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OZET

YENI AMID - SILIKA KOLON DOLGU MADDESI KULLANILARAK
SITOKININLERIN HPLC ILE AYRILMASI VE OPTIMIZASYONU

YUKSEKLISANS TEZi

Duygu HASIMI

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

2013

Kompleks yapilar gosteren yiiksek organizasyonlu canlilar diizenli olarak biiyiiyiip
gelisebilmek i¢in hiicreler arasi iletisime ihtiya¢ duyarlar. Bitkilerde bu iletisimi bitki biiylime
hiicreleri saglar. Sitokininler bitkinin bilylime ve gelismesini uyarip hizlandiran azotlu purin baz
tiirevleridir.

Kromatografik ayirma yontemleri arasinda en yaygin kullanim alanina sahip olan ayirma
cesidi yliksek performanslt sivi kromatografisidir. Son yillarda polar gdmiilii denilen ve genellikle
amid , karbamat , siilfonamid gibi gruplar1 biinyesinde bulunduran kolon dolgu maddeleri , bilinen C;g
kolonlarina nazaran bazik analitlerin ayrilmasinda daha iyi sonu¢ vermis ve ayirma listiinliigiinde bir
adim daha 6ne ge¢mislerdir.

Bu calismada daha 6nce Aral. (2013) doktora tezinde sentezlenen SP1 amid bagli polar
gomiilii kolon dolgu maddesi kullanilarak sitokinin &rnekleri ayrilmaya c¢alisilmistir. Yapilan
calismada mobil faz , pH, sicaklik gibi parametreler kullanilarak optimizasyon calismalar1 yapilmistir.
Ayrica elimizde bulunan dogal bitki 6zii numunesi ile kantitatif olarak ¢aligma hazirlanmistir. Yapilan
calismada LOD , LOQ gibi validasyon parametreleri uygulanmis ve kolonun ¢esitli dogal analitlerin
kantitatif tayininde de uygulanabilecegi kanitlanmugtir.
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ABSTRACT

SEPARATION AND OPTIMIZATION OF CYTOKININS WITH USING NEW
AMIDE - SILICA STATIONARY PHASE WITH HPLC

M.Sc THESIS

Duygu Hasimi

DICLE UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
DEPARTMENT OF CHEMISTRY

2013

Highly organised organisms which shows complex structures for growing and
developing, need communications between cells. In plants , plant growth regulators provide this
communication. Cytokinins are nitrogen purine base derivatives that, accelerates plant growth
and development.

High performance liquid chromatography is the most common separation type which is
used in chromatographic separation methods. In recent years , the stationary phases which is
called polar embedded and generally includes groups like amide , cabamate and sulfonamide ,
gave better results in separation of basic analytes instead of conventional C;3 columns and
moved one step forward about separation superiority.

In this study, cytokinin examples was tried to separate with using SP1 amide —bonded
polar embedded stationary phase which was synthesized in Ph.D.Thesis of Aral (2013) earlier.
In the study, with using some parameters like mobile phase , pH, temperature some
optimizations studies were made. Also , a quantitative study was prepared with natural plant
exract that we had. In the study , some validation parameters like LOD ,LOQ were applied and
proved that column can be applied the quantitative determination of the various natural analytes.
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SP1 Dolgu Maddesinin Yapist
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%30 -%10 ACN/fosfat tamponu T:22°C dalga boyu:270nm
enjeksiyon hacmi:10ul
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Sitokininlerin Ayrilmasinda Tampon Derisimi Degisimi ve Etkisi
a) pH:5.48 10 mmol izokratik eliisyon akis hizi: 1ml/min
%20 ACN/fosfat tamponu dalga boyu:270nm T:22°C
enjeksiyon hacmi:10ul
b) pH:5.48 20 mmol izokratik eliisyon akis hizi: 1ml/min
%20 ACN/fosfat tamponu dalga boyu:270nm T:22°C
enjeksiyon hacmi:10ul
¢) pH:5.48 30 mmol Izokratik eliisyon akis hizi:1ml/min
%20 ACN/fosfat tamponu dalga boyu:270nm T:22°C
enjeksiyon hacmi:10ul
d) pH:5.48 40 mmol Izokratik eliisyon akis hiz1:1ml/min
%20 ACN/fosfat tamponu dalga boyu:270nm T:22°C
enjeksiyon hacmi:10ul
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1.GIRIS
1.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Kromatografik yontemler, sabit faz ve hareketli faz arasinda olan Kkiitle
aktarimini igeren ayima teknikleri olarak tanimlanabilir. Bu yontemlerden biri olan sivi
kromatografisi, 1900’lii yillarin baslarinda bulunmus ve 1960’11 yillardan itibaren sivi

kromatografisinin gelistirilmesi i¢in genis ¢apta aragtirmalar yapilmaktadir.

Yiiksek performanshi sivi  kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) ise siv1 fazda ¢oziinebilen bir kimyasal karisimin kolay ve
hizli bir sekilde bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢a duyarli bir yontemdir (LC
Applications). Uygun ¢oziicii kullanilarak ¢oziilen 6rnek karisimi (analitler), yiliksek
basing altinda kromatografik kolondan gecirilir ve burada bilesenlerine ayrilir.
Bilesenlerin birbirinden ayrilmasi ve bunun derecesi (resolution parameter), analitler ile
sabit faz arasindaki etkilesime baglhidir ve onemlidir. Sabit faz, kolon igerisindeki
hareketsiz dolgu materyali olarak tanimlanir. Analitler ile sabit ve siirekli fazlar arasinda
istenilen etkilesim siirekli faz olarak kullanilan ¢dziiciilerin ve sabit fazin degistirilmesi

ile elde edilebilir.
1.1.1 HPLC Sistemleri

HPLC sistemi, Sekil 1.1°de de goriildiigii gibi pompa, enjektor, kolon, dedektor
ve bilgisayar birimlerinden olugmaktadir. Kromatografik analiz siireci, ¢0ziiclide
¢Ozlinmis Ornegin sisteme enjekte edilmesi ile baslar. Bu sistemin kalbi, ayirmanin
gerceklestigi kolondur. Hareketli (siirekli) faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek,
kolon iginde bilesenlerine ayrilmaya baslar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller dedektor
tarafindan kaydedilir. Dedektdr tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan

sinyallerin tamami kromatogram olarak adlandirilir.
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Sekil 1.1 BirHPLC cihazinin bilesenleri

1.1.2 Siirekli Faz

HPLC uygulamalarinda siirekli faz (eliient) turu ve bilesimi kromatografik
performansi etkileyen faktorlerden biridir. HPLC sistemlerinde birgok siirekli faz

kullanilmasina ragmen, bunlarin bazi ortak 6zellikleri sunlardir:
* Yiiksek derecede saflik

* Dedektdr ile uyumluluk

* Diisiik viskozite

« Ornegi ¢zebilme

+ Kimyasal acidan inert olmasi

* Uygun fiyat

Her bir HPLC tiirlinde kullanilan siirekli fazlar birbirinden farklidir. Normal-faz sivi
kromatografisinde apolar, ters-faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril karigimi gibi

polar ¢oziiciiler siirekli faz olarak kullanilir.



DUYGU HASIMI

1.1.3 Sabit Faz

HPLC uygulamalarindaki ayirma, yiizey etkilesimlerinden yararlanilarak yapilir
ve adsorbent ¢esidine ve ozelliklerine baglidir. Modern HPLC adsorbentleri genis ylizey
alanina sahip, kiiciik, rijit yapidaki partikiillerdir. Temel adsorbent 6zellikleri sunlardir:

(Chromatography, 1995; Hossoyova ve ark. , 2001):

* 3-10 pm partikiil boyutu

* Olabildigince es boyutlu, ortalamanin + % 10’una denk gelecek partikiil boy dagilimi
* 70-300 A gozenek boyutu

* 50-250 m2/g yiizey alani

* Yiizeye tutturulan ligand tiirtine bagl olarak, adsorbent normal faz (-OH, -NH2) veya
ters faz (C8, C18, fenil) hatta anyon (NH4) ya da katyon (-COO-) degistirici yapida

olabilir.
1.1.4. Pompa

Kolon dolgu materyali olarak {iretilen partikiillerin kolon igerisine doldurulmasi
islemi ve uygun ¢oziiclide ¢Ozlinen Ornegin bu sabit faz ve siirekli faz yatagiyla
etkilesmesi icin yiiksek basingli pompalara ihtiya¢c vardir. Kullamilan partikiillerin
boyutu kiiciildilkce uygulanan basincin da arttirilmast gerekmektedir. Ancak kiiclik
partikiiller yiiksek ¢oziiniirliik, hizli analiz ve yiiksek 6rnek ytlikleme kapasitesi gibi bir

takim avantajlara da sahiptir. Kararli akis hi1z1 pompalarda aranan bir 6zelliktir.
Modern pompalar asagidaki 6zelliklere sahiptir:
* 0.01-10 ml/dk arasinda akis hizi

* % 1’den fazla sapmayan akis hizi kararliligi. Bu akis hizi kararliligr biiyiiklikge

ayirma kromatografisinde % 0.2°den az olmalidir.

* 5000 psi’ya kadar ¢ikabilen maksimum basing degeri
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1.1.5. Kolon

Tipik HPLC kolonlar1 10, 15, 25 cm uzunlugunda, kiigiik boyutlu partikiil iceren
(3, 5 veya 10 um) ve i¢ ¢ap1 4, 4.6 ya da 7.8 mm olan yliksek basinca dayanikli ¢elik
kolonlardir. Bu boyutlar 6rnek kapasitesi, siirekli faz tiiketimi, hiz ve ayiricilik
acisindan yiiksek performans saglayan degerlerdir. Kolonun kiiciik ¢aptaki partikiillerle
doldurulmasi1 ve verimli bir sekilde caligtirllmasi deneyim, beceri ve Ozel cihazlar
gerektiren bir ¢aligmadir. Bu yiizden ¢ogu HPLC kullanicisina hazir doldurulmus

kolonlar1 kullanmalar:1 Onerilir.
1.1.6. Dedektor

Gliniimiizde kromatografik sistemlerde yaygin olarak kullanilan dedektor tipi
optik dedektodrlerdir. Ornek bilesenleri dedektérden gecerken, UV absorpsiyonundan,
floresans emisyonundan ya da kirilma indisindeki degisimden dolay1 1s1k siddetindeki
degisim belirlenir ve kaydedilir. Belirlenen bu degisimler (kromatogramlar) {izerinden
alikonma sureleri, pik alanlart gibi degerler tayin edilerek, kolon performans
parametreleri hesaplanir. Stvi kromatografisinde en c¢ok kullanilan dedektor tipi UV
absorpsiyon dedektorleridir. Bu dedektorler ile 190 nm’den 460-600 nm’ye kadar olan
dalga boylarinda 6rnegin analizinin yapilmasi miimkiin olmaktadir. Kullanilan diger
dedektor tiirleri icinde kirilma indisi (refractive index, RI), floresans (FL),
elektrokimyasal (EC) ve kiitle spektrometrik (mass-spectrometric, MS) dedektorler
bulunmaktadir. RI dedektorleri yaygin olarak kullanilan ancak az hassasiyete sahip
dedektorlerdir. FL ve EC, RI’ya gore daha hassas, ancak daha se¢ici dedektorlerdir. MS

dedektorleri ise cok hassas, giiclii ancak pahali ve karmasik sistemlerdir.
Ideal bir dedektdr su dzelliklere sahip olmalidir:

* Yiiksek duyarlilik

* Hizl tepki

* Diisiik sinyal gurultusu

* Minimum pik yayilmasi

* Ayrilan bantlarin tekrar karigsmasini engelleyen hiicre yapisi
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* Calisma kolaylig1 ve genisligi
1.1.7. HPLC Tiirleri

S1v1 kromatografisini siniflandirmanin bir¢ok yolu vardir. Eger bu siniflandirma
sabit fazin yapisina ve ayirma prosesine gore yapilirsa, HPLC 4 farkli tiirde

incelenebilir.

1.1.7.1. Normal Faz Kromatografisi (Normal Phase Chromatography, NPC):

Bu tiirde sabit faz olduk¢a polar yapida (6rnegin silika jel), siirekli faz ise n-
hekzan ya da tetrahidrofuran gibi apolar yapidadir. Burada polar olan kolon dolgu
materyali ile etkilesen polar 6rneklerin alikonma siireleri daha az polar olan 6rneklere
oranla daha fazladir. Bu nedenle 6rnek bilesenlerinden daha polar olanlar, kolondan

daha geg cikarlar ve ayirma gerceklesir.

1.1.7.2. Ters Faz Kromatografisi (Reversed Phase Chromatography, RPC):

Normal faz kromatografisinin tam tersidir. Sabit faz apolar (hidrofobik), siirekli
faz ise su ve asetonitril karigimi gibi polar yapidadir. Burada apolar yapidaki 6rnek

bilesenleri kolonda daha uzun kalirlar

1.1.7.3. Biiviikliikkce Avirma Kromatografisi (Size Exclusion Chromatography,

SEC):

Kolon, gozenek boyutu ve hacmi kontrol edilebilen partikiiller ile doldurulur.
Kolona enjekte edilen Ornek icerisindeki bilesenler molekiil biiytikliiklerine gore
kolondan filtre edilirler. Biiyiik molekiiller hizl1 bir sekilde kolondan ayrilirken, daha
kiiciik molekiiller partikiillerin gézeneklerine dogru diflizlenerek kolondan daha geg
cikarlar. Bu yonteme jel gecirgenlik kromatografisi (Gel Permeation Chromatography,

GPC) de denir.

1.1.7.4. Iyon Degisim Kromatografisi (Ion Exchange Chromatography, IEC):

Sabit faz, 6rnek bilesenleri iizerinde yer alan iyonik yapinin tersi seklinde
yiiklenmistir. Bu sayede iyonik yapida olan veya iyonlasabilen 6rneklerin analizi ve

ayrilmasi yapilmaktadir. Sabit faz ile daha giiclii etkilesime giren bilesen kolondan daha
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gee cikar. Etkilesim diistiik¢e alikonma siiresi azalir. Mobil faz sulu tampon

cozeltileridir. pH ve iyonik siddet alikonma siirelerinin kontroliinde kullanilir.

HPLC’de kullanilan siirekli fazin polaritesi ayirma isleminde nemli rol oynar. iki farkl

ellisyon tipi vardir:

« Izokratik Eliisyon: Kolona sabit bilesimdeki siirekli faz pompalanir. Siirekli fazin

polaritesi sabit oldugu icin kolona ¢ok fazla ilgi duyan bilesenleri kolondan atmak
zorlagir ve ellisyon siiresi uzar. Maddelerin molekiil biiyiikliigline gore tayini de bu

ellisyon tiirii ile gerceklesir.

*Gradient Eliisyonu: Siirekli faz bilesimi analiz boyunca dogrusal olarak degisir. Analiz

orneginin kolon dolgu materyali yiizeyine afinitesi onemlidir. Ortamdaki eliientin
polaritesi zamanla degistirilerek Orneklerin partikiil yiizeyine afinitesi degistirilir ve

ayirma saglanir
1.1.8. HPLC Kullanim Alanlar:

Gilintimiizde ytliksek performansl sivi kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Baglica

kullanim amaglar1 kimyasal ayirma, saflastirma, tanimlama ve derisim tayinidir.

» Kimyasal Ayirma: HPLC’de kimyasal ayirma islemi, her maddenin belli bir sabit faz

ve mobil faz bilesiminde farkli ¢ikis suresinin olmasindan yararlanilarak yapilmaktadir.
Yapilan kimyasal ayirmanin derecesi ¢ogunlukla sabit faz ve mobil faz se¢imine

baglidir.

+ Saflagtirma: Saflastirma hedeflenen bir maddenin diger maddelerden ya da atiklardan
ayrilmasi islemidir. Her maddenin belli kromatografik kosullar altinda karakteristik bir
piki bulunur. Ayrilmasi istenen maddeye gore ve diger maddelerle olan iligkisine gore
kosullar belirlenir. Kromatografik saflastirma isleminde, istenilen madde kolon
cikisinda toplanarak diger fraksiyonlardan izole edilir, bu ise ancak dogru bir mobil faz
secimiyle miimkiindiir. Istenilen maddenin kolondan ¢ikis suresi herhangi bir safsizlik

veya istenmeyen bir maddenin karismasini engelleyecek kadar kisa olmasi1 gereklidir.
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» Tanimlama: Bir maddenin HPLC ile tanimlanmasi HPLC analizlerinin 6nemli bir
parcasini olusturur. HPLC’de madde tanimlamasi, bilinmeyene ait olan pik alikonma
suresinin standarda ait alikonma suresiyle ¢akistirilmasi ile yapilabilir. Herhangi bir
maddenin HPLC ile tanimlanabilmesi i¢in oOncelikle dedektoriin dogru secilmesi
gerekir. Dedektor secildikten ve optimum kosullarda ayarlandiktan sonra bir ayirma
analizi yapilmalidir. Tanimlanmaya calisilan maddenin secilen dedektér ve analiz
kosullarinda kabul edilebilir bir ¢ikis suresi ve belirgin bir piki olmalidir. Cikis suresini
kisaltmak i¢in bazi ayarlamalar yapilabilir. Bunlardan ilki kolon secimi, digeri mobil faz
secimi ve son olarak da akis hiz1 se¢imidir. Kesin bir tanimlama i¢in bilinen bir 6rnegin

kullanilmast gerekir. Giivenilir bir tanimlama i¢in birden ¢ok metot kullanilmalidir.

* Derisim Tayini: HPLC’de tanimli bir maddenin, bir sivi ¢ozeltisinde derisimi tayin

edilebilir. Bu islem istenilen maddenin degisik konsantrasyonlarda HPLC’ye enjekte
edilmesi islemini igerir. Bilinen konsantrasyonlar bir seri pik verir. Bu piklerin altinda
kalan alanlar hesaplanarak derisime kars1 grafige gecirilir ve kalibrasyon grafigi cizilir.
Bilinmeyen derisime ait pik alani saptanarak kalibrasyon egrisi araciliiyla bilinmeyen

derisim bulunur.
1.1.9. Alikonma Parametreleri

Kromatografik alikonmayi1 6grenmenin en kolay yolu, 6rnegin kolona enjekte
edildigi noktadan kolon boyunca ilerleyen bilesigin dedektérde verdigi maksimum
cevap arasindaki zamani 6l¢gmektir. Bu zamana alikonma zamani (retention time, tR)
denir. Alikonma zaman siirekli faz akis hizi ile ters orantilidir. Diger bir parametre
alikonma hacmidir (VR). Alikonma hacmi, bir bilesenin kolondan ¢ikmasi i¢in gerekli
olan eliient miktaridir. Alikonma suresi ve siirekli faz akis hizinin ¢arpimina esittir.
Akiskanin hizina bagli degildir, ancak partikiillerin geometrik sekli yani gozenek

biiyiikliigiine baglidir.
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1.1.10. Bant Genisligi

Bir kromatografik analiz sirasinda 6rnegin sisteme enjekte edilmesinden sonra
kolon i¢indeki akiskanin hareketi sirasinda kromatografik piklerin araligi genisler. Daha
biliyiik kolon bant genisligi, belli bir zaman araliginda daha az miktarda bilesenin
ayrigmasi anlamina gelir. Bagka bir deyisle piklerin keskinligi kolon veriminin ne kadar

iyi oldugunu gosterir. Kolonda bant geniglemesi ti¢ ana sebepten kaynaklanir.

1. Kolon icinde ilerleyen bir bilesene ait molekil veya iyonlarin farkli

yollarizlemesi: Bu parametre siirekli fazin akis hizindan bagimsizdir. Kolon dolgu

maddesinin ¢ok kii¢ilik tanecikli olarak alinmasi bu parametrenin etkisini azaltabilir.

2. Fazlar arasindaki kiitle transferi etkisi: Bilesenlerin sabit faz ile hareketli faz

arasinda dagilma dengesine ulasmasi i¢in belirli bir siireye ihtiya¢ vardir. Eger akis hizi
yiiksekse ve Ornegin kolona giiclii bir afinitesi varsa , hareketli fazdaki 6rnek sabit
fazdaki 6rnegin Oniine gececektir. Bu da dengenin tam olarak kurulamamasina yani bant
geniglemesine neden olacaktir. Hareketli faz viskozitesi diisiirmek ve kolon sicakligini

arttirmak bu terimin etkisini azaltabilir.

3. Kolonda bilesenlerin viiksek derisimli  bodlgelerden diisiik derisimli

bolgeleredogru diflizyonla dagilmasi: Ornek konsantrasyonu kolon kenarlarinda kolon

merkezinde oldugundan daha diisiiktiir. Ornek kolon merkezinden disarrya dogru
difiizlenir. Bu etki diislik akis hizlarinda daha da 6nem kazanir. Ayrica bu parametre
bilesenlerin hareketli faz icindeki difiizyon katsayilarinin degerleri ile dogru orantili
olarak artar. Hareketli fazin akis hizin1 diisiirmek 6rnegin kolonda daha az zaman
harcamasina neden olur bu da diflizyonunun artmasi demektir. Ayrica sicakligin

diisiiriilmesi de bu etkiyi azaltici yonde etki yapar.
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1.1.11 Kolon Verimliligi

Bir kromatografik analizde optimum bir ayirma gerceklestirmek yani kolon
veriminin en iist seviyede oldugunu gostermek i¢in keskin ve simetrik piklerin
eldesi sarttir. Kolon verimliligini tayin edilirken pik genisligi, teorik tabaka sayisi,
indirgenmis plaka yiiksekligi, se¢icilik ve ¢oziiniirliik gibi parametreler goz 6niine
alinir.

* Pikin genisligi, pikin keskinligini ve kolon verimini gosterir. Bununla beraber pik
genisligi kolonun uzunlugu, akis hiz1 ve partikiil biiyiikligi gibi bir¢ok
parametreden etkilenir. Ayni kolonda yapilan analizlerde akis hizi
degistirilebilecek tek parametre oldugundan, akis hizi kolon verimliliginin en iyi
olacagi degerde secilmelidir.

* Teorik tabaka sayisi; damitma prosesindeki benzerlikten gelir. Kolonun hizli
calismasinin 6nemli bir gostergesidir. Elde edilen kromatografik piklerin
keskinligi bir kolonun verimini gosteriyorsa, bu verimin nicel 6l¢iisii de teorik
tabaka sayisidir. Tabaka sayis1 ya da diger adiyla teorik tabaka sayisi N ile

gosterilmektedir ve asagidaki gibi hesaplanir:

N=16x(t/W)?
N=554x(t/Wi)?

Burada t; bilesigin alikonma siiresini, W; bilesik pikinin taban genisligini ve W5;
pik yiiksekliginin yarisindaki taban genisligini ifade etmektedir.
Bir kolonda teorik tabaka sayis1 ne kadar yiiksekse kolonun verimi o kadar

yiiksek demektir. Kolon boyu arttik¢a teorik tabaka sayisinda da artis gézlenir.

» Indirgenmis tabaka yiiksekligi; h ile gosterilir. Kolonun ne kadar hizli ve etkili
calistigini gosterir. N ile ters orantilidir. Bir kolonda N degeri ne kadar biiylikse
yani h degeri ne kadar kiiclikse kolonun verimi o kadar ytiksektir. Daha diisiik
indirgenmis tabaka yiiksekligi ve daha fazla teorik tabaka sayisi kisa stirede
kromatografik sonuglarin elde edilmesi demektir. h degerini biiyiiten her etken
kolon verimini diisiiriir ve pik genislemesine neden olur. h degeri asagidaki gibi

hesaplanir:
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H=(L/Nxdp)

burada H; indirgenmis tabaka ytiksekligi, L; kolon boyu ve dp de partikiil ¢apidir.

* Segicilik, her bir pikin kapasite oranlar1 veya bunlarin diizenlenmis alikonma
zamanlarinin oranidir. Segicilik karigimdaki bilesenlerin partikiil yiizeyine
adsorplanmasindaki ilgisi olarak ifade edilmektedir. Bu parametre kolonun
veriminden bagimsizdir. Sadece bilesenin dogal yapisina, eliient tipine, eliient
bilesimine ve ylizey adsorbansina baglidir. Genellikle iki bilesigin seciciligi 1’e

ne kadar yakinsa iki pikin birbirinden ayrilmasi o kadar giiclesir. Asagidaki gibi

hesaplanir:

tr,g — to

(x m mmmmmm -
tr,a —to

Burada tr,5 ve tr, sirasiyla B ve A bilesenlerinin alikonma stirelerini, t, ise
kolondaki bosluk hacmi yani kolonla etkilesime girmeden hareketli bir fazin

kolondan ¢ikmast gerekli olan siireyi ifade etmektedir.

* Coziintirliik (ayiricilik, R), kromatografide iki pikin birbirinden ayrilma
derecesine denir. Iki pikin birbirinden ayrildigini kabul etmek i¢in R = 1 olmasi
gerekir ve bu ¢oziintirliik degeri iki bandin birbiri ile % 2 oraninda ortlistigi
anlamina gelir. Bu deger 1.5’den biiyiik ise pikler tamamen ayrilmis ve 1yi bir
¢oziiniirliik elde edilmis demektir. Coziiniirliik asagidaki formiil ile

hesaplanmaktadir:
Rii+ 1y ) = 2 X (tirn — ti) / (Wi + Wigy)
Burada tj ve ti;;; sirastyla i ve i+1 no’lu bilesenlerin alikonma siireleri, Wi ve Wiy,

ise sirastyla 1 ve i+1 no’lu bilesenler i¢in elde edilen taban genisliklerini ifade

etmektedir.(Tomruk E. , 2005)

10
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2. KAYNAK OZETLERI

Kompleks yapilar gosteren yiiksek organizasyonlu canlilar diizenli olarak
biiyiiyiip gelisebilmek i¢in hiicreler arasi iletisime ihtiyag duyarlar. Bitkilerde bu
iletisimi saglayan temel arag, bilgiyi kimyasal mesaj olarak hiicreden hiicreye tasiyan
bitki biiyiime diizenleyicileridir (Ozen ve Onay, 1999 , Oktiiren ve Sénmez , 2005).
Genel anlamda dogal olarak bitkilerde sentezlenen, biiylime ve buna bagh diger
fizyolojik olaylar1 kontrol eden, meydana geldigi yerden bitkilerin diger kisimlarina
taginarak tasindig1 bolgelerde de etkin olabilen, cok az konsantrasyonlarda bile etkisini
gosterebilen organik molekiillere hormon ( bitki biiyiime diizenleyicileri) adi

verilmektedir. (Akman ve Daric1, 1998 , Oktiiren ve Sénmez , 2005).

Bitki biiylime diizenleyicileri ¢ok kiiciik miktarlarda ( mikromolar ya da mikro
molardan daha diisiik) etkili , dogal olarak elde edilen ya da sentetik olan maddelerdir.
(Hui ve ark.2001) Kompleks karisimlardaki hormonlarin analizleri i¢in sofistike analitik

teknikler vardir.(Kelen ve ark. , 2004)
2.1.Sitokininler

Sitokininler , bitki hiicresi dongiisiiniin devamliliginda ve ¢ok sayida gelisimsel
proseste merkez rolii oynayan bitki Ozellikli kimyasal mesaj tasiyicilar
(hormonlar)dir.(Schmiiliing , 2004) Bitki dokularinda o6zellikler hiicre béliinmeleri
esnasinda ortaya ¢ikan , diger hormonlarin aksine , hem bitkilerde hem de hayvanlarda
bulunan kinin yapisindaki organik maddelerdir. (Kumlay ve ark. , 2011) ( Te — chato ve
ark. , 2008) Hiicre boliinmesinin uyarilmasina ek olarak , sitokininler , doku kiiltiiriinde
stirgiin ve kok farklilagmasi , lateral tomurcuklarin biiyiimesi , yaprak gelisimi ,
kloroplast gelisimi ve senesens iizerinde de etkilidir. (Ozen ve Onay , 1999) (Oktiiren ve

Soénmez , 2005)

Bilinen sitokininler , (6rn;kinetin ve zeatin) anti-aging , anti-karsinojen ve anti —
trombotik etkiler gosterir. (Vermeulen ve ark. , 2002) ( Rattan ve ark. , 2005)
Sitokininlerin hizl1 analizleri bitki fizyologlari i¢in ¢esitli fizyolojik prosesi anlamada ve
diger c¢esitli disiplinlerden bilim adamlar1 i¢in (6rn, molekiiler biyologlar ve
klinisyenler) 6zellikle meme kanseri gelisimini dnlemedeki potansiyel rolii nedeniyle

bliyiik 6nem tagimaktadir. (Ge ve ark. , 2004)

11
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Dogal olarak olusmus sitokininler N® pozisyonundaki yan zinciri olan adenin
tiirevleridir. N® —bagli yan zincirin yapisi ve konformasyonu sitokininin biyolojik
aktivitesini cok net bir sekilde etkileyebilmektedir.( Schmiiliing , 2004) N® ekine baglh
olarak bu maddeler , izoprenoid (zeatin- tipi) , tlirevlestirilmis — izoprenoid
(dihidrozeatin- tipi) ve aromatik sitokininler ( benziladenin tipi )olarak siniflandirilabilir
ve serbest bazlar halinde ortaya cikabileceklerinin yanisira aminoasit ve sekerlerin
konjugesi de olabilirler. (Letham ve Palni, 1983) Sitokininler , niikleotitler , niikleozitler
, bazlar ve piirin halkasinda 3- , 7- , ya da 9- pozisyonu ile ya da N° izoprenoid zinciri
ile sekerler ile konjuge olabilir.(Mok ve Mok , 2001 ; Sakakibara , 2006 ; Chen ve ark. ,
2010) Ayrica bilinen feniliire tiirevleri gibi sitokinin aktivitesine sahip diger bilesikler

de mevcuttur. (Novak ve ark., 2003)
2.1.1.Sitokinin Analizleri

Sitokinin analizi yapabilmek icin asilmasi gereken ana konular sunlardir:
Kompleks matrislerde , eser miktardaki agriliklar1 (fmol — pmol/gram miktar) ; farkh
kimyasal Ozelliklerde ve sitokinin izomerleri olusumuna sebep olan biiyiik yapisal
cesitlilik ( bilinen yaklagik 50 adet sitokinin tiirevi tanimlanmistir.) (K.Podlesakova ,
2012)

Bitki ekstraktlariin kompleks , multi komponent karigim halinde olmasi
nedeniyle , net sitokinin tayini yalnizca yiiksek safliktaki 6rnekler ve immiinoanalizler
ve kiitle spektrometri gibi secici tayin metotlar1 ile yapilabilir. (Astot ve ark. , 1998)
Analitik teknikleri gelismesiyle , bir¢ok kesin ve duyarli sitokinin tayini metotlari
kullanilmis ve yazilmigtir. Biyoanalizler , immiinoanalizler , elektroanaliz ve 6zellikle
gaz kromatografisi , kapiler elektroforez ve en ¢ok da ¢iftlendirildigi farkli dedektorlerle
yiiksek performanshi sivi  kromatografisi , bitkilerdeki sitokinin tayini ig¢in

gelistirilmistir.(Liang ve ark. , 2009 ; Tarkowski ve ark. , 2009 ; Du ve ark. , 2012)

Kapiler elektroforez sitokinin analizleri i¢in uygun gibi goriinebilir. Yontemin
temel avantajlar1 yiiksek hiz , yliksek ayirma verimliligi , basitligi ve diisiik tampon ve
madde gereksinimidir.(Ge ve ark. , 2006) Ancak kapiler elektroforez uygulamalarinda
temel bir geri c¢ekilme ile karsilasiliritayin sinin HPLC ve GC ‘ye kiyasla daha

yiiksektir ve bu durum kisitlanmis enjeksiyon hacimlerine ve UV tayininde daha kisa
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optik yola sebep olur. ( K.Podlesakova , 2012) Sitokinin tayini i¢in CE yOntemleri
olarak CZE (kapiler zone elektroforez) ve MEKC (miselar elektrokinetik kromatografi)
sayilabilir.(Tarkowski ve ark.2009) CZE i¢in Ge ve ark.’nin (2005) yaptig1 hindistan
cevizi suyunda kinetin ve kinetin ribozit tayini , MEKC i¢in Liu ve ark.’nin (2001)
yaptigi tiitiinde bitki hormonu tayini sayilabilir.

Sitokininler sik sik yapisal olarak benzer maddelerle birlikte olusurlar ve bu
nedenle CE tayin siirlarinin altinda olabilirler. Bu sinirlandirmay1 asmak i¢in sivi —
stv1 ¢Oziicli ekstraksiyonu (Redig ve ark. , 1996) , biiylik hacim madde istiflemesi (Liu
ve ark. , 2001) ve kat1 faz ekstraksiyonu (Dobrev ve Kaminek , 2002) gibi saflagtirma
ve On deristirme yontemleri sitokinin analizlerinde kullanilir. (Ge ve ark . , 2004)

Gaz kromatografisine bagli metotlar yiiksek ¢Oziiniirlik ve diisik LOD ‘ye
sahiptir , ¢ok is gerektiren ve ¢ok pahali olmasina ragmen 1970’ler 6ncesinden beri
sitokininlerin analizinde kullanilmaktadirlar. (Tarkowski ve ark. , 2009) Dogal olarak
olugmus sitokininler ugucu olmayan bilesiklerdir. Calisilan maddelerin analiz Oncesi
tiirevlestirilmesi , analizlerde GC kullanim1 gerilemesine neden olmustur. (Novak ve
ark. , 2003) GC igin sitokininlerin ugucu tiirevlerine doniismelerindeki 6n kosul ,
hidrojen bagli fonksiyonel gruplarin kimyasal modifikasyonudur.( Astot ve ark. , 1998)
Tirevlestirme metotlar1 bazi teknik problemlere sebep olmustur. Trimetilsilil (Most ve
ark. , 1968 ; MacLeold ve ark. , 1976), trifloroasetil (Ludewig ve ark. , 1982)ve t-
biitildimetilsilil (Hockart ve ark. , 1986) tiirevleri hidrolize maruz birakilmistir. Ayrica
permetilasyon (Scott ve Horgan , 1984 ; Horgan ve ark. , 1987) ve trimetilsililasyon
sonuglart ¢oklu iirlin tlirevleri vermistir. Asetilasyon kararli ve kolay tiirev tiretilmesini
saglamistir ancak tiirevlerde ugucuculuk yeterli degildir.(Bjorkman ve Tillberg , 1996 ;
Novak ve ark. , 2003) Yine de hem sitokininlerin taninmasinda hem de kantitatif tayini
icin GC — MS , LC — MS ile yer degistirinceye kadar , rutin analitik metot olarak
kullanilmistir. (Tarkowski ve ark . 2004 ; Tarkowski ve ark. , 2010) Ornekler arasinda
Huntley ve ark.’nin sitokinin ve giberellinleri palmiye yagindan ELISA ile tayini ve
bunlart GC-MS ile onaylamas: verilebilir.

Immiinoanaliz teknikleri , sitokinin seviyesini tayin etmek icin duyarli ve
olduk¢a ucuz bir alternatif olarak kullanilabilir.(Novak ve ark. , 2003) Her ayirma
teknigi digerinden daha fazla avantaji oldugunu 6nerirken , immiinolojik metotlar , hiz1 ,

duyarlilig1 ve 6rnek kullanma kabiliyeti ile etkileyicidir ve ¢ok sayida fitohormonun
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cesitli derecedeki basarili analizinde genis bigimde kullanilmistir.(Maldiney ve ark. ,
1986 ; Rosher ve ark. , 1985 ; Yamaguchi ve ark. , 1987 ; Morris ve ark. 1991) iki adet
bilinen sitokinin immiinoanaliz formu; radyoimmiinoanaliz (RIA)(Grayling ve Hanke ,
1992 ) ve enzim bagli immiinoanalizdir.(ELISA)(Maldiney ve ark. , 1986) Fakat
sinsilasyon yaklasim analizi de ayrica sayilabilir.(SPA)(Wang ve ark. , 1995 ;
Tarkowski ve ark. , 2009)

Bitki ekstraktlarinin 6zel HPLC birimlerinin radyoimmiinoanalizi ya da enzim
bagli immiinomadde analizi yontemi ile analizinde temel dezavantaj - antibodylerin zit
reaktivitesi — listesinden gelinebilir.(Strnad ve ark. 1992 ; Novak ve ark. , 2003). Diger
dezavantajlar1 olarak , dogru olmayan validasyon ve bitkisel 6rneklerinin analizlerinin
degisken sonuglari sayilabilir. (Tarkowski ve ark. , 2009)

Diger metotlarla kiyaslandiginda sivi kromatografisi — kiitle spektrometresi (LC-
MS) sitokininlerin biyolojik orneklerden karakterizasyonunda , kalitatif ve kantitaif
tayininde en genis ¢apli kullanilan metottur. (Du ve ark. , 2012) HPLC-MS , 6zellikle
ters faz sivi kromatografisi ile MS (RPLC — MS) yiiksek ¢Oziintirliiklii ayirmast |,
yiiksek duyarliligi ve hedef analitlerin kagamaksiz direkt tanimlanabilmesi ile en sik
kullanilabilen tekniktir. (Liu ve ark. , 2012) HPLC ile ayirma yontemlerinin kullanimi
1970’11 yillardan itibaren kendini gostermeye baslamistir. Carnes ve arkadaslar1 (1975) ,
sitokininlerin C;s kolonuyla ters fazla ayrilabilecegini savunurken , Thomas ve
arkadaglar1 (1975) , izokratik eliisyon ve polivinilpirolidon (PVP) destek maddesiyle ,
basit ve ucuz bi¢imde sitokininlerin ayrilabilecegini gdstermistir.90’l1 yillara
gelindiginde sitokininler i¢in kromatografik ayirma ¢aligmalar1 da ¢esitlenmistir. Morris
ve arkadaslar1 (1990) sitokininlerin hizli tanimlanmasinda HPLC — ELISA yontemini
kullanirken , Genkov ve ark. (1996) ayn1 yontemi kantitatif tayin i¢in uygulamistir.
Chen , (1990) tomurcuklanma doneminde lychee bitkisindeki sitokinin degisimini
HPLC’yi biyoanaliz ve GC — MS — iyon segici gozlem sistemiyle (SIM) aciklamstir.

LC-MS uygulamas: , bitki dokusu ekstraktlarinda bulunan biyolojik olarak
anlamli  seviyelerdeki sitokininlerin taninmasi , miktarinin belirlenmesi ve
karakterizasyonu i¢in yeni bir ara¢ olarak Onerilmistir.(Tarkowski ve ark. , 2009)
Sitokininlerin , MS analizlerinin RP — HPLC olan kombinasyonunda elektrosprey (ES) ,
termosprey (TS) atmosfer basingli kimyasal iyonizasyon (APCI) ve hizli atom

bombardimani gibi farkli iyonizasyon teknikleri kullanilmistir. Prinsen ve arkadaglari
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(1997) , ilk LC-ESI-MS/MS ile coklu reaksiyon gozlemcisi (MRM) uygulamasini
izopentenil transferaz gonderilmis Nicotiana tabacumcalli ‘deki sitokinin tayininde
yapmistir. Burada 1 pmol tayin sinir1 olan 16 farkli maddenin enjeksiyonuyla kantitatif
tayini saglanmistir.(Novak ve ark. , 2003) Prinsen ve arkadaslar1 (1995) ayrica ,
kapsamli bi¢cimde mikro , kapiler ve bilinen LC yonteminin sirali MS (MS?)
dedektoriiyle 6nemli analitik parametreleri ( duyarlilik , dogrusal aralik , dayaniklilik ,
ve ornek verileri) fitohormon analizinde karsilastirmistir. (Tarkowski ve ark. , 2009)

Goriiliiyor ki , LC-MS yonteminin GC — MS ‘e olan en temel avantaj ,
tirevlestirme basamagmin olmayisidir. Fakat , duyarliligi arttirmak ve LC -MS
analizlerinde , daha iyi spektral bilgi alabilmek icin 6n kolon tiirevlestirmesi
yapilmistir.(Astot ve ark. , 1998 ; Tarkowski ve ark. , 2009) Astot ve ark.(1998) , 6n
kolon deristirmesi ve kapiler sivi kromatografi / hizli atom bombardimanli (FAB) kiitle
spektrometresi kullanilarak Arabidopsis Thaliana bitkisinden 10 izoprenoid sitokinini
tanimlama ve kantitatif tayinini ger¢eklestirmeye calismistir. Diger bir FAB kullanilan
yontem olarak Tarkowska ve ark.’nin (2003) LC-(+)ESI — MS ve kapiler sivi
kromatografisi/FAB-MS yaptig1 c¢alismay1 sayabiliriz.Bu c¢alismada 12 sitokinin 20
dakika gibi bir zamanda fakat ¢ok kapsamli ve ayrintili bir ¢alisma ile ayrilmistir.

Frit — FAB — MS kullanimi1 yazilsa da ESI-MS en sik kullanilan sitokinin analiz
yontemi olmustur. (Tarkowski ve ark. , 2009) Novak ve ark. (2003) LC — tekli
kuadrapol —-MS ile hem ayirma hem de kantitatif tayin yapmis ve 20 sitokinin ¢esidini
30 dakikada ayirmistir. Tarkowska ve ark. (2003) polar maddelerin analizi igin
yukarida anlattigimiz ¢alismasini burada da 6rnek verebiliriz. Calismada hem LC — ESI
—MS hem de Frit — FAB — MS kullanilmis ayn1 zamanda 6n kolon deristirilmesi de
eklenerek sitokinin analizlerine farkli bir bakis acis1 kazandirilmaya calisilmistir. Ge ve
ark. (2005) , LC —MS yo6ntemine HPLC ve CZE eklemis ve bunlarin kombine haliyle
hindistan cevizi suyundan kinetin ve kinetin ribozit tayinine calismistir. Calismaya
baktigimizda 18 sitokinin standardinin 10 dakika gibi kisa bir siirede ayrildiginm
gorebiliriz. Chen ve ark. (2010) , HPLC’ne ESI- iyon yakalayict — MS dedektoriinii
eklemistir. Bu sekilde 12 adet sitokinini 60dk.da ayirirken , kantitatif tayininde yliksek
oranda geri doniisim saglanmistir. Tarkowski ve ark. (2010) 2-metiltiyo sitokinin
tirevlerini ayirmada HPLC-MS kullanirken 6 adet tiirev uygun kromatografik

ayirmayla tiim parametreleri (alikonma zaman duyarliligi , LOD , geri doniisiim ,
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dogrusal ara ve analitik kesinlik) calisilmis ve Onceki yapilan c¢alismalarla kiyas
yapilmistir. Beres ve ark.(2010) , ters faz sivi kromatografisi ve kiitle spektrometresi
kullanarak insan K — 562 l6semi hiicresinde sitokinin niikleotit miktarini tayin etmeye
caligmistir. Bu calismada iyon paylasim reaktifi kullanilmamustir.

HPLC — ESI — MS ayirma yontemi diginda sitokinin calismalarina farkl
ornekler de verebiliriz. Fletcher ve Mader (2007) , Macadomia Integrifolia bitkisini
kullanarak sitokininler , giberellinler , absisik aist ve oksin tayin etmeye ¢alismistir. Bu
tayin sirasinda yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi kuadrapol ugus siireli
sirali kiitle spektrometresi (HPLC — QToF —MS) ile birlikte kullanilmigtir. QtoF — MS
kullanimiyla yiliksek seviyede duyarliligi arttirilmis yontem daha kesin ve yiiksek
coziiniirliige sahip olmustur. (Fletcher ve Mader , 2007) Baska farkli bir yorum da Du
ve ark. (2012) tarafindan ¢alisilmistir. Burada LC-MS/MS monolitik molekiiler baskili
kat1 faz ekstraksiyonuyla(mMI-SPE-LC-MS/MS) daha segici ve duyarli bir ayirma
gergeklestirmeye calisilmistir. Bu metotla bitki ekstraktlarindaki 4 adet sitokinin
ayrilmasi ve tayini basarili sekilde uygulanmstir.

Sitokininler 220 nm ve 300 nm arasinda kuvvetli UV absorbanslar1 sergiledigi
icin kantitatif tayinlerde UV dedektorii uygun olabilmektedir. (Tarkowski ve ark. ,
2009) Diopan ve ark. (2009) bitki hormonlar1 ve onlarin metabolitlerini HPLC ve UV-
Vis dedektorii kullanarak tayin etmeye c¢alismistir. Bu amacla yapmis olduklar1 deneyde
14 adet sitokinin 30 dk . siirede ayrildigi gozlenmis ve ayirmanin hassashigl icin
sonrasinda MS dedektorii de eklenmistir. Tiirkiye’de de Kelen ve ark. (2004) absisik
asit , indol — 3 — asetik asit ve giberellik asiti , 99R (Vitis berlandieri x Vitis Rupestiris)
ve giill yagindan RP-HPLC kullanarak ayirmis ve burada hareketli fazin pH ve
polaritesinin 6nemine dikkat cekmistir.

Sitokinin ayirmalarinda farkli bir yorum Liu ve arkadaglarindan gelmistir. Liu ve
ark. (2010) , hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC) ile sitokinin ¢alismalarina
katilmistir. Baska  bir caligmasinda Liu ve ark. (2012) manyetik kati  faz
ekstraksiyonunu , HILIC ve MS ile birlestirmistir ve ortaya MSPE — HILIC — MS/MS
yontemi ¢ikmigtir. Bu yontem oldukga hizli ve duyarli bir yontemdir. 8 adet sitokinini
20 dakika siiresinde tayin edebilmistir.

Giliniimiizde , sitokininlerin HPLC ile ayirma ve analizi RP-C;g ya da Cg

kolonlar1 kullanilarak uygulanmaktadir. (Novak ve ark. , 2003 ; Ge ve ark. , 2005 ; Van
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Rhijn ve ark. , 2001) Iyi bir ayirma elde edebilmek icin genellikle , gradiyent
eliisyonun igerisinde giderek artan organik degistirici madde kulllanilir. Sitokininlerin
hazirlayici saflastirma sathasi i¢in 150x10 mm boyutlu kolonlar hem madde yilikleme
kapasitesi hem de fiyat1 arasinda karsilikli 1yi bir anlagsma olabilmistir.(Horgan ve Scott
, 1987) Sitokinin analizinde kullanilan HPLC kolonlar1 ; geleneksel ( 4,6 mm) , dar —
delikli (2,1 mm) , mikro (1 mm) ve kapiler kolonlar (0,3 mm) olarak sayilabilir. (Ge ve
ark. , 2005 ; Van Rhijn ve ark. , 2001 ; Fernandez ve ark. , 1995 ; Tarkowski ve ark. ,
2009)

Yeni gelismeye baslamis olan ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi
(UHPLC-MS/MS) metodu HPLC —MS/MS yo6nteminin tiim parametrelerinde daha iyi
performans gdstermistir. (Novak ve ark. , 2003 ; Podlesakova , 2012) UPPLC
enstriimentasyonu , 1000 bar’a kadar basingta sivi akisini degistirebilmis ve 1,7um
partikiillii kolon dolgusuyla doldurulmustur, bu nedenle UPLC , bilinen HPLC
enstriimentasyonunun kromatografik limitlerinin istiinde gelismistir. UPLC daha
yiiksek ¢Oziintirliik , daha diisik maddelere duyarlilik ve daha hizli ayirmalar
basarabilmistir. (Dolezal ve ark. , 2007 ; Schwartzenberg ve ark. , 2007) UPLC-MS ,
secicilik , duyarlilik ve hizin i¢inde bulundugu miikemmel avantajlariyla sitokinin
caligmalar1 i¢in siiphesiz ¢ok uygun oldugunu gdostermistir. (Dolezal ve ark. , 2007 ;
Schwartzenberg ve ark. , 2007 ; Novak ve ark. , 2008) Schwartzenberg ve ark. (2007) ,
hizli ve verimli bir UPLC —MS? metoduyla biryofit Phycomitrella Pantens ‘te bulunan
40 cesit sitokinin profilini tespit etmistir. Dolezal ve ark. (2007) , Arabidopsis Thaliana
ve Agro BacteriumTumefaciens ekstraktlarindaki aromatik sitokininlerde bulunan
sitotoksik maddeleri ayirmada UPLC —MS® metodunu uygulamistir. Novak ve ark.
(2008) bitkilerdeki sitokinin profili i¢in , standart bir HPLC analizinden 4 kat daha hizli
olan hizli ve verimli UPLC — MS? yontemi kullanmistir. (Tarkowski ve ark. , 2009)
Kojima ve ark. (2009) UPLC’yi1 sirali kuadrapol kiitle spektrometresi ve elektrosprey
arayiiz ile birlestirilmis ve boylece sitokininler , oksinler , absisik asit , ve giberellinlerin
43 adet molekiiler ¢esidinin hizli analizi i¢in bir metot gelistirilmistir. Bu yontem 100
mg’dan daha az bitkisel madde tayinine izin verirken , 180 ‘den fazla bitki drneginin

analizine yardimci olmaktadir.
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2.2.HPLC’de Kolon Dolgu Maddeleri

HPLC’de kolon dolgu fazlar1 iige ayrilabilir. Bunlar polimerik , inorganik ve
hibrid materyallerdir. Giiniimiizde silika , hidroksiapatit , grafit ve metal oksit igeren
inorganik materyaller , arastirma ve uygulamada genis ¢apta kullanilmaktadir. Bu
materyaller arasinda , silika oldukca ideal bir destek maddesidir. Soyle ki; silika
mekanik dayamiklilik , yiiksek kimyasal ve termal kararlilik , ylizeyindeki silanol
gruplarmin , por yapisinin ve yiizey alaninin kontrol edilebilmesi bakimindan oldukca
avantajlidir. Bundan dolay1 silika en yaygin olarak kullanilan HPLC dolgu materyali
olarak gelismektedir.(Qui ve ark. , 2011 ;)

Ters faz s1vi kromatografisinde , ayirma isleminde dolgu maddesi 6nemli bir rol
oynar. HPLC ilk gelistirildiginde , dolgu maddesi viskoz bir sivi ile kapli inert
desteklerden olusmaktaydi. (Dorsey ve ark . , 1994) Ancak bdyle bir dolgu maddesi
iizerinden gecen bir hareketli faz varliginda, dolgu maddesinin kapli oldugu viskoz
stviyl korumanin olanaksiz olmasi dolgu maddelerinin yetersiz ve smnirli oldugunun
kanitiydi. Bir ligandin silil eter (-Si — O — Si -) baglarn lizerinden kat1 bir destege
kovalent olarak baglanmasiyla elde edilen dolgu maddelerinin gelisimi bu problemi
gidermis ve modern sivi kromatogtafisinin gelisimine katkida bulunmustur. Cesitli
fonksiyonel gruplara sahip dolgu maddeleri ticari olarak mevcuttur. Bununla beraber ,
kat1 destegin ligand ile bir¢ok firma kendi silikasini gelistirmektedir. (Dorsey ve ark. ,
1994)

Sentez reaksiyonu lreticiler tarafindan degisse de genel reaksiyon uygun bir
ligandin silika destek maddesi {izerindeki silanol (Si — OH) ya da siloksanlara (Si-O-Si)
kimyasal olarak baglanmasini igerir. Genel olarak siloksanlarin diislik aktiviteye sahip
olduklar1 kabul edilir , bundan dolay1r , baglanma isleminde sonu¢ gostermezler.
Silanoller boylece baglanma fazi i¢in birinci baglanti noktasi olarak gorev yapar.
(Sander ve Wise , 1987)

Ideal olarak, dolgu faz1 gesitli karakteristik 6zelliklere sahip olmalidir. Birincisi ,
destek materyali homojen bir yiizeye sahip olmasmnin yani sira kimyasal
modifikasyonlara kars1 cevap verebilmelidir. Ayrica kimyasal ve termal olarak kararh
olmali ve pH degisimine kars1 uzun siire kararlilik gostermelidir. Bunlara ek olarak ,

HPLC’de yiiksek basing degerine direnmek i¢in yiiksek mekanik kararliliga sahip
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olmaldir. Ticari olarak uygulanabilir olmasi igin , {iretim prosediirii son derece
yinelenebilir olmalidir. En 6nemlisi de dolgu fazlar1 ayirma i¢in gerekli selektiviteyi ,
tutunmay1 ve genis analit sinifina uygulanabilirligi saglanmalidir.(Nawrocki ve ark. ,

2004)

2.2.1 Silika Jel

Ticari olarak mevcut kolonlarin biiyiik bir kismu silikajel tabanlhidir. Silikay:
diger dolgun fazlarindan {istiin kilan baz1 avantajlar1 vardir. Birincisi , silikanin kimyasi
iyi bilinmektedir ve fabrikasyon kosullar1 kolaylikla kontrol altina alinabildiginden
istenilen {irlinli elde etmek miimkiindiir. Silika jeller dar gozenek capr dagilimli , ¢ok
gozenekli ve ylizey alanl ve diisiik miktarda metal icerigi barindirabilirler. Silika ayrica
HPLC kosullar altinda goriilen basingtan kaynakli mekanik etki i¢in ihtiya¢ duyulan
dayanikliliga sahiptir. ilaveten , bu gozenekli parcalar ¢ok biiyiik yiizey alanlarina
sahiptir ki bu sayede 6rnek analitlerin alikonmasi ¢ok iyidir.(Kirkland ve ark. , 2002)

Mevcut silika jel tabanli dolgu fazlar1 geleneksel olarak diiz bir alkil zinciri
iceren ligand ile modifiye olmustur. Bir ¢ok sivi kromatografisi  analizleri
oktadesilsiloksan (ODS) olarak bilinen C;g dolgu fazli kolon ile yapilir. Bunun yani sira
karbon sayis1 birden otuza kadar degisen dolgu fazlar1 da mevcuttur. Son zamanlarda ,
alkil zincirinin i¢ kisminda polar bir grup i¢eren dolgu fazlar1 popiiler olmustur. Bu tiir
dolgu fazlar1 polar gémiilii (embedded) dolgu fazlar1 olarak adlandirilirlar. Temel polar
gomiilii gruplar amitler , karbamatlar yada eterlerdir. Bu polar gruplar silika yiizeyine
yakin noktada bulunurlar. Devaminda ise dolgu fazinin hidrofobik dogas1 i¢in gerekli
karbon sayis1 sekizden on sekize kadar degisen alkil gruplar vardir.

Ligandin birinci baglanma reaksiyonuna ilaveten trimetilklorosiloksan gibi kisa
zincirli alkil silanlar kullanilarak geriye kalan silanollerle bloke edilmesi islemine end-
capping denir. Bu sekilde hem dolgu fazinin kararliligi hem de pik keskinligi artar.
(Kirkland ve ark. , 1997 ; Kirkland ve ark., 1998 ; Pesek ve ark. , 2002) Benzer sekilde ,
dolgu fazin kararliligini arttirmak i¢in sterik  engelli hacimli baglanma fazlar
kullanilabilir. Bu dolgu fazlar1 , dolgu fazini hidrolizden koruyan hacimli yan gruplara

sahip monofonksiyonel alkilsilan igerir.
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Cift disli dolgu fazlar1 6zellikle daha yiiksek pH degerlerinde {istlin kararliliga
sahiptir. Bunlar monomerik dolgu fazlarina benzer , fakat bu dolgu fazlar1 ek bir ara
linke sahiptir ve bu ara link genellikle propilen grubudur. (Kirkland ve ark. , 1989 ;
Kirkland ve ark. , 1998) Polimer igeren dolgu fazlar ideal olarak kimyasal kararliligi
artirir. Kobayashi ve ark. (1998) , bu kolonlarin yiiksek oranda karbon igerdigini ve
bunun da pik keskinligini ve bazik hareketli fazlarda kararlilig1 arttirdigin1 bulmustur.

Son zamanlarda 6zel amacli dolgu fazlar1 popiiler olmakta ve spesifik
uygulamalar igin kullanilmaktadir. Ornegin , kiral dolgu fazlar1 enantiyomerik
ayirmalarda onemlidir. Tipik kiral dolgu fazlar1 poliakkarit , protein , tac eter ve
siklodekstrin igerir.(Zhou ve ark. , 2009) Fenil halkasi igeren dolgu fazlar1 da polisiklik
aromatik hidrokarbonlara (PAHs) karsi aromatik selektivite gostermeye meyillidir.
(Kayillo ve ark. , 2006 ; Euerby ve ark. 2007) Geleneksel alkil zincirli ligandlarla
kiyaslandiginda , siyano grubu bagli dolgu fazlar1 daha az hidrofobik ozelliktedr.
(Merchand ve ark. , 2005) Flor bagli dolgu fazlarinin 6zellikle halojenli analitlerin
ayrilmasinda popiilerligi artmaktadir. Bu kolonlar , C;g kolonlarla kiyaslandiginda daha
uzun alikonma siiresi ve daha yiiksek bir selektivite gosterir. Ilaveten , bu dolgu fazlart
siiperkritik akigkan kromatografisi (SFC) , micellar elektrokinetik sivi kromatografisi
(MEKC) ve iyon kromatografisi gibi diger ayirma modlarinda da uygunluk
gosterir.(Zhang , 2008 ; Aral, 2013)

2.2.2. Polar Gomiilii(Embedded) Fazlar

Geleneksel Cg-Cig durgun fazlar , ters faz ayirmalarinda genis kullanim alanina
sahiptir. Fakat bu fazlarda doldurulmus kolonlar , yiiksek sulu hareketli fazlar ve bazik
maddeler icin zayif pik sekilleri ve bazi dezavantajlara sahiptir. (Przybyciel ve Majors ,
2002 ; Majors ve Przybyciel , 2002 ; Layne , 2002) Son on yilda , arastirmacilar ,
bunun gibi zorluklarin iistesinden gelebilmek icin polar — embedded serili durgun fazlar
iiretmislerdir. (Ascah ve Feibush , 1990 ; Czajkowska ve Jaroniec , 1997 ; O’Gara ve
ark. , 1995 ; Liu ve ark. , 2006 ; Majors , 2001 ; Majors , 2003) Bu fazlar silika
ylizeyinin yaninda birincil hidrofobik ve hidrofilik gruplar1 icermektedr. Siklikla , amit ,
amin , karbamat , eter , ve siilfonamit fonksiyonel gruplar kullanilir. Genellikle polar —

embedded gruplarin faydalar1 bazik maddeler i¢in iyi pik sekil vermesi , yiiksek sulu
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derecedeki hareketli fazlarla uyumluluk gostermesi ve bilinen C;s kolonlarina kiyasla
yiikksek ve 6zel segicilik karakterine sahip olmasidir. (Layne , 2002 ; Czajkowska ve
Jaroniec , 1997 ; O’Gara ve ark. , 1995 ; Liu ve ark. , 2006 ; Liu ve ark., 2006)

ara grup polar grup alkil zineiri

Polar grup = amid,karbamat, {ire, siilfonamit, alkil yada fenil eter

Ara grup = tipik propil ligandi
Alkil zinciri=C8 - C18

Sekil. 2.1 Tipik bir polar gomiilii(embedded) faz gosterimi

Sekil 2.1 ‘de sematik diyagrami verilen polar — embedded gruplarinin sekli
verilmistir , bir propil grubu olan ara grup , silika ylizeyi ve polar gruplar arasinda yer
alir. Son olusan madde kimyasal fonksiyonlar1 agisindan bir miktar farkli olabilir.(amit ,
karbamat , alkil eter , fenil eter gruplari... ) C-aikil ligand: , liganda lifofilik karakter
verir ve Cg’den C;g’e kadar zincir uzunlugu cesitlendirilebilir. (Euerby ve Petersson ,
2005) . Polar embedded gruplu fazlar , azalmis hidrofobisite ve metilen segiciligi ,
azalmis hidrojen bagi kapasitesi , silanol aktivitesi ve iyon degisimi veya azot iceren
dipol etkilesime bakarak ¢ok ©6zel ve spesifik segicilige sahiptir.Azot iceren polar
embedded fazlardaki pozitif karakterin bulunmasi nedeniyle asidik bilesikler notral
arastirmalara yakin olarak gelismis alikonma karakteri gosterebilir ve bazik bilesikler ,
iyonik veya dipol etkilesimle fazlaca azalmig alikonma faktorleri 6zellikle diisiik pH’da

denenebilir.(Layne,2002)

Silika tabanli ters faz dolgu fazlari pH 2 ile 8 arasinda giivenli bir sekilde
kullanilanilabilseler de pH 8’den sonra silika hidroliz oldugundan kullanimlarinda ciddi
sinirlamalar vardir. Bazik bilesiklerin analizi diisiik pik keskinligi ve etkinliklerinden

dolay1 kromatograficiler i¢in bir problem olmustur. Son arastirmalar asil sebeplerin
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daha karmasik oldugunu gosterse de geleneksel bakis acist bunu silanoller iizerindeki
zay1f etkilesime baglamaktadir. Nedenlere bakmaksizin yeni dolgu fazlarimin gelisimi
bazik analitler s6z konusu oldugunda etkilesimi arttirmaya g¢alismaktadir. Bu dolgu
fazlar1 geleneksel baglanma fazindan fiziksel olarak farklidir. Ciinkii bunlar alkil
zincirinin i¢inde bir polar grup igerirler. Bu kolonlar ayirmada 6nemli avantajlar saglasa
da baz1 dezavantajlara da sahiptir. Daha kisa alkil zincirine ve polar gruplara sahip olan
gomiilii (embedded) kolonlar yiiksek ve diisiik pH degerinde saf alkil zinciri igeren
kolonlara gore daha zayif kararlilik gosterir. (Kirkland ve ark., 1989)( Kirkland ve ark.,
1995)( Kirkland ve ark., 1997)( Kirkland ve ark., 1998) Bundan dolay1 daha kisa alkil
zinciri ya da daha polar fonksiyonel grup igeren dolgu fazlari yiiksek polarliktaki

bilesiklerin ayiriminda yiiksek performans gosterse de daha kisa kolon dmriine sahiptir.

Ayrica polar gomiilii kolonlarin daha yiiksek oranda su iceren hareketli fazin
kullanimina izin verdigi tespit edilmistir. Yiiksek baglanma yogunluklu geleneksel
kolonlarda ise su bakimindan zengin hareketli faz kullanildiginda zincir kopmasinin
meydana geldigi saptanmistir. Zincir kopmasi su bakimindan zengin hareketli fazda
hidrofobik alkil =zincirinin toplanmasindan kaynaklanir. Bu alikonmanin geri
doniislimsiiz olmasindan ve azalan kromatografik etkinlikten kaynaklanabilir. (Neue ve
ark.,2001). Walter ve ark. (2005) tarafindan yapilan son ¢aligmalarda yiiksek oranda
sulu hareketli faz kullanildiginda alikonma siiresindeki azalmanin zincir kopmasindan
degil dolgu fazi gozeneklerinden hareketli fazin ekstriizyonundan kaynaklandigi
belirtilmistir. Alikonmadaki diisiisiin gozenek boyutuna baglilig1 , bos hacim ve akis
durdurulduktan sonraki gozenek boyutundaki degisiklikler arasindaki iliski ve

alikonmadaki diisiisiin basinca bagimlilig1 bu fikri dogrular.

Bazik analitler i¢in pik keskinlesmesinin artmasina neden olan baska bir faktor
polar gdmiilii kolonlarin artan 1slakliklarindan kaynaklanir.(McCalley,1999). Bir goriise
gore polar grup analiti sialnollerden koruyan silika yilizeyindeki bir su tabakasiyla
kaplanir. (Neue ve ark.,2001). Diger goriislere gore ise polar grup serbest silanollerle
etkilesmeyi tercih edebilir. (O’Gara ve ark.,1995). ilaveten , eger hareketli fazin pH’s1
gomiilii grubun pKa’sinin altina diiserse , gomiilii grup protonlanir ve pozitif yiiklenir.
Bu , gOmiilii grubu ylizeydeki silanollerden koruyarak dolgu fazi ve analitin

elektrostatik itmesine neden olabilir.(Aral, 2013)
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3.MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Sentezlenen kolon dolgu maddesi Aral.H.(2013), doktora tezi ¢alismasindan
temin edilmistir.Kullanilan kolon SP1 isimli, alifatik siklohekzil ve aromatik fenil
gruplarini icermesinin yanisira polar amid ve amin gruplarini iceren polar gomiilii
yapida bir dolgu maddesini i¢eren kolondur.Sekil 3.1°de SP1 kolon dolgu maddesinin

elde edilme asamalar1 sematik olarak verilmistir.
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Sekil 3.1SP1’in Sentez Semasi. Reaktifler ve Kosullar; i DCC, 0°C-os, 24 saat; ii: TFA/AcOH ( 1:1,
v:v), DCM; iii: toluen, riflaks, 4 giin
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3.MATERYAL VE METOT

SP1 dolgu maddesinin yapis1 Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

Bazik grup:
Hidrojen bagi akseptor,
Dusiik pH'da protonlanir

Alifatik grup:
(\j hidrofobik etkilesimler
M
o g $
JSi
—0
—OH

/\/ Polar-embedded amid grubu: Asidik proton,
O Hidrojen bagi dondér

Aromatik grup: pi-pi etkilesimi

Sekil 3.2 SP1 dolgu maddesinin yapisi (Aral , 2013)

HPLC’de kullanilan tiim ¢oziiciiler HPLC kalitesinde olup Merck’ten temin
edilmistir. Kullanilan analitler , Sigma-Aldrich ya da Merck’ten temin edilmistir. Tiim
cozelti ve tampon hazirlama c¢alismalarinda ulrta saf su kullanilmistir. Ultra saf su
Millipore Milli-Q ultra saf su cihazi ile elde edilmistir.pH O6lgiimlerinde Hanna

Instruments HI 221 Calibration Check Microprocessor pH meter kullanilmigtir.
3.2 Metot
3.2.1. HPLC Kosullan

Kromatografik calismada dort yollu bir pompa, degasser, autosampler, DAD
dedektor , termostat kolon bolmesine sahip Agilent 1260 HPLC (Agilent , Waldbronn ,
Germany) sistemi kullanilmistir. Kullanilan her analitin standart ¢o6zeltisi 30:70
asetonitril :0.IN NaOH karisiminda hazirlandi. Tiim analitler ve ¢ozeltiler - 25° C’de
korundu. Calisilan dalgaboyu 270nm  se¢ildi. Calisilan analit 6rnekleri asagida

gosterilmistir:
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CH,
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THIDIAZURON

Sekil 3.3Calismada bulunan sitokininlerin molekiil sekilleri
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3.2.2.Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sulu fazda pH ayar1 yapilmasi i¢in tampon c¢ozelti kullanilmistir. Tampon
cozeltileri kullanirken fosforik asit , asetik asit ve onlarin tuzlari ile ¢alisilmistir.pH 3 ve
4 tampon ¢ozeltileri i¢in H3PO4 —KH,PO4, pH 5,6,7 ve 8 tamponlarini hesaplamada
KH,PO4 — K;HPO,4 kullanilmistir. Aymi sekilde asetik asit ve sodyum asetat ile de
optimizasyon nedeniyle ayni1 pH ¢alismas1 yapilmistir. Tiim tampon ¢dzeltiler pH metre

ile ol¢iilmiis ve gerekli oldugunda asit ve baz kullanilarak pH’lar1 ayarlanmstir.

A) pH 3.37 fosfat tamponu
. 1.36. gr KH,PO4ve 27.8 pl H3POgalindi. 1litreye ultra saf su ile tamamlandi.

B) pH 4.15 fosfat tamponu

1.36 gr KH,POg4ve 4.62 pl H;POgalindi. 1litreye ultra saf su ile tamamlandi.
C) pH 5.09 fosfat tamponu

1.35 gr KH,POg4ve 0.013gr K,;HPOgalindi. 1litreye ultra saf su ile tamamlandi.
D) pH 5.48 fosfat tamponu

1.31 gr KH,PO4ve0.031gr K,HPO,4 alindi. 1litreye ultra saf su ile tamamlandi.
E) pH 5.48 asetat tamponu

108.2 pl CH3COOHvel.36 gr CH3COONa  alindi.llitreye ultra saf su ile

tamamlandi.
G) pH 6.11 fosfat tamponu
1.17 gr KH,POg4ve 0.12grK,HPO, alindi. 1litreye ultra saf su ile tamamlanda.
H) pH 8.05 fosfat tamponu

0.09 gr KH,PO4ve0.81grK,HPO,4 alindi.1litreye ultra saf su ile tamamlandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada kromatografik ayirmalar silika tabanli amid tiirevi SP1 dolgu
maddesi bulunan kolon ve c¢esitli sitokinin 6rnekleri ile yapilmistir. Mobil faz , pH ,
sicaklik gibi parametreler uygulanarak analitlerin ayrilmasi ve alikonmasindaki etkiler
gozlenmistir. Ayrica elimizde bulunan bitki 6zii kullanilarak dogada bulunan

sitokininlerin bu kolonla kantitatif uygulamasi ve validasyonu ¢alisilmistir.
4.1 Sitokininlerin Ayrilmasinda pH Optimizasyonu

Ortamin pH’st ters faz kromatografisinde, analitlerin alikonma ve
seciciliklerinde ¢ok biiyiik etkiye sahiptir. pH, hareketli fazda bulunan analitlerin
iyonlagmasinda giiglii bir etki yaratir. Bu ¢alismada , sitokininlerin ayrilmasi farkli pH
degerlerinde incelenmistir. pH:3.37 ve pH:4.15 H3PO4/ KH,PO4 kullanilarak , pH:5.09,
pH:6.11 ve pH:8.09 KH,PO,/ K,HPO, kullanilarak hazirlanan tampon ¢ozeltilerle elde
edilmistir. pH optimizasyonu i¢in hazirlanan tiim tampon ¢ozeltileri 10mmol olarak
hazirlanmistir. Sitokininler genellikle bazik molekiiller olarak kabul edilir. Sekil 4.1 de
goriildiigii gibi , pH degeri arttik¢a analitlerin kolonda alikonma siiresi de artmaktadir. Z
kolonu once terk ederken en son ¢ikan analit pH arttikca degiskenlik gostermektedir.
TDZ kolonu en asit sartta en son terk ederken baziklik arttik¢a kolonda tutunma stiresi
de azalmaktadir.Bu durumda AAP ve BAP’e gore daha asidik olarak kabul edilebilir.
Diger taraftan , molekiiler yapilar1 birbirine ¢cok yakin olan AAP ve BAP daha asidik
sartlarda icice pik verirken , pH arttikca pikler de birbirinden ayrilmis ve daha net bir
ayirma elde edilmistir. Genel olarak kromatogramlara bakildiginda zeatin ve kinetinin
ayirma etkisi asitligin degismesiyle ¢ok fazla degismemektedir. Bir analitin alikonma ve
seciciligi , hem sabit faz tiirli ve ylizey kimyasina hem de hareketli faz tiirii ve hareketli
fazin analitle etkilesimi gibi faktorlere bagl oldugundan , burada da sitokinin grubu
hem mobil fazla hem de dolgu fazi ile etkilesir. Yapilarindaki polar gruplar benzerdir
fakat farkli apolar gruplar icerdiklerinden kolonda bulunan apolar gruplar ile ( fenil
,siklohegzil gibi.) etkilesime girerler ve pH degisimi ile alikonma siireleri degisirken,
ayirma etkileri neredeyse aymidir.pH arttik¢a kolonla etkilesim arttifindan alikonma

sureleri de uzar.
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DAD1 B, Sig=270.4 Ref=off (DUTGLUWLI CK-2 h1X3- D)

z

AAP + BAP

20|
] ! TDZ
o]

§2.822

a) pH:3.37 10 mmol Izokratik eliisyon %20 ACN/Fosfat tampon Akis hiz1 :lml/dk  T:22°C
dalgaboyu:270 nm enjeksiyon hacmi:10ul

DADY B, Sig=270,4 Ref=off (DUYGSLI -2 MIX5-.D)

160 -
’ Z
140
120
1EIEI;
80— K
50—
a0-
AAP + BAP
20
- e TDZ
o
ci
0-| -
T T T T T |
0 5 10 15 20 25 3

b) pH:4.15 10 mmol izokratik eliisyon %20 ACN/Fosfat tampon Akis hizi :Iml/dk T:22°C
dalgaboyu:270 nm enjeksiyon hacmi:10ul

DAD1 B, Sig=270,4 RerEoff (DUVGLSL CICZ MIXT-.D)

70— rd
60—

50—

€) pH:5.09 10 mmol izokratik eliisyon %20 ACN/Fosfat tampon Akis hizi :lml/dk  T:22°C
dalgaboyu:270 nm enjeksiyon hacmi:10ul
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DALY B, Sig=270.4 Ref=off (DUYGINGL] CH-2 MIZE-.D)

0 z

T T T T T T
a 5] 10 15 20 25 30

d) pH:6.11 10 mmol Izokratik eliisyon %20 ACN/Fosfat tampon Akis hizi :Iml/dk  T:22°C
dalgaboyu:270 nm enjeksiyon hacmi:10ul

DAL B, Sig=270.4 Ref=off (DUYGLWSLE CK-2 MLXS-.0)

z

BAP
AAP

TDZ

T T T T T T
[z} 8 10 15 20 25 min

e)pH:8.09 10 mmol izokratik eliisyon %20 ACN/fosfat tampon akis hiz1 :1ml/dk T:22°C dalgaboyu:270
nm enjeksiyon hacmi:10pul

Sekil 4.1 Sitokininlerin Ayrilmasinda Farkli pH kullanilarak Yapilan Ayirma ve Etkisi

4.2 Sitokininlerin Ayrilmasinda Coziicii Optimizasyonu

Bu calismada yapilan ayirmalarin tamaminda ACN/tampon karigimi mobil faz
olarak kullanilmistir. Analitlerin daha iyi ayrilmasini saglamak amaciyla farkli sartlarda,
mobil fazdaki ACN orani , tampon ¢ozelti derisimi ve kullanilan tamponun cinsi
degistirilmis ve sitokininlerin alikonma karakteri {iizerindeki etkisi yorumlanmaya

caligilmistir.
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4.2.1. ACN Oram Degisimi

Caligmada , ACN oranlan degistirilerek sitokininlerin ayrilmasina etkisi farkli
sartlarda izokratik ve gradiyent eliisyon c¢aligilarak gozlemlenmistir. Hareketli fazda
ACN orani azaldikga eliisyon siiresinin uzadigir gozlemlenmistir. ACN oran1 azaldikg¢a
AAP ve BAP piklerinin birbirinden daha iyi ayrildig1 da goriilmektedir. Oysa gradiyent
ellisyon sartlarina bakildiginda ACN oran1 azaldikga sondaki {i¢ analitin piklerinin i¢ ice
geemis oldugu goriilmektedir. Mobil fazda ACN oranini azalttikga hareketli faz
polaritesinin arttigin1 ve alikonmanin da arttigi ve pik cikis siirelerinin de uzadigi

gozlenmektedir.

DAD1 B, Sig=270,4 Ret=off (DUVGUWLI T2 MIX1E-D)

Z

T T T T T T T
0 5 0 15 20 25 30 5 min

a) pH:5.48 10mmol izokratik eliisyon Akis hizi:lml/dk %18 ACN/ Fosfat tamponu T:22°C dalga
boyu:270nm enjeksiyon hacmi:10pl

DADT B, Sig=270,4 Ref=off (DUTGUSLI CK-2 MIXAT-.D)
mAl z

] BAP
20 AAP

T T T T T T
a 5 10 15 20 25 20 min

b) pH:5.48 10mmol izokratik eliisyon Akis hizi:Iml/dk %19 ACN/ Fosfat tamponu T:22°C dalga
boyu:270nm enjeksiyon hacmi:10pl
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DAD1 B, $ig=270,4 Ref=off (DUTGUIELI CK2 MIX11-.0)

mAL-| £
B0
50|
40- K
30|
! BAP
- AAP
20|
10 TDZ
o
;| T T T T T
0 5 10 15 20 25 a0 in

¢) pH:5.48 10mmol izokratik eliisyon Akis hizi:1ml/dk %20 ACN/ Fosfat tamponu T:22°C dalga
boyu:270nm enjeksiyon hacmi:10ul

DAD1 B, Sig=270,4 Ref=off (DUVGLASLE CH-2 MIX24-.D)
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d) pH:5.48 10mmol Gradiyent eliisyon Akis hizi:1ml/dk 0-30 dk %30 -%10 ACN/Fosfat tamponu
T:22°C dalga boyu:270nm enjeksiyon hacmi:10ul

DAD1 B, §ig=270.4 Retoff (DUTGLWLI CK2 MIX2E-1)

z

AAP

i BAP
207 TDZ

T
o 2.5 4 75 10 1258 15 175 20min

e) pH:5.48 10mmol Gradiyent eliisyon Akis hizi:1ml/dk 0-20 dk %30 -%10 ACN/Fosfat tamponu
T:22°C dalga boyu:270nm enjeksiyon hacmi:10ul

Sekil 4.2 Sitokininlerin Ayrilmasinda ACN Oram Degisimi ve Etkisi
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4.2.2. Tampon Cozelti Derisimi Degisimi

Tampon konsantrasyonunun ayirma ve alikonmaya olan etkisi pH:5.48 de
hazirlanan 10mmol , 20 mmol , 30 mmol ve 40 mmol derisimdeki KH,PO,4 / K;HPO4
tamponuyla elde edildi. Ayirmaya ve alikonmaya baktigimizda analitlerin ¢cok da fazla
etkilenmedigi gozlemlenmistir. 4 derisimde de alikonma siireleri ve pik sekilleri ayni

sekilde kalmistir. Ayirma etkisi tiim analitler i¢in degismemistir.

DAD B, Sig=270 4 Refeoff (DUTGLISLI CK:2 MLX11-.0)
maLl— [

AAP

10-] TDZ

T T T T T T
1} 5 10 18 20 25 a0 min

a) pH:5.48 10 mmol izokratik eliisyon Akis hizi:lml/min %20 ACN/Fosfat tamponu dalga
boyu:270nm T:22°C enjeksiyon hacmi:10ul

DAL B, Sig=270.4 Ref=off (DUTGUMLI CH-2 MIXTZ-.0)

b) pH:5.48 20 mmol Izokratik eliisyon Akis hizi:Iml/min %20 ACN/Fosfat tamponu dalga
boyu:270nm T:22°C enjeksiyon hacmi:10pl
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DADT B, 5ig=270.4 Ref=off (DUYGLMSLI CK-2 MIX13- D)
2 z

BAP

T T T T T i
0 5 10 15 20 25 20 min

¢) pH:5.48 30 mmol izokratik eliisyon Akis hizi:lml/min %20 ACN/Fosfat tamponu dalga
boyu:270nm T:22°C enjeksiyon hacmi:10pul

DADT B, Sig=270.4 Ref=off (DUYGUWSLI CK-2 MIXA4-.0)

70— z
60—
50—
: K
R
30—
: BAP
]| AAP
20—
- TDZ
o
s 10 15 0

o

T T
25 20

d) pH:5.48 40 mmol izokratik eliisyon Akis hizi:lml/min %20 ACN/Fosfat tamponu dalga
boyu:270nm T:22°C enjeksiyon hacmi:10ul

Sekil 4.3 Sitokininlerin Ayrilmasinda Tampon Derisimi Degisimi ve Etkisi

4.2.3. Tampon Cozelti Cinsi Degisimi

Bu calismada , optimum sart olarak secilen pH:5.48 degerinde hem KH,PO4 ve
K,HPO, hem de CH3;COOH ve CH3;COONa kullanilarak tampon ¢dzelti
hazirlanmistir. Elimizdeki sonuglara baktigimizda , analitlerin alikonmasinda ve
seciciliginde c¢ok fark gozlenmemis aynmi zamanlarda pik olusumu izlenmistir.
CH3COONa/ CH3COOH tamponu kullanildiginda ACN c¢ozeltisi igerisinde metal tuzu
olusma riski de s6z konusu oldugunda organik kaynakli tuz oldugunda daha elverisli bir

tampon elde edebiliriz.
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DADT B, Sig=270.4 Ref=off (DUVGUMLI T2 MIX11-.0)

o ’

= BAP

o AAP

10- TDZ

a) pH:5.48 10 mmol izokratik eliisyon Akis hizi:lml/min %20 ACN/Fosfat tamponu dalga
boyu:270nm T:22°C enjeksiyon hacmi:10pl
DAD1 B, Sig=270,4 Ref=off (DUYGUSLI CK-Z MIC1S..0)

70-|
50—

50

4

:
* BAP
. AAP
1n—§ TDZ
b) pH:5.48 10 mmol izokratik eliisyon Akis hizi:lml/min %20 ACN/Asetat tamponu dalga
boyu:270nm T:22°C enjeksiyon hacmi:10pl
Sekil 4.4 Sitokininlerin Ayrilmasinda Tampon Cinsi Degisimi ve Etkisi
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4.3. Sitokininlerin Ayrilmasinda Sicaklik Optimizasyonu

. Kolon sicaklig1 analitlerin kolonda kalma siirelerini etkileyen bir nicelik olarak
bilinmektedir.Bu ¢alismada optimum ayirma sartlar1 kullanilarak degisik sicaklik
degerlerinin ayirma tizerindeki etkisi gozlenmistir. Kolon sicakligimi arttirdigimizda
analitlerin alikonma siiresi azalmustir. Sicaklik artis1 20°C’den 600C’ye kadar arttirilmis
ve bu asamalar siiresince piklerin birbiriyle i¢ ige gectigi gézlemlenmistir. AAP ve
BAP pikleri optimum sartlarda da (T:22°C) oldukg¢a yakin pikler gosterirken sicaklik
artist ile asamali olarak birbiri igerisinde tek pik olusumuna sebep olmustur. Z, K ve

TDZ ‘da ayirma etkisi degismemis ancak alikonma stireleri kisalmistir.

DADA B, Sig=270,4 Ref=off (DUTGUELE T2 MIXZE-.D)

20—: ARP BAP

TDZ

a) pH:5.48 10 mmol Izokratik eliisyon akis hizi:1ml/dk %20 ACN/fosfat tamponu dalga boyu
:270nm enjeksiyon hacmi:10ul T:20°C

DADA B, $ig=270.4 Ret=off (DUYE UWLI CK-2 MIX1E- D)

z

T T T T T
5 10 16 20 25 min

b) pH:5.48 10 mmol Izokratik eliisyon akis hizi:1ml/dk %20 ACN/fosfat tamponu dalga boyu
:270nm enjeksiyon hacmi:10ul T:25°C
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DAD1 B, Sig=270,4 Refoff (DLVGLASLI CK-2Z MIX19-D)

70| z

¢) pH:5.48 10 mmol izokratik eliisyon akis hizi:1ml/dk %20 ACN/fosfat tamponu dalga boyu
:270nm enjeksiyon hacmi:10pl T:30°C

DAD1 B, $ig=270.4 Ref=off (DU GUISLI CK-2 MIXZ0-.0)
maLl | Z

d) pH:5.48 10 mmol Izokratik eliisyon akis hizi:1ml/dk %20 ACN/fosfat tamponu dalga boyu
:270nm enjeksiyon hacmi:10p1 T:40°C

DAD1 B, $ig=270,4 Ref=off (DUYGLASLI CK:2 MIX21-.D)

AAP + BAP

TDZ

e) pH:5.48 10 mmol Izokratik eliisyon akis hizi:1ml/dk %20 ACN/fosfat tamponu dalga boyu
:270nm enjeksiyon hacmi:10pl T:60°C

Sekil 4.4 Sitokininlerin Ayrilmasinda Sicaklik Degisimi ve Etkisi
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4.4 Sitokininlerin Kantitatif Tayini

Kantitatif kolon kromatografisi , analizi yapilan maddenin pik yiiksekliginin
veya pik alaninin bir veya birka¢ standardin yiikseklikleri veya pik alanlariyla

kiyaslanmasina baglidir. (Giindiiz , 2011)

Yapmis  oldugumuz  ¢alismada ayirmis  oldugumuz  sitokininlerin
(K,Z,TDZ,AAP,BAP) bulundugu 20mg/L lik bir standart stok ¢6zeltisi hazirlanarak |,
analitlerin farkli derisimlerde c¢ozeltileri hazirlanmis,derisime karsi pik uzunluklari
kullanilarak kalibrasyon egrileri her bir madde icin elde edilmistir. Bu sayede standart
sapma , LOD ,LOQ ve tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 yapilmis ve eldeki bulgular ile
elimizdeki kolonun bu analitler i¢in kantitatif tayin sinirlar1 belirlenmis ve mevcut
bulunan bitki 6ziitiinde varlig1 gozlemlenmeye calisilarak geri kazanimi hesaplanmistir.
Geri kazanim hesaplamalari i¢in elimizdeki bitki 6zii 6rnegine 50ul hacminde stok
cozelti karigimi 4 defa verilerek standart ekleme yontemi kullanilmis ve elde edilen

veriler sayesinde % geri kazanimi hesaplanmustir.
4.4.1. LOD ,LOQ, Tekrarlanabilirlik Hesaplamalari

LOD numunede 6l¢iilebilen ancak kesin olarak miktar1 belirlenemeyen en diisiik
miktaridir. LOQ ise kabul edilebilir dogrulukta ve kesinlik degerlerindeki en diisiik
konsantrasyon seviyesidir.(Kafal1,2008)(Anonim,2006b)

Yapmis oldugumuz calismada, se¢mis oldugumuz konsantrasyon araliginda,
elimizde bulunan analitleri ¢alisti§imiz optimum sartlarda ayirma islemi yapildi. Veri
olarak elde ettigimiz pik yiikseklikleri ve derisim degerlerini her bir madde ig¢in

kalibrasyon grafigi hazirlandu.

37



4.BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Zeatin icin derisim ve pik yiiksekligi degerleri ve kalibrasyon grafigi

Zeatin Yiikseklik
Derisim(mg/L) | (mAU)
0.1 0.77
0.3 4.10
0.5 5.30
0.7 6.60
0.9 8.10
1.1 11.0
1.3 12.2
1.5 13.7
1.7 15.2

yiikseklik (mAU)

20

15

10

Zeatin

y = 8,7267x + 0,6982
R? = 0,9881

0 0,5 1

1,5
Derisim(mg/L)

Cizelge 4.2 Kinetin i¢in derigim ve pik yiiksekligi degerleri ve kalibrasyon grafigi

Kinetin Yiikseklik

Derisim(mg/L) | (mAU)
0.3 1.7

0.5 2.4

0.7 3.0

0.9 3.7

1.1 4.6

1.3 5.6

1.5 6.5

1.7 7.5

Yiikseklik(mAU)

O R N WK UIO N ®

0 0,5 1

Kinetin
y = 4,1548x + 0,2202
R? = 0,992

1,5
Derigim(mg/L)
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Cizelge 4.3 Thidiazuron i¢in derisim ve pik yiiksekligi degerleri ve kalibrasyon grafigi

TDZ Yiikseklik
Derisim(mg/L) | (mAU)
0.3 0.47

0.5 0.63

0.7 0.75

0.9 1.00

1.1 1.30

1.3 1.50

1.5 1.60

1.7 1.70

Yiikseklik(mAU)
=

TDZ

y =0,953x + 0,1658
R%=0,9796

0,5 1 1,5 2
Derisim(mg/L)

Cizelge 4.4 6-(Y-Y)dimetilallilaminopiirin i¢in derisim ve pik yiliksekligi degerleri ve kalibrasyon grafigi

AAP Yiikseklik
Derisim(mg/L) | (mAU)
0.3 0.59

0.5 0.87

0.7 0.91

0.9 1.30

1.1 1.52

1.3 1.90

1.5 2.20

1.7 2.70

Yiikseklik(mAU)

AAP

y =1,5482x - 0,0745 TS
R*=0,9728

0,5 1 1,5 2

Derisim(mg/L)
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Cizelge 4.5 Benzilaminopiirin i¢in derisim ve pik yiliksekligi degerleri ve kalibrasyon grafigi

BAP Yiikseklik
Derisim(mg/L) | (mAU) BAP
0.3 0.78 4 y = 1,9429x - 0,0079 ¢
0.5 1.10 5 3 R? = 0,9602
0.7 1.20 £,

=z
0.9 1.60 % 1

2 ¢
1.1 1.90 >

0

1.3 2.40 0 0,5 1 1,5 2
1.5 2.90 Derisim(mg/L)
1.7 3.60

Tekrarlanabilirlik bir 6l¢iimiin kesinliginin 6l¢iilerinden biri olarak gosterilebilir.
Yapmis oldugumuz calismada se¢mis oldugumuz bir konsantrasyonda (0.9 mg/L)
analitlerin aym sartlarda 8 kez tekrar Ol¢iimii gergeklestirildi.(Levent ve
Sentiirk,2009)(Riley ve Rosanske,1996)(Schwartz ve Krull,1997) Elde etti§imiz

sonuclar birbirine olduk¢a yakin bulundu.

Cizelge 4.6 Sitokinin 6rneklerinin 0.9 mg/L derigsimde tekrarlanabilirlik sonuglar

Tekrar |Z Yiikseklik | K TDZ AAP BAP Yiikseklik
Sayisi (mAU), Yiikseklik(mAU) | Yiikseklik(mAU) | Yiikseklik(mAU) | (mAU)

1 8.00 3.60 0.90 1.10 1.50

2 8.00 3.60 0.90 1.20 1.50

3 8.00 3.60 0.92 1.20 1.50

4 8.00 3.60 0.94 1.20 1.50

5 8.20 3.60 0.90 1.20 1.40

6 8.10 3.70 0.93 1.20 1.50

7 8.20 3.70 0.96 1.20 1.50

8 8.10 3.80 0.94 1.10 1.50
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Yapmis oldugumuz Slgiimlerden standart sapma hesabi elde edilmistir. Standart
sapma bir metodun kesinligini belirtmeye yarayan gostergeler arasindadir. Standart
sapmanin kiiclik olmasi metodun iyi , analizcinin tecriibeli ve numunenin homojen

oldugunun bir isaretidir.(Giindiiz , 2011)

5= ,—):(xl—i)z
n-1 Bu formiilde S standart sapmayi, X Olgiilen 6zelligin degerlerini

(6lgme sonuglarini), - Ol¢me sonuclarinin aritmetik ortalamasini, n de veri sayisini

gostermektedir.

Elde ettigimiz hesaplanmis standart sapma sonuglar1 asagida gosterilmistir.
Zeatin i¢in SS=0.08 , Kinetin i¢in SS =0.07 , TDZ i¢in SS =0.02 ,

AAP i¢in SS =0.04 , BAP i¢in SS = 0.03 olarak elde edilmistir.

LOD =SS x 3.3 / grafik egimi, LOQ =SS x 10/ grafik egimi

formiilleri kullanilarak maddelerin LOD ve LOQ degerleri bulunmustur.

Cizelge 4.7 Maddelerin hesaplanan standart sapma , LOD ve LOQ degerleri

STANDART
MADDE SAPMA LOD LOQ
ZEATIN 0.08 0.03 0.10
KINETIN 0.07 0.06 0.18
TDZ 0.02 0.07 0.23
AAP 0.04 0.10 0.26
BAP 0.03 0.06 0.18
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4.4.2. Standart Ekleme Yontemi ve Geri Kazanim Hesaplamalar

Ortam (matriks) etkisinin oldugu karmasik numunelerdeki matriks hatalarini
azaltmak i¢in tercih edilen bir yontemdir. Ayni miktarda ayr1 kaplara alinan
numunelere, analitin artan derisimlerde standart ¢ozeltisi ilave edilir. Ilk numune
cozeltisine ilave yapilmaz. Bu ¢ozeltilerin sinyalleri cihazla 6l¢iiliir. Numune ¢ozeltisi
hepsinde bulundugundan ortam yaklasik olarak aynidir. Cihazdan alinan sinyal eklenen
standart hacmine (veya seyrelme dikkate alinarak derisime) kars1 grafige gegirilir.
Dogrunun X eksenini kesim noktasindan numunedeki analit derisimi hesaplanir.(Say ve

ark. , 2009)

Kromatogramlar bazi maddelerin varligin1 kesin olarak gostermeseler bile |,
bunlarin yoklugunu kesin olarak gosterirler. Buna gore , aranan bir madde ayni sartlarda
standardinin gosterdigi alikonma zamaninda bir pik vermiyorsa , bu madde numunede
yok veya konsantrasyonu kromatografik tayin sinirmin altinda demektir.(Glindiiz ,

2011)

Bu bilgiler 1518inda elimizde mevcut bulunan bitki 6ziinde ayirma yapmis
oldugumuz sitokinin hormonlarindan olup olmadigini inceledik. Bitki 6ziinii optimum
sartlarda analiz yaptigimizda , kromatogramda elimizde bulunan sitokininlere ait bir
pike rastlayamadik. Sekil 4.5’e baktigimizda kromatogramda analitlerin alikonma

zamanlarina ait pik bulunmadigindan bitki 6zii 6rneginde bulunmadigina karar verildi.

DAD B, Sig=270,4 Ref=off (DY GUWER.D)

00—
20—

&0 -

20—

o
m
o
)
[
=]
[
o

Sekil 4.5 Bitki 6zii numunesinin optimum sartlarda ayrilmasi.
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Daha sonra Onceden hazirlamis oldugumuz 20 mg/L’lik stok c¢ozeltisinden
sirastyla 50ul’lik hacimlerde 4 kez ekleyerek ve her eklemede Olglim yaparak
sitokininlerin bu numunede geri kazanimin1 hesapladik. Her 50ul eklemeden sonra
optimum ayirma sarti olarak kabul ettigimiz pH:5.48 10 mmol %20ACN/fosfat
tamponu ile sicakhigin 22°C oldugu durumda 50p1 enjeksiyon hacmi ile ayirmalarimzi
gerceklestirdik. Her standart eklendiginde ¢ikan piklerin yiiksekligi eklenen madde
konsantrasyonunun artigsiyla dogru orantili olarak artt1 ve netlesti. Sekil 4.6 sirasiyla

eklenen hacimlerin etkisi ve pikler goriilmektedir.

DAD B, Sig=270.4 Ref=off (DUYGUKOR-CK1.D)

] BAP
10 : T0Z AAP
0

a) Bitki numunesinel.kez 50pul eklenen CK ¢ozeltisiyle olusan kromatogram

DAD1 B, Sig=270,4 Ref=off (DUTGLMKOR-CKZ.0)

z

50-|

30—; K

20—5
BAP
0z

b) Bitki numunesine 2.kez 50ul eklenen CK ¢dzeltisiyle olusan kromatogram
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DAD1 B, $ig=270,4 Ref=off (DUYGUIKOR-CK3.D)

mAL| 7
ED—E
50—5
40 ’
30|
20—- AP BAP
] TDZ
10|
T T T T T T T
0 & 10 145 20 25 30 35 m
¢)Bitki numunesine 3.kez 50l eklenen CK ¢ézeltisiyle olusan kromatogram
DAD1 B, 5ig=270,4 Ref=off (DU GLAKDR-CKA.D)
=
80~
m—f
an—f
50—5
: K
LR
30—2
” _ AP BAP
] 0z
10-_
I T T T T T T T

d) Bitki numunesine 4.kez 50ul eklenen CK ¢dzeltisiyle olusan kromatogram

Sekil 4.6 Optimum sartlarda 4 defa asamali olarak eklenen CK ¢ozeltisinin bitki 6zii 6rneginde

olusan etkisi.

Yukarida analitlerin bulundugu ¢ozelti eklendiginde goriildiigli gibi sitokininler
kendilerine 6zgii spesifik alikonma zamanlarinda pik vermislerdir. Derigim arttik¢a pik
boylart artmistir. Yeniden pik boylarinin derisim ile olan kalibrasyon grafigi cizilmis ve
geri kazanim hesaplanmistir.yapilan dlgiimlerle her bir analite ait 4 ekleme ile olusan
konsantrasyon ve pik uzunlugu verileri elde edilmis bdylece grafik egiminden gergek
derisim elde edilmistir. Bilinen derisimin hesaplanana olan % oraniyla maddelerin %

geri kazanimi1 hesaplanmis olacaktir.
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Zeatin icin;

Cizelge 4.8 Ilave edilen CK ¢ozeltisiyle numunedeki zeatin piki ve derisimi degisimi

ilave hacim (uL) Derisim(mg/L) Yiikseklik(mAU)
50 4.44 23
100 8.88 45.2
150 13.32 63
200 17.76 78
Zeatin
y=4,1171x + 6,6

__ 100 R?=0,9922

3 80

E 60

= 40

g 20

= 0

> 0 5 10 15 20

derigim (mg/L)

Sekil 4.7 Zeatinin eklenen ¢ozelti ilavesiyle degisen derisimine karsilik pik yiiksekligi kalibrasyon grafigi

Zeatin icin verilen grafik denklemi; y = 4.1171x + 6.6 ise elimizdeki denklemde y

yerine pik yliksekligini esitledigimizde bulacagimiz x degeri bize konsantrasyonu

verecektir.
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Kinetin icin;

Cizelge 4.9 Ilave edilen CK ¢dzeltisiyle numunedeki kinetin piki ve derisimi degisimi

ilave hacim (uL) Derisim(mg/L) Yiikseklik(mAU)
50 4.44 12.2
100 8.88 20.9
150 13.32 30.6
200 17.76 37.6
Kinetin
45 y=1,9347x +3,85
40 R =0,9962
35
S 30
T 25
= 20
2 15
£ 10
> 5
0
0 5 10 15 20
Derisim (mg/L)

Sekil 4.8 Kinetinin eklenen ¢ozelti ilavesiyle degisen derisimine karsilik pik yiiksekligi kalibrasyon
grafigi

Kinetinin kalibrasyon grafigi denklemi y = 1.9347x + 3.85 ‘tir.
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Thidiazuron icin:

Cizelge 4.10 ilave edilen CK ¢dzeltisiyle numunedeki thidiazuron piki ve derisimi degisimi

ilave hacim (uL) Derisim(mg/L) Yiikseklik(mAU)
50 4.44 3.2
100 8.88 5.4
150 13.32 7
200 17.76 9
Thidiazuron
10 y=0,4279x + 1,4
9 R?=0,9967
8
2 7
E 6
= 5
=
9 4
5 3
2
1
0
0 5 10 15 20
Derisim (mg/L)

Sekil 4.9 Thidiazuron eklenen ¢ozelti ilavesiyle degisen derisimine karsilik pik yiiksekligi kalibrasyon

grafigi

Thidiazuron kalibrasyon grafigi denklemi y = 0.4279x + 1.4 ‘tiir
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6-(Y-Y) Dimetil allilaminopiirin icin:

Cizelge 4.11 ilave edilen CK ¢ozeltisiyle numunedeki AAP piki ve derisimi degisimi

ilave hacim (uL) Derisim(mg/L) Yiikseklik(mAU)
50 4.44 5.1
100 8.88 9.1
150 13.32 11.8
200 17.76 15
AAP
16 y=0,7297x + 2,15
14 R2=0,9939

= 12

=)

T 10

= g

S

2 6

=]

> 4

2
0
0 5 10 15 20
Derisim (mg/L)

Sekil 4.10 AAP eklenen ¢ozelti ilavesiyle degisen derisimine karsilik pik yliksekligi kalibrasyon grafigi

AAP i¢in kalibrasyon grafigi denklemi y =0.7297x + 2.15
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Benzilaminopiirin icin;

Cizelge 4.12 Tlave edilen CK ¢ozeltisiyle numunedeki BAP piki ve derisimi degisimi

ilave hacim (uL) Derisim(mg/L) Yiikseklik(mAU)
50 4.44 6.9
100 8.88 12.4
150 13.32 16.2
200 17.76 19.8
BAP
25 v =0,9572x + 3,2
R?=0,9889
20
)
<
E15
=
>~
g 10
-
=]
>
5
0
0 5 10 15 20
Derisim (mg/L)

Sekil 4.11 BAP eklenen ¢ozelti ilavesiyle degisen derisimine karsilik pik yiiksekligi kalibrasyon grafigi

BAP icin kalibrasyon grafigi denklemi y = 0.9572x + 3.2
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Tim analitler i¢in kalibrasyon grafikleri denklemleri kullanilarak grafik
denklemi bulunmus ve % geri kazanim = hesaplanan derigim/ bilinen derisim x %
formiiliinden hesaplanmistir. Her bir madde i¢in ayr1 ayr ¢izelge olusturdugumuzda

asagidaki sonuclar su sekilde elde edilir.

Zeatin icin;

Cizelge 4.13 Zeatin i¢in elde edilen derisim degerleri ve % geri kazanim sonuglari

. . .| HESAPLANAN
ILAVE HACIM(uL) BILINEN  DERISIM DERIiSIM (mg/L) =|%GERi KAZANIM
(mg/L)
%RSD*
50 4.44 3.92+0.78 88.2
100 8.88 9.34+0.79 105.1
150 13.32 13.64 £ 1.04 102.4
200 17.76 17.34 £ 0.66 97.6

*Elde edilen sonuglar birbirinden bagimsiz ii¢ analizin sonucudur

Kinetin icin;

Cizelge 4.14 Kinetin i¢in elde edilen derigim degerleri ve % geri kazanim sonuglari

ILAVE HACIM(uL) ?lilé}SEN DERISIM gglst?spik/?NAN ;é’ AZANIM GERI
(mg/L)£%RSD*

50 4.44 431+0.93 97

100 8.88 8.82 +0.80 99.3

150 13.32 13.84 £ 0.69 103.9

200 17.76 17.42 £0.61 98.1

*Elde edilen sonuglar birbirinden bagimsiz ii¢ analizin sonucudur
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Thidiazuron icin;

Cizelge 4.15 TDZ i¢in elde edilen derisim degerleri ve % geri kazanim sonuglari

50 4.44 425+1.18 95.7
100 8.88 9.38+0.43 105.6
150 13.32 13.17 £0.65 98.8
200 17.76 17.82 +0.40 100.3
*Elde edilen sonuglar birbirinden bagimsiz ii¢ analizin sonucudur
6-(Y-Y) Dimetil allilaminopiirin i¢in;

Cizelge 4.16 AAP i¢in elde edilen derisim degerleri ve % geri kazanim sonuglari

ILAVE HACIM(uL) BILINEN  DERISIiM ggﬁ‘i‘sl}%NAN % GERI

(mg/L) (mg/Ly+RSD* KAZANIM

50 4.44 4.05 +0.89 91.2

100 8.88 9.52 +£0.58 107.2

150 13.32 13.28 £0.43 99.7

200 17.76 17.62 £0.55 99.2

*Elde edilen sonuglar birbirinden bagimsiz ii¢ analizin sonucudur
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Benzilaminopiirin icin;

izelge 4.17 BAP igin elde edilen derigsim degerleri ve % geri kazanim sonuglari
g g g

BILINEN

HESAPLANAN

[LAVE HACIM(uL) (mg/L) PHER ?rf;E?ill\quD* ;?AZANIM o
50 4.44 3.86 £0.91 86.9

100 8.88 9.60 +0.84 108.1

150 13.32 13.60 £ 1.07 102,1

200 17.76 17.38 £0.72 97.8

*Elde edilen sonuglar birbirinden bagimsiz ii¢ analizin sonucudur
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5.SONUC VE ONERILER

Bu calismada , apolar yapidaki alifatik siklohegzil ve aromatik fenil gruplarini
iceren ve bunun yaninda polar amid ve amin grubu ihtiva eden polar gomiilii yapidaki
dolgu maddesi olan SP1 dolgu maddesi kullanilarak (Aral,2013) sitokininlerin 6rnekleri
ayrilmis ve kantitatif tayinleri gergeklestirilmistir. Ayirma ¢alismalarinda pH, ¢6ziicii ve

sicaklik parametreleri degistirilerek optimizasyon c¢aligmasi1 yapilmistir.

Calismanin ilk asamasinda optimum bir pH araliginda calisabilmek i¢in pH
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Hareketli fazin pH’1n1 arttirdigimizda TDZ alikonma
stiresinin azaldigini , diger analitlerin ise ayirma siirelerinde pek degisiklik olmadigi
goriilmiistiir. Ayn1 grup igerisinde , polar olmayan analitlerin kolonu daha ge¢ terk
ettigini soyleyebiliriz. En gec ¢ikan BAP pikidir. BAP yapisina bakildiginda , yapidaki
benzen halkasi ona apolarite kazandirmistir. Ayni sekilde AAP yapisinda bulundurdugu
iki metil grubuyla apolar karakterde denilebilir. Bu nedenle iki analit birbirine ¢ok yakin
pik vermislerdir. Ik ¢ikan pik olan zeatin ise yapisindaki —OH ile polarligini arttirmis
ve hareketli fazda iyon dipol ve hidrojen bag etkilesimi ile kolonu en erken terk eden
analit olmustur. Buradan sitokininlerin kolonu terk etme sirasimin genel olarak

polaritelerine baglh oldugunu sdyleyebiliriz.

Sonrasinda yapmis oldugumuz ¢oziicii optimizasyonunda oOncelikle asetonitril
yiizdelerini degistirerek izokratik ve gradiyent eliisyon c¢alismalart yapilmistir.
Asetonitril oranmi arttirdigimizda analitlerin alikonma siireleri azalmistir. ACN gibi
organik bir ¢oziiclinlin hareketli fazin polaritesini etkiler.Analitlerin pik ¢ikis siras1 ayni
kalirken pikler arasindaki mesafe artmis ve pikler daha belirgin hale gelmislerdir.Su
oraninin arttirilmasi kolonda giiglii bir sekilde tutunmus 6rnek maddelerinin ayrilmasina
yardim edebilir.Gradiyent calismalarda da, bu durum kanitlanmistir. Yiiksek ACN orani
piklerin i¢ ice ge¢mesine ve ¢ok kisa siirede pik vermelerine sebep olmustur. Analiz
stiresini kisalttigimizda ise ACN oranm1 daha kisa siirede diistiigiinden pikler bir miktar
daha ayn goziikebilmektedir.Hareketli fazin polaritesi azaldik¢a alikonmayi arttirir.
Uygun bir dolgu faz1 se¢gmenin yani sira hareketli fazdaki organik ¢oziiciiniin yiizdesi de

ayirmay1 etkileyen temel faktordiir.(Aral,2013)
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Coziicii  optimizasyonunun ikinci basamagi tampon derisimindeki artisla
yapilmistir. 10,20,30 ve 40 mmol derisimde hazirlanan optimum sarttaki tampon
cozeltileri ile sirasiyla analizde kullanilmis ve ayirmada bir degisiklik olmadigi
gozlenmistir. Aynmi sekilde tampon ¢esidini degistirdigimizde de ayrilma sonuglarmin
cok farkli olmadigin1 gérmekteyiz. Ayirma etkisi her iki durumda da tiim analitler i¢in
ayn1 kalmistir.pH degismedigi i¢in gozlemlenen pik sekillerinin alikonma siireleri ve

siddetleri aynidir.

Sicaklik degisimlerine geldigimizde oldukca farkli kromatogramlar goze
carpmaktadir. Kolon sicakli§i analitlerin alikonmasini etkileyen Onemli bir
parametredir. Cogu zaman, kolon sicakligindaki artis analiz siiresini kisaltir. Ciinkii
sicakligin artmasiyla analitlerin mobil fazdaki ¢oziintirliigii artar ve dolgu fazi etkilesimi
azalir bundan dolay1 alikonma siiresi azalir(Li ve Carr , 1997)(Aral,2013). Bizim
calisgmamizda da bu paralellikte bir davranis gézlenmis alikonma siiresi olduk¢a azalmis
ve pikler i¢ ice pik vermislerdir. Z, K ve TDZ ‘da ayirma etkisi degismemis ancak

alikonma siireleri kisalmistir.

Kantitatif tayin kisminda ise LOD , LOQ ve tekrar edilebilirlik c¢aligmalar
yapilmistir. Tayin siirlart oldukga diisiik degerlerde hesaplanmistir. Yapilan islemlerde
standart sapma hesaplanmis ve kalibrasyon grafikleri de kullanilarak LOD,LOQ
degerleri belirlenmistir. Calismis oldugumuz kolon ilk kez bir kantitatif tayinde
kullanilmaktadir ve oldukca diisiik konsantrasyon degerlerinde calisilabilmistir.
Kolonun kantitatif ¢caligmada verimli oldugunu soyleyebiliriz. Ayn1 sekilde elimizdeki
bitki 6zii Orneginde, deneyde tayin edilmis sitokinin Orneklerinden bulunmadigini
kendilerine 6zgii spesifik pik yerlerinden yola ¢ikilarak bulundu. Daha sonra standart
ekleme yontemi kullanilarak analit karigimi ¢ozeltisinden eklendi ve her eklemede daha
konsantrasyonla dogru orantili olarak pikler daha keskin ve net bigimde elde edildi.
Boylece bu sekilde yapilan 6l¢iimlerle ortalama geri kazanim ve RSD degerleri elde
edildi. Bu sekilde metod validasyonu validasyonu basariyla tamamlanmis oldu.
Herhangi bir SRM kullanmadan standart ekleme yontemiyle SRM kullanmis gibi
metodun dogrulugunu ¢ikan degerlerle kanitladik. Yapilan bagimsiz ol¢iimlerle elde
edilen diisiik ve kabul edilebilir RSD degerleri de yontemin dogrulugunu bagka bir

acidan kanitlamaktadir diyebiliriz.
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Calismis oldugumuz kolon dolgu maddesi sitokininlerin hem kalitatif hem de
kantitatif tayinine farkli ve 6zgilin bir bakis acist kazandiracaktir. Yapilan ¢aligmalara
baktigimizda oldukc¢a kalabalik aygit gruplar1 kullanilarak hizli 6l¢iimler elde edilmeye
calisilmistir. (Tarkowska ve ark.,2003)(Ge ve ark.,2005).Bizim sahip oldugumuz kolon
polar embedded karakteri sayesinde bu alanda kullanilan ilk kolon diyebiliriz. Bu
nedenle calisma hem 6zgiin hem de ayirma ve kantitatif tayin i¢in o kadar fazla aygit
kullanmadigimizdan 6tiirii ekonomiktir. Kromatografik ayirmalarda analizin kisa olmasi
net olmasi kadar ekonomik sekilde yapilmasi da 6nemlidir. Yapmis oldugumuz ¢alisma
ayn1 zamanda hiz agisindan da oldukga verimli denilebilir.kolonun kullanim1 sayesinde
yapilan analiz hem pratik hale gelmistir hem de kisa siirede ve tek basamakta
yapilabildigi i¢in kullanighidir. Herhangi bir aygit eklenilmeden analiz siiresi ortalama
25 — 30 dakika arasinda tamamlanmaktadir. Genel olarak literatiirde yapilmis olan
ayirmalara baktigimizda da alikonma siireleri 10 ile 20 dakika civarinda denilebilir
(Novak ve ark.,2003)(Liu ve ark.,2003)(Diopan ve ark.,2009). Ayrica ¢ok fazla metot
ve aygitin bir arada bulundugu halde 60 dakika analiz siiresine sahip c¢alisma da

mevcuttur.(Chen ve ark.,2010)

Sonug olarak kolon dolgu maddesi hem kalitatif hem de kantitatif ¢caligmalarda
gecerli ve basarili sonuglar elde etmis ve ilk kez sitokininlerin  polar goémiilii
(embedded) faz kullanilarak analizinin yapilmasi, hem polar gémiilii (embedded)
fazlarin caligmalarina hem de sitokinin analiz ¢alismalarina farkli bir bakis agisi , farkl

bir yorum kazandirmistir.
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