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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
KAYISI (Prunus armeniaca L.) VE KAYISI CEKIRDEGINDE
KUERSETININ HPLC-MS iLE TAYIiNi

Emine CENGIZ
Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Mehmet YAMAN
Yil: 2011, Sayfa:67

Kuersetin flavonoidlerin alt grubunda yer alan flavonol grubunun bir bilesigidir.
Kuersetin bilesigi antioksidan ve antikanserojen ozelliklere sahiptir. Son zamanlarda, sentetik
ilaglardan ziyade dogal orneklerdeki kuersetinin daha avantajli olmasi nedeniyle, meyve ve
sebzelerdeki kuersetin konsantrasyonunun tayinine biiyiik bir ilgi vardir. Ozellikle Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Kiitle Spektrometresi (MS) cihazlarmin
birlestirilmesiyle olusan HPLC-MS sisteminin yayginlagmasi, bu bilesigin genis bir gida ¢esidi
orneklerindeki derisimlerinin tayinine imkan vermektedir.

Bu calismada, dogru, kesin ve duyarl sonuglar elde etmek i¢in fragmentor (pargalayici)
voltaji, enjeksiyon hacmi, kolon sicakligi, mobil faz akis hiz1 gibi parametreler optimize edildi.
Mobil faz olarak su/metanol/asetonitril/formik asit karigimi kullanildi. Optimum sart olarak;
injeksiyon hacmi i¢in 5 pL, akis hizi i¢in 0.6 mL/dk, kolon sicaklig1 i¢in 30 °C ve fragmentor
voltaji i¢in 140 V degerleri bulundu. Go6zlenen bu optimum sartlar, Elazig yoresinden temin
edilen kayisi meyvesi ve kayisi cekirdegi Orneklerinde kuersetin tayini i¢in uygulandi.
Orneklerden kuersetinin ekstraksiyonu igin, metanol/askorbik asit/HCl karisimi kullanilds..
Berrak ekstraksiyon ¢ozeltilerindeki kuersetin  HPLC-MS ile tayini yapildi. Bulunan
sonuglardan, en biiyiilk ve en kiiciik kuersetin konsantrasyonlarmin, yas esasa gore kayisi
meyvesinde <t.s.-12.9 ppm araliginda ve kayisi meyvesi ¢ekirdeginde tayin simirindan kiigiik

bulundu.

Anahtar kelimeler: Kayisi, kuersetin, HPLC-MS, ekstraksiyon,



SUMMARY
MSc Thesis
DETERMINATION OF QUERCETINE IN APRICOT (PRUNUS ARMENIACA
L.) AND ITS SEED BY HPLC-MS
Emine CENGIZ
Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet YAMAN
Year: 2011, Page:67

Quercetin is a compound of flavonol group that is subgroup of flavonoids. It has
antioxidant and anticanserogen properties. Recently, there is an interest in the
determination of quercetin concentrations in fruits and vegetables due to more
advantages of its antioxidant compounds in natural samples than in synthetic drugs.
Particularly, widespread use of HPLC-MS system combining from high performance liquid
chromatography (HPLC) and mass spectrometry (MS) allows to the determination of this
compound in wide kinds of food samples.

In this study, the parameters such as fragmentor potential, injection volume, column
temperature, flow rate of mobile phase were optimized to obtain accurate, precise and sensitive
results. The mixture of water/methanol/asetonitril/formic asid was used as mobile phase. The
optimum conditions were found to be injection volume: 5.0 pL, flow rate of mobile phase: 0.6
mL/min, column temperature: 30 °C and fragmentor potential: 140 V. The optimum parameters
observed were applied to the determination of quercetin in apricot fruite and apricot seed
samples grown in vicinity of Elazig city. The mixture of methanol/ascorbic acid/HCI was used
to extract quercetin from the samples. Quercetin concentrations in the clear extracts were
determined by using HPLC-MS. From the obtained results, the highest and the lowest
concentrations for quercetin were found to be in the range of < LOQ- 12.9 ppm on wet weight

basis. Quercetin concenttartion in apricot seeds was found lower than LOQ.

Keywords: Appricot, quercetin, HPLC-MS, extraction.
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1. GIRIS

Bitki kokenli gidalar antimikrobiyal, antioksidan, antimutajen, antikanserojen,
antidepresant vb. etkiye sahip bircok kimyasal maddenin dogal kaynaklaridir. Bu
maddelerden, polifenol grubunda yeralan 6zellikle flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar
ve stilbenler gibi bilesik alt gruplar1 daha ¢ok etkili olduklar1 belirtilmektedir [1, 2].
Flavonoidler, bir C;s flavon iskelet yapisinda olan iki fenil halkas1 ve bir heterosiklik
halkadan olusmuslardir [3]. Flavonol, flavan-3-ol, flavonon ve antosiyanidinler ise
flavonoidlerin alt grubunda yer almaktadirlar. Flavonoller ise kuersetin, miyrisetin,
kamferol ve benzeri bilesikleri kapsamaktadir.

Kanser hastalarinin i¢in milyarlarca dolar harcama yapildig: dikkate alindiginda,
kanseri onleyici ve tedavi edici maddelerin bulunmasiyla ilgili caligmalarin 6nemi daha
iyl anlagilmaktadir. Flavonoidlerin antioksidan 06zellikleri, hiicrelere zarar veren
radikallerle etkileserek radikalleri zararsiz hale getirmeleri seklinde aciklanmistir. Ayni
zamanda flavonoidler, viicut icinde 6nemli olan enzimlerin aktivitelerini diizenleyerek
kanserli hiicrelerin ¢ogalmasimi engellerler. Flavonoid grubu arasinda kuersetinin
antioksidan 6zelligi daha fazladir. Bu tiir bilesiklerin dogru ve kesin olarak tayini ise
ayr1 bir dneme sahiptir. Bu amagla, Ultraviyole-Goriiniir Bélge Spektroskopisi (UV-
Vis), Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektroskopisi (GC-MS),  Yiiksek  Performansli  Sivi  Kromatografisi-Kiitle
Spektroskopisi (HPLC-MS) kullanilmaktadir. Ancak bunlardan GC-MS ve HPLC-MS
in hem duyarlik hem de dogru tayin yoniinden diger metodlardan istiinliigii vardir.
Dogal ornekler milyonlarca organik bilesik icerebildiginden kromatografik yontemler
kullanilarak bunlarin  birbirinden ayrilmasiyla daha giivenilir sonuglar elde
edilebilmektedir. Literatiirde bu konuda calismalar yapilmis ise de [1-11], daha cok
meyve ve sebzenin bu amagla ¢alisilmasinin yararl olacagi aciktir.

Bu calismada, bélgemizde ¢ok iiretilip yurtdisina da ihrag¢ edilen kayis1 meyvesi
ve kayis1 meyvesi ¢ekirdegindeki kuersetin bilesiginin tayini yapilmistir. Tayin i¢in
orneklerdeki kuersetin; metanol, kloroform, hidroklorik asit, askorbik asit gibi farkl
coziiciilerle ekstrakte edilerek Olglime hazirlanmis ve Olglim icin HPLC-MS

kullanilmastir.



Nicel analizden 6nce HPLC-MS i¢in optimum parametreler belirlendi. Bu
parametrelerden kuersetin i¢in enjeksiyon hacmi 5 pL, kolon sicakhigi 30 °C,
fragmentor parametresi 140 V, akis hizi ise 0.6 mL/dk optimum degerler olarak
bulundu.

Bitki 6rneklerinin eksatraksiyonu i¢in metanol/1.2 M HCl/askorbik asit karisimi
kullanildi. Yukarida verilen optimum sartlar uygulanarak kayisi meyvesi ve kayisi
meyvesi c¢ekirdegi ekstraktlarina uygulandi. HPLC-MS cihaz1 ile bu o6reneklerdeki
kuersetin bilesigi analiz edildi.

Bulunan sonuglardan, en diistik kuersetin konsantrasyonun tayin siniridan kiigiik

ve en yiiksek konsantrasyonun ise 12.9 ppm oldugu bulundu.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bitkilerde Bulunan Baz Polifenoller ve Fonksiyonlar

Polifenoller, yapilarinda hidroksil veya karboksil gruplar1 tasiyan halkali organik
yapilardir. Bitkilerde bulunan en 6nemli ve en kalabalik bilesenler olup giiniimiizde
8000’ den fazla polifenol oldugu tespit edilmistir. Bitkilerde ozellikle de bitkisel
caylarda bol miktarda bulunan polifenoller biyolojik a¢idan oldukca aktif yapilardir
[12].

Polifenoller, antioksidan Ozelliklerinden dolay1 serbest radikal olusumunu
engelleyerek kanser olusumunda koruyucu rol oynarlar. Son derece aktif bilesikler olan
serbest radikaller, denetim altina alinmazlarsa hiicrenin yapisal ve fonksiyonel
unsurlariyla (membranlar, lipoproteinler, proteinler, kotii huylu kolestrol (LDL),
karbohidratlar, DNA, RNA vb) reaksiyona girerek onlar1 tahrip ederler.

Polifenollerin fizyolojik etkileri olumlu ya da olumsuz yonde olabilmektedir.
Okside olmamis polifenoller, "biyoflavonoidler" olarak bilinmektedirler [13].

Biyoflavonoidlerin kilcal kan damarlarinin dayanmikliligmi arttirdigi {lizerinde
durulmus ve bunlar "vitamin P" olarak tanimlanmistir. Biyoflavanoidlerin radyoaktif Sr
90" 1 uzaklastirarak kemik iliginde birikimini engelledigi, dolayisiyla radyasyondan
kaynaklanan 16semi de koruyucu oldugu bildirilmistir [13]. Polifenollerin ayrintili

olarak siniflandirilmis hali Tablo 2.1° de verilmistir.



Tablo 2.1. Polifenollerin siniflandirilmasi

A 4

Hidroksi benzoksi asitler
Fenolik
Asitler Hidroksisinamik asitler

Fenolik
Bilesikler R
> Antosiyanidinler
» Flavonoidler
(Polifenoller) Flavonlar ve flavonollar
- Flavanonlar
;
NG
g ! : ﬂ4
AN ON IR
L f \|J 8 Katesinler ve
. ‘tsf St loykoantosiyanidinler
0 (flavon-3-ol)
L 5 Proantosiyanidinler

2.2. Flavanoidler ve Ozellikleri

Flavanoidler, 6zellikle bitkisel orijinli gidalarda yaygin olarak bulunan bir C;s
flavon iskelet yapisinda olan iki fenil halkas1 ve bir heterosiklik halkadan olusan fenolik
bilesiklerdir [6]. Bu 15 karbon atomu C¢—C3—Cs konfigiirasyonunda diizenlenmistir. Ug
karbonlu propan zincirinin {giincii bir halka olusturmasi, farkh sekiller almasi veya
fenil gruplarinin farkli pozisyonlarda baglanmasi sonucu flavonoidlerin farkl siniflari
olusur. Genellikle bu bilesikler sar1 renkli bitkisel pigmentlerdir ve bitkilerde
glikozitleri halinde bulunurlar. Flavonoidlerin HPLC ile tayini ilk kez 1976 yilinda



Fisher ve Wheaton tarafindan yapilmistir [14]. Sekil 2.1° de bir flavonoidin genel yapist

verilmistir.

Sekil 2.1. Bir flavonoidin genel yapist.

Flavonoidler, antioksidan Ozellikleri ile hiicrelere zarar veren radikallerle
etkileserek radikalleri zararsiz hale getirirler, antibiyotik etkisi gostererek viriis ve
bakterilerin aktivitelerini engellerler. Bagisiklik sistemini gii¢lendirip C vitamininin
viicut tarafindan kullanimina yardime1 olan flavonoidler iilser ve ishal gibi hastaliklara
kars1 diren¢ saglayarak romatizmal hastaliklarda ila¢ gibi davranirlar. Viicuttaki alerjik
reaksiyonlarin Onlenmesini saglarlar. Ayrica viicut i¢in 6nemli olan enzimlerin
aktivitelerini diizenleyerek kanserli hiicrelerin cogalmasimi engellerler [1, 6, 14, 15].

Holman ve arkadaslar1 flavonol ve flavonlarin giinliik alimin1 23 mg olarak rapor
etmiglerdir [16]. Bununla birlikte Hollanda’ da kuersetin flavonoliiniin gilinliik
kulaniminin 16 mg oldugu rapor edilmistir [16]. Ortalama yiyeceklerle flavonoid
allmmin 26 mg/giin [16] oldugu belirlenirken, baskin olarak bulunan flavonoidin
kuersetin oldugu saptanmistir [16, 17]. Sekil 2.2° de bazi flovanoid bilesiklerin yapisi

goriilmektedir.
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Sekil 2.2. Bazi1 flavonoid bilesikleri.

2.2.1. Flavonoller

Flavonoid alt smifindan olan flavonoller 3-OH igeren flavonoidlerdir.
Flavonollere 6rnek olarak kamferol, kuersetin, miyrisetin ve isorhamnetin gibi bilesikler

verilebilir. Bazi flavonol bilesiklerinin molekiil yapilar1 Sekil 2.3 te gosterilmistir.

OH O
Miyrisetin

Kamferol Kuersetin

Sekil 2.3. Bazi1 flavonol bilesiklerinin molekiil yapilari.



2.2.1.1. Kuersetin

Kuersetin, flavonol grubundan olan, rutin ve kuersitrin glikozitlerinin
aglikonlarin1 olusturan, oldukg¢a 6zel bir flavonoid bilesigidir. Kuersetin bilesiginin
genel Ozellikleri Tablo 2.2 de goriilmektedir. Kuersetin kapari, kayisi, elma, cay,
sogan, Ozellikle kirmizi sogan, kirmizi tiziim, domates, brokoli ve diger yesil sebzeler,
cilek tiirleri, meyve kabuklar1 vb. bitkilerde bol miktarda bulunmaktadir [3, 7-11, 18-
21]. Serbest radikalleri yakalama o6zelliginden dolay1 giiclii bir antioksidandir. Bu
ozelligiyle kardiyovaskiiler (kalp ve damarlarla ilgili) hastaliklardan korudugu
bilinmektedir [18]. Kuersetin iltihaplanmay1 direk engelleme 6zelliginden dolay1 6nemli
bir iltihap 6nleyici aktiviteye sahip oldugu kamtlanmistir. Ornegin kuersetin histamine
ve diger alerjik/iltthaplanmanin hem iiretimi hem de serbest birakilmasini1 yavaslatigi
bilinmektedir. [19]. Ayrica, vitamin C gibi sitrat dongiisiine katilarak antioksidan
ozellik gosterir. Antikanser 6zellikte olup, akut semptomlar i¢in de kullanilmaktadir.
LDL kolesterol oksidasyonunu azaltarak kalp hastaliklarindan koruyucu 6zelligi

arastirilmaktadir [3, 7-11, 18-23].

Tablo 2.2. Kuersetinin genel 6zellikleri.

Molekiil formula Cy5H004

Molekiil agirlhig 302 g/mol

Faz Kati

Erime noktasi 316 °C

Kaynama noktasi -

Yogunlugu 1.799 g/cm’

Diger ¢oziiciilerde Su: ¢ok az ¢oziiniir
¢Oziintirlikleri Metanol, etanol, dietileter gibi

organik ¢oziiciilerde iyi ¢Oziiniir.
Goriiniisi Sar1 renk
IUPAC adi 2-(3,4- dihydroxyphenyl)- 3,5,7-
trihydroxy- 4H- chromen- 4-one




2.3. Kayis1 Meyvesi ve Tohumunun Ozellikleri

Kayist sert ¢ekirdekli meyveler grubuna girmektedir. Meyve goriliniis olarak sirt,
karin, u¢ ve sap kisimlarindan ve anatomik olarak en dis kisminda kabuk, meyve eti,
cekirdek boslugu ve ¢ekirdekten olugmustur.

Kayist (Prunus armeniaca L.) Rosales takimmin Rosaceae familyasinin Prunoideae
alt familyasinin Prunus cinsine girer. Diinyada kayisinin 6 tiirii bulunmaktadir. Bu
tiirlerden Prunus armeniaca’ya yakin tiirler 1slah agisindan 6nemlidir. Bu tiirler; Prunus
brigiantiaca (Briancon kayisisi- Alperigi), Prunus mume (japon kayisisi), Prunus
mandshurica (Mangurya kayisist), Prunus holosericea (Tibet kayisis1), Prunus
dasycarpa (siyah ve mor kayisi) halinde gogaltilan bir kiiltiir tipidir. Kayis1 meyvesi;
acik saridan turuncu rengine kadar genis bir renk varyasyonu (ag¢ik sari, sari, turuncu,
koyu turuncu, kirmizi ve yesil) sahiptir. Meyve oval, yuvarlak, eliptik, kalp veya oblang
(sobii) sekilli olup 20-80 g civarmdadir [24]. Sekil 2.4° de derim zamani1 kayis1 meyvesi

goriilmektedir.

Sekil 2.4. Derim zamaninda kayis1 meyvesi

2.3.1. Kayis1 Meyvesi Tiirleri

Bilimsel arastirmalara gore kayisinin anavatani Orta Asya’dan Bati Cin’e dogru
uzanmaktadir. Kayis1i meyvesinin bilimsel ad1 Prunus armeniaca L. olarak gegmektedir.
Diinyada yetistiriciligi yapilan kayist meyvesi tirii Prunus armeniaca L.’nin, Cin’in
daglik alanlarinda ortaya ¢iktigma inanilmaktadir. Yabani kayis1 agaclarinin meyvesi
yendikten sonra agizda aci bir tat birakir. Cekirdek meyve etine yapisik ve sert haldedir.
Meyve agirlig1 25-60 g arasinda degigsmekte olup, nadiren 100 g’in lizerine ¢ikmaktadir.
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Prunus mume (Japon kayisisi) cesidi Orta Cin bolgesinde daglik alanlarinda
bulunmustur. Meyve yenilebilir durumda olmasina ragmen biiyiik bir ¢ogunlugu regel
veya konserve yapiminda kullanilmayacak derecede asit icerigine sahiptir. Meyve
yuvarlak sekilde, meyve eti yesil veya sar1 renkte olup ¢ekirdek meyve etine yapisik ve
tathdur.

Prunus sibirica (Sibirya kayisisi) L. tiirliniin yetistirildigi bdlgeler; Baykal goli,
Kuzey Kore, Mogolistan daglarindan Kuzey Cin’e kadar uzanir. Bu tiir kayis1 meyvesi,
yuvarlak sekilli, meyve eti sert dokuludur ve eksi olarak ¢ogu yenilmez durumdadir.

Bugiinlerde Diinyada 1750 nin iizerinde kayis1t meyvesi ¢esidi bulunmaktadir ve
Tiirkiye, Diinya yas ve kuru kayis: iiretiminde birinci sirada yer almaktadir. Ulkemiz
gerek kayist meyvesi gen kaynaklar1 ve gerekse ekolojik sartlar nedeniyle biiyiik bir
potansiyele sahiptir. Ulkenin en 6nemli kayis1 meyvesi iiretim bdlgesi Malatya’dir.
Admi Hititler doneminde ‘‘Meyve Bahgesi’’ anlamina gelen ‘‘Melitue, Maldiya,
Melita’ kelimelerinden almistir. Kayis1 meyvesi tiretilen diger iller; Kayseri, Erzincan,

Elaz1g, Icel, Konya, Ankara, Sivas Nevsehir ve Kahramanmaras’dir [24].

2.3.2. Kimyasal Bilesimi

Insan saglig1 bakimindan énemli bir yere sahip olan kayis1 meyvesi diger meyveler
gibi gilinliikk enerji ve protein gereksinmesine ¢ok az katkida bulunur. Yapisinin biiytik
bir kism1 sudan olusan kayis1 meyvesinin karakteristik aromasini; miyrisetin, kuersetin,
limonin, terpinolin, trans-2- hexanal, linalul, kaproik asit, laktonlar ve benzil alkol gibi
gibi ugucu bilesikler olusturmaktadir. Meyveler olgunlastik¢a asit miktar1 azalmakta,
seker miktar1 artmaktadir. Kayisida meyvesinde glukoz, fruktoz gibi kolayca metabolize
edilen sekerlerle, pentozlar ve pektinler baglica karbonhidrat bilesikleridir. Meyvelerin
protein igeriklerinin % 60 kadar1 serbest aminoasit halindedir. Ozellikle gerekli
aminoasitlerden lizin, 10sin aminoasitleri bulunmaktadir [24-27]. Bunun yaninda bol
miktarda A, C, E vitamini ve fenolik maddeler bakimindan olduk¢a zengindir. Onemli
bir A vitamini ve beta karoten kaynagi olarak bilinmektedir. Kayis1 meyvesinin ilk
cagala (yesil, olgunlasmamis kayis1) donemlerinde yliksek bir oranda bulunan C
vitamini ise olgunlagma ile azalmaktadir. Kayis1 yas meyve iken %85 su ihtiva
etmektedir. Kurutuldugu zaman su oram1 % 20-25 seviyesine inmektedir. Yas

meyvedeki seker oran1 11-12 g/100g meyve, ham seliiloz 1.2 g/100 g, potasyum 290 mg



/100g, vitamin A 2616 1U/ 100g, sodyum 1.3 mg/ 100g bulunur. Kuru kayis1 meyvesi
seker 61 g/100g, ham seliilloz 2.95 g /100 g, potasyum 1000 mg / 100g, 10000 TU
Vitamin A, sodyum 20 mg/100 g icermektedir. Agirliginda suda ¢oziinebilir kuru
madde miktar1 (SCKM) % 10-28 oraninda, pH 3-5, asitlik % 0. 20 - % 1. 5 arasinda
degismektedir [24, 28].

Yiicecan (1994) ve Ackurt (1998) tarafindan kayis1 6rneklerindeki element ve besin

degerlerinin diizeyleri 6zetlenmis ve icerikleri Tablo 2.3 de verilmistir [29, 30].

Tablo 2.3. Kayis1 Meyvesinde Element ve Besin Degerleri (100 g taze kayist meyvesinde)

Besinler N as kKavisa
Su (%) 84.33=1.56
s Enerji{kcal) 61.14=10.30
= Protein (g) 0.78=0.16
& Yas () 0.38=0.14
= Karbonhidrat(g) 14.0=2 23
_g Posa (g) 0.65=0.20
Kiil (g) 0.70==0.075
Seliiloz (g) 1.28=0.14
Total asitlik (g) 0.47=0.06
Demir (mg) 0.68=0036
Bakir (mg) 0.35=0.046
= Cinko(mg) 0.31=0.08
= Kalsivum({mg) 12.5=3.0
= Magnezyum(mg) 0_80=1.20
= Potasyuumime) 26732
Sodvunmmg) 1.60=0.15
Fosfor(mg) 24£3.60
_ B- Karoten(TL) 2600=110
= Bl Vitamini{mg) 0.03=0.002
$= B2 vitamini(mg) 0.04==0.003
= B3 vitamini(mg) 0.58=0.16
& C vitamini{mg) 8.40 =330

Ayrica saglikli beslenmede biiyiik 6nem tastyan kuru kayist meyvesinin seliiloz
yoniinden de zengin bir besin oldugu belirlenmistir. B grubu vitaminlerinin diistik
diizeylerde igeren kuru kayis1 meyvesi onemli bir B-karoten kaynagidir. Kuru kayisi
meyvesinin mineral madde bilesiminin ise ¢ok zengin oldugu dikkat ¢cekmistir. Diistik
sodyum diizeyine karsin yiiksek oranlarda potasyum igermektedir. Bu 6zelligiyle kuru
kayis1 meyvesi saglikli beslenmede onemli yer tutmaktadir. Ayrica demir diizeyi 0.55
mg/100g, bakir diizeyi 0.52 mg/100g, cinko diizeyi 0.61 mg/100g, kalsiyum ve
magnezyum diizeyleri swrasiyla 13.0 ve 10.08 mg/100g bulunmustur [25, 31, 32, 33].
Gidalarda ve 6zellikle de kayis1 meyvesinde bol miktarda bulunan ve antioksidatif etkisi

nedeniyle yogun arastirmalara konu olan karotenoidler ve antosiyaninler, kimyasal
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olarak dogal pigment gruplarindandir. Bu gruptan B-karotenin antioksidan 6zeliginin
yani sira, yiiksek provitamin A aktivitesi ve saridan kirmiziya kadar renklendirici
ozelligi nedeniyle, gida endiistrisindeki 6nemi giderek artmaktadir [34, 35, 36, 37].
Kayis1 meyvesinde yiiksek miktarda potasyum ve diisiik sodyum orani olmasi
sebebi ile kan basincimin diizenlenmesi, yiliksek tansiyonun kontroliinde onemlidir.
Potasyumun ayrica sinir sisteminin normal gelismesi, kalp atislarinin diizenli olmasi
viicudun elektrolit dengesi, beyin hiicrelerinin sagligi ve kas dokusu i¢in gerekli olmasi
bazi1 6zel diyetlerin diizenlenmesinde yardimci olabilir. Kayisi meyvesi, sodyumu
kisitlanmig diyetlerde, 6rnegin konjestif kalp yetmezliginde, bobrek hastaliklarinda, asit
toplanmasi gosteren hepatit sirozda, hamilelik toksemisinde ve uzun siire kortikostereoit
tedavisi goren kisilerde kolaylikla kullanilabilir. Bunun yaninda bobrek bozuklugunda,
diyabetik asidoziz, yaniklar, diiiretikler ve steroit gibi ilaglarla tedavi sirasinda goriilen
potasyum yetersizligi durumlarinda ise diyette potasyumca zengin olan kayisi
arttirilabilir [33,38]. Kayist meyvesi ¢ok farkli miktarda fenolik bilesikler de igerir.
Bunlardan en yogunluklu olarak hidrosinnamik asitler (kafeik asit, ferulik asit, p-
coumarik asit ve diger esterler) bulunur. Kayis1 meyvesinde klorogenik asit ise baskin
olan tiirler arasindadir. Neoklorogenik asit, katesin ve epikatesin de yogun bir sekilde
bulunan diger fenolik bilesiklerdir. Kayis1 meyvesinde bulunan flavanoller ise
glikozitleri halinde bulunurlar. Bunlara 6rnek olarak kamferol ve kuersetin baskin olan
tirlerdendir [39, 40]. Baz1 kayis1 meyvesi ¢esitlerinde ise aeskuletin, kumarin ve

skopoletin de diisiik miktarlarda da olsa oldugu belirlenmistir [41].

2.4. Kuersetinin Ekstraksiyonu ve Tayini

Kuersetini de igeren fenolik bilesikler bitkisel orijinli gidalardan c¢esitli
¢oOziicii/¢oziicli karisimlar1 kullanilarak kati-sivi ekstraksiyonu ile ekstre edilmektedir.
Ancak fenolik bilesiklerin gidalarda basit fenollerden yiiksek polimerizasyon derecesine
sahip bilesiklere kadar ¢ok degisik kimyasal yapida olmalarindan dolayi, fenolik
bilesiklerin tiim smiflarmi veya sadece bir spesifik smifi ekstre edebilecek yeterli bir
yontem bulunmamaktadir. Bu nedenle elde edilen ekstreleri saflastrmak ve fenolik
olmayan bilesiklerden ayirmak icin ilave bir basamaga ihtiyac vardir [42]. Ancak genel
olarak fenolik bilesikler 6zellikle etilalkol, metilalkol, aseton ve etilasetatin kullanildigi

organik ¢oziiciiler ve bu ¢oziiciilerin sulu karigimlari ile ekstre edilmektedir [42].
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Ekstraksiyon, bir ¢ozelti igcerisindeki biligenlerin yogunluk farkindan faydalanilarak
birbirinden ayrilmasi islemidir.

Kesikli ekstraksiyon tiiriinde kat1 bir 6rnek ve organik bir ¢oziicii deney balonunda
mekanik c¢alkalayici ile belirli bir siire karistirilir. Denge kurulduktan sonra iki faz
ayrilmaya birakilip, daha sonra siiziilerek fazlar birbirinden ayrilir. Coziicliniin fazlasi
buharlastirilir. Gerekirse istenmeyen tiirler baska bir reaktif ilavesiyle ortamdan
uzaklastirilabilir.

Ekstraksiyon hiz1 kiiglik partikiil boyutunda artmaktadir. Ortalama partikiil
boyutunun 0.01-0.1 mm arasinda olmas1 genellikle ekstraksiyon hizini artwrmaktadir
[42].

Sicakligin artmas1 ¢6ziicli vizkozitesini diisiireceginden, ¢dziicliniin  bitkisel
materyale diflizyon hizini ve fenolik bilesenin ¢oziiniirliigiinii artirmaktadir. Ancak 80-
100 °C’ nin tzerindeki sicakliklarda polifenollerin yapilarmi degistirebilecegi
bildirilmistir [42].

Ekstraksiyon siiresi polifenol geri kazanimmi etkileyen diger bir faktordiir.
Ekstraksiyon siiresi 1 dakikadan 24 saate kadar degismektedir [42]. Uzun siireli
ekstraksiyon ¢oziicli sistemine koruyucu koyulmadiginda, fenoliklerin oksitlenme
olasiligini arttrmaktadir. Polifenollerin gida {irtinlerinden geri kazanimi ayrica 6rnegin
¢oziiciiye oranindan da etkilenmektedir. Ornegin kanoladan kondanse tanenlerin % 70
aseton ile ekstraksiyonunda, kati: stvi orami 1:5” den 1:10 arttiginda, kondanse tanenin
257.3> den 321.3 mg/100 g madde’ ye ve toplam fenoliin 773.5” den 805.8 mg/100 g
madde’ ye arttig1 bulunmustur [42].

Organik yapilar icin Ornek hazirlama isleminin temelini ekstraksiyon basamagi
olusturur. Coziinebilen organik yapilar dikkate alindiginda bu yapilar genellikle su,
metanol, etanol ve aseton ile ekstrakte edilirler. Yapilarinda bagh seker olmasi
durumunda bu yapilar suda ve sulu ¢ozgenlerde daha fazla c¢oziinmektedirler. Ote
yandan daha az polar olan yapilar (izoflavonlar, flavanonlar, metoksilenmis flavonlar,
flavanoidler) susuz ¢6zgenlerde daha 1yi ¢oziiniirler.

Bitkisel orneklerdeki polifenollerin toplam miktariin tayini yapilmak isteniyorsa
spekrofotometrik bir teknik olan Folin-Ciocalteau yontemi (UV-VIS analiz teknigi), her
bir polifenoliin ayr1 ayr1 tayini yapilmak isteniyorsa kromatografik ydntemlerden
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi (TLC),

gaz-s1vi kromatografisi (GLC) veya elektroforez teknikleri kullanilmaktadir.
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Bitkisel drneklerdeki polifenol ve vitaminlerin tayininde en fazla kullanilan teknik
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)’ dir. Bu teknigin tercih edilmesinin
baslica nedenleri, duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu
olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur.
HPLC’nin baglica kullanim alanlart:

e Organik, inorganik ve biyolojik bilesenler, polimerler, kiral bilesenler, kiiciik

iyonlar ve makromolekiillerin ayrilmasi,

e Safsizlik tayini,

e Buharlasabilen ve buharlasmayan yapilarin tayini,

e Notral, iyonik ve ¢ift iyonik tiirlerin tayini,

¢ Bilesen izolasyonu ve saflastirilmasi,

HPLC’nin yaygin uygulamalari ise;

e Fizyolojik Orneklerdeki bazi aminoasit, niikleik asit ve protein miktarlarinin

tayini,

e [Ilag aktif maddelerinin, sentetik biyoiiriinlerin yada farmasotik ilaglardaki

bozunma iirlinlerinin tayini,

e Pestisit ve insektisit ve diger cevresel 6rneklerin tayini,

e Karigimlardaki bilesenlerin ayrilmasi,

e Kalite kontroli,

e Bir karisimdaki polimerlerin molekiiler agirlik dagiliminin belirlenmesidir.

Yiksek performansli sivi  kromatografisi tekniginin diizgiin bir sekilde
uygulanabilmesi i¢in ¢alisma kosullar1 ve parametreleri (kolon dolgu maddesi, kolon
boyu ve i¢ capi, kolon sicakligi ve hareketli fazin akis orami gibi) oldukca iyi
ayarlanmali ayrica enjeksiyonun yapilabilmesi i¢in 6rnekler mutlaka sivi olmalidir. Kati
ornekler ise durgun ve hareketli faza uyumlu olan bir ¢ozgenle ¢dziildiikten sonra ya da
ekstraksiyon islemi yapildiktan sonra enjekte edilebilmektedir. Enjeksiyon hacmi ise
analit i¢in kullanilan dinamik dedektor araligina ve duyarliligma bagl olarak 1-100 pL.
arasindadir. Bu teknikte analiz siiresi genellikle 5 ile 120 dakika arasinda degismektedir.

Ekstraksiyon solventi olarak yaygin olarak kullanilan solventler; su, etanol, metanol
ve bunlarin sulu ¢ozeltileridir. S6z konusu solventlerin polariteleri farkli oldugundan
polaritelerine uygun fenolik bilesikleri ekstrakte edebilmektedir. Diger taraftan
ekstraksiyon sicaklik ve siiresine bagli olarak fenolik bilesiklerde pargalanmalar
meydana gelebilmektedir. Bunlarm yani1 smra farkli solvent-materyal oranlanin
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uygulandig1 dikkate alindiginda analiz edilen ayni bitki 6rneginde farkli sonuclarin
almmasma yol agmaktadir ve sonuclar arasinda bir kiyaslama yapilabilmesini neredeyse
olanaksiz hale getirmektedir. Bu nedenle uygun ekstraksiyon kosullarinin se¢imi énem

kazanmaktadir.

2.5. ANALiIiZ YONTEMLERI

2.5.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografi, birden fazla bilesen igeren bir karisimm bir kolondaki hareketli
bir faz (¢oziicii) ile sabit bir faz (dolgu maddesi) i¢inden gegirilmesi islemlerini igerir.
Bu teknikte ayrilacak bilesenler sabit ve hareketli fazda farkli dagilma ve tutunma
ozellikleri gosterdiginden kolonu farkli siirelerde terk ederler. Kolondaki farkli
alikonma stirelerinden faydalanilarak kolon ¢ikisina bilesenlerle orantili sinyal iireten
bir dedektoriin yerlestirilmesiyle hem nitel hem de nicel analiz yapan bir metod
gelistirilmistir. Bu alanda yaygin olarak HPLC sistemleri kullanilmaktadir. Bir HPLC
cithazinin semasi Sekil 2.5-2.6° da goriilmektedir.

Stvi kromatografisinde kolon verimi dolgu maddesinde kullanilan tanecik
boyutunun kiigiiltiilmesi (normalde 100-250 pum’ den 1-15 pm’ ye ) ile Onemli
derecede artmaktadir. Ancak tanecik capi 3-10 um’ ye kadar kiiciik olan dolgu
maddeleri 1960 11 yillarm son donemlerinde kullanilmaya baslanmistir. Tanecik
capinin, kolon ¢apinin kii¢iildiigii ve yiiksek basincin uygulandigi sivi kromatografisine
yiiksek performansh sivi kromatografisi denir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi
glinlimiizde en ¢ok kullanim alanmi bulan kromatografik metotlardandir [43]. Bunun
nedenleri arasinda; duyarliliginin yliksek olmasi, kantitatif tayinlerde kullanilabilmesi,
ucucu olmayan tiirlerin ve sicaklikla kolayca bozulabilen tiirlerin ayrilmasina uygun
olmasi, sanayi ve benzeri birgok alanda uygulanabilirligi sayilabilir. Ozellikle, yasamimn
birinci derece temel tasi olan maddelerden; Amino asitler, Proteinler, Niikleik asitler,
Hidrokarbonlar, Karbonhidratlar, Ilaglar ve Antibiyotikler bu metodla tayin edilirler.

Kromatografi cok gelisme gosteren analitik yontemlerdendir. Onlarca yonteme
yenileri eklenmektedir. Her yontemin digerine bazi istiinliikleri vardir. Bu nedenle
kromatografik yontemlerin genel bir karsilastirmasini1 yapmak zorundadir. Tablo 2.4’ de

gaz ve s1vi kromatografi yontemlerinin genel bir karsilastirmasi yapilmistir.
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Siv1 kromatografideki biliyiik gelisme her seyden Once sabit faz olarak bilinen
cok kiiciik tanecik capli dolgu maddelerinin hazirlanabilmesi ve bu taneciklerin
iizerinden siv1 fazin yiiriitiilmesini saglayacak ytliksek basing pompalarinin teknik olarak
yapilabilmesinden kaynaklanmaktadir. Uygun dedektorlerin de gelistirilmesi, ¢esitli
sabit fazlarin kullanilabilir olmasi, sivi kromatografiyi, 6zellikle yliksek basing sivi
kromatografiyi (HPLC), gaz kromatografi ile yarisabilir hale getirdi. O kadar ki zaman
zaman HPLC’ nin daha avantajli oldugu iddia edilsede, genellikle gaz ve sivi
kromatografilerinin birbirlerinin rakibi degil, birbirlerinin tamamlayicis1 oldugu kabul

edilmektedir [44].

Tablo 2.4. Gaz ve Sivi Kromatografilerinin Karsilagtiritlmasi [44].

Faktor Gaz Kromatografisi Sivi Kromatografisi

Prensip Ornek siviya dayanikls, Ornek uygun bir sivida
buharlasabilir.

Ornek tiirii Gazlar, sivilar, katilar Siv1 ve katilar, iyonlar

molekiil agirlik<500

Hareketli faz H,, He,N, ile smirhi Tiim organik ve inorg. Sivilar

Sabit faz Sinirlt sayida Bagl faz seklinde

En diisiik tayin 10°-10" g 10%10° g

sinirt

Analiz siiresi Dakika Dakikalardan saatlere

Teorik tepki sayisi 2 000-100 000 500-10 000

Prepara. amag igin Uygun degil Uygun

Sicaklik progr. Yapilabilir Glig¢ ve yapilamaz

Gradiyent yiirlitme Yapilamaz Yapilabilir

2.5.1.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Cihazi

Bir HPLC cihaz1 her biri 2001000 mL ¢06ziicii icerebilen camdan veya celikten
yapilmis hazne icermektedir. Bazi cihazlarda bu hazneler kolonda ve dedektor
sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢oziinmiis gazlarmn (genellikle
oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir. Bu gaz kabarciklar1 bant
genislemesine ve ¢ogu zaman da dedektdriin performansinda bozucu etkilere neden

olabilir. Cihazda bulunan 6n kolon ¢06ziicii i¢inde bulunabilecek toz ve partikiil
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halindeki maddelerin pompaya veya enjeksiyon sistemine zarar vermemesi veya kolonu
tikamamasi i¢in toz ve partikiil halindeki maddeleri tutar. Boylece ¢oziicii kayb1 en aza
indirilmis olur.

Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan ayirma izokratik eliisyon
olarak adlandirilir (Sekil 2.5). Genellikle ayirma etkililigi gradient eliisyonu ile artirilir.
Bunun i¢in polariteleri birbirinden ¢ok farkli, iki ya da ii¢ ¢oziicii sistemi kullanilir.
Eliisyon bagladiktan sonra, belli bir programa gore bazen siirekli olarak, bazen de seri
basamaklar halinde, c¢oziiciilerin oran1 degistirilir. Genellikle HPLC cihazlari,
coziiclilerin hacimleri oran1 zamanla dogrusal olarak veya {istel olarak degistirilebilecek
nitelikte, iki veya daha fazla hazneden aldig1 ¢6ziictileri bir karistirma odasinda stirekli

olarak degisen hizlarda bir araya getiren sistemlerle donatilmistir.

Basing kontroli Ornek girigi

Cozuci haznesi

Kaydedici

Toplama kabi

Sekil 2.5. Bir HPLC cihazi semasi [44].
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Sekil 2.6. Gradient eliisyon uyumlu bir HPLC cihazmnin semasi [45].

2.5.1.2. Pompa Sistemleri

Bir HPLC pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar, 400 atm’ ye kadar basic
dretimi, 0,1-10 mL/dk araliginda akis hizlari, % 0.5 veya daha 1yi bir bagil
tekrarlanabilirlikle akis kontrolii, korozyona dayanikli pargalar icermelidir.

Sivilar ¢ok fazla sikistirilmadigindan dolayrt HPLC pompalar1 tarafindan iiretilen
basing bir patlama tehlikesi olusturmadigindan sistemin parcalarindan herhangi birinde
meydana gelecek bir catlak, sadece ¢Oziicliniin disar1 sizmasina neden olur. Ancak
sizitilar bir yangin tehlikesi olusturabilir.

a. Pistonlu Pompalar: HPLC sistemlerinin %90’ mnda pistonlu pompalar
kullanilmistir. Pistonlu pompalar, genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri
hareketiyle c¢oziiciiniin pompalandig1 kiigiik bir silindirden meydana gelmistir (Sekil
2.7). Sirasiyla agilip kapanan iki tane kiiresel kontrol muslugu, ¢6ziicliniin silindir igine

giris ve ¢ikis akismi kontrol eder. Piston ¢oziicii ile dogrudan temas etmektedir.
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Sekil 2.7. HPLC igin bir pistonlu pompa [45].

Pistonlu pompalarm {stiinliikleri; kiigiik i¢ hacimleri (35-400 pL), yiiksek ¢ikis
basinci (700 atm’ ye kadar), gradiyent eliisyona uygun oluslari, kolon geri basincindan
ve ¢oziicii viskozitesinden biiyiik 6lclide bagimsiz olan sabit akis hizlaridir.

b. Siirgiillii Pompalar: Sirgiili pompalar, bir kademeli motordan giic alan
vidali giidim mekanizmas1 ile kontrol edilen sizdirmasiz bir siirgiisii olan, siringa
benzeri silindirik bir kaptan olusur. Dezavantajlar1 ise smirli ¢oziicii kapasitesi (~ 250
mL) ve ¢oziicii degistirilmesi gerektiginde karsilasilan gilicliiklerdir.

c. Pnomatik Pompalar: En basit pnomatik pompalarda sivi, hareketli,
sikistirilmis bir gaz ile basinglandirilabilen bir kap icine yerlestirilmis, bir kap igine
konur. Pnématik pompalarda ¢ikis basinci diistiktiir ve akis hizi ¢oziicii viskozitesine ve
kolon geri basimncina baghdir. Ayrica pnomatik pompalar, gradiyent eliisyona uygun

degildir ve basinglar1 genellikle 135 atm’ den daha diisiiktiir.

2.5.1.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Genellikle sivi kromatografik 6lgtimlerinin kesinligini, numunenin kolon dolgu
maddesine taginmasimin tekrarlanabilirligi belirler. Asir1 numune yiiklenmis kolonlarda
goriilen bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu ylizden kullanilan hacim oldukga
kiiciik olmalidir. Ayrica, sistemin basinci diisiiriilmeden numunenin sisteme girisi

saglanmalidir.
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2.5.1.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Kolonlar:

Sivi kromatografisi kolonlar1 normal olarak diizgiin i¢ capl paslanmaz ¢elik
borulardan yapilir. Fakat bazen de kalin cidarli cam borularda kullanilir.

Analitik Kolonlar (Kolon): S1vi kromatografisi kolonlarmin ¢ogunun boyu 10—
30 cm, i¢ ¢ap1 4-10 mm ve kolon dolgu maddesinin biiyiikliigii 5-10 um arasindadir.
Normalde kolonlar diizgiindiir ve gerektigi yerlerde kolonlarmn birbirine eklenmesiyle
kolonun boyu artirilabilir.

Son yillarda daha kiigiik boyutlarda yiiksek hizli ve yiiksek performansl
kolonlar tiretilmektedir. Bu kolonlarin i¢ ¢ap1 1-4.6 mm, tanecik biiyiikligi 3—5 pm ve
boyu 3-7.5 cm arasindadir. Bu kolonlarda ¢6ziicii sarfiyat: minimumdur.

Emniyet Kolonlar1 (On kolon): Analitik kolonun émriinii artirmak igin analitik
kolondan once kisa kolon yerlestirilir. Bu kolonun goérevi partikiil halindeki maddeleri,
¢oziicii icindeki yabanci maddeleri tutmak, numune i¢inde bulunan ve dolgun fazda
tersinmez olarak baglanan bilesenleri tutmaktir. Ayrica hareketli fazi, durgun faz ile

doyurarak analitik kolondaki ¢oziicli kaybini en aza indirmektedir.

Kaydedici sinyal:
(birim bagldir)

O 5 10 15
Zaman, s

Sekil 2.8. Yiiksek hizli izokratik ayirma. Kolon boyutlart 4 cm uzunluk, 0.4 cm i¢ ¢ap, dolgu
maddesi 3 um boyutlu. Hareketli faz n-hekzanda % 4.1 etli asetat. Bilesikler: (1) p-ksilen, (2) anisol, (3)
benzil asetat, (4) dioktil ftalat, (5) dipentil ftalat, (6) dibiitil ftaiat, (7) dipropil ftalat, (8) dietil ftalat [45].
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2.5.1.5. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

S1v1 kromatografisinde iki tip kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Bunlar;

1. Film Dolgular

1. Gozenekli Dolgular

i. Film Dolgular: Bunlar, kiiresel, gdzeneksiz, ¢caplar1 30-40 um olan cam veya
polimer taneciklerden olusur. Bu taneciklerin yiizeyine silis, alumina, polistiren-divinil
benzen sentetik reginesi veya bir iyon degistirici re¢ineden olusan ince gozenekli film
kaplanmigtir

ii. Gozenekli dolgular: Caplar1 3—10 um arasindadir. Partikiiller silis, alumina,
polistiren-divinil benzen sentetik reginesi veya bir iyon degistirici regineden meydana

gelmistir.

2.5.1.6. Dedektorler

Hareketli fazda meydana gelen fiziksel veya kimyasal degisiklikleri izleyerek
kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina imkan saglayan elektronik araclar dedektor
olarak adlandirilmaktadir. Dedektor ozelliklerini  belirlemede kullanilan c¢esitli
parametreler vardir. Bunlarin baglicalari,

» Segicilik,

» Duyarlilik,

» En kiiciik tayin simuri,

» Dogrusal ¢alisma bolgesi,

» Tekrarlanabilirlik,

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

Bu parametrelerden bazilar1:

Secicilik: Bir o6rnek icinde karisim halindeki maddelerden yalnizca benzer
ozelliklere karsi duyarlik gostermesi digerlerini algilamamasi demektir. Ornegin;
florimetrenin yalnizca floresan 1s1ma yapabilen maddelere kars1 duyarli olmasi.

Duyarhk: Madde miktarma kars1 dedektoriin verdigi sinyalin ¢izilmesi ile elde

edilen kalibrasyon (caliyma) egrisinin eg§imi duyarlik olarak tanimlanir. Bir baska
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ifadeyle madde miktarindaki degismenin dedektdr sinyalinde sebep oldugu degisme
demektir (Sekil 2.9).

Tayin Smmri: Kalibrasyon egrisinin en alttaki konsantrasyon degeri aym
zamanda en tayin siniridir. Ancak bu alt sinirin belirlenmesi dedektoriin elektronik
giiriiltiisiine baglhidir (Sekil 2.10). Alt sinir, 6rnek sinyalinin giiriiltii sinyaline oraninin
en az 2 veya 3 oldugu minimum o6rnek derisimidir. Bir analitik yontemle tayin

edilebilecek madde miktar1 yalnizca yontemle degil ayni zamanda dedektorlede

sinirhidir.
Cevap-%03
Sm}rﬂl -~ - /_f z - CE‘,‘E—p‘
i -~
= -
% L Dogrusal gahsma
I~ arahg= C, / C
X - %%3x £ v
i %43
= Dogrusal gahsma bélgesi
Gt | .7 ‘ h
CO c il
Sekil 2.9. Duyarlilik, en diisiik tayin sinir1, dogrusal ¢alisma bolgesi.
sinyal
—1 2R
T f/_\\ i / ﬁ e N m .
A Xt Lo o ey Logr™= e =

—— zZaman
Sekil 2.10. Giiriiltii ve en diisiik tayin simirt.

Dogrusal Cahsma Bdlgesi: Kalibrasyon egrisinin dogrusal bolgesi olarak
tanimlanir. Maddenin miktar1 ile dedektoriin verdigi elektronik sinyalin dogrusal
degismesini ifadesidir. Bu bolgenin olabildigince biiyiik olmasi istenir ( Sekil 2.9).

HPLC de dedektér olarak UV, DAD, floresans ve kiitle spektrometresi
dedektorler kullanilmaktadir.
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2.5.2. HPLC Dedektorii Olarak Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometresi, organik ve anorganik molekiillerinin yapilarmnin
aydnlatilmasinda, karigimlarmn nicel ve nitel analizinde, kati-sivi-gaz maddelerinin
yapilarinin ve bilesimlerinin aydinlatilmasinda, bir 6rnekteki atomlarin izotoplarmin
belirlenmesinde en cok kullanilan analitik yontemdir. Bir kiitle spektroskopisinde
spektrumu almacak ornegin ilk olarak gaz halinde iyonlarmi elde etmek gereklidir.
Kiitle spektrumlarmin goriiniisii kullanilan iyonlastrma yontemlerine 6nemli Olglide

baghdir [43].

2.5.2.1. Molekiiler Kiitle Spektrometride iyon Kaynaklar

Molekiiler kiitle spektrometride iyon kaynaklar1 iki boliime ayrilir (Tablo 2.5):
1. Gaz faz1 iyon kaynaklari

2. Dispersiyon kaynaklari

» Gaz faz1 kaynaklarinda 6rnek 6nce buharlastirilir sonra iyonlastirilir.

» Gaz faz1 kaynaklar1 kaynama noktalar1 500 °C’ den kii¢lik olan termal olarak
kararli maddelere uygulanir.

» Desorpsiyon yonteminde ise kat1 ve siv1 haldeki madde dogrudan gaz iyonu
haline doniistiiriiliir.

» Desorpsiyon kaynakli kiitle spektrometreleri ugucu olmayan ve termal olarak

kararsiz maddelere uygulanabilir.
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Tablo 2.5. Molekiiler kiitle spektroskopide kullanilan iyon kaynaklari [45].

Temel Tip Ad1 ve Kisaltilmasi Iyonlastirict
Elektron impakt (EI)* Enerjik elektronlar

Gaz fazi Kimyasal iyonlagtirmali (CI) Reaktif gaz iyonlar1
Alan iyonlagtirma Yiksek potansiyelli elektrot
Alan desorpsiyonu (FD) Yiiksek-potansiyelli elektrot
Elektrospre iyonlasgtirma

prey yonus Yiiksek elektrik alani

(ESD)
Matriks yardimli
desorpsiyon/iyonlagtirma Lazer demeti
(MALDI)

Desorpsiyon - ) - -
Plazma desorpsiyonu (PD) Cf’nin fisyon triinleri
Hizli atom bombardimani B )

Enerjik atom demeti
(FAB)
Ikincil iyon kiitle spektrometri o .
Enerjik iyon demeti
(SIMS)
Termospray iyonlastirma (TS) | Yiiksek sicaklik
2.5.2.1.1. Gaz Faz1 iyon Kaynaklan
2.5.2.1.1.1. Elektron impakt Kaynag

Bu yontemde, 6rnek yeterince buharlagabilecek bir sicakliga getirilir ve enerjik
elektronlarla bombardiman edilerek iyonlastirilir. Sekil 2.11° de bir elektron impakt
kaynagmin yapis1 goriilmektedir. Elektron impakt kaynagindaki bazi tipik reaksiyonlar
Tablo 2.6 da goriilmektedir.

Bu yontemde;

» Bazi molekiillerde parcalanma yliziinden molekiiler iyon olusmayabilir. Bu
yiizden de analitin taninmasit i¢in birinci derecede 6nemli olan mol kiitlesi tespit
edilemez.

» Elektron impakt spektrumlarinda temel pik genellikle pargalanma {irtinlerinin
arasindan ¢ikar ve bu molekiiler iyon piki degildir.

» Elektron impakt kaynaklar1 yiiksek iyon akimi iiretmek icin uygundur ve bu

nedenle duyarliklari 1yidir.

23



» Bu yontemde pargalanmalar ¢ok sayida olur ve ¢ok sayida pik goriiliir, bu

durum analiz edilen maddenin siipheli kisimlarinin tanimlanmasinda yardimci olur.

= —— — ——

- - o~
/ e Elekwonshiti X
/ Isitics ; eriron st »
! /Birim:ih:zl.stit beine th\\.
Mcfl'fk.ﬁl Gz 1’ L / f}dnkh:'ma siiti slit \
girigt \ demeti = E )
\ lticiler” N ’
s . \(_
‘-.\lyun!a;nrma billgesi ,:ﬂm hizlandsrma
\ Elektron A bblges:
N\ demeti not N
“, A
™

i ——— T — — ————- - — — A T . T — T —. —

Sekil 2.11. Elektron-impakt kaynaginin yapisi [45].

Elektron  impakt kaynaklarmmin  kullaniminin  dezavantaji,  Ornegin
buharlastirilmasidir. Baz1 6rneklerde iyonlagmadan 6nce termal bozulma olay1 gézlenir.
Bazi1 durumlarda ise piklerden bazilar1 molekiiler iyon pikinden daha biiyiik olur. Bu
pikler, ayni kimyasal formiile sahip olmasmna karsilik farkli izotop bilesimlerinden
dolay1 ortaya cikar. Ayrica iyon/molekiil ¢arpigmalari molekiiler iyonun kiitlesinden
daha biiyiik kiitlede piklerin meydana gelmesine sebep olabilir. Iyon kaynaklar1 sert
kaynaklar ve yumusak kaynaklar olarak siniflanir. Sert kaynaklar yeterli enerjiyi analit
molekiillerine aktaran ve molekiilleri yiiksek enerjili uyarilmis hallere c¢ikaran
kaynaklardir. Bu molekiillerin durulmasi baglarin kopmasi seklinde olur ve kiitle/yiik
orant molekiiler iyonunkinden daha kiigiik iyonlar ortaya c¢ikar. Yumusak kaynaklar
analitin daha az parcalanmasma sebep olur. Bunun sonucunda elde edilen kiitle
spektrumlarinda molekiiler pik ¢ogu zaman goriiliir ve bunun yaninda birka¢ baska pik
bulunur. Sekil 2.12° de goriilen spektrum, kiitle spektrumlarinin genel sunulus tarzinm
gostermektedir. Sert ve yumusak iyon kaynaklarinin her ikiside analizlerde kullanilir.
Sert kaynaklarla elde edilmis bir spektrumda gdzlenen ¢ok sayida pik fonksiyonlu
gruplarin tiplerini belirlemede ve analitlerle ilgili yapisal bilgi, dolayisiyla yapi
aydmmlatmada kullanilir. Yumusak kaynaklarla alman spektrumlar ise analiz edilen

molekiil veya molekiillerin dogru olarak tayin edilmesinde yararhdir.
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Sekil 2.12. Dekanol'iin (a) sert bir kaynakla ve (b) yumusak bir kaynakla alinmis kiitle spektrumlar1 [45].

2.5.2.1.1.2 Elektrosprey Iyonlastirma

Elektrosprey iyonlastirma atmosfer basincinda ve oda sicakliginda gergeklesir.

Ornek ¢ozelti, igne seklindeki bir kapiler ile bir dakikada birka¢ mikrolitre pompalanar.

Igneye etrafindaki elektrottan birka¢ kilovolt potansiyel uygulanir. Olusan ¢ok kiiciik

elektrik yiliklii damlaciklar, daha sonra bir ¢oziicii giderme kapilerinden geger. Burada

¢oziicii buharlasir (elektrik yiikleri drnek molekiillerine tutturulur). Iyonlar gaz fazmna

desorbe olur.

Tablo 2.6. Bir elektron impakt kaynagindaki bazi tipik reaksiyonlar [45].
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2.5.2.2. Kiitle Ayiricilar

Kiitle spektrometresinde iyonlasma bdlgesinde elde edilen iyonlar, elektrikle
yiiklii plakalara dogru cekilerek hizlandirilir ve kiitle aymricisina gonderilir. Kiitle
ayiricisinda kiitle/yiik (m/z) oranlarma gore hizlica ayrilir. Iyonlarm ¢ogu tek yiiklii
oldugundan, oran basit¢e iyonun kiitlesine esittir. Cesitli tipte kiitle spektrometreler

kullanilmaktadir.

Kullanilan kiitle ayiricilari;
1. Manyetik

2. Elektrostatik

3. Ugus zamanl

4. Dort kutuplu ve

5. Iyon siklotron rezonansli olmak iizere 5 tiirliidiir.

En cok kullanilan kiitle ayiricis1i manyetik aywricidir. Vakum altinda tutulan
spektrometrenin iginde aymriciya giren pozitif yiikli hizlandirilmis iyonlar kiitleleri ne
olursa olsun yaklagik ayni kinetik enerjiye sahiptirler. Manyetik alan igerisine giren bu
iyonlar bu alan i¢cinde dogrusal olan yollarindan saptirilir ve dairesel bir yol izlemeye
baslarlar. Iyonlarm izledikleri bu yola ait dairenin yarigapt r, iyonun kiitle/yiik oranina
(m/e), baghdir. Iyonlarm m/e oraniyla manyetik alan siddeti (B) ve iyonun manyetik
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alana gondermeden Once uygulanan hizlandiric1 elektriksel potansiyel degeri (E)

arasinda,
m B*
—_— =7
e 2F

gibi bir bagmt1 vardir. Spektrometrenin dedektoriine ulasan dairesel yolun yaricapi
degistirilmediginden, bu yolu izleyerek dedektore farkli (m/e) degerine sahip iyonlarmn
ulagsmasi, sabit bir manyetik alan siddetinde, hizlandirici gerilim degerini (E),
degistirmekle saglanwr. Ayni amaca, sabit bir E degerini kullanip; B degerini
degistirerek de ulasilir. Tek odaklamali olan spektrometrelerde boylece cesitli (m/e)
degerlerine sahip iyonlar kaydedilerek 6rnegin spektrumlar: elde edilir ve

) 2

4
esitligi ile belirlenir. Cift odaklamali bu tiir spektrometrede, istenilen kinetik enerjili
iyonlar manyetik ayiriciya gonderilir ve kiitle spektrumunda pikler boylece daha biiyiik
bir ayiricilikla elde edilmis olur. Daha basit bir kiitle aywricis1 ugus zamanlt ayiricidir.
Kinetik enerjileri esit iyonlar, farkli kiitlelerde iseler, farkli hizlara sahiptirler. Farkli hiz
ve esit kinetik enerjili vakum altinda tutulan bir ugus tiipiiniin diger tarafinda bulunan
dedektore farkli zamanlarda ulasirlar.

Ugus zamani degerleri Olgiilerek farkli (m/e) degerlerine sahip olan iyonlar

kaydedilir. iyonlarin (m/e) degerleri ile ugus zamanlar1 arasindaki iligki

m 2F

N

e d
esitligi ile verilir. Burada E, iyonlar1 hizlandiran gerilim degeri, d ise ugus tiipiiniin
uzunlugudur.

Dort kutuplu ayirict hizlandiricidan ¢ikarak bu ayiriciya gelen iyonlar, bu dort
silindirin ortasindaki bosluktan karsidaki dedektére dogru karmasik bir yol izleyerek
ilerlemeye calisirlar. Bu ayiricinin kullanilmasi ile ekonomik ve hizli bir bigimde 61¢iim
yapilir (Sekil 2.13).

Iyon siklotron rezonans ayiricist adini alan ve dikddrtgen prizmasi seklindeki bir
bagka tiir aywricida, iyonlarin hizlandiricidan c¢ikarak ilerledikleri yola dik yonde bir
manyetik alan ile hem iyonlarn ilerleme yoniine hem de uygulanan manyetik alana dik

yonde bir alternatif elektriksel alan birlikte uygulanir. Iyonlar bu ayiricmin iginde
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donerek ilerlerler ve iyonlarm bu kabin ¢eperlerine ¢arpmasi, kaba ayrica sabit bir
gerilim uygulayarak onlenir.
Bir kiitle ayiricisinin ayiriciligy, R,

_m
Am

R
esitligindeki formiil ile hesaplanar.

Ayiriciligi 3000 olan bir ayrici, kiitlesi 3000 ile 3001 olan iki iyonu pik
yiiksekliklerinin en ¢ok yiizde 10’ u kadar birgok cakigsma ile birbirinden ayiriyor
demektir.

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

Hem molekiiler hem de atomik kiitle spektrometrelerinde iyonlar1 algilamak
iizere kullanilan dedektorlerin en basiti “faraday kabidir”. Bu dedektdrlerde bir iletken
kap, spektrometrenin oteki kisimlarina gore negatif bir potansiyelde tutulur ve boylece
bu kaba dogru cekilen pozitif yiiklii iyonlar elektrik akimi olustururlar. Kiitle
spektrometresinde kullanilan daha 1yi bir dedektor tiirii “elektron ¢ogalticis1” adini alir.
Bu diizenekte detektore ¢arpan pozitif yiiklii iyonlar yiizeyden birkag¢ elektron firlatilir
ve bu elektronlar anotta tutularak elektrik akimima doniistiiriiliirler. “sintilasyon
sayicist” adini alan bir bagka dedektorde ise iyonlar liiminesans 6zelligine sahip bir
ekrana carpar ve foton yayilmasima neden olurlar.

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

kararma miktarini nicel anlamda 6lgmek her zaman hata getiren bir igslemdir.
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Iyon siklotron rezonans uyaricisi adin1 alan ve dikddrtgen prizmas: seklindeki
bir bagka tiir ayiricida, iyonlarin hizlandiricidan ¢ikarak ilerledikleri yola dik yonde bir
manyetik alan ile hem iyonlarn ilerleme yoniine hem de manyetik alana dik yonde bir
alternatif elektriksel alan birlikte uygulanir. Iyonlar bu ayiricinin iginde ddnerek
ilerlerler ve iyonlarm bu kabin g¢eperlerine carpmasi kaba ayrica sabit bir gerilim

uygulanarak onlenir.
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Sekil 2.13. Dort kutuplu (Kuadropol) bir kiitle ayiricist.

2.5.2.3. Kiitle Spektrumlarinin Karsilastirilmasi ile Bilesigin Tespit Edilmesi

Kiitle spektrumlarinda par¢alanma seklinden maddenin yapis1 hakkinda bilgi
elde edebiliriz. Saf maddelerin parg¢alanma sekli iizerine yapilan sistematik ¢alismalar,
parcalanma  mekanizmalar1  iizerine = mantiksal degerlendirmeler, spektrum
yorumlanmasina yarayan bir dizi genel kuralin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bir
spektrumda tiim piklerin sayilmasi her zaman miimkiin olmamaktadir, hatta bu istenen
bir durum da degildir. Bunun yerine parcalanmanin karakteristik sekilleri aranir.
Ornegin, Sekil 2.14° deki spektrum, kiitle farkliliklar1 14 olan pik topluluklar: seklinde
tanimlanabilir. Bu ¢esit bir dizilim, diiz zincirli alkanlar i¢in ¢ok tipiktir. Diiz zincirli
alkanlarda birbirine yakin karbon-karbon baglarinin kopmasiyla, kiitlesi 14 birim olan

CH,; gruplarinin yapidan ayrilmasi sonucu bu spektrumlar ortaya ¢ikar. Genel olarak en
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kararl hidrokarbon parcalar1 ic veya dort karbonlu parcalardir, bunlara karsilik gelen

pikler en biiytik piklerdir.
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Sekil 2.14. n-Heptanal'in elektron impakt spektrumu. Pikler Cg, Cs, .. .Ci'e kadar, CH, eksilmeleriyle

meydana gelen iyonlarin pikleridir [45].

Alkanlardaki parcalanma sonucu CH, gruplar1 ¢iktigindan dolay:1 pik gruplari
arasinda 14 kiitle birimlik fark ¢ok karakteristik olarak sekildeki Ornekte de
goriilmektedir.

Alkenlerde ozellikle poliolefinik bilesiklerin molekiiler piki belirgin olarak
goriiliir. Halkali olmayan alkenlerde spektrum ¢oziiliirken ¢ift bagin yerini saptamak
zordur. Clinkii parcalanma sirasinda ¢ift bagin yeri siirekli olarak molekiil icinde yer
degistirir. Halkasiz alkenlerde pargalanan gruplar arasinda aklanlardaki gibi 14 kiitle
birimlik (CH,) fark goriiliir.

Arenlerde (aromatik halkalilar), aromatik halka molekiiler iyonun kararliligini
artirdigindan spektrumda miktar1 yiliksek olarak goriiliir. En fazla iyonun m/e 91°de
goriilmesi alkillenmis benzenin oldugunu gosterir. En kolay en biiyiik siibstitiient
ayrilir. m/e 91°deki pik benzilik katyondan daha ¢ok tropilyum iyonundan ileri gelir
(C7H7"). Bu yapi kararli oldugu icin 91°deki pik ¢ok siddetlidir. m/e 65°de gériilen pik
ise tropilyum iyonundan nétr asetilen molekiiliiniin ayrilmasidir. Mono alkil
benzenlerde ise a- yerinden kopma ve hidrojenin yer degistirmesi sonucu karakteristik

bir grup pik m/e 77 (CsHs"), 78 (C¢Hs") ve 79 (C¢H;") goriiliir.
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Karboksilli asitlerde ise en karakteristik pik m/e 60 iyonunun pikidir. Uzun
zincirli asitlerde iki seri pik toplulugu ortaya ¢ikar; zincirdeki her C-C baginin kopmasi
sonucu yiik, oksijenli kisimda kalir (m/e 45, 59, 73, 87, 101, 115...) veya alkil grubunda
kalir (m/e 29, 43, 57, 71, 85, 99, 113, 127). Boylece alkil gruplar1 (m/e 27, 28; 41, 42;;
69, 70; 83, 84; 97, 98;....) bir seri pik daha verir. Fakat her grupta en biiyiik pik C,Hz,-
10, 7 ninkidir.

Aromatik esterlerde en fazla iyon (temel pik) OR ve COOR gruplarinin
ayrilmast sonucu olur. Metil esterlerinde bu pikler M-31 ve M-59° da bulunur.
Aromatik asitlerin metil esterleri olduk¢a biiyiik molekiiler iyon verir. Ayn1 kosullar
altinda analizi yapilan bilesikler daima ayn1 sekilde pargalanir. Ornegin, genel olarak en
kararli hidrokarbon pargalar1 3 veya 4 karbonlu parcalardir.

Bunlara kars1 gelen pikler en siddetli piklerdir. Alkollerin ise genelde molekiiler
iyon pikleri ¢ok zayiftr veya hi¢c gozlenmez. Ancak alkoller ¢ogunlukla su
kaybettiklerinde (M-18)" ’de siddetli bir pik verirler. Primer alkollerde oksijenin
yanindaki C-C bagmnin kopmasi sonucu CH,OH"’ ya ait siddetli bir pik gozlenir.

Ayrica referans bilesiklerin kiitle spektrumlari varsa, bilinmeyen maddenin kiitle
spektrumunu, referans maddelerin kiitle spektrumlari ile karsilastirilmasi ile madde
tanmabilir. Farki bilesiklerin ayni1 spektrumu verme olasiligi, spektral pik sayisi arttik¢a
belirgin sekilde azalir.

Kiitle spektrum piklerinin yiiksekligi ise; elektron 1ginmin enerjisi, 6rnegin 1s1mna
gore yeri, Ornegin basmcit ve sicakligi, kiitle spektrometrenin genel sekli gibi
degiskenlere baghdir.

Genellikle kaynama noktasi yiiksek, sicakliga dayaniksiz maddelerin ayiriminda
kullanilan sivi kromatografda da kiitle spektorometresinin dedektor olarak kullanilmasi
ayr1 bir 6nem tasir.

S1v1 kromatografi kolonundan gelen sivinin kiitle spektrometresine aktarilmasi
saglayan ara faz sistemi (Sekil 2.15) asagidaki sistemler kullanilmaktadir:

»Dogrudan s1vi enjeksiyonu

» Stirekli akigl hizli atom bombardimani sistemi (FAB)

»Hareketli bant sistemi

» Termosprey

» Elektrosprey

» Atmosferik basingta kimyasal iyonlastirma sistemi (APCI)
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Sekil 2.15. LC/MS hareketli bant ara faz sistemi [44].

Tablo 2.7° de baz1 LC/MS ara faz sistemlerinin karekteristikleri gosterilmistir.
Tabloda sistemler aras1 6nemli farklar goriilmektedir. Akis hizi, iyonlastiric: tiirti, tayin
edilebilen minimum kiitle ve minimum tayin sinir1 tabloda verilmistir.

Dogrudan sivinin enjekte edilebildigi sistemlerde kimyasal iyonlastirict
kullanilirken digerlerinde farkli sistemlerin kullanilmasi gerekmektedir. Diger taraftan
hareketli bant sisteminde ancak kaynama noktast 170°C olan maddelere
uygulanabilmektedir. Ayrica hareketli faz sistemi kompleks bir teknik sisteme sahiptir

ve kullanilmasi1 zordur.

Tablo 2.7. Bazi LC/MS Ara Faz Sistemlerinin Karekteristikleri [44].

Ozellik Dogrudan Hareketli Termosprey APCI Siirekli FAB
enjeksiyon bant

Hiz (mL/dk) 0.01-0.05, 1-2 1-2 1-2 0.005-0.01
0.2-2.0

Iyonlastirict CI EI/CI/FAB TSP/CI APCI FAB

Kiitle arahg | 130 50 120 150 -

(minimum)

Tayin s | 1-10 10-20 5-10 1-10 10-50

(ng)

En cok kullanilan ara faz sistemi termospreydir. Ancak her madde i¢in uygun
degildir. Kimyasal iyonlastirict (CI) kullanildig1 i¢in fragmantasyon az olur ve madde
yapist hakkinda yeterli bilgi saglanamaz. Sonu¢ olarak sunu sdyleyebiliriz: heniiz

sorunlar1 ¢oziilmiis bir LC/MS baglantis1 yapilabilmis degildir.
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2.5.2.4. Molekiiler Kiitle Spektrometrinin Uygulamalar

Molekiiler kiitle spektrometrinin uygulamalar1 ¢ok genis ve kapsamlidir. Tablo
2.8’ de, kiitle spektrometrinin bu genis kullanim alanina fikir vermek iizere, bu uygula-
malardan bazilar1 listelenmistir. Uygulamalardan en ¢ok rastlananlardan bazi onemli

olanlar1 verilmistir.

Tablo 2.8. Molekiiler Kiitle Spektrometrinin Uygulamalari [44].

1. Organik ve biyokimyasal molekiillerin yapilarmin aydinlatiimast.

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

4. Polipeptit ve protein numunelerinde amino asit diziliginin tayini.

5. Kromatografi ve kapiler elektroforez ile ayrilan tiirlerin belirlenmesi ve teshisi.
6. Zararli ilaglarin ve bu zararl ilaglarin metabolitlerinin kan, idrar ve tiikriikte belirlenmesi.
7. Ameliyat sirasinda hastanin nefesindeki gazlarin izlenmesi.

8. Yaris atlar1 ve olimpik atletlerde doping kontrolii.

9. Arkeolojik numunelerin yaslarinin belirlenmesi.

10. Aerosol olusturan partikiillerin analizi.

11. Yiyeceklerde pestisit kalintilarinin tayini.

12. Su kaynaklarida ugucu organik maddelerin izlenmesi.

2.5.3. Literatiirde bitki 6rneklerinde Kuersetin tayini ile Tlgili Yapilan Baz

Cahismalar

Chapman ve ark. (1991), Fernandez ve ark. (1992), Bowen ve ark, (1997) nin
yapmis oldugu biitiin calismalarda, bazi yesil, yar1 olgun ve tam olgun meyvelerde
yapilan fenolik madde analizleri sonucunda yesil meyvelerin fenolik madde igeriginin
olgunlasmaya dogru gidildikce azaldig1 belirlenmistir [46, 47, 48].

Sharaf, (1989), Uzelag ve ark. (2005), (2007)’ nin yapmis oldugu c¢alismalarda,
kayist ve elma meyvelerindeki polifenol ve karotenlerin tayini ters fazli HPLC ile
yapilmistir. Meyve ve cigeklerde saridan kirmiziya dogru bir renk olusturan
karotenoid’lerin onemli bir pigment oldugu ve meyvelerin olgunlagsmalar1 esnasinda

polifenoller ve karotenoitlerin, kolayca buharlasan tiiriin olugsmasinda onciiliikk eden ¢ok
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sayida kompleks biyokimyasal reaksiyonlar igerdigi ifade edilmistir. Meyvedeki bu
bilesenlerin tayin edilen miktarlarindaki farkliliklar, giines 15181, toprak, meyvenin
toplanma sezonu, meyve tiirii ve olgunluk evreleri gibi farkli parametrelere bagl olarak
olduk¢a degismektedir. Ornegin kayis1 meyvesinin olgunlasmasi evresinde ¢oziinebilir
ve ¢Oziinmeyen proteinlerin azaldig1 kaydedilmistir. Toplam ve ¢0ziinebilir
karbonhidratlarin miktarlarinda artig gézlenirken, serbest aminoasitlerin ise olgunlagsma
evrelerine gore farkliliklar gosterdigi belirlenmistir [49, 50].

Arts (2000), Uzelag (2005), Sturn’ nm (1999) yapmis oldugu g¢alismalarda,
kayis1 meyvesi ¢ok farkli miktarda bulunan fenolik bilesiklerinin igerigi HPLC ile
analizlenmistir. Bunlardan en yogunluklu olarak hidrosinnamik asitler (kafeik asit,
ferulik asit, p-kumarik asit ve diger esterler) oldugu ifade edilmistir. Klorogenik asit,
neoklorogenik asit, katesin ve epikatesinin de bulundugu diger fenolik bilesikler oldugu
belirlenmistir. Kayis1 meyvesinde bulunan flavanollerin ise glikozitleri halinde
bulundugu ve bunlara 6rnek olarak kamferol ve kuersetin baskin olan tiirler oldugu
ifade edilmistir. Yapilan caligmalarda meyvelerin olgunlagma siireleri boyunca toplanan
orneklerdeki polifenolleri analizlenmis ve analizlerde olgunlasma siiresi boyunca
fenolik madde miktarinda diisiis oldugu gozlenmistir [51, 52, 53].

Bonaccorsi ve arkadaslar1 (2008) Allium (sogangiller familyas1) tiirlerindeki
(dort cesit kuru sogan, 2 ¢esit yesil sogan ve sarimsak) flavonol glikozidlerini
(kuersetin 3, 4 o-glukozit ve kuersetin 40-glukozit) HPLC-DAD-ESI-MS-MS ile
karsilagtirmali olarak calismiglardir. Sogan tiirlerinden beyaz soganda flavonol icerigini
7.0 ppm diger tiirde ise 600-700 ppm gibi farkli degerler bulmuslardir. Ayrica
orneklerin 1.0 g/kg’ inda kuersetin 3, 4 o-glukozit ve kuersetin 40-glukozit oranlarini da
10:1 olarak bulmuslardir [18].

Hakkinen ve arkadaslar1 (2000) 19 c¢esit cilek tiiriinde HPLC ile ODS-Hypersil
100x4 mm 3.5 mm c¢apinda ve RP-18 10x4 mm 5 mm ¢apinda farkli kolonlar kullanarak
antioksidan ve antikanserojen etki gosteren kamferol, kuersetin, miyrisetin, p-kumarik
asit, kafeik asit, ferulik asit, p-hidroksi-benzoik asit, gallik asit, ellagik asit gibi
bilesiklerin analizini yapmislardir [7].

Hakkinen ve arkadaslar1 (1998) sectikleri cilek ve vaccinium (kendiliginden
yetisen ve kiiltiir bitkileri) tiirlerindeki flavonoller (kuersetin, miyrisetin and kamferol)
ve fenolik asitlerin (ellagik, p-kumarik, kafeik and ferulik asit) i¢eriklerini HPLC —-DAD
(diyot-array) -UV ile analiz etmislerdir [9].
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Sultana ve arkadaslar1 (2008) sectikleri 22 6rnekte (5 meyve suyu, 9 sebze ve 8
tibbi bitki) flavonol (kamferol, kuersetin, miyrisetin) konsantrasyonlarini ters faz
yiiksek performansli sivi kromatografisi-ultraviyole (HPLC-UV) ile tayin etmislerdir
[11].

Zhanga ve arkadaslar1 (2005) Adinandra nitidanin  yapraklarindaki
flavonoidlerin (kuersetin, O-rhamnose, apigenin, rhoifolin, kamellianin A, kamellianin
B kalitatif ve kantitatif analizlerini Hypersil C18 kolonunu kullanarak 45 dakikada
yiiksek performansli s1vi kromatografisi-UV dedektor-elektrosprey iyonlastirma tandem
kiitle spektroskopisiyle yapmislardir [10].

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

Karakaya ve El (1999) UV dedektorli HPLC (HPLC-UV) kullanarak isirgan
otu, kusburnu, adagayi, ithlamur ¢icegi, siyah ¢cay, mor havug suyu, liziim melasi, bal ve
tarhanada kuersetin, luteolin, apigenin ve kamferol icerigini tayin etmisler. Siyah cay,
thlamur ¢icegi, adagayi, kusburnu, mor havu¢ suyu ve iiziim melasinda kuersetin
icerikleri swrasiyla 34.8, 21.7, 27.2, 16.7, 83.7 ve 1692 ppm olarak bulmuslar. Tarhana
ve 1sirgan otunda kuersetin igerigi sirasiyla 5.92 ve 0.87 mg/100 g olarak bulmuslar
[16].

Vukics ve arkadaslar1 (2008) Viola tricolor L.’ de ki flavonoid glikozitlerinin
sivi kromatografisi-¢ift kiitle spektrometresi ile analizini yapmislar. Viola tricolor’ un
metanollii ekstraktlarinda flavonol o-glikozit, 9 flavon-C, glikozit ve 3-flavon c,o-
glikoziti karakterize etmisler. Ayrica alt1 aglikonun, apigenin, chrysoeriol, isorhamnetin,
kamferol, luteolin ve kuersetini bulmuslar [54].

Riberio ve arkadaslar1 (2008) Brezilya mango tiirlerinin fenolik bilesiklerinin
icerigini ve antioksidan kapasitelerini LC-ESI-MS cihaziyla analiz etmisler [55].

Lacopini ve arkadaslar1 (2008) kirmiz1 iiziimde katesin, epikatesin, kuersetin,
rutin ve resveratrol igerigini HPLC-UV ile analiz edip, bunlarin hiicre icerisindeki (in
vitro) antioksidan aktivitelerini ve etkilesimlerini incelemisler [56].

Ozyiirek ve arkadaslar1 (2009) modifiye edilmis CUPRAC ydntemiyle fenolikler
ve flavonoidlerin ksantin oksidazin inhibasyon aktivitesini UV-g6riiniir bolge cihaziyla

Olemiisler [57].

35



Michalkiewicz ve arkadaslar1 (2008) HPLC cihaziyla, kat1 faz ekstraksiyonu ile
fenolik asitlerin (gallik asit, vanilik asit, p-HBA, kafeik asit p-kumarik asit, syringik
asit) ve bazi flavonollerin (kamferol, rutin ve kuersetin) tayinine calismislar. Fenolik
bilesikler i¢in % verimi 40-101 arasinda bulmuslar. Thlamur bal1 i¢in rutin, kuersetin ve
kamferol icerigini sirasiyla 5.0, 2.3 ve 1.7 ppm olarak, ¢ali balinda ise yine sirasiyla 1.6,
0.4 ve 0.3 ppm olarak tayin etmisler [58].

Rithinen ve arkadaglar1 (2008) Vaccinium myrtillus (yaban mersini) ve
Vaccinium corymbosum x V. angustifolium’ da ki ¢icek, yaprak, kok govdesi, meyvenin
kabugu ve meyvenin etli kisminda fenolik bilesiklerin yani flavonoidler (antosiyaninler,
proantosiyaninler, flavonoller) ve hidroksisinnamik asitlerin dagilimmi HPLC-DAD
kullanarak analiz etmisler. Vaccinium corymbosum’ nin ¢iceklerinde kuersetin 1553
ppm, meyvenin kabugunda kuersetin 531 ppm, meyvenin etli kisminda ve kok
govdesinde kuersetin tayin smirmin altinda, yesil yapraklarda kuersetin 1784 ppm,
kirmiz1 yapraklarinda 3530 ppm olarak tespit etmisler. Yaban mersininde ise
ciceklerinde kuersetin 130 ppm, meyvenin kabugunda kuersetin 159 ppm, meyvenin etli
kisimlarinda kuersetin 12 ppm, yesil yapraklarinda kuersetin 3369 ppm, kirmizi
yapraklarinda ise kuersetin 10369 ppm olarak tayin etmisler [59].

Novak ve arkadaglar1 (2008) elektrokimyasal dedektor ile ters-faz yiiksek
performansli siv1 kromatografisiyle Portekiz kirmizi tiziim kabuklarmin dort ¢esidinden
flavonoidlerin ultratitresimle (ultrasound) asidik metanolle ekstrakte ederek izokratik ve
gradient elusyon teknigini kullanmiglar. Kirmizi iztim ekstraktlar1 icin mobil fazin akis
hizin1 1 mL/dk, pH’ m1 2.20° ye, kolon sicakligin1 40 °C’ ye, enjeksiyon hacmini 50
uL’ ye optimize edip enjekte etmisler. Mobil faz olarak su: metanol: formik asidin farkl
oranlarmi kullanmislar (solvent A=83:16:1, solvent B=68.5:30:1.5). izokratik eliisyonda
%100 solvent B, gradient eliisyonda %100 A ve %100 B’ yi1 mobil faz olarak
kullanmiglar. Rutin, kuersetin ve miyrisetin i¢in elektrokimyasal dedektér kullanarak
LOD degerleri sirasiyla 62.1, 44.2 ve 57.9 pg/L, LOQ degerleri sirasiyla 29.1, 21.9 ve
49.8 ppb olarak tayin etmisler. Dort farkl iizim ¢esidinde flavonol konsantrasyonlari
rutin i¢in 29.11-214.4 ppm, miyrisetin i¢in nd-44.38 ppm, fesitin i¢in nd-3000 ppm,
kuersetin ve morin i¢in nd (tayin sinirinin altinda) oldugunun tespit etmisler [60].

Simirgiotis ve arkadaslar1 (2009) HPLC-UV dedektor-kiitle spektrometresini

kullanarak papaya bitkisinin suyundan fenolik bilesiklerden rutin (kuersetin glikoziti) ve
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manghaslini tanimlamislar. Spektroskopik yontemleri kullanarak bunlarin yapilarini
karakterize etmisler [61].

Olsen ve arkadaslar1 (2009) HPLC-DAD-ESI-MS ile karalahana bitkisinin kivir
kivir olan kisminda kuersetin ve kamferoliin glikozitlerini ve p-kumarik asit, ferulik
asit, sinopik asit ve kafeik asit tiirevlerini iceren otuz iki fenolik bilesik sebzedeki
fenolik bilesiklerin tiimiiniin bir tanimlamasimi igeren eski yaynlar1 deneysel olarak
teshis etmisler. Farkli ekstraksiyon kosullarmin etkisini incelemisler. Karalahanadaki
toplam flavonol ve hidroksisinnamik asit igerikleri sirasiyla taze agirlik olarak 646 ve
204 mg/100 g oldugunu bulmuslar. Yalniz flavonoidlerin icerigi, (kamferol-3-sinapoyl-
diglukozit-7-diglukozit  (%18.7) ve  kuersetin-3-sinapoil-diglukozit-7-diglukozit
(%16.5)), 2> den 159 mg/100 g’ a kadar degismekte oldugunu tespit etmisler. Asidik
hidrolizden sonra iki flavonol aglikonu karalahanada kuersetin ve kamferol toplam
icerigi sirastyla 44 ve 48 mg/100 g olarak tayin etmisler [62].

Grzelak ve arkadaslar1 (2009) sogukta muhafaza edilen sogandaki kuersetin
glikozitleri ve fruktooligosakkaritlerin igerigini HPLC ile tayin etmisler. 2006-2007
yillarinda soganin {i¢ ¢esidinde kuersetin glikozit icerigini sirastyla 1,381.6+£123.1 ve
1,479.44+125.5 mg/100 g oldugunu kanitlamislar [63].

Huang ve arkadaslar1 (2008) HSCCC ile ultrasonik- mikrodalga yardimiyla
ekstraksiyon yapmay1 kullanarak Anoectochilu roxburghii Lindl iginde kuersetinin
saflagtirilmas1 islemi i¢in iki fazli solvent sistemini n-hekzan:etilasetat:metanol:su
(4:6:3:3, v/v/v/v) karisim ile kullanmiglar. Kuersetinin yapisin1 ESI-MS, UV, FT-IR ve
H'NMR ile karakterize etmisler. HSCCC ayirma kosullar1 olarak LC’ de kullanilan
kolon Agilent Zorbax C18 kolonu ile oda sicakliginda 1mL/dk akis hizinda (mobil faz
olarak %0.2 fosforik asit: metanol (50:50, v/v)), 20 uL enjeksiyon hacmini kullanarak
360 nm dalga boyunda ayarlama yaparak kuersetini tayin etmisler [64].

Huang ve arkadaslar1 (2007) giineydogu Amerikadaki Afrikali Amerikalilar
tarafindan siklikla tiiketilen sebzelerin fenolik bilesik igerigini HPLC-MS cihaziyla
incelemisler. Bamya, yesil hardal, karalahana, patlican, fasulye, yesil patates, semizotu
vs. bitkilerde major diizeyde bulunan isorhamnetin, kuersetin ve kamferol igeriklerini
incelemisler. Semizotunda kuersetin icerigini 1.3 mg/100 g, kamferol icerigini 1.1
mg/100 g olarak tayin etmisler [65].

HPLC-MS ile bitki ekstraktlarinda yapilan antioksidan ve benzeri yapida

polifenollerin tespitiyle ilgili ¢aligmalar Tablo 2.9’ da verilmistir.
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Tablo 2.9. Literatiirde bitki ekstraklarinda yapilan polifenol tayini ¢alismalari.

Bitki Tayin edilen polifenol Referans
Vitis vinifera L.) Dihidro flavonoller, kuersetin tiirevleri ve kamferol tiirevleri 66
Rosmarinik, p-kumarik, ferulik, kaffeik and klorojenik asit,
Melissae herba kuersitrin 67
Kuersetin, fisetin, kamferol, Iuteolin, apigenin, chrysin,
Origanum vulgare eriodiktiyol, hesperetin, taksifolin, katesin ve epikatesin 68
Miyrisetin, miyrisetin-3-ramnoz, kamferol, kamferol-3-glukoz,
kamferol-3-rutinoz, kuersetin, kuersetin-3-ramnoz, kuersetin-3-
Beyaz iiziim tiirleri glukoz ve gallik asit 69
Propolis kuersetin, sinnamik asit ve diger polifenoller 70
Heliotropium
pycnophyllum, Apigenin, luteolin, trisetin, galangin, kamferol, kuersetin,
Heliotropium stenophyllum | pinosembrin, naringenin, erioditiyol 71
Antioksidan kapasitesini incelemisler, dihidrokalgonlar, flavan-
Elma 3-oller, kuersetin 72
Humulus lupulus Miyrisetin, kuersetin, kamferol 73
Kirmizi sarap Resveratrol, kuersetin, katesin epikatesin, rutin 74
Tilia rubra ve Tilia | Astragalin, kuersetin-3-7-dirhamnosid, isokuersitrin, rutin,
argentea kamferol-3-7-dirhamnosid 75
Apigenin, luteolin, luteolin-7-o-glukosit, kuersetin, kuersetin-3-
Pistacia terebinthus metil eter-7-o-glukosit, 76
Zizyphus jujuba, Zizyphus
spina-christi Kamferol, kuersetin, ploretin tiirevleri 77
Rosa damascena, Rosa | Antioksidan Ozeliklerini incelemigler. gallik asit, kafeik asit,
bourboniana, Rosa | kuersetin, kamferol, katesin, epikatesin, kuersitrin, miyrisetin,
brunonii rutin ve askorbik asit 78
Tangeretin, wogonin, khrisin, apigenin, luteolin, kamferol,
kamferid, tamariksetin, kuersetin, miyrisetin, morin,
Caco-2 cells isokuersetrin, rutin, hesperetin, naringin, epikatesin 79
Klorojenik asit, kuersetin glikosit, rutin, isokuersitrin,
astragalin, kuersetin 3-(6-malonilglukoz), kamferol 3(6-
Morus alba L. malonilglukozit) 80
Allium cepa L. Kuersetin, kuersetin-4-glukosit, kuersetin-3,4'-diglukosit 81
Brassiaceae Gallik asit, kamferol ve quersetin glikozitleri 82
Eruca vesicaria ve Kuersetin tiirevleri 83

38




Diplotaxis tenuifolia

Apocynum venetum L. Kuersetin glikozitleri 84

Ginko biloba Kuersetin dihidrat, kamferol, isorhamnetin, rutin 85

Brezilya’ daki yazlik ve

kislik sebzeler Kuersetin, kamferol, apigenin 86

Rheum rhabarbarum L. ve

Rheum rhaponticum L. Resveratrol, rutin, kuersetin-3'-0-b-d-glukopiranosit, katesin 87

2.5.4. Bazi1 Analitik Terimler

Dogruluk, 6lgtimlerin gercek veya kabul edilen degere yakiligini belirtir. Diger
taraftan, bir bilyiikliiglin gercek degeri hi¢cbir zaman tam olarak bilinmediginden,
dogruluk tam olarak tayin edilemez. Dogru deger yerine dogru kabul edilen deger
kullanilmalidir. Dogruluk, mutlak ya da bagil hata terimleriyle ifade edilir.

Hatalar: Deneysel hatalar sistematik ve rastgele olarak siniflandirilabilir.
Sistematik hatalar belirli hata olarak adlandirilirlar ve diizeltilebilirler. Rastgele hatalar
ise belirsizdir ve diizeltilemezler, analiz sirasinda smirlama getirirler.

Mutlak Hata: Bir X; biiyiikliigiiniin 6l¢timiindeki mutlak hata E=X; — X; esitligi
ile verilir. Buradaki X, s6z konusu biiylikliigiin ger¢ek deger kabul edilen degeridir.

Bagil Hata: Genellikle mutlak hatadan daha faydal bir biiytikliktiir. Yiizde (%)
bagil hata su esitlikle ifade edilir;

E:M-IOO
X

t

Kesinlik ise; Ol¢iimlerin tekrarlanabilirligini, yani tamamen ayni yolla elde
edilen sonuclarin yakmligini gosterir. Genellikle standart sapma ile verilir.
Analiz sayis1 20° den az olan veriler i¢in kesinliginin bir Ol¢ilisii olan standart

sapma; X ortalama deger olmak iizere su esitlikle verilir;
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Analiz sayis1 20’ den fazla olan veriler i¢in standart sapma; yine X ortalama deger

olmak tizere;

esitligiyle verilir.
Dogruluk ve kesinlik arasinda farkliliklar vardir. Dogruluk, bir sonug ile gergek
deger arasindaki yakinlig1 6lger. Kesinlik ise ayn1 yolla 6lciilen birgok sonug arasindaki

yakinlig1 agiklar.

Gozlenebilme Siminn (Limit of Detection) (LOD): Kor degerin standart
sapmasinmn 3 katna gozlenebilme smir1 denir. Bu ifade farkli aletlerin

performanslarmin karsilastirilmasinda kullanilmaktadir.

Tayin s (Limit of Quantification) (LOQ) : Kullanilan alet ile
belirlenebilen minimum madde miktar1 (veya konsantrasyonu) degeridir. Bu ifade farkl
aletlerin performanslarmin karsilagtirilmasinda kullanilmasi yaninda analiz sonrasinda
elde edilen sonucun dogrulugunu da yansitmaktadir. G6zlenebilme sinir1, kor degerin
standart sapmasinin 3 kati olarak (3S ile ) verilse bile ¢ok diisiik sinyallerden dolay1 bu
derisimlere giivenilmez. Bu nedenle, elemente bagl olarak gézlenebilme smirinin bazen
5 veya 10, hatta bazen de 20 kat1 derisimler gilivenilir olarak kabul edilir. Bu deger tayin

sinir1 olarak adlandirilir.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Cam Malzemeler

Calismada Agilent 1200 HPLC ve 6110 quadropol MS dedektorii birlikte
kullanilmistir. MS i¢in uygulanan sartlar Tablo 3.1° de verilmistir. Kullanilan diger

yardimc1 malzemeler sunlardir,

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

. Etliv (M 6040 P Hot Air Sterilizer Laboratoryovan)

. Elektronik terazi (Gec-Avery)

. Santrifiij (NF 200 Niive)

. Enjeksiyon Filtresi

. Isiticili Manyetik Karistirict (VELP Multiposition heating magnetik stirrer)
. Tek kullanimlik siringa

. Vial tiip

o @0 N N N A W N -

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

Tablo 3.1. MS parametreleri i¢in uygulanan sartlar.

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

Pozitif Mod
Kapiler akim (V) 4000
Kivileim voltaji (nA) 6.0

3.2. Kullanilan Standart Cozeltiler ve Reaktiflerin Hazirlanmasi

Standart cozeltiler; kuersetinin HPLC saflikta 500 ppm*‘ lik stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu bilesenlerin hem stok ¢ozeltileri hem de ara stok cozeltileri asetonitril
(ACN) icinde hazrrlandi. Bu c¢ozeltilerden 0.1-100 ppm araliginda farkh

konsantrasyonlarda ¢ozeltiler ACN i¢inde hazirland.



Mobil faz: Su/metanol/asetonitril/formik asit karigimi (52:42:5:1) kullanildi. Bu
¢oOziicliler de HPLC safliktadir [6, 8, 9, 11, 10].

6 M HCI’ in hazirlanmasi: % 37’ lik yogunlugu 1.19 g/mL ekstra pure HCIl
(Merck 100317) ten 49.74 mL alip 100 mL’ ye tamamlanarak 6 M HCI ¢ozeltisi
hazirlandi. 6 M HCI” den ise 20 mL alnip 100 mL’ ye tamamlanmasiyla 1.2 M HCl
¢ozeltisi hazirlandi [11].

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

3.3. Orneklerin Temini

Elazig ve yoresinden toplanmis olan taze kayist meyvesi Ornekleri ve
cekirdekleri saf suyla yikandiktan sonra ayni agaca ait kayis1 meyveleri parcalanarak
homojenize edildi. Bu Orneklere analizden Once asagidaki ektraksiyon islemleri

uygulandu.

3.4. Kayis1 Meyvesi Ve Cekirdegi Orneklerinin Ekstraksiyonu

En uygun kayis1 meyvesi miktar1 ve ¢oziicii’kayis1 oraninin tayini i¢in yapilan 6n
calismalarda, 5 g lik taze kayisi meyvesi ve 2.5 g lik kayis1 ¢ekirdegi orneklerinin 15
mL lik son hacimlere alinmasiyla en iyi sonucglar bulundu. Bdylece, homojenize edilmis
olan 5 g lik taze kayis1 meyvesi ve 2.5 g lik kayisi ¢ekirdegi 6rneklerine 1.2 M HCI” den
10 mL, 25 mL metanol, 0.1 g askorbik asit eklenerek 6 saat oda sicakliginda diizenli
karstirildi [9, 11]. Daha sonra su banyosunda kuruluga kadar buharlastirilip 15 mL
metanol ilave edildi. Siizge¢ kagidiyla siiziilen ekstraktlar analiz asamasma kadar +4
°C’ de saklandi (son hacim 15 mL). Analizden 6nce 0.45 pm enjeksiyon filtresiyle
stiziilen ekstraktlar HPLC-MS cihazma enjekte edildi [11]. Uygulanan eksatraksiyon
basamaklar1 Sekil 3.1° de verilmistir.

Ekstraksiyon ¢oziiciisii karisiminda kullanilan askorbik asit, reaksiyon ortaminin
stabil kalmasmi yani askorbik asitin indirgen 6zelligiyle, 151k varliginda kuersetinin
oksijene maruz kalmasi sonucu yiikseltgenmesini engellerken, HCI asit ise flavonollerin

glikozitlerinin hidrolizini saglamaktadir [9-12].
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Taze Kayis1 meyvesi (5 g) ve ¢ekirdegi (2.5 g)
l
10 mL 1.2 M HCI +25 mL metanol

l
Gorsuch tipi soxhlet cihaziyla ekstrakte edildi (6 saat oda sicakliginda)

l
Su banyosunda kuruluga kadar buharlastirildi.

l

Kalint1 15 mL metanolde ¢6ziildii

l
Siizgeg kagidiyla siiziildii (son hacim 15 mL)

!
Analizden 6nce ornekler 0.45 um
enjeksiyon filtresiyle siiziildii

|
HPLC-MS

Sekil 3.1. Ekstraksiyon yonteminin basamaklar1.

3.5. Kuersetin i¢cin Optimum Kosullarinin Tayini

Bu calismalarda bir parametre degistirilirken diger parametrelerin optimum
olarak bulunan degerleri kullanildi.

Hazirlanan 25 ppm’ lik kuersetin standart ¢ozeltileri kullanilarak optimum
sartlar tayin edildi. Oncelikle cihazin optimum mobil faz akis hiz1 tespit edildi. Bu
amagla, 0.2-1.0 mL/dk akis araliginda yapilan deneysel caligmalarda elde edilen
kromatogramlarin pik simetrileri ve alan degerleri karsilastirildi. Elde edilen
kromatogramlardan (Sekil 3.2) 0.6 mL/dk’ lik akis hizinin optimum oldugu sonucuna
varildi. Ayrica akis hizina karsilik ¢izilen alan grafiginde de ayn1 akis hiz1 degerinin en
1yi oldugu goriildii. Bu nedenle bundan sonraki biitiin deneysel ¢aligmalarda kuersetin
icin bu akis hiz1 (0.6 mL/dk) kullanildi.

En 1yt fragmentor voltajim1 (pargalayict voltaj) belirlemek icin yapilan
calismalarda, 10-200 V araliginda (diger parametrelerin optimum degerlerinde) yine 25
ppm’ lik kuersetin ¢ozeltileri kullanilarak kromatogramlar alindi. Pik simetrisi ve alan

dikkate alindiginda, en uygun fragmentoriin 140 V oldugu sonucuna varildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.4’ de fragmentore karsilik alan grafiginde de goriildiigii gibi 140 V’ daki alan
degerleri ve pik simetrisi en iy1 oldugu i¢in bundan sonraki biitiin deneysel caligmalarda
kuersetin i¢in bu fragmentor voltaji kullanildi.

En 1yi enjeksiyon hacmini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmada, 5—40 pL araliginda
ornek hacimleri denendi. Enjekte edilen 6rnek hacminin artmasina bagl olarak alan pik
simetrisinde belirgin bir bozulma goézlendiginden, pik simetrisinin en iyi oldugu 5 pL
enjeksiyon hacmi optimum olarak kabul edildi (Sekil 3.5).

En uygun kolon sicakliginin tayini i¢in 20-55 °C araliginda aymi derisimdeki
kuersetin ¢ozeltilerinin kromatogram ve spektrumlar: alind1 (Sekil 3.6). Kolon sicakligi
artiginin pik ¢ikis sliresini azalttig1 acgik¢a goriilmektedir. Bu degisimler gbz Oniine
alindiginda en 1yi olan 30 °C’ deki pik optimum olarak kabul edildi.

Nicel analizde kullanilmak {izere ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan kuersetin
cozeltileri icin optimum sartlarda elde edilen kromatogramlar Sekil 3.7° de verilmistir.
Bu kromatogramlardan da anlasilacagi gibi standart maddenin konsantrasyonunun
artmast ile zemindeki giiriiltiilerin bastirildigit ve piklerin daha sade oldugu
goriilmektedir. Sekil 3.8 de standartlarin kalibrasyon grafikleri verildi. Bu sekillerden de
goriildigi gibi 0.5-10 ppm araliginda egimleri birbirine ¢ok yakin kalibrasyon egrileri
elde edilmistir. Sekil 3.9° da kuersetin standardinin MS spektrumu goriilmektedir. Bu
spektrumdan, kuersetin molekiiliine pozitif moda calismaya uygun olarak hidrojen

iyonlarinin baglanmakta ve dolayisiyla 303 m/z degerinde temel pik goriilmektedir.
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Sekil 3.2. HPLC-MS ile kuersetin tayini i¢in en uygun akis hizinin bulunmasiyla ilgili kromatogramlar.
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Sekil 3.3. HPLC-MS ile kuersetin tayini igin optimum fragmentoriin bulunmasi.

45



400000 Fragmentor | Alan
350000 ,r\ 10 54169
300000 30 94806
L 250000 ¢ 50 132476
= 70 176151
< 200000
? / 90 241134
150000
100 252446
100000
110 271837
50000
120 317840
0 ' ' ' ‘ 130 320912
0 50 100 150 200 250
140 335798
--> Fragmentor, V 150 329682
. . . o e .. 160 341252
Sekil 3.4. HPLC-MS ile kuersetin tayini i¢in fragmentor-alan degisimi grafigi.
170 329376
180 324498
190 281555
200 273637
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Sekil 3.5. HPLC-MS ile kuersetin tayini igin optimum enjeksiyon hacminin bulunmast.
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Sekil 3.6. HPLC-MS ile kuersetin tayini igin en uygun kolon sicakligmim bulunmasiyla ilgili

a) kromatogramlarin gosterilisi ve b) kolon sicakliginin alikonma siireleriyle degisimi.
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Sekil. 3.7. HPLC-MS ile kuersetin i¢in kalibrasyon ¢ozeltilerinin kromatogramlari.
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Sekil 3.8. HPLC-MS ile kuersetinin 0.5-10 ppm araligina ait kalibrasyon egrisi.
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Sekil 3.9. Kuersetinin HPLC-MS ile optimum sartlarda elde edilen kiitle spektrumu.
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4. BULGULAR

4.1. Akis Hiz ile flgili Bulunan Sonuclar

Sekil 3.2° de goriildiigii gibi, pik simetrilerinin yaninda, alikonma siireleri ve
alan degerleri dikkate alindiginda en 1iy1 akis hizinin; kuersetin i¢in 0.6 mL/dk oldugu

gozlendi.

4.2. Fragmentor ile ilgili Bulunan Sonuclar

Sekil 3.3-3.4‘te goriildigii gibi en 1yi fragmentor; kuersetin i¢cin 140 V
fragmentor olarak tespit edildi. Optimum pargalayict voltajina karar verirken pik

simetrisi diizgiin ve kiitle spektrumlarinin maksimum oldugu volta;j secildi.

4.3. Enjeksiyon Hacmi ile ilgili Bulunan Sonuglar

Sekil 3.5° de goriildiigli gibi optimum enjeksiyon hacmi; kuersetin i¢in 5 pL
olarak tespit edildi. Optimum enjeksiyon hacmi secilirken pik simetrisi en iyi olana
karar verildi. Ciinkii enjekte edilen maddenin miktar1 arttik¢a goriniir sekilde pik

simetrisi bozuldu.

4.4. Kolon Sicakhg ile Tlgili Bulunan Sonugclar

Sekil 3.6 da goriildigl gibi optimum kolon sicakligi kuersetin i¢in 30 °C
oldugu yapilan c¢alismada tespit edilirken pik simetrileri ve MS spektrumlarinin
maksisimum degerlerine gore karar verildi. Kolon sicakliginin 20-55 °C araliginda
calisilmas1 sonucu piklerin ¢ikis zamanlari ve MS maksimum degerleri degistigi

gozlendi. Bu degisimler goz Oniine alinarak simetrisi en i1yi olan pik secildi.



4.5. Olciimlerle ilgili Elde Edilen Optimum Sartlar

Flavonollerin analizi i¢in optimize edilen HPLC ve MS parametreleri asagida

tablolar halinde verilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Kuersetinin optimum tayin kosullari.

Sartlar Kuersetin

Akis hiz1 (mL/dk) 0.60

Kolon Sicaklig (°C) 30

Enj. hacmi (pL) 5

Fragmenter
) 140
(parcalayici voltaj, V)

t, alikonma siiresi, dak. | 9.9-11.3

4.6x150 mm, 5 pm
Kolon 6zellikleri ZORBAX Eclipse
XDB-C18

4.6. Cahsilan Orneklerde Bulunan Kuersetine Ait Elde Edilen Kromatogramlar

Sekil 3.1° de aciklandig1 gibi ektrakte edilen kayis1 meyvesi drnekleri icin Tablo
4.1’ de verilen optimum sartlar kullanilarak elde edilen HPLC-MS kromarogramlari
Sekil 4.1-4.3” de verildi.

Kayis1 ¢ekirdeginde kuersetin tayini i¢in elde edilen HPLC-MS kromatogrami
Sekil 4.4’ de goriilmektedir. Sekil 4.5°de ise kayisidaki kuersetinin optimum kosullar
altindaki MS spektrumu goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Kayis1 meyvesinde kuersetin tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen

HPLC-MS kromatogramlart.
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Sekil 4.2. Kayis1 meyvesinde kuersetin tayini i¢in elde edilen standart ekleme egrileri.
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Sekil 4.3. Kayis1 meyvesinde kuersetin tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.4. Kayis1 meyvesi ¢ekirdeginde kuersetin tayinine ilisgkin HPLC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.5. Kayisida meyvesindeki kuersetinin optimum kosullar altindaki MS spektrumu.

Kuersetinin molekiil agirligi 302 g mol” olup bu g¢alismada pozitif mod
sartlarinda calisilmistir. Boylece Sekil 3.9 da temel pik 303 m/z degerinde
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gozlenmektedir. Bu MS spektrumunda goriildiigii gibi, 2 fenil halkas1 ve 1 heterosiklik
halkadan olusan kuersetin uygulanan pargalayici (fragmentor) potansiyelinde
parcalanmamaktadir ve temel pik 303 m/z de goriilmektedir.

Elde edilen optimum sartlar kullanilarak kayis1 meyvesi ve kayisi ¢ekirdeginde bulunan

kuersetin konsantrasyonlar1 Tablo 4.2 verildi.

Tablo 4.2. Kayis1 meyvesi ve ¢ekirdegi drneklerinde bulunan kuersetin konsatrasyonlari, yas esasa gore,

ppm.

ORNEK Kayis1 meyvesinde Kayis1 meyvesi
kuersetin ¢ekirdeginde kuersetin

(ppm) (ppm)
Kayist 1 12,9427 <t.s
Kayis1 2 4.3+0,9 <t.s
Kayis1 3 8,8+1,8 <t.s
Kayis1 4 <t.s. <t.s
Kayis1 5 4,7+1,1 <t.s
Kayis1 6 1,2+0,3 <t.s
Kayis1 7 <t.s. <t.s
Kayist 8 1,0+0,15 <t.s
Kayis1 9 4,34+0,9 <t.s
Kayis1 10 <t.s