hacminin ya da numunenin ¢6ziicli bilesiminin degistirilmesi analiz
sonucunda ¢ikan piklerin anormal 6zellikte olmasina sebep olabilmektedir. Numunenin

¢Oziliclisiiniin ve enjeksiyon hacminin istenen pik i¢in uygun diizeyde ayarlanmalidir [9].
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P VAVEN

(a) (b)

Sekil 1.5. Numune ¢oziiclisiine ya da enjeksiyon hacmine bagli olugan hatalar
sonucunda olusan pik goriintiileri.

(a) kromotografik analizinde mobil yani hareketli faz olarak sitrat tampon ¢ozeltisi 3,
asetonitril 1 yani 3’e oraninda veya organik ¢ozeltideki numune ¢dziiciisli olarak sitrat
tampon ¢ozeltisi yerine 3 oraninda su ve yine ayn sekilde (su / asetonitril = 3/1) ile
yapilan ¢aligmayi, oraninda asetonitril kullanilmustir. Ikinci yani (b) kromotografik
analizinde ise terz faz modu hedef alinarak tek basina ¢oziicii olarak asetonitril
kullanilmistir. Asetonitril ise ¢ok giiclii bir ¢6ziicilidiir. Analiz i¢in kullanilan ¢6ziiciiniin

giicii ve oran1 yiikseldikge pik seklinde genisleme olmaktadir [9].
1.5.3. Akis Hatlarindaki Olii Boliimler

Ayni i¢ ¢ap Olciisiine sahip farkli kolonlar kullanildiginda analiz sonucunda olusan pikler
genislemis ise bu durumun sebebi kolon baglantilarinda yani numune enjeksiyon {initesi
ya da dedektdr ve kolon arasi olan hacmin 6lii yani islev yetenegini kaybetmis olmasi ve
boylece  numune  gecisinde  yasanan  sikintilara  bagli  olabilmektedir.
Ureticiye bagl olarak degisen kolonun uzunlugu kolon baglantilari i¢in énem arz
etmektedir. Konnektore farkli bir kolon takilirken kolon iyice oturtulmalidir ve

konnektore oturtulurken uzak olan tarafa dogru bastirilmalhidir [7].
1.5.4. Kolonlardaki Sicaklik Degisimleri

Kolon sicakliginin, akis hizinin yiiksek olmasi ya da i¢ ¢ap1 biiyiik bir kolon kullanilmasi
sicaklik degisimlerine neden olabilmektedir. Bu etmenlerin yani sira mobil yani hareketli
faz yeterli miktarda 1sitilmadan kolondan akiyorsa sicaklikta degisim goriilebilmektedir.
Kolonun orta boliim sicakligi, kolonun i¢ duvara yakin bolgelerin sahip oldugu sicakliga
nispeten daha diistiktiir. Bu sicaklik farkliliklar1 analiz sonucu elde edilen pikin

genislemesine sebebiyet verebilmektedir [9].
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Sicaklik degisiminin meydana getirdigi etkileri mobil yani hareketli fazin 6n bir
1sitmadan gecirilmesi analiz sonucu olusan pikin geniglemesinin dniine gec¢ilebilmektedir.
Bu da numune enjeksiyon iinitesi ile paslanmaz celik bir yapida olan kolon yerinin
arasinda bulunan kolon boyunun uzatilmasi ile miimkiin olabilmektedir. Fakat kolonda
On 1s1itma yapilmasi analiz sonucu olusacak pikin genislemesine neden olabilmektedir Bu

durumdan kag¢inmak i¢in kolonun i¢ ¢capiin ve uzunlugunun optimize edilmesi gerekir

[7]1
1.5.5. Dedektoriin Sinyal Ayarmin Uygun Olmamasi

Giriiltii pik genislemesine sebep olabilmektedir. Dedektdriin zaman sabiti olarak
adlandirilabilen sinyal ayarlar1 degistirilerek analiz sonucu elde edilen piklerin
genislemesi azaltilabilmektedir. Sinyal ayarimin yavas olmasi giiriiltiiniin siddetini
azaltabilir yiiksek hassasiyetle sahip analizlerin yapilabilmesi i¢in de bu 6nemlidir.
Glriiltiiniin ~ siddeti azaldikca analiz sonucunda olusan piklerin genislemesi

gerceklesebilmektedir [8].
1.6. C18 Kolonu

C18 kolonu silika parcaciklari ile bagh oktadesilsilan (C18) kimyasal bagi ile baglidir ve
18 adet karbon atomu ile olusmus uzun boyutlu zincirli yapida bir alkildir ve bir sabit bir
faz tlirtidiir. C18 kolonlar1 ¢ok yonliidiir, kararli yapidadir ve yiiksek verimlilige sahiptir.
C18 kolonlari, organik bilesikleri, ilaglar1 ve biyoaktif maddelerin analizleri i¢in

kullanilmaktadir [1].
1.6.1. C18 Kolonunun Avantajlar

HPLC analizlerinde en ¢ok kullanilan kolon C18 olup bu kolonun bir¢ok avantaji vardir.

Bunlar:

a.Hidrofobik etkilesimlere sahiptir: C18 kolonu mobil fazin polar oldugu ters faz
kromotografik analizinde polar olmayan bilesiklerin ayrilmasini saglar ve sabit bir faz ile

hidrofobik bag kurup polar bilesiklerin daha hizli ayrismasini saglamaktadir [9].

b. Kimyasal stabiliteye sahiptir: C18 kolonlari, 18 adet karbon zincirleri ile baglanmigtir

ve silika yiizeyinin sahip oldugu saglam yap1 sayesinde kararli bir yapidadir. Bu 6zellik
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C18 kolonlarinin dayanikli olmasini saglamaktadir, Ayrica sulu ve organik yapida olan
mobil yani hareketli fazlar i¢in de kullanilan ¢6ziicli maddeye uyum saglar ve degisen

sartlar altinda tutarli bir performans saglamaktadir [9].

C. Genis bir pH toleranst vardwr: C18 kolonu tamamen kararl bir yapidadir. 2 ve 8 arasi
genis bir pH araligi ile asidik durumda da bazik durumda da olan tiim numune tiirlerinin
bozulma olmadan islenmesini saglar. Bu sayede C18 kolonu ilaglarin analizinin
yapilmasini, ¢evre testlerinin yapilmasini ve gida giivenliginin kontroliinii saglamay1

daha kolay bir hale getirmistir [9].

d.Giiclii Tutma ve secicilige sahiptir: C18 kolonu sahip oldugu uzun ve hidrofobik olan
alkil zincirleri sayesinde polar olmayan bilesikleri giiclii sekilde tutar ve hafif polar
bilesiklerin kolondan daha hizli1 gegmesinin saglar. Boylelikle kolay bir se¢icilik ve ayrim

gerceklesir [9].

e. Yiiksek Diizeyde Verimlilik Saglar: C18 kolonunun zincirlerinin kontrollii bir sekilde
baglanmasindan dolay1 kolonlar yiiksek bir kalitede kolon dolumu ve tek diizelik
saglamaktadir. Tepe noktalarina yiiksek bir ¢oziiniirliige sahip ayrimlar1 ve iy1 bir sekilde

tanimlanmasiyla katkida bulunur [9].
1.6.2. C18 Kolonu Calisma Prensibi

C18 kolonu sabit olan fazin apolar (C18), ve mobil yani hareketli fazin ise su ve sulu olan
¢oziiciiler gibi polar oldugu ters faz kromatografisi ilkesi dogrultusunda ¢alismaktadir.
Ters faz kromotografik analizinde su, asetonitril, metanol gibi veya bunlarin karigimi
polar ¢6ziicli mobil faz olarak kullanilir. Polar yapida olan bu ¢6ziicli numune ile birlikte
kolon igerisinde kolon boyunca tasinmaktadir [2]. Numune kolon igerisine verildikten
sonra numunenin bilesenleri polaritelerine gore bireysel olarak sabit faz ile etkilesim
icerisine girmektedir. Numunede bulunan apolar bilesenler ise hidrofobik olan C18
zincirleri ile kuvvetli bir etkilesimde bulunarak kolon igerisinde daha uzun siire
tutunabilmektedir. Mobil yani hareketli faz kolon igerisinden gegerken numune
bilesenleri C18 sabit faza olan yakinlik derecelerine gore ayrilmaktadir. Bilesigin
polarligi ile kolonda kalma stiresi ters orantilidir yani bilesigin polarlik seviyesi azaldikca
kolonda tutunma siiresi artmaktadir [2]. Polarlig1 yiiksek olan bilesikler kolon igerisinden

hizla gegmktedir ve uzun siire tutunamamaktadirlar. Bilesikler kolon igerisinden
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ayrildiktan sonra analiz edildikleri bilesiklere gore UV tespiti, floresan yontemi ve diger

farkli tespit yontemleri ile tespit edilmektedir.
1.7. HPLC’de Metot Gelistirme

HPLC ile metod gelistirme siirecinde ilk adim, numunenin ve aranan biyomolekiiliin
yapisini, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirlemektir. Daha sonra bu 6zelliklere uygun
mobil faz, kolon, yontem secimleri yapilir. Bu se¢imler yapilirken, benzer 6zelliklere
sahip kolon boyutlari, mobil faz igerigi gibi bircok degisken g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Tiim bu degiskenlerin tek tek ele alinip ayr1 ayr1 ¢alisilmasi gerekir.
Bu siire¢ zaman alabilir. Iyi sonuglar elde etmek igin, kaynak taramasi yapilmali, referans

metotlar ve makaleler incelenmelidir [1].
1.8. HPLC Sisteminde Analitik Metot Validasyonu ve Onemi

HPLC sisteminde analitik metot validasyonu, belirli bir analitik yontemin dogrulugunu,
hassasiyetini, tekrarlanabilirligini ve 6zgiilliigiini degerlendirmek i¢in yapilan kapsamli
bir stirectir. Bu siireg, bir analitik yontemin belirli bir uygulama veya analiz gorevi igin
uygunlugunu belirlemeye yoneliktir ve genellikle belirli endiistri standartlar1 ve

diizenlemelerine tabidir [12].

Analitik metot validasyonunun temel amaci, giivenilir ve dogru analitik sonuglarin elde
edilmesini saglamaktir. Bu, analitik verilerin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini
dogrulayarak, sonuglarin giivenilirligini artirir. Ayrica, bir analitik yontemin belirli bir

endiistri veya uygulama alanindaki gereksinimlere uygunlugunu belirlemek i¢in yapilir

[14].

Bu siire¢ genellikle standart bir protokol izleyerek gerceklestirilir. Bu protokol, ¢esitli
validasyon parametrelerini igerir ve bu parametrelerin degerlendirilmesi sonucunda
yontemin dogrulugu ve giivenilirligi hakkinda bilgi saglar. Analitik metot validasyonu,

asagidaki nedenlerle 6nemlidir [15]:

a. Giivenilirlik: Analitik sonuglarin gilivenilir olmasi, alinan kararlarin dogru olmasini

saglar. Bu da tiliketici giivenini artirir ve Uirtin kalitesini garanti altina alir.
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b. Kalite kontrolii: Bir analitik yontemin belirli bir test veya kalite kontrol gorevi i¢in

uygunlugunu dogrulamak, {iriinlerin standartlara uygunlugunu saglar ve kaliteyi artirir.

c. Yasal uyum: Birgok endiistride, 6zellikle farmasdtik, gida ve ¢evre gibi diizenlenmis
sektorlerde, analitik yontemlerin yasal diizenlemelere ve standartlara uygunlugunu

saglamak gerekir. Analitik metot validasyonu, bu uyumun saglanmasina yardimci olur.

d. Maliyet ve zaman tasarrufu: Yanlis sonuglar nedeniyle gereksiz tekrarlamalar

onlemek, kaynaklarin daha verimli kullanilmasini saglar ve maliyetleri diistirtir.

Analitik metot validasyonu ¢esitli endiistrilerde yapilir. Bunlar arasinda farmasotik, gida,
kozmetik, gevre, tarim ve kimya endiistrileri bulunur. Bu endiistrilerde, iiriin kalitesinin
ve giivenliginin saglanmasi i¢in analitik yontemlerin dogrulugu ve giivenilirligi biiyiik

Oonem tasir.

Analitik metot validasyonu i¢in temel parametreler sunlardr:

e Hassasiyet: Bir yontemin 6l¢iim araligi i¢indeki en kiigiik Sl¢iim degeri.

e Dogruluk: Analitik sonuglarin gercek degerlere ne kadar yakin oldugunun
derecesidir.

e Tekrarlanabilirlik: Ayni 6rnegi ayni kosullar altinda defalarca analiz ettiginizde
sonuclarin ne kadar tutarli oldugunu ifade eder.

o Ogzgiilliik: Analitik yontemin belirli bir bilesigi diger bilesiklerden ayirma
yetenegidir.

e (Calisma Aralgi: Bir yontemin dogru sonuglar verme yetenegi i¢in belirlenen
konsantrasyon araligidir.

e Gozlenebilme Simmri: Bir analitik yontemin en kiiglik algilanabilir analit
konsantrasyonudur.

e Lineerlik: Analitik yanitlarin analit konsantrasyonu ile dogrusal bir iligki
gosterme derecesidir.

e Bu parametreler, analitik metotlarin dogrulugunu ve giivenilirligini belirlemek
icin degerlendirilir ve raporlanir. Analitik metot validasyonu siireci, belirlenen
parametrelerin belirli bir analitik yontem icin karsilanip karsilanmadigini

belirleyerek, giivenilir ve dogru analitik sonuclarin elde edilmesini saglar.
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1.9. Problem Durumu

Cesitli bitkilerdeki tiacontanol diizeylerinin belirlenmesine yonelik ¢ok az sayida
calismaya rastlanilmistir. Bu c¢alismalar daha ¢ok HPLC-ELSD analiz yOntemine
dayanmaktadir, fakat HPLC-RID yontemi ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma
yoktur. Birgok laboratuvarda HPLC cihazi icerisinde RID dedektor satin alinip ELSD
dedektor cok 6zel uygulamalar i¢in alinmaktadir. Bu ylizden RID dedektoriin ¢ok yaygin
olmasi bu ¢aligsmanin yapilmasinin temelini olusturmaktadir. Bu tez ¢alismasinda HPLC-
RID yontemi ile analiz gerceklestirilecegi i¢in elde edilecek degerler literatiire oldukca

katkida bulunacaktir ve ayrica bu tiir caligmalara yeni bir bakis acis1 kazandiracaktir.
1.10. Arastirmanin Amaci

Triacontanol, bitki biiyiimesini tesvik eden bir bilesik olarak tarimsal uygulamalarda
kullanilmaktadir. HPLC ile yapilan analizler, triacontanol igeren formiilasyonlarin
hazirlanmas1 ve dogru dozajlarin belirlenmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Triacontanol’un
HPLC’de analizine yonelik gelistirilmis yontemlerin amaci1 ve onemi ¢esitli sekillerde
olabilir. Analitik dogruluk ve hassasiyet acisindan HPLC, triacontanol gibi bilesikleri cok
diisiik konsantrasyonlarda hassas sekilde analiz etme yetenegine sahiptir. Bu yontemlerin
gelistirilmesi, triacontanol konsantrasyonlarmnin daha dogru ve hassas bir sekilde
belirlenmesini saglar. Bunun yaninda, tarimsal iirlinlerde triacontanol igeriginin
belirlenmesi, tirtinlerin kalitesinin kontrol edilmesi ve standartlarinin olusturulmasi i¢in
onemlidir. HPLC ile yapilan analizler, iirlinlerin kalitesinin saglanmasina ve standartlarin
belirlenmesine yardime1 olur. Ayrica Triacontanol'iin bitki bilylimesi tizerindeki etkilerini
daha iyi anlamak ve tarimsal uygulamalarini gelistirmek i¢in yapilan aragtirmalarda
HPLC ile analiz yontemleri biiylik onem tasir. Bu yontemler, triacontanol'iin bitki
fizyolojisi tiizerindeki etkilerini incelemek i¢in kullanilir. Triacontanol, tarimsal
uygulamalarda kullanildigindan, toprak ve su Orneklerindeki kirlilik izleme
calismalarinda da Onemli bir bilesiktir. HPLC ile yapilan analizler, triacontanol'iin

cevresel ve saglik etkilerini degerlendirmek i¢inde kullanilabilir.
1.11. Arastirmanin Onemi

Triacontanol bitkilerde bulunan biiylimeyi tesvik edici 6dnemli bir bilesiktir. Bundan

dolay1 baz1 bitkilerden elde edilen ekstraktlardan yararlanarak HPLC-RID yontemi ile
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triacontanol diizeyleri incelenecektir. Boylelikle elde edilen veriler ve gelistirilen sistem
gelecekte yapilacak analiz ¢aligmalarina katkida bulunacaktir. Bu ¢alismanin sonucunun
literatiire biiyiik katkida bulunmas1 beklenmektedir. Gelistirilen bu metot sayesinde hem
literatiire heniiz girmemis bir analiz yontemi kurulacak ve valide edilecek hem de bundan
sonraki triacontanol analizlerinde temel olusturulacak bir yontem literatiire kazandirilmis

olacaktir.
1.12. Literatiir

TRIA'min HPLC analizi konusunda literatiirde sinirli veri bulunmaktadir, muhtemelen
TRIA'min  yapisinda  kromofor  bulunmamasi  nedeniyle @~ UV  tespitinin
uygulanamamasindan kaynaklanmaktadir. Bu sorunun {istesinden gelmenin bir yolu,
Kirllma Indeksi (RID) veya Buharlastirict Isik Sagilimi (ELSD) dedektorleri
kullanilmasidir. ELSD, gradyan eliisyonunu miimkiin kilar ve literatiirde 6zel bir TRIA
analizi i¢in ELSD kullanimina dair belirli bir bilgi bulunmamaktadir. Ancak, Hwang ve
Coll, tahil sorgum c¢ekirdekleri ve kurutulmus damitilmis tahillardaki toplam
polikozanollerin analizi i¢in silikanin sabit faz olarak kullanildigi bir HPLC-ELSD
yontemi onermislerdir. Bununla birlikte, polikozanollerin ayriminin yeterli olmadigini ve
karakterizasyonun GC ile yapildigin1 belirtmislerdir. TRIA iceren iirlinlerin tarimsal
amaglarla daha yaygin hale gelmesiyle, farkli matris tiirlerinde belirlenmesine yonelik
dogrulanmis bir analitik yonteme olan ihtiya¢ artmaktadir. TRIA, bu trtinlerde 10-1000
ppm konsantrasyonlarinda bulunabilecegi gibi, gilibreleme amaclh suda diisiik
konsantrasyonlarda (10-50 ppm) dagilmis halde de bulunabilir. Ayrica, bitkisel
matrislerden lipofilik ekstraksiyon yoluyla yiiksek miktarlarda (%1-3 kurutulmus
ekstraktlara kadar) elde edilebilir. Kantitatif amaclarla, Medicago sativa bitki kaynagi
olarak kullanilan TRIA'nin analiz yonteminin gelistirilmesi i¢in kurutulmus bitki

materyalleri, enzimatik ekstraktlar, stiperkritik COz2 ve saf Tria kullanilmustir.

Triacontanol diizeylerinin HPLC analiz yontemi ile belirlendigi sinirli ¢aligmalardan

bazilar1 sunlardir:

Keum et al. [16] ’nin ‘Tahil Sorgum Taneleri ve Kurutulmus Damitilmis Tahillarin
Polikosanol Icerigi ve Bilesimi’ adl1 yaptiklar1 calismada Tahil sorgumu kullanilmasinin
sebebi, yararl fizyolojik aktiviteler gerceklestirmek i¢in ideal uzun zincirli yapida alkol

olan polikosanoller i¢in dnemli bir kaynak olmasidir. Etanol iiretiminde yan iiriin olan
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sorgumun kurutulmus damutici taneleri (DDG), yiiksek oranda polikosanol igermektedir.
Tahil sorgumunun g¢ekirdekleri ve damitici tanelerinden ekstrakte edilmis olan uzun
zincirli yapidaki lipit baglarinda bulunan polikosanollerin igerigi ve bilesimi
belirlenmistir. Uzun zincirli yapiya sahip lipit baglar1 sicak hekzan ya da sicak bir etanol
kullanilarak ekstrakte edilmistir. HPLC cihazi kullanilarak tahil sorgum c¢ekirdekleri
kullanilarak ekstrakte edilmis olan uzun zincirli yapidaki lipit baglarimin ana olan
bilesenleri polikosanol (%37-44), aldehit (%44-55) ve asitler (%4-5)dir. Kurutulmus
damitic1 tanelerinden elde edilen uzun zincirli yapidaki lipitler %52 polikosanol
icermektedir, ayrica bunun yani sira %23 aldehit, %6,4 asit ve de %17 mum esterleri/steril
esterleri igermektedir. Polikosonalin bilesim araliklar ise %0-1 C22:0, %0-3 C24:0, %6-
8 C26:0, %1 C27:0, %43-47 C28:0, %1-2 C29:0, %40-43 C30:0 ve %1-4 C32:0 seklinde

olmustur.

Keumetal. [17]’in gergeklestirdigi ‘Kore Kokenli Se¢ilmis Tahillardan Elde Edilen Mum
Benzeri Malzemelerdeki Polikosanol Igerikleri ve Kompozisyonlar1® adli ¢alismada Uzun
zincirli yapida alkollerden olan polikosanollerin yararli fizyolojik aktiviteler
gerceklestirdigi  belirtilmistir. Bu ¢alismada polikosanollerin igerik ve bilesimleri
incelenmistir. Mum ve benzeri malzemeler sicak bir hekzan vasitasiyla ¢ikarilmistir.
Cilalanmamig olan tane halindeki sorgumdan, cilalanmis olan tane halinde bulunan
sorgumdan, kahverengi piringten, mor renkli piringten, bugdaydan ve bunlarin yaninda
misirdan elde edilmis olan muma benzer malzemelerin verim igerikleri sirasiyla 223, 37,
33, 61, 10 ve 10 mg/100 g kuru ¢ekirdek olarak goriilmiistiir. HPLC cihazi kullanilarak
belirlenmis olan polikosanol igerikleri ise tahillardan elde edilmis olan mum benzeri
malzemeler i¢in sirasiyla %33, %29, %6, %0 ve %2 (w/w, db) degerleri saptanmistir.
Tane sorgumdan elde edilmis olan polikosanoller i¢in temel alkoller oktakosanol ve

triakontanol olmustur.

Mutlu [10] safsizliklarin analizi igin yeni bir HPLC metotu gelistirmistir. Analizde sabit
faz olarak fenil kolon, hareketli yani mobil faz olarak ise pH=5.0 0.01 M sodyumasetata,
metanol ve asetonitril kullanmistir. Bunlar 80:15:5 oraniyla karistirilarak bir ¢ozelti elde
etmis ve elde ettigi bu ¢ozeltiyi kullanmistir. Tiim bu ¢aligmalari1 261 nm dalga boyu ile

yapmuistir.
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Kaya [18] Kahramanmaras ilinde gergeklestirdigi calismada Maras-1 cinsine ait biber
tohumlarint kullanmigtir. Tohumlarin hiicre siispansiyon kiiltiiriinde, kapsaisin tiretimi
tizerinde olan etkisi ve farkli konsantrasyonlarda triakontanol'un farkli zamanlara ait
etkilerini incelemistir. Laboratuar ortaminda ya da yapay kosullarda ¢imlendirilmis olan
Maras-1 cinsine ait biber fidelerinin hipokotil eksplantlarindan kallus elde edilmis ve elde
edilmis olan kalluslardan hiicre silispansiyonlari olusturmustur. Hiicre siispansiyonlari
icerisinden kalsiyum aljinat ile tutulmus hiicre siispansiyon kiiltiirleri ve serbest haldeki
hiicre silispansiyon kiiltiirlerini elde etmistir. Hem serbest halde olan hem de tutulmus
haldeki hiicre silispansiyonlarina triakontanol enzimini (5, 10, 15 ve 30 pg/ml) uyarici
madde olarak uygulamistir. Bu dozlarin yaninda birde uyarict uygulamadigi kontrol
gruplar olusturmustur. Ekstrasyon i¢in etil asetat kullanarak serbest halde ve tutulmus
olan hiicrelerde ve bu hiicrelerin siiziintiilerinde bulunan kapsaisinin konsantrasyonlarini
HPLC cihazinda belirlemistir. Tutuklama isleminin yapilmasinin kapsaisin miktarinin
birikiminde artig sagladigin1 gézlemlemistir. Kontrol gruplarinda ve uyarici uygulamasi
yapilan orneklerde tutulma gergeklesen hiicrelerdeki kapsaisinin miktarini, serbest
hiicrelerdeki miktara kiyasla daha yiiksek bulmustur. Uyarict giinler ve dozlar
karsilagtirdiginda toplam kapsaisin miktarmin en fazla oldugu giin ve dozu tutulmus
haldeki hiicre siispansiyonlarinda 15 pg/ml triakontanol uygulamasi ile 12. giinde

312,703 pg/g t.a. olarak belirlemistir.

Sut et al. [13] HPLC-ELSD yo6nteminin 0,6 mg/L'ye kadar sulu ¢ozeltilerde TRIA'nin
saptanmasina izin verecek kadar hassas oldugunu ifade etmislerdir. Bu arastirmacilar
HPLC-ELSD yontemi ile analiz sonucu olarak Medicago sativa bitkisinde yaprak igin;
262 + 20 mg/kg, sap ve yaprak i¢in, 138 £ 11 mg/kg degerlerinin belirlemislerdir.
Yontemi yiiksek (LOD = 0,2 mg/L, LOQ = 0,6 mg/L) ve 1yi hassasiyet (giin i¢i: <%11,2,
giinler arasi: %10,2) ile karakterize etmislerdir. Gelistirdikleri bu ydntemi tamamen
dogrulamislar ve farkli kurutulmus bitkisel matrisler ile bitki ekstraktlarini, ve bu

orneklerdeki TRIA igerigini analiz ederek test etmislerdir.

Chunfeng Wang et al. [19] Beagle kopegi plazmasindan triacontanolun belirlenmesi
gzerine bir ¢alisma yapmiglardir. Yapmis olduklar1 bu ¢alismada IS olarak 1-octacosanal
kullanildi. Gaz kromatografisi-MS/MS ve MRM modunda analiz yapildi. Yo6ntem

lineerlik,dogruluk, hassasiyet, matris etkisi ve stabilite kriterlerini sagladi.
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Li et al. [20] PEG-triacontanol (PEG-TA) pro-ilag formunun fare/plazmasindaki hem
PEG-TA hem serbest triacontanol analizini yapmistir. SALLE ekstraksiyon+tiimsiiz
saponifikasyon+ GC-MS/MS kullanmustir.

Mori et al. [21] Moso bambu skini kompostundan Triacontanol analizi yapmustir. Silika
jel kolonu ile gaz kromotografisi-MS yapmuistir. Taze ve kaynar ciltlerde triacontanol
konsantrasyonunu sirastyla taze kabuklar ile 13.3 ppm, kaynatildan sonra 41,7 ppm olarak
bulmuslardir. Kompostta iki hafta sonunda zirve deger olarak 71.3 ppm sonucunu
bulmusdur. Olgunlasma zamani ise 19.7 ppm olarak bulmusdur. Triacontanolun TLC ile

saflagtirllmasinin ardindan GC-MS ile kantitatif analizleri yapilmustir.

Gengdal [22] bitkilerde esansiyel olarak bulunmayan ve bitkiler i¢in olumsuz etkiler
yaratan bir agir metal elementi olan kursun (Pb)’un bir bitki biiylime diizenleyicisi olan
triacontanol ile etkisinin azaltilip bitkinin veriminin ve antioksidan savunma
mekanizmalarmin gelismesini saglayarak bitkinin agir metal toleransini arttirdigini
gozlemlemistir. Calismada poliformizmdeki olas1 degisimleri RAPD yontemi ile

metilasyon seviyelerindeki degisimleri ise CRED-RA yontemi ile belirlemistir.



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

2.1. Kullanmilan Cihaz ve Malzemeler

Triacontanoliin analizinde Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Birimi Toprak
Kimyast Laboratuari’nda bulunan Agilent HPLC cihaz1 (Agilent Infinity II ), RID
(G7162A 1260 RID), C18 kolonu (150 x 4.6 mm 3um) , Diol (5 um) kolonu, C18 (5 um)
kolonu ve amin kolonlar kullanilmistir. Analiz i¢in kullanilacak saf su icin ultra saf su
cihaz1 (Smart Healforce) ve pH &lciimleri icin Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Arastirma Birimi Toprak Laboratuarinda bulunan Thermo marka pH metre kullanilmistir.
Hava kabarciklarinin giderilmesi i¢in ultrasonik su banyosu (Niikleon, Ankara,
TURKIYE) kullanilmistir. Bu cihazlarin yaninda Thermo marka otomatik pipet serisi,
cesitli cam malzemeler ve 6rnekleri filtrelemek i¢in Isolab marka 0,45 mikrometre siringa

filtresi gibi laboratuar malzemeleri kullanilmistir.
2.2. Kimyasallar

Analiz i¢in mobil faz olarak %99.9°’luk Metanol, %95°lik Asetonitril , %99’luk Etanol
(Merck) ultra saf su cihazindan alinan saf su ve saf halde tedarik edilen triacontanol

(Sigma) kullanilmistir.
2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ana stok c¢ozeltisi i¢cin 100 ppmlik bir ¢ozelti hazirlanmistir. Bunun i¢in 100 mg saf
haldeki triacontanol tartilip 1000 ml etanol igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Yapilan bu
karisimin icersinde bulunan hava kabarciklarinin digariya atilmasi i¢in 5 dakika kadar 45
°C’ liik su banyosunda bekletilip karisim su banyosundan ¢ikarilmistir. Hazirlanmig olan
bu karissimdan 10 adet standart hazirlanmistir. Standartlarin tamamlanmasinda 6nce

sadece metanol kullanilmistir, ¢ikan piklerin bozuk olmasi sebebiyle Tablo 3.1 ‘de elde
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edilen uygun mobil faz ile tamamlanmasina karar verilip pik hata orani en aza
indirilmistir. Bu sebepten standartlarin tamamlanmasi ve okunmasi i¢in %50’si metanol
%150’si saf su olacak sekilde bir karisim hazirlanmistir. Standartlarin hazirlanmasinda ana
stok ¢ozeltisinden pipetle cekilip 10 ml’lik balon joje igerisine alimmistir ve %50’si
metanol %50’si su olan mobil faz karisimi ile 10 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu
10 standart karigim igerisindeki hava kabarciklarinin ¢ikmasi igin 45 °C’ liik ultrasonik
su banyosunda 5 dakika kadar bekletilip alinmistir. Hazirlanan 10 standart ayr1 ayr1 olacak
sekilde viallere 1000 ul ¢ekilip (her standart i¢in bir vial, toplamda 10 vial) okuma ig¢in
Agilent marka HPLC cihazina sira ile (0.02-0.05-0.1-0.2-0.5-1-5-10-25-50)
yerlestirilmistir. Okuma 30°C dedektor sicakliginda RID’ da 3 mikronluk C18 kolonu
kullanilarak 40°C kolon sicakliginda yapilmistir. Akis hiz1 0.5 ml/dakika ve okuma i¢in
kullanilan ¢6zelti 10 ul, okuma siiresi 5 dakika olarak ayarlanmistir. Bu ayarlarlar Tablo
3.1’de yapilan ¢alismalar sonucu belirlenmistir. Okuma i¢in mobil faz olarak Tablo
3.1’de yapilan ¢alismalar arasindan en iyi sonuca ulastigimiz %50’si metanol %50’si su

olacak sekilde bir karisim hazirlanip kullanilmistir.
2.4. Bitki Orneklerinin Hazirlanmasi

Gergek ornek okumasi i¢in kurutulmus yonca bitkisi alinip havanda ogiitiilerek 2 gram
numune tartilmistir. Tartilan numune 10 ml etanol ile ultrasonik banyo yardimi ile 45 °C
sicaklikta 30 dakika ekstrakte edilmistir. 3 adet hazirlanmis olan yonca ekstraktindan 10
ul ¢ekilip, 990 ul metanol ile 1000 pl’ye tamamlanmustir. Ekleme-geri kazanma
calismalari i¢in diger viallere 500 pl hacimdeki triacontanol standardindan 200 pl, yonca

ekstraktindan 10 pl ¢ekilip 790 pl metanol ile tamamlanarak hazirlanmustir.
2.5. Kromatografik Sartlarin Optimizasyonu

Okuma 30°C dedektor sicakliginda RID’ da 3mikronluk C18 kolonu kullanilarak 40°C
kolon sicakliginda yapilmistir. Akis hiz1 0.5 ml/dakika ve okuma i¢in kullanilan ¢ozelti
10 pl, okuma siiresi 5 dakika olacaktir. Okuma i¢in mobil faz olarak %50’si metanol
%350’si su olacak sekilde bir karisim hazirlanip (C ) kullanilmigtir. Bu yontem ile elde
edilen triacontanol kromatogrami Sekil 3.1. de verilmistir. Bu kromatografik sartlara

Tablo 3.1°de verilen ¢alismalar sonucu karar verilmistir.
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2.6. Kalibrasyon Dogrusu Hazirlanmasi

Kalibrasyon dogrusu icin artan derisimlerde triacontanol c¢ozeltileri hazirlanmis ve

kromatogramlar1 alinmistir. Standartlar asagida verilen tablodaki gibi hazirlanmastir.

Tablo 2.1. Standartlar igin ilave edilen ana stok ¢6zelti miktarlar1 ve derisimleri.

Standart No Hacim (pl) Derisim (mg 1)
1 2 0.02
2 5 0.05
3 10 0.1
4 20 0.2
5 50 0.5
6 100 1
7 500 5
8 1000 10
9 2500 25
10 5000 50

2.7. Validasyon Calismalari
2.7.1. Dogrusallik

Bir analitin sinyali ile konsantrasyonu arasindaki iliskinin dogrusal olup olmadigim
belirler. Kalibrasyon egrisi (en az 5 farkli konsantrasyon) ,korelasyon sayist 12> 0.999

olmast tercih edilir [14].
2.7.2. Secicilik

Yontemin yalnizca hedef analiti 6l¢tiiglinden emin olunmasini saglar. Matristeki diger

bilesiklerin girisim yapmadigini gosterir [15].
2.7.3. Dogruluk

Analitik yonteminin ger¢ek degere veya gercek kabul edilen degere ne kadar yakin sonug
verdigidir. Bilinen miktarda analit matrise eklenir, geri kazanim (%) hesaplanir. %95-105

aras1 geri kazanim kabul edilir [14].
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2.7.4. Kesinlik

Bir analitik yontem ile elde edilen sonuglarin birbirine olan yakinlhiginin ifadesidir. %

Bagil standart sapma ile ifade edilir [15].
2.7.5. Gozlenebilme Sinir1 ve Tayin Sinir1

Analitin istatiksel olarak ayirt edilebilecek en diisiik konsantrasyonu gozlenebilme
smiridir.  Tayin sinir1 ise, analitin  kantitatif olarak Olgiilebilecegi en diisiik

konsantrasyondur. Standart sapmaya gore hesaplanirlar [15].
2.7.6. Kararhhk

Analitin numune i¢inde zamanla fiziksel veya kimyasal olarak degisime ugramadan sabit
kalma yetenegidir. Kararlilik ¢aligmalar1 6rneklerin saklanma stiresi, kosullar1 ve tagima

islemleri sirasinda analitin bozulup bozulmadigini gosterir [15].
2.7.7. Stabilite

Kisa stabilite, uzun stabilite, hazir numune stabilitesi ve c¢Ozelti stabilitesi olarak
ayrilmaktadir. Stabilite ¢alismalart analitik yontemin yalnizca anlik degil, zaman iginde

de giivenilir sonuglar verdigini belgelemek igin yapilir [14].



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Yontem Optimizasyonu
3.1.1. Mobil faz bilesimi ve akis hizi

Mobil faz olarak Oncelikle Asetonitril-su, asetonitril-metanol, metanol-su karisimlari
kullanilmustir. Coziicli piki ile analit piki arasindaki mesafe, analit pikinin konumu, pik

alan1 ve sekli itibari ile en iyi sonuglar metanol su karigiminda elde edilmistir.

Metanol su karisimindan olusan mobil fazin birlesme oranimi tayin etmek amaciyla
yapilan c¢alismada metanoliin arttirilmasi ile pik hacimlerinde ve ¢oziici piki ile
arasindaki mesafede azalma gozlemlenmistir. Bu istenen bir durum olmadigindan
metanol oran1 % 50 civarinda tutulmustur. Bununla birlikte karisimdaki su oraninin artigi
analit pikinde yayvanlasmaya ve ¢oziicii pikinde negatife giden deger ile sonuglanmaistir.

Bu yiizden karigindaki su orani1 %50 olarak belirlenmistir.

Mobil fazin optimum akis hizinin belirlenmesinde yiiksek akis hizlarinda ¢oziicii ve analit
pikleri birbirine ¢ok yaklasarak pik rezolusyonunu azaltmakta hatta pikler birbirine
karigsmaktadir. Diisiik akis hizlarinda ise analit ve ¢oziicii pikleri birbirinden uzaklasirken
analit pikinde genislemeye ve bu sayede de pik kantitatifliginde bozulmaya sebebiyet

vermistir. Optimum akis hizi olarak 0,5 ml min™ olarak secilmistir.
3.1.2. Ornek enjeksiyon hacmi

Optimum 6rnek enjeksiyon hacminin tespiti i¢in yapilan ¢alismada 1 pL ile 20 pL
arasinda tarama ¢aligmasi yapilmis, diisiik hacimlerde gozlenebilme sinirinda kétiilesme,
yiiksek hacimlerde ise pik seklinde ve lineer aralikta bozulma gozlenmistir. Bu yiizden

optimum 6rnek hacmi olarak 10 pL se¢ilmistir.
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Calismada kullanilacak kolonun tespiti i¢in 5 mikron C18 kolonu, 5 mikron Diol ve amin

kolonlar ile 3 mikron C18 kolon kullanilmistir. Kolonlarla birlikte mobil faz bilesimi ve

akis hizli gibi parametreler de tekrar taranarak ¢calisma i¢in en uygun kolon 150 x 4.6 mm

boyutunda 3,0 um tanecik boyutuna sahip C18 kolonu olarak secilmistir. Calisma ile ilgili

veriler Tablo 3.1°de gosterilmistir. Okuma siiresi her ¢alisma i¢in 5 dakikadir.

Tablo 3.1. Kolon se¢imi i¢in yapilan ¢alisma verileri.

Kullanilan | Kullanilan Mobil AL Enjeksiyon KOIOn, FILYT . .
vl faz Hiz et () Sicaklig cikis Degerlendirme
mL/dk 1(C° | dakikasi
C18 Metanol80/Su ot
(5 mikron) (PH7)20 0,5 5 Serbest 1,28 Kigiik pik
C18 Metanol80/Su ot

(5 mikron) (pH3)20 0.5 a Serbest | 1,29 Kiigik pik
C18 (5 Metanol80/Su .
mikron) | (HM10/ACN10 | O 5 Serbest | 1,20 Bozuk pik
C18 (5 ACN arttikca

. ACN 30/Metanol70 0,5 5 31 14 zemin sinyali
mikron)
azaliyor.
c18 Metanol arttik¢a
: ACN15/metanol85 0.5 5 31 15 zemin
(5 mikron) P
kétiilesiyor.
Diol 05 5
(4,6x150) ACN 70/Su 30 ’ 31 2 Pik bozuk
Diol .

(4,6x150) ACN 30/Su 70 0,5 5 31 1,8 Pik ¢ok bozuk
CI8(5 | ACNS50/Metanol 50 | 05 5 31 15 Pik bozuk
mikron)

CI8(G | AcN 30/Metanol70 | 05 5 31 15 Pik bozuk
mikron)

CI8(G | AcN 30/Metanol70 | 05 5 31 15 Pik bozuk
mikron)

CI8(5 | ACN10/Metanol 90 | 05 5 31 14 Pik dalgals
mikron)

C18 (5 .
mikron) ACN 80/Metanol 20 0,5 5 31 1,4 Kigiik pik
C18 (5 ACN 70/metanol e e
mikron) 20/su 10 0,5 5 31 15 Pik kiigiildii
C18 (5 ACN g e
mikron) 20/Metanol60/Su 20 0.5 S 31 1,25 Pik diizgiin
C18 (5 ACN10/Metanol80/ 05 5 31 134 Pik normal

mikron)

Su 10




Tablo 3.1’in devami

44

C18 Pik yakin ve
(3mikron) Metanol 50/su 50 1 5 30 1,7 boyunlu
Pikler
C18 Metanol50/Su 1 5 30 16 birbirlerine
(3mikron) 50(pH9) ’ yakin, boyunlu
ve zemin kotii
c18 Pik boyunlu ve
(3mikron) Metanol50/su 50 0,7 5 30 2,5 ¢oziicii piki
yakin
C18 Pikler arasi
(3mikron) Metanol50/Su 50 0,4 5 30 2,7 yakin
C18 S
(3mikron) Metanol40/Su 60 0,5 5 30 3,2 Pik koti
c18 Pik diizgiin
: Metanol40/Su 60 0,5 5 40 4 fakat ¢oziicii
(3mikron) o
piki cikiyor.
c18 Pik diizgiin
g Metanol50/su 50 0,5 5 40 3,8 fakat zemin
(3mikron) o
pliriizlii yapida
C18 Pik diizglin ama
(3mikron) Metanol55/su 45 0,5 5 40 4 zemin diiz degil.
C18 Pik diizgiin
- Metanol50/su50 0,5 10 40 4 fakat zemin diiz
(3mikron) degil
C18 %50-50 metanol-su 05 10 40 4 Pik diizgiin ve
(3mikron) | karigimli tek ¢ozelti ' kullanilabilir.

Optimum kosullarin belirlenmesi i¢in ¢alismada farkli akig hizi, enjeksiyon hacmi,

kolon sicaklig1 ve kolon gesitleri kullanilarak en iyi sonuca ulasilmistir [18].

3.1.4. Optimum Kromatografik Kosullar

Kolonun 3pum ¢apinda bir C18 kolonu oldugu, kolon sicakligi 40 C°, mobil faz olarak

%50-50 metanol-su karisimimin kullanildigi, akis hizi 0.5 mL /dk, enjeksiyon hacminin

10 puL oldugu kosullar optimum kosullar olarak se¢ilmistir.
3.2. Yontem Validasyon Bulgulari

3.2.1. Kromatogramin Degerlendirilmesi

Sekil 2.13 de goriildiigi gibi analiz sonuglari dogrultusunda olgiimler dogrusal yol

izlemektedir.



Sekil 3.1.Triacontanol pikinin ¢ikis zamani.

Bu gorselde Triacontanol pikinin 3,9. dakikada ¢iktig1 goriillmektedir.
Pikin ¢ikis aralig1 sekildeki gibidir.
Alikonma faktorii; [12]
k’=tR-t0/t0
k’=3,9-0,2/0,2
k’=3
Teorik plaka sayist; [11]
N=16(alikonma zaman1 x pik genisligi ) 2
N=16(3,9 x (4,1-3,8)) 2
N=21,902 plt
Metre basina plaka sayisi ise
=21,902/150x1000 = 146 013 plt m*
Plaka Yiiksekligi: [12] H=L/N = 150/21,902= 6.85

H= 150/146013 =1.027x10% mm
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3.2.2. Dogrusallik ve Dinamik Arahk

Bu ¢alismada degisen derisimlerde standartlar hazirlanarak kromatogramlara alinmistir.
5 ng I'’den baslayan ve 100 mg I degerine kadar artan standartlar ile ¢alistlmustir. 5 pg
I1 degerinde pik gozlenmemis fark edilebilir pik en kii¢iik 10 pug 1 degerinde elde
edilmistir. Bu deger gézlenebilme siiri( LOD) olarak secilmis ve dinamik aralik 25 mg
| 1 aralik degerine kadar devam etmistir. Elde edilen kromatogram Sekil 3.2. de

verilmistir.

oot porw gt 0,03 "on " “r s ' ’ " ” ~r Orvoes o Ormed 3

Sekil 3.2. Dinamik aralik ¢calismasina ait kromatogram.
Bu sinyaller ile elde edilen kalibrasyon egrisinin grafigi Sekil 3.3. de verilmistir.

Calibravon Curve

Sekil 3.3. Triacontanol kalibrasyon egrisi.

Bu dogrunun denklemi; y=162167.9087x —2107.5577 “dir.
r=99997
R?=0.99993 olarak bulunmustur.
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3.2.2. Dogruluk

Bu calismada hazirlanan gergek orneklere ekleme- geri kazanma g¢alismasi yapilarak
gelistirilen yontemin dogrulugu test edilistir. Bunun i¢in yonca bitkisinden elde edilen
ekstraktlar analiz edilmis daha sonra bu ekstraktlara ekleme yapilarak geri kazanma
degerleri hesaplanmistir. Bu ¢alismaya ait 6rnek bir kromatogram Sekil 3.4’de, veriler ise

Tablo 3.2 de verilmistir.

Yonca Nemunes| Yonen Numenssd + 1 mpldl Bave

Sekil 3.4. Ekleme-geri kazanma caligmasina ait 6rnek bir kromatogram.

Tablo 3.2. Gergek 6rnek analizleri ve ekleme - geri kazanma ¢alisma sonuglari.

Numune Eklenen Bulunan % Geri Kazanim
1.Yonca i 0,94 i

1,0 1,91 %98,5
2. Yonca i 1,10 i

1,0 2,11 %100,5
3.Yonca i 1,14 i

1,0 2,14 %100

Calismada gercek Orneklerde yapilan ekleme geri kazanma sonuglarina goére %100.5,
%100 ile %98.5 arasinda geri kazanma degerleri kantitatif olarak elde edilmistir. Bu da

yontemin yonca orneklerinde dogru calistiginin bir gdstergesidir.
3.2.3. Kesinlik

Kesinlik ¢alismasi i¢in 10 adet numune hazirlanmis ve ardi ardina analizleri yapilmastir.
Elde edilen sonuglardan % Bagil standart sapma (BSS) degeri hesaplanmistir. Hesaplanan
sonuglara gore %BSS degeri 1,8 olarak bulunmustur [13].
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3.2.4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Calismanin bu kisminda LOD ve LOQ degerlerini hesaplamak amactyla HPLC igin ¢cok
kiiciik bir derisim olan 5 pg 1"t degerinden baslayarak artan derisimlerde analit ¢ozeltileri
HPLC’de okunarak kromatogramlar elde edilmistir. Zemin sinyalinden farklandirilabilen
en diisiik derisim olarak 10 pg 1" degeri goriildiigii icin LOD olarak 10 pg 1™ degeri, LOQ
degeri olarak da 33pg 1™ degeri hesaplanmustir [15].

3.2.5. Stabilite

Stabilite calismasi i¢in li¢ farkli durumda ayni 6rnek analiz edilmistir. Birinci durumda
¢ozeltiler hazirlanir hazirlanmaz analizi yapilmistir. ikinci durumda ¢ozeltiler 1 hafta
dondurucuda bekletilerek analiz edilmistir. Son durumda ise c¢ozeltiler 1 hafta disarida

bekletilerek analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar asagida Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Stabilite ¢alismasindan elde edilen sonuglar.

Calisma Sonug %Geri kazanma
1 0,93 +£0,01 %99 £ 1

2 1,01 £0,02 %100 + 2

3 0,86 +£0,02 % 102 £2

3.3. Bitki Analizleri

Hazirlanan yonca drnekleri gelistirilen yontem ile analiz edilerek kat1 6rnekte bulunan
triacontanol miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore drneklerde bulunan analit

miktarlar1 Tablo 3.4°de verilmistir.

Tablo 3.4. Ornek analiz sonuglar.

Ornek No Triacontanol derisimi ( %)
1 %0,051 £ 0,001
2 %0,048 £ 0,001

3 %0,046 + 0,001




4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

Triacontanol, C3oHe20 formiillii bir yag alkoliidiir ve mirisil alkol de denilmektedir.
Triacontanol bitkinin kiitikiil mumlar1 igerisinde ve bal mumunda bulunmaktadir.
Triacontanol bir bitki biiyliime uyaricis1 ve diizenleyicisidir. En ¢cok Asya kitasinda olmak
lizere diinya {lizerinde cesitli mahsullerin verim ve kalitesini artirmak amaciyla
kullanilmustir. Triacontanol; fotosentezin gergeklesmesini saglamaktadir. Bunun yaninda
proteinin biyosentezini gerceklestirmekte ve enzimlerin aktivitelerinin oranlarim
arttirmaktadir. Ayrica triacontanol yani yag alkolii, bitkilerde hiicrelerinin fizyolojik

verimliliklerini arttirmakta ve bitkideki besin maddelerinin tasinmasini saglamaktadir.

Aragstirilan literatiirler dogrultusunda triacontanol hormonunun bitki biiyiimesi ve
gelisimi i¢cin 6nemli bir rol Ustlendigi goriilmiistiir. Triacontonoliin bitkilerde ne kadar
bulundugu bitkilerin gelisimi i¢in 6énem arz ettigi anlasilmistir. Bu yiizden bitkilerdeki
triacontanol miktarmin belirlenmesi i¢in kromatografik analizler kullanilmaktadir.
Literatiirlerden yararlanarak bu zamana kadar triacontanol miktarinin sadece HPLC-
ELSD yontemi kullanilarak belirlendigi goriilmiistiir. Triacontonal miktarinin
Olciilmesinde yeni bir yontem gelistirilmesinin gerekli oldugu diisliniilmiis olup, bu
yontemin hemen hemen her laboratuarda bulunan ve hassas sonu¢ alinmasini saglayan
HPLC-RID ile olmasina karar verilmistir. Yapilan bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda
HPLC-RID kullanilarak triacontanol standartlarinin 6l¢iilmesi, kalibrasyon saglanmasi
ve yontemin gercek numuneler lizerinde test edilmesi ile validasyon c¢alismalarinin

yapilmasi saglanmistir.

Yapilan denemelerden elde edilen sonuglar arasinda en iyi sonug elde ettigimiz kolon 3
mikronluk C18 kolonu olmustur. Yontemin gelistirilmesinde hidrofobik etkilesimlere

ve kimyasal stabiliteye sahip olmasi, genis bir pH tolerans1 bulunmasi, gii¢lii tutma ve
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secicilik oOzelligi ve yliksek diizeyde verimlilik saglamasi 6zelliklerinden dolayr C18
kolonunun kullanilmasi tercih edilmistir. Kullanilan kolon SilUR MLC18 150 x 4.6 mm
boyutunda, 3,0 um tanecik boyutuna sahip olan bir C18 kolonudur. Calismada mobil faz
olarak yar1 yartya metanol-su karistmi (C ) olacak sekilde tek bir hareketli faz
kullanilmistir. 0,5 ml min™ akis hizinda, 40°C kolon sicakliginda ve 10 pL enjeksiyon
hacminde okumalar yapilmistir. Okumasi yapilmis olan triacontanol piklerinin alikonma
faktori (k’=tR-t0/t0) 3 olarak bulunmustur ve bu degerin 2 ile 10 arasinda olmasi iyi bir
rezolusyon oldugunu gostermektedir. Teorik plaka sayis1 146013 plt m™ olarak
bulunmustur. Triacontanol miktar analizinin yapilabilmesi icin gelistirilen HPLC-RID
yonteminin  validasyon c¢alismalar1  validasyon  parametreleri  dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Bu parametreler dogruluk, kesinlik, dogrusallik, geri kazanim,
gozlenebilme sinir1 ve tayin sinir1 ile stabilite parametreleridir. Standartlar ve 6rnekler en
az lg¢ tekerrlirlii olacak sekilde okunmustur ve bu okumalar sonucunda yonca
orneklerinde %0,048-0,051 triacontanol tespit edilmistir. Bu deger literatiir ile uyumlu
olup analiz sonuglarinin dogrulugu ekleme-geri kazanma degerleri ile test edilmistir.
Calisma sonucunda literatiirde ilk defa gelistirilen bir HPLC-RID yontemi olusturulmus

ve basar1 ile uygulanmustir.

Triacontanol gibi bitkiler i¢in 6nemli bir biiyiime diizenleyicisinin ziraii alanda 6nemi
goriilmektedir. Bitkilerin sahip oldugu triacontanol iceriginin belirlenmesinin ve sahip
olduklar1 triacontanol igeriklerine gére uygulamalara tabii tutulmasinin énemli oldugu
anlagilmistir. Etkili bir analiz yontemi ile bitkilerin triacontanol igeriklerinin belirlenmesi
son derece onemli oldugu gibi bitkilerden triacontanolun etkili bir sekilde ekstrakte
edilmesi de c¢ok Onemlidir. Bu ekstraktlarda triacontanolun tayini bu c¢alismada
gelistirilen bir yontem gibi saglam, duyarli, dinamik aralig1 genis, kolay uygulanabilir bir
yontemin varligi ile miimkiindiir. O ylizden her kromatografi laboratuarinda bulunabilen
bir reflaktif indeks dedektorii kullanilarak yontem gelistirilmistir. Yontem literatiirde ilk
defa uygulandig1 gibi diger laboratuarlarda da kolaylikla uygulanabilecek referans bir

metot olmaya aday bir ¢caligmadir.
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