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KISALTMALAR
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OZET
Doktora Tezi

SEMIZOTU, ISIRGAN OTU, MENENGIC VE KUSBURNU GIiBi TIBBi VE
AROMATIK BITKILERDE FLAVONOLLERIN HPLC-MS iLE TAYIiNi

Cemile OZCAN

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Ana Bilim Dal

2009, Sayfa: 146

Antikanserojen 6zellige sahip olan flavonollerden kamferol, kuersetin ve miyrisetin
bilesiklerinin tibbi bitki ve sebzelerdeki konsantrasyonlarinin tayinine olan ilgi son yillarda
artmaktadir. Ozellikle iyi bir ayirma yapabilen HPLC ve hem duyarli hem de dogru sonuglar
verebilen MS cihazlarinin birlestirilmesiyle olusan HPLC-MS sisteminin yayginlagmasi, bu
bilesiklerin daha ¢ok gida ¢esidi érneklerindeki derisimlerinin tayinine imkan vermektedir.

Bu galismada, 6nce HPLC-MS sisteminde dogru sinyal 6l¢limiinii etkileyen fragmentor
(parcalayict voltaj), enjeksiyon hacmi, kolon sicakligi, mobil faz akis hizi gibi parametreler
degistirilerek caligma sartlar1 optimize edildi. Mobil faz olarak su/metanol/asetonitril/formik asit
karisimi kullanildi. Optimum sart olarak; injeksiyon hacmi i¢in 5 pl, akis hizi i¢in 0.6-0.8
ml/dk, kolon sicakligi i¢in 30-40 °C ve fragmentor i¢in 140-170 V araliginda degerler bulundu.
Gozlenen bu optimum sartlar, Elazig ve yoresinde yetisen meyve ve bitkilerdeki flavonollerin
tayini i¢in uygulandi. Bdylece, semizotu, 1sirgan, kusburnu ve menengic meyve ve
bitkilerindeki miyrisetin, kuersetin ve kamferolun HPLC-MS ile tayini yapildi. Bitkilerdeki
flavonoller metanol/askorbik asit/HCl karisimiyla ekstrakte edildi. Bulunan sonuglardan en
biiylik ve en kiiclik konsantrasyonlarin miyrisetin i¢in semizotu (47 ppm) ve kusburnu (0.63
ppm), kuersetin i¢in semizotu (39 ppm) ve menengic (< t.s) ve kamferol i¢in ise 1sirgan otu (7.7

ppm) ve menengi¢ (< t.s) oldugu goriildii.

Anahtar kelimeler: flavonol, tibbi bitkiler, HPLC-MS, ekstraksiyon
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Interest in the determination of flavonols concentrations in medicine plant and
vegetables, including myricetin, quercetin and kaempferol which have anticancerogen
properties, is increasing in recent years. Particularly, widespread usage of HPLC-MS system
that is combining to very good separation method-HPLC and both sensitive and reliable
detector-MS, make their determinations possible for more kinds of foods.

In this study, the parameters that may affect the signal of myricetin in the HPLC-MS
were optimized. The mixture of water/methanol/CAN/formic acid was used as mobile phase.
The optimum parameters were found to be injection volume=5.0 mikro liter, flow rate of mobile
phase=0.6-0.8 ml/min, column temperature=30-40 °C and fragmentor=140-170 V. The optimum
parameters observed were applied to determination of flavonols in fruits and vegetables grown
in Elazig vicinity. So, determination of muyricetin, quercetin and kaemferol in fruit and
vegetabels such as terebinth (Terebinthina chica L.), nettle (Urtica dioica L.), rosa hip (Rosa
canina L.) and purslane (Portulace oleracea L.) by HPLC-MS were carried out. Flavonols in
plant samples were extracted by mixture of methanol/ascorbic acid/HCl. From the obtained
results, the highest and the lowest concentrations for myricetin, quercetin and kaemferol were
found to be Portulace oleracea L. (47 ppm) and Rosa canina L. (0.63 ppm), Portulace oleracea
(39 ppm) and Terebinthina chica (< t.s), Urtica dioica (7.7 ppm) and Terebinthina chica (< t.s),

respectively.

Keywords: Flavonol, medicine plants, HPLC-MS, extraction
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1. GIRIS

Bitkiler farkli etkilere sahip dogal ilag¢ hammaddelerinin vazgecilmez kaynaklaridirlar.
Bitkilerde dogal olarak bulunan birgok madde antimikrobiyal, antioksidan, antimutajen,
antikanserojen, antidepresant vb. etkiye sahiptir. Bu nedenle, meyve ve sebzeleri diizenli olarak
tilketen insanlarin kanser ve kalp hastaliklarina yakalanma riskinin azaldigi belirtilmistir. Bu
yararli maddeler vitaminler, fitokimyasallar ve polifenoller seklinde siniflandirilirlar. Ozellikle
bu amagcla bitkilerde bulunan ve biyoyararl 6zelliklere sahip polifenollere (flavonoidler, fenolik
asitler, lignanlar ve stilbenler) olan ilgi daha fazladir [1-2].

Flavonoidler, bir C;s flavon iskelet yapisinda olan iki fenil halkasi ve bir heterosiklik
halkadan olusan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler flavonol, flavan-3-ol, flavanon, flavon,
izoflavon ve antosiyanidinler seklinde de smiflandirilmaktadirlar. 6000 den fazla olan
flavonoidlerin bulundugu bitkiler genellikle sar1, turuncu ve kirmizi renklidirler [1-8].
Bunlardan antikanserojen ozellige sahip olan flavonollerden kamferol, kuersetin, miyrisetin
bilesikleri baz1 ¢ilek ve tiirleri, lizlim tiirleri gibi meyve ve sebze ekstraktlarinda en ¢ok
calisilanlardir. Ancak gerek ekstraksiyon yontemlerinin farkindan gerekse girisim etkilerinden
dolay1 literatiirde verilen sonuglar arasinda biiyiik farkliliklar vardir. Bu nedenle bu bilesiklerin
dogru ve giivenilir tayini ¢alismalarina olan gereksinim artarak devam etmektedir.

Dogal iiriinlerdeki flavonoidlerin tayini icin HPLC, HPLC-MS, GC ve GC-MS gibi ¢ok
sayida modern teknikler kullanilmaktadir [3-6]. Dogal ornekler milyonlarca bilesik
icerebildiginden ancak klasik ayirma ve kromatografik yontemler kullanilarak bu bilesikler
birbirinden ayrilabilir. Ozellikle kromatografik ayirma teknikleriyle, duyarli ve giivenilir
sonuglarin elde edildigi metodlarin birlestirilmesiyle olusan HPLC-MS ve GC-MS son yillarda
yaygin kullanilmaktadir.

Bu ¢alisgmanin amaci, Elazig yoresinden temin edilen semizotu (Portulaca oleracea L.),
1isirgan otu (Urtica dioica L.), menengic¢ (Terebinthina chia L.) ve kusburnu (Rosa canina L.)
gibi tibbi ve aromatik bitkilerdeki kamferol, kuersetin ve miyrisetin gibi flavonol
bilesenlerininin nicel analizinin yapilmasidir. Bu bilesenlerin tayini i¢cin HPLC-MS kullanildi.

Nicel analizden o©once HPLC-MS i¢in optimum parametreler belirlendi. Bu
parametrelerden enjeksiyon hacmi 3 bilesik i¢in de 5 mikrolitre, kolon sicakligi miyrisetin ve
kamferol i¢in 40 °C olarak bulunurken, kuersetin i¢in 30 °C olarak bulundu. Fragmentor
parametresi kuersetin ve kamferol i¢in 140 V ve miyrisetin i¢in 170 V optimum deger olarak
bulundu. Akis hiz1 ise 3 bilesik icin de farkli olup kuersetin i¢in 0.6, miyrisetin i¢in 0.7 ve
kamferol i¢in 0.8 ml/dk olarak bulundu.
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Bitki o6rneklerinin eksatraksiyonu i¢in methanol/1.2 M HCl/askorbik asit karigimi
kullanildi. Yukarida verilen optimum sartlar uygulanarak bitki ekstraktlarina uygulandi.

Bulunan sonuglardan, en yiiksek ve en diisiikk kuersetin konsantrasyonun sirasiyla
semizotu (39 ppm) ve menegi¢ (< t.s) bitkisinde bulundu. En yiiksek ve en diisiikk kamferolun
ise 1sirgan otu (7.7 ppm) ve menengic (< t.s) bitkisinde, ve en yiiksek ve en diisiik miyrisetinin

ise semizotu (47 ppm) ve kusburnu (0.63 ppm) bitkisinde bulundugu gozlendi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Flavonoidler

Flavanoidler, 6zellikle meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan bir C;s flavon iskelet
yapisinda olan iki fenil halkasi ve bir heterosiklik halkadan olusan fenolik bilesiklerdir [1]
(Sekil 2.1). 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 [2]. Flavonoidlerin smiflandirilmasi Tablo 2.1° de gosterilmistir ve

bunlardan bazilarinin bilesikleri Tablo 2.2” de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Flavonoidlerin siniflandirilmasi.

Flavonoidler
Kalgon (fenil stril
) o Flavanon Flavonol Antosiyanin
(sinnamikasit) keton)
Flavon Dihidroflavonol Izoflavonoid Neoflavonoid

Sekil 2.1. Bir flavonoidin genel yapisi.

2.2. Flavonoidlerin Canlilar Uzerindeki Etkileri

Flavonoidler, antioksidan &zellikleri ile hiicrelere zarar veren radikallerle etkileserek
radikalleri zararsiz hale getirirler, antibiyotik etkisi gostererek viriis ve bakterilerin aktivitelerini
engellerler. Bagisiklik sistemini giiclendirip C vitamininin viicut tarafindan kullanimina
yardimci olan flavonoidler iilser ve ishal gibi hastaliklara karsi direng saglayarak romatizmal
hastaliklarda ilag¢ gibi davranirlar. Viicuttaki alerjik reaksiyonlarin 6nlenmesini saglarlar. Ayrica
viicut i¢in 6nemli olan enzimlerin aktivitelerini diizenleyerek kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini

engellerler [1-4].
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Holman ve arkadaglar1 flavonol ve flavonlarin gilinlik alimmi 23 mg olarak rapor
etmislerdir [5]. Buna ek olarak Hollanda’ da kuersetin flavonoliiniin giinliikk kulaniminin 16 mg
oldugu rapor edilmistir [5]. Ortalama yiyeceklerle flavonoid alimmin 26 mg/giin [5] oldugu

belirlenirken, baskin olarak bulunan flavonoidin kuersetin oldugu saptanmgtir [5, 6].

Tablo 2.2. Baz1 flavonoid bilesikleri.

4 1 ()
g ()
’ = [ ] % @ . |
r. 9y |
5 | ()
()
Flavonol Flavon izoflavonid
{JH
o gl
(0 0
Flavan-3-ol flavanon Antosiyanin

2.3. Flavonoid Alt Stmifindan Olan Flavonoller
Flavonoller 3-OH iceren flavonoidlerdir. Flavonollere 6rnek olarak kamferol, kuersetin,

miyrisetin ve isorhamnetin gibi bilesikler verilebilir. Baz1 flavonol bilesiklerinin molekiil

yapilar1 Tablo 2.3’ te gdsterilmistir.
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Tablo 2.3. Baz1 flavonol bilesiklerinin molekiil yapilart.

CH ©
Miyrisetin

Kamferol Kuersetin

2.3.1. Kamferol

Kamferol dogal bir favonoid bilesiginin flavonol grubundadir. Cay, brokoli, greyfurt ve
diger bitkilerden elde edilebilen bir bilesiktir. Erime sicakligi 276-278 °C olan kamferol sar1
renkte berrak bir katidir. Suda ¢ok az ¢éziinmesine ragmen metanol, sicak etanol ve dietileter
gibi organik c¢oziiciilerde iyi ¢oOziinmektedir. Tablo 2.4’ te kamferoliin genel Ozellikleri
verilmektedir. Kamferol kalp hastaligi ve pankreas kanseri riskini azaltan, antidepresan 6zelligi
olan dogal bir antioksidan maddedir [7, 8]. Cay ve brokolideki kamferolun kalp hastalig1 riskini

azalttig1 digtintilmektedir.

2.3.2. Kuersetin

Kuersetin, flavonol grubundan olan, rutin ve kuersitrin glikozitlerinin aglikonlarini
olusturan, oldukca 6zel bir flavonoid bilesigidir. Kuersetin bilesiginin genel 6zellikleri Tablo
2.5’ te goriilmektedir. Kuersetin kapari, elma, ¢ay, sogan, 6zellikle kirmizi sogan, kirmizi {iziim,
domates, brokoli ve diger yesil sebzeler, ¢ilek tiirleri, meyve kabuklari, vb. bitkilerde bol
miktarda bulunmaktadir [9-18]. Serbest radikalleri yakalama ozelliginden dolay1 giiclii bir
antioksidandir. Bu 0zelligiyle kardiyovaskiiler (kalp ve damarlarla ilgili) hastaliklardan
korudugu bilinmektedir [9]. Kuersetin iltihaplanmay1 direk engelleme o6zelliginden dolay1
onemli bir iltihap 6nleyici aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir. Ornegin kuersetin histamine
ve diger alerjik/iltihaplanmanin hem {iiretimi hem de serbest birakilmasimi yavaslatir [10].
Ayrica, vitamin C gibi sitrat dongiisiine katilarak antioksidan ozellikte gosterir. Anti kanser
ozellikte oldugu ve akut semptomlar i¢in de kullanilmaktadir. LDL kolesterol oksidasyonunu

azaltarak kalp hastaliklarindan koruyucu 6zelligi arastirilmaktadir [8, 19].
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Tablo 2.4. Kamferoliin genel 6zellikleri.

Molekiil formiili
Molekiil agirligi
Faz

Erime noktasi
Kaynama noktas1
Diger ¢oziiciilerde

¢Oziiniirliikleri

Goriiniisti

IUPAC adi

CisH190s

286 g/mol

Kati

276-278 °C

Su: ¢ok az ¢oziiniir

Metanol, etanol, dietileter gibi
organik ¢oziiciilerde iyi ¢oziiniir.
Sar1 renk
3,5,7-trihydroxy-2-(4-Hydroxy
phenyl)-4H-1-benzopyran-4-one

Tablo 2.5. Kuersetinin genel dzellikleri.

Molekiil formiili
Molekiil agirligi
Faz

Erime noktasi
Kaynama noktasi
Yogunlugu

Diger ¢oziiciilerde

¢Oziiniirlikleri

Gorliniisii

TUPAC ad1

Ci5H1007

302 g/mol

Kati

316 °C

1.799 g/em’

Su: ¢ok az ¢oziiniir

Metanol, etanol, dietileter gibi
organik ¢oziiciilerde iyi ¢Oziiniir.
Sar1 renk

2-(3,4- dihydroxyphenyl)- 3,5,7-

trihydroxy- 4H- chromen- 4-one

2.3.3. Miyrisetin

Miyrisetin dogal olarak bulunan flavonoid grubundan olan bir flavonoldiir. Miyrisetinin
genel oOzellikleri Tablo 2.6’ da goriilmektedir. Cogunlukla meyvelerde o6zellikle iiziim ve
kabuksuz meyvelerde (¢ilek tiirleri), sebzelerde, sifali bitkiler ve diger bitkilerde bulunur [13-

16]. Ceviz zengin miyrisetin kaynagidir. Antioksidan 6zellik gosterir. Bitkilerin yapisinda
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yaygin olarak glikozitleri halinde bulunur. Yapilan ¢alismalar prostat kanserinin azalmasi ile
fazla miktarda myrisetin tiikketiminin iligkisinin oldugunu gostermistir. Hiicre i¢i ile ilgili
yapilan arastirmalar sonucunda LDL kolesteroliiniin  diigiiriilebilmesi igin  yiiksek

konsantrasyondaki miyrisetin onerilmistir [8].

Tablo 2.6. Miyrisetinin genel 6zellikleri.

Molekiil formiili C15H1008
Molekil agirlig: 318 g/mol
Faz Kati

Erime noktasi -
Kaynama noktasi -
Su: ¢ok az ¢dziiniir

Diger ¢oziiciilerde o o
Metanol, etanol, dietileter gibi

¢Oziiniirlikleri
organik c¢oziiciilerde iyi ¢Oziiniir.
Goriintigi Sar1 renk
3,5,7-Trihydroxy-2-(3,4,5-
IUPAC adi

trihydroxyphenyl)- 4-chromenone

2.4. Kullamilan Bitkilerin Ozellikleri

Semizotu (Portulaca oleracea L.), isirgan otu (Urtica dioica L.), menengic

(Terebinthina chia L.) ve kusburnu (Rosa canina L.) bitkilerinin genel 6zellikleri:
2.4.1. Semizotu (Portulaca oleracea L.) (Purslane)

Semizotugiller familyasindan; bir yillik otsu bir bitkidir. Govdesi toprak iizerine yatik,
yapraklart sapsiz ve etlidir. Yenilen kisimlan ise, kiigiik, yuvarlak yesil yapraklari ve narin
saplaridir. C vitamini ve demir bakimidan zengindir. Halk dilinde semizotu, parpar, pirpirim,
plrpiiriim, cibile, elmelik, semizebe, sogukluk, tohmegen olarak da bilinir [20, 21].

2.4.2. Isirgan Otu (Urtica dioica L.) (Nettle)
Isirgan otu (Urtica diocia L.), ¢ok yillik ve otsu bir bitkidir, boyu bazen 1 m' yi geger,

yapraklar koyu yesil renkli, sapli, disli kenarli ve yakici tiyliidiir [20]. Cigekler, kiigiik yesil
renklidir. Ug¢ yapraklarin koltuklarindan piiskiil gibi toplu olarak ¢ikar ve demet halinde
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sarkarlar. Isirgan otu, Mayis-Eyliil ayma kadar cicek agabilir. Meyvesi ise kuru ve tek
tohumludur. Duvar kenarlar1 ve harabeliklerde bol olarak gériiniir. iki tiirii vardir, her iki tiiriin
de yapraklar1 2-4 cm uzunlukta, oval veya kalp bigimindedir. Taze iken deri ile temas edince
deride kizarti ve yanma yapar. Dizlagan, cimbar, cizlangag, cizgan, ¢ingar, daladiken, gazga,

geznik, gendigken, dalayan diken ve dikenli 1sirgan isimleriyle de bilinmektedir [20].

2.4.3. Menengi¢ (Terebinthina chia L.) (Terebinth)

Menengi¢ (Pistacia terebinthus L.), sakiz agacigiller (Anacardiaceae) familyasindan
Akdeniz bolgesine 6zgii, yaprak doken bir ¢erfgali tiirlidiir. Tiirkiye' nin Giineydogu Anadolu,
Dogu Anadolu ve Akdeniz bélgelerinde kirsal kesimlerinde yetisen bir agagtir. Boyu 6-9
metreye kadar ulasir [20, 21]. Mart ve nisan aylarinda agan, bir dnceki yila ait siirgiinlerde
gelisen cicekler kirmizimsi erguvan; kiiremsi kii¢iik meyveler ise olgunlagtiginda mavimsi yesil
renktedir. Menengi¢ yorelere gore ¢itlenbik, ¢cedene, ¢itlik, ¢itemik, bittim gibi farkli isimlerle
anilir. Ornegin Elazig ydresinde sakiz agaci ya da ¢edene olarak isimlendirilir. Bitki olarak
fisttk agacina benzerlik gosterir ve antep fistig1 bu agacin asilanmasiyla iretilir [22]. Agacin
meyvesi olan tanelerinden menengi¢ kahvesi veya ¢edene kahvesi olarak bilinen Elazig yoresine
has bir kahve iretilir. Bu kahvenin igerisinde kimyasal madde yoktur ve % 100 dogaldir.
Menengic kahvesinin faydalarma bakarsak [22, 23]: Oksiiriigii keser ve balganu sdktiirerek
nefes agic1 Ozelligi vardir, antiseptik Ozelligi sayesinde iltihabi yaralar1 tedavi eder, gogsii
yumusatir, bdbrek kumlarmin dokiilmesine yardimci olur, mide agrilarin1 dindirir, kalp
yetmezligi riskini azaltir, yagh bir i¢cecek olmasindan dolay1 yiiksek E vitamini ve doymamis
yag asidi diizeyi ile kandaki kolesterolii diisiirmeye ve kalp ve damar sertligini 6nlemeye

yardimct1 olur.

2.4.4. Kusburnu (Rosa canina L.) (Rosa hip)

Kusburnu bitkisi halk arasinda yabani giil, it burnu ve kuskonmaz olarak bilinir. Kus
burnu fazla dallanan, dik ve ¢ali formunda bazen de tirmanicidir. Bitkinin boyu 3-4 m kadar
olabilir. Giiclii biiyliyen govde ve dallar1 dikenli, daginik ve sik yapilidir. Yapraklar, almasikl
ve 5-7 pargaciktan olusmus bilesik yapraklardir. Mayis-temmuz aylarinda yetisir, pembe beyaz
renkli ¢igekleri 3-5 cm ¢apindadir. Meyveler 1.5-3.8 cm biiylikliigiindedir. Oval olan meyveler
temmuz ay1 basinda olgunlasmaya baglar ve portakal rengindedir [20, 21, 24]. Bu meyveler
cekirdeklerinden ayrilip demlenir ve ezilip siizgecten gecirilerek regel yapiminda kullanilirlar

[20].
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2.5. Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon, bir ¢ozelti icerisindeki bilisenlerin yogunluk farkindan faydalanilarak

birbirinden ayrilmasi islemidir.

2.5.1. Sivi-Sivi Ekstraksiyonu

Kaynama noktasi birbirine ¢ok yakin olan, birbiri igerisinde karismayan ve kaynama
noktasinda bozunan sivilarin ayrilmasinda kullanilan bir yontemdir. Bu yontem i¢in ayirma
hunisi kullanilir. Sivi-sivi ekstraksiyonunda ayirma hunisi kullanilarak ve yogunluk farkindan

yararlanarak yani dagilma oranlarmin farkindan ayirma yapilabilen sistemlerdir.

2.5.2. Siirekli Ekstraksiyon

Diger ekstraksiyon yontemleri ile ayrilmasi zor olan maddeleri bu yontemle ayirmak
miimkiindiir. Dagilma oranlarinin kiigiik oldugu durumlarda ¢ok sayida sivi-sivi ekstraksiyonu
uygulamak gerekir. Bu uzun zaman aldig1 ve fazla ¢oziicii gerektirdiginde dolay1 siirekli
ekstraksiyon yontemine bagvurulur. Siirekli ektraksiyon katilardan yapilacak olan ¢ekme islemi
icin de kullanilir. Bunun i¢in en uygun yontem soxhlet cihaziyla yapilacak olan ekstraksiyon
islemidir. Kat1 ornekler siirekli ¢oziicliyle sirkiilasyon halinde etkilestirilerek ¢ekme islemi
yapilir ve bdylece islem istenildigi kadar tekrarlanir (Yani ¢6ziicii siirekli érnekle etkilestirilir).

Boylece istenilen bilesenler daha az ¢oziicii kullanarak ve daha kisa siirede ayrilabilmektedir.
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3. ANALiZ YONTEMLERI

3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografi, birden fazla bilesen igeren bir karigimin bir kolondaki hareketli bir faz
(¢ozilcii) ile sabit bir faz (dolgu maddesi) i¢inden gegirilmesi islemlerini igerir. Bu teknikte
ayrilacak bilesenler sabit ve hareketli fazda farkli dagilma ve tutunma 6zellikleri gosterdiginden
kolonu farkli siirelerde terk ederler. Kolondaki farkli alikonma siirelerinden faydalanilarak
kolon ¢ikisina bilesenlerle orantili sinyal {ireten bir dedektoriin yerlestirilmesiyle hem nitel hem
de nicel analiz yapan bir metod gelistirilmistir. Bu alanda yaygin olarak HPLC sistemleri
kullanilmaktadir. Bir HPLC cihazinin semasi Sekil 3.1-3.2° de goriilmektedir.

Stv1 kromatografisinde kolon verimi dolgu maddesinde kullanilan tanecik boyutunun
kiigiiltiilmesi (normalde 100-250 pm’ den 1-15 pum’ ye ) ile 6nemli derecede artmaktadir.
Ancak tanecik ¢apt 3—10 pm’ ye kadar kiigiik olan dolgu maddeleri 1960’ i yillarin son
donemlerinde kullanilmaya baglanmstir. Tanecik ¢apinin, kolon ¢apinin kiigiildiigii ve yiiksek
basincin uygulandigi sivi kromatografisine yiiksek performansli sivi kromatografisi denir.
Yiiksek performansli sivi kromatografisi giiniimiizde en ¢ok kullanim alan1 bulan kromatografik
metotlardandir [25].

Bunun nedenleri arasinda; duyarliliginin yiiksek olmasi, kantitatif tayinlerde
kullanilabilmesi, ugucu olmayan tiirlerin ve sicaklikla kolayca bozulabilen tiirlerin ayrilmasina
uygun olmasi, sanayi ve benzeri bircok alanda uygulanabilirligi sayilabilir. Ozellikle, yasamin
birinci derece temel tasi olan maddelerden; Amino asitler, Proteinler, Niikleik asitler,
Hidrokarbonlar, Karbonhidratlar, ilaglar ve Antibiyotikler bu metodla tayin edilirler.

Kromatografi ¢ok gelisme gosteren analitik yontemlerdendir. Onlarca yonteme yenileri
eklenmektedir. Her yontemin digerine bazi istiinliikleri vardir. Bu nedenle kromatografik
yontemlerin genel bir karsilastirmasini yapmak zorundadir. Tablo 3.1.” de gaz ve sivi
kromatografi yontemlerinin genel bir karsilastirmasi yapilmistir.

S1v1 kromatografideki biiyiik gelisme her seyden once ¢ok kiigiik tanecik capli dolgu
maddelerinin (sabit faz) hazirlanabilmesi ve bu taneciklerin {izerinden sivi fazin yiiriitiilmesini
saglayacak yiiksek basing pompalarinin teknik olarak yapilabilmesinden kaynaklanmaktadir.
Uygun dedektorlerin de gelistirilmesi, c¢esitli sabit fazlarin kullanilabilir olmasi, sivi
kromatografiyi, ozellikle yiiksek basing sivi kromatografiyi (HPLC), gaz kromatografi ile
yarisabilir hale getirdi. O kadar ki zaman zaman HPLC’ nin daha avantajli oldugu iddia edildi.
Ancak genellikle gaz ve sivi kromatografilerinin birbirlerinin rakibi degil, birbirlerinin

tamamlayicisi oldugu kabul edilmektedir [26].
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Tablo 3.1. Gaz ve Stvi Kromatografilerinin Karsilastiriimasi [26].

Faktor Gaz Kromatografisi Sivi Kromatografisi

Prensip Omnek s1viya dayanikli, Ornek uygun bir sivida
buharlasabilir.

Ornek tiirii Gazlar, sivilar, katilar S1v1 ve katilar, iyonlar

molekiil agirlik<500

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

Sabit faz Sinirli sayida Bagli faz seklinde

En diisiik tayin 10°-10"% g 10%10° g

siniri

Analiz siiresi Dakika Dakikalardan saatlere

Teorik tepki say1si 2 000-100 000 500-10 000

Prepara. amag igin Uygun degil Uygun

Sicaklik progr. Yapilabilir Gii¢ ve yapilamaz

Gradiyent yiirlitme Yapilamaz Yapuilabilir

3.1.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Cihazi

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

Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicli kullanilarak yapilan ayirma izokratik eliisyon olarak
adlandirilir (Sekil 3.4). Genellikle ayirma etkililigi gradient elisyonu ile artirilir. Bunun i¢in
polariteleri birbirinden ¢ok farkli, iki ya da ii¢ ¢oziicii sistemi kullanilir. Eliisyon basladiktan
sonra, belli bir programa goére bazen siirekli olarak, bazen de seri basamaklar halinde,
¢oziiciilerin oran1 degistirilir. Genellikle HPLC cihazlari, ¢oziiciilerin hacimleri oran1 zamanla
dogrusal olarak veya listel olarak degistirilebilecek nitelikte, iki veya daha fazla hazneden aldig1
coziiciileri bir karigtirma odasinda siirekli olarak degisen hizlarda bir araya getiren sistemlerle

donatilmustir.
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Basing kontroli Ornek girigi

Cozicd haznesi !

Kaydedici

Toplama kabh
Sekil 3.1. Bir HPLC cihazi semasi [26].
Basinci ayarh
helyum kaynagy —
Crikig kontrol muslufu — —
T
N Atik
Puls stniimleyici
] Girig
o ~ kontrol Bosal
Coxiicli hazneleri ) \ muslugu ogalum
l Ulleyici Girig l muslugu
filtresi l
(- -
.
Bosgluk giderme
giringasi
Glzilicll orant ayar muslugu
—~— Dedektire —3{31 - —it
Kolon B Geri tepme Filtre
asing . regiilatéri
transduseri
"‘—-—.: I

Enjeksiyon muslugu

Sekil 3.2. Gradient eliisyon uyumlu bir HPLC cihazinin semasi [27].

3.1.2. Pompa Sistemleri

Bir HPLC pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar, 400 atm’ ye kadar basi¢ tiretimi, 0,1—

10 ml/ dk araliginda akis hizlari, % 0.5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolii,

korozyona dayanikli pargalari igermelidir.
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Swvilar ¢ok fazla sikistirilmadigindan dolayr HPLC pompalar1 tarafindan {iretilen basing
bir patlama tehlikesi olugturmaz. Boylece sistemin pargalarindan herhangi birinde meydana
gelecek bir catlak, sadece ¢oziiciiniin digar1 sizmasina neden olur. Ancak sizintilar bir yangin

tehlikesi olusturabilir.

a. Pistonlu Pompalar: HPLC sistemlerinin %90’ inda pistonlu pompalar kullanilmigtir.
Pistonlu pompalar, genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketiyle ¢6ziiciiniin
pompalandig1 kiigiik bir silindirden meydana gelmistir (Sekil 3.3). Sirasiyla acilip kapanan iki
tane kiiresel kontrol muslugu, ¢6ziiciiniin silindir igine giris ve ¢ikis akisini kontrol eder. Piston

¢Oziicii ile dogrudan temas etmektedir.

Kolon

E Puls_—i

sénilimleyici |

—_—

Motor

Kiiresel
kontrol
muslugu

Gidis-gelis

~—— Coziicii

Sekil 3.3. HPLC igin bir pistonlu pompa [27].

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

b. Siirgiili Pompalar: Siirgiilii pompalar, bir kademeli motordan gii¢ alan vidali
giidim mekanizmasi ile kontrol edilen sizdirmasiz bir siirgiisii olan, siringa benzeri silindirik bir
kaptan olusur. Siirgiilii pompalarda ¢ikis akimi pulssuzdur. Dezavantajlari ise sinirlt ¢oziicii
kapasitesi (~ 250 ml) ve ¢oziicli degistirilmesi gerektiginde karsilasilan giigliiklerdir.

c. Pnomatik Pompalar: En basit pnomatik pompalarda sivi, hareketli, sikistirtlmis bir
gaz ile basinglandirilabilen bir kap igine yerlestirilmis, bir kap igine konur. Pndmatik

pompalarda ¢ikis basinci diigiiktiir ve akig hizi ¢oziicii viskozitesine ve kolon geri basincina
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baghdir. Ayrica pnomatik pompalar, gradiyent eliisyona uygun degildir ve basinglar1 genellikle

135 atm’ den daha diisiiktiir.

3.1.3. Ornek Enjeksiyon Sistemleri

Genellikle sivi kromatografik Ol¢iimlerinin  kesinligini, numunenin kolon dolgu
maddesine taginmasinin tekrarlanabilirligi belirler. Asirt numune yiiklenmis kolonlarda goriilen
bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu yiizden kullanilan hacim oldukc¢a kiiclik olmalidir.

Ayrica, sistemin basinci diisliriilmeden numunenin sisteme girisi saglanmalidir.

3.1.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Kolonlar:

S1v1 kromatografisi kolonlar1 normal olarak diizgiin i¢ ¢apli paslanmaz g¢elik borulardan

yapilir. Fakat bazen de kalin cidarli cam borularda kullanilir.

Analitik Kolonlar (Kolon): Sivi kromatografisi kolonlarinin ¢ogunun boyu 10-30 cm,
i¢ capt 4-10 mm ve kolon dolgu maddesinin biiyiikligi 5-10 um arasindadir. Normalde
kolonlar diizgiindiir ve gerektigi yerlerde kolonlarin birbirine eklenmesiyle kolonun boyu
artirilabilir.

Son yillarda daha kiigiik boyutlarda yiiksek hizli ve yiiksek performansli kolonlar
iiretilmektedir. Bu kolonlarin i¢ ¢ap1 1-4.6 mm, tanecik biiyiikligii 3—5 pm ve boyu 3-7.5 cm
arasindadir. Bu kolonlarda ¢6ziicii sarfiyati minimumdur.

Emniyet Kolonlar1 (On kolon): Analitik kolonun Omriinii artirmak igin analitik
kolondan once kisa kolon yerlestirilir. Bu kolonun gorevi partikiil halindeki maddeleri, ¢6ziicii
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

¢oziicii kaybini en aza indirmektedir.
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Kaydedici sinyali
(birim bagaldir)

]

Zarman, s

Sekil 3.4. 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 [27].

3.1.5. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

S1vi kromatografisinde iki tip kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Bunlar;

1. Film Dolgular

il. Gozenekli Dolgular

i. Film Dolgular: Bunlar, kiiresel, gozeneksiz, ¢aplari 30-40 um olan cam veya polimer
taneciklerden olusur. Bu taneciklerin yiizeyine silis, alumina, polistiren-divinil benzen sentetik
recinesi veya bir iyon degistirici regineden olusan ince gézenekli film kaplanmigtir

ii. Gozenekli dolgular: Caplar1 3-10 pm arasindadir. Partikiiller silis, alumina,

polistiren-divinil benzen sentetik reginesi veya bir iyon degistirici re¢ineden meydana gelmistir.

3.1.6. Dedektorler

Hareketli fazda meydana gelen fiziksel veya kimyasal degisiklikleri izleyerek kalitatif
ve kantitatif analiz yapilmasina imkan saglayan -elektronik araglar dedektor olarak
adlandirilmaktadir. Dedektor ozelliklerini belirlemede kullanilan ¢esitli parametreler vardir.
Bunlarin baglicalart;

» Secicilik,

» Duyarlilik,
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» En kiiciik tayin siniri,

» Dogrusal ¢aligma bolgesi,

» Tekrarlanabilirlik,

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

Bu parametrelerden bazilart:
Secicilik: Bir 6rnek iginde karigim halindeki maddelerden yalnizca benzer 6zelliklere
kars1 duyarlik gostermesi digerlerini algilamamasi demektir. Ornegin; florimetrenin yalnizca

floresan 151ma yapabilen maddelere kars1 duyarli olmasi.

Cevap-"23
Sinyal 5 /_, = Cevap
-~
- o }
x e Dogrusal cahsma
. arahg= C, / C
X - %3x A v
T %03
= Dogrusal cahisma bdlgesi
Gurata [, o8 -
Co Cn

Sekil 3.5. Duyarlilik, en diisiik tayin smir1, dogrusal ¢calisma bolgesi.

sitiyal

- R
T _— £ / | i Fw ?
A T S P S L™ =

'\\;/J

——W 7atnan

Sekil 3.6. Giiriiltii ve en diisiik tayin smirt.

Duyarhk: Madde miktarina karsi dedektoriin verdigi sinyalin ¢izilmesi ile elde edilen
kalibrasyon (¢alisma) egrisinin eg§imi duyarlik olarak tanimlanir. Bir bagka ifadeyle madde
miktarindaki degigsmenin dedektor sinyalinde sebep oldugu degisme demektir (Sekil 3.5).

Tayin Smiri: Kalibrasyon egrisinin en alttaki konsantrasyon degeri ayni zamanda en
tayin siniridir. Ancak bu alt smirin belirlenmesi dedektoriin elektronik giiriiltiisiine baglidir

(Sekil 3.6). Alt sinir, 6rnek sinyalinin giiriiltii sinyaline oraninin en az « 2 veya 3» oldugu
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minimum Ornek derigimidir. Bir analitik yontemle tayin edilebilecek madde miktar1 yalnizca
yontemle degil ayn1 zamanda dedektorlede sinirlidir.

Dogrusal Calisma Boélgesi: Kalibrasyon egrisinin dogrusal bolgesi olarak tanimlanir.
Maddenin miktar ile dedektdriin verdigi elektronik sinyalin dogrusal degismesini ifadesidir. Bu

bdlgenin olabildigince biiylik olmasi istenir ( Sekil 3.5).

3.2. Kiitle Spektrometresi

Kiitle  spektrometresi, organik ve anorganik  molekiillerinin  yapilarinin
aydinlatilmasinda, karigimlarin nicel ve nitel analizinde, kati-sivi-gaz maddelerinin yapilarinin
ve bilesimlerinin aydinlatilmasinda, bir 6rnekteki atomlarin izotoplarinin belirlenmesinde en
cok kullanilan analitik yontemdir. Bir kiitle spektroskopisinde spektrumu alinacak 6rnegin ilk
olarak gaz halinde iyonlarini elde etmek gereklidir. Kiitle spektrumlarinin goriiniisii kullanilan

iyonlastirma yontemlerine 6nemli 6l¢iide baglidir [25].

3.2.1. Molekiiler Kiitle Spektrometride fyon Kaynaklari

Molekiiler kiitle spektrometride iyon kaynaklar iki boliime ayrilir (Tablo 3.2):
1. Gaz faz1 iyon kaynaklar1

2. Dispersiyon kaynaklar

» Gaz fazi kaynaklarinda 6rnek 6nce buharlastirilir sonra iyonlagtirilir.

» Gaz fazi kaynaklar1 kaynama noktalar1 500 °C” den kii¢iik olan termal olarak
kararli maddelere uygulanir.

» Desorpsiyon yonteminde ise kati1 ve s1vi haldeki madde dogrudan gaz iyonu
haline doniistiiriiliir.

» Desorpsiyon kaynakli kiitle spektrometreleri ugucu olmayan ve termal olarak

kararsiz maddelere uygulanabilir.
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Tablo 3.2. Molekiiler kiitle spektroskopide kullanilan iyon kaynaklari [27].

Temel Tip Ad1 ve Kisaltilmast Iyonlastirici
Elektron impakt (EI)* Enerjik elektronlar
Gaz fazi Kimyasal iyonlagtirmali (CI) Reaktif gaz iyonlari
Alan iyonlagtirma Yiiksek potansiyelli elektrot
Alan desorpsiyonu (FD) Yiiksek-potansiyelli elektrot
Elektrospre iyonlagtirma
Y Y Yiiksek elektrik alanm
(ESI)
Matriks yardimli
desorpsiyon/iyonlastirma Lazer demeti
(MALDI)
Desorpsiyon - 5 - -
Plazma desorpsiyonu (PD) Cf’nin fisyon {iriinleri
Hizli atom bombardimani B )
Enerjik atom demeti
(FAB)
Ikincil iyon kiitle spektrometri o .
Enerjik iyon demeti
(SIMS)
Termospray iyonlastirma (TS) | Yiiksek sicaklik

3.2.1.1. Gaz Faz1 iyon Kaynaklan

3.2.1.1.1. Elektron impakt Kaynag

Bu yontemde, ornek yeterince buharlasabilecek bir sicakliga getirilir ve enerjik
elektronlarla bombardiman edilerek iyonlastirilir. Sekil 3.7° de bir elektron impakt kaynaginin
yapist goriilmektedir. Elektron impakt kaynagindaki bazi tipik reaksiyonlar Tablo 3.3 te
goriilmektedir.

Bu yontemde;

» Bazi molekiillerde pargalanma yiiziinden molekiiler iyon olugmayabilir. Bu yiizden
de analitin taninmasi i¢in birinci derecede 6nemli olan mol kiitlesi tespit edilemez.

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

» Elektron impakt kaynaklar yiiksek iyon akim iiretmek i¢in uygundur ve bu nedenle

duyarliklar iyidir.
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» Bu yontemde pargalanmalar ¢ok sayida olur ve ¢ok sayida pik goriiliir, bu durum

analiz edilen maddenin siipheli kisimlarinin tanimlanmasinda yardimet olur.

o = —— —— —

-~ — -
/ B P .
/ Isstici @ _ Elektron slit =~ / \
! ) /Birincih:zl.siil Ccinci huzh.
Molckiil -~ Gaz o Odaklama siiti slit \
girigl \ demets '|
3
CER PP (P e

\ lticiler” I

/
\ lyonlagtrma bislgesi hmn hulnndmna /
\ Elektron bilgesy /
demeti Anat \ /f‘
N .

i ——— T — — ——— —— T — . S . — — —. S—

Sekil 3.7. Elektron-impakt kaynaginin yapisi [27].

Elektron impakt kaynaklarinin kullaniminin dezavantaji, 6rnegin buharlastirilmasidir.
Baz1 o6rneklerde iyonlagmadan Once termal bozulma olayr goézlenir. Bazi durumlarda ise
piklerden bazilar1 molekiiler iyon pikinden daha biiyiik olur. Bu pikler, ayn1 kimyasal formiile
sahip olmasina karsilik farkli izotop bilesimlerinden dolay1 ortaya ¢ikar. Ayrica iyon/molekiil
carpismalart molekiiler iyonun kiitlesinden daha biiylik kiitlede piklerin meydana gelmesine
sebep olabilir. Iyon kaynaklar1 sert kaynaklar ve yumusak kaynaklar olarak siniflanir. Sert
kaynaklar yeterli enerjiyi analit molekdillerine aktaran ve molekiilleri yiiksek enerjili uyarilmig
hallere ¢ikaran kaynaklardir. Bu molekiillerin durulmasi1 baglarin kopmasi seklinde olur ve
kiitle/yiik orant molekiiler iyonunkinden daha kiiciik iyonlar ortaya ¢ikar. Yumusak kaynaklar
analitin daha az pargalanmasina sebep olur. Bunun sonucunda elde edilen kiitle spektrumlarinda
molekiiler pik ¢ogu zaman goriiliir ve bunun yaninda birkag¢ baska pik bulunur. Sekil 3.8” de
goriilen spektrum, kiitle spektrumlariin genel sunulus tarzini gostermektedir. Sert ve yumusak
iyon kaynaklarinin her ikiside analizlerde kullanilir. Sert kaynaklarla elde edilmis bir
spektrumda gozlenen ¢ok sayida pik fonksiyonlu gruplarin tiplerini belirlemede ve analitlerle
ilgili yapisal bilgi, dolayisiyla yap1 aydinlatmada kullanilir. Yumusak kaynaklarla alinan
spektrumlar ise analiz edilen molekiil veya molekiillerin dogru olarak tayin edilmesinde

yararlidir.
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Sekil 3.8. Dekanol'iin (a) sert bir kaynakla ve (b) yumusak bir kaynakla alinmus kiitle

spektrumlart [27].

3.2.1.1.2 Elektrosprey Iyonlastirma

Elektrosprey iyonlastirma atmosfer basincinda ve oda sicakliginda gergeklesir. Ornek

cozelti, igne seklindeki bir kapiler ile bir dakikada birka¢ mikrolitre pompalanir. Igneye

etrafindaki elektrottan birkag¢ kilovolt potansiyel uygulanir. Olusan c¢ok kiiciik elektrik yiiklii

damlaciklar, daha sonra bir ¢oziicii giderme kapilerinden gecer. Burada ¢oziicli buharlagir

(elektrik yiikleri 6rnek molekiillerine tutturulur). Iyonlar gaz fazina desorbe olur.
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Tablo 3.3. Bir elektron impakt kaynagindaki baz1 tipik reaksiyonlar [27].

hefolekiller iron olugurmu

Pamalanrma ABCD + 8" —wABCD "+ 227
ABCD™* —= A* + BCD:

L+ 4 +BCO—=BCY 4D
—+ 8 A
—+ CD' + AE" —
A+ g
— 04 CF

—» 4B +CD'—

L G+ OF

BC + AD
Pargalanradan sonrayeniden di zenlenme AECD'J'_,. ADBC '+{

aD +BC

Pamalanradan sonra gamisma ABCD™* +ABCD —s{ABCOi—»BCO+ABCDAY

3.2.2. Kiitle Ayiricilari

Kiitle spektrometresinde iyonlagsma bolgesinde elde edilen iyonlar, elektrikle yiikli
plakalara dogru cekilerek hizlandirilir ve kiitle ayiricisina gonderilir. Kiitle ayiricisinda
kiitle/yiik (m/z) oranlarmma gore hizlica ayrilir. Iyonlarin ¢ogu tek yiikli oldugundan, oran

basit¢e iyonun kiitlesine esittir. Cesitli tipte kiitle spektrometreler kullanilmaktadir.

Kullanilan kiitle ayiricilart;
1. Manyetik

2. Elektrostatik

3. Ucus zamanl

4. Dort kutuplu ve

5. Iyon siklotron rezonansl olmak iizere 5 tiirliidiir.

En c¢ok kullanilan kiitle ayiricisti manyetik ayiricidir. Vakum altinda tutulan
spektrometrenin iginde ayiriciya giren pozitif yiikli hizlandirilmig iyonlar kiitleleri ne olursa
olsun yaklagik ayn1 kinetik enerjiye sahiptirler. Manyetik alan igerisine giren bu iyonlar bu alan
i¢inde dogrusal olan yollarindan saptirilir ve dairesel bir yol izlemeye baslarlar. Iyonlarm
izledikleri bu yola ait dairenin yaricap: r, iyonun kiitle/yiik oranina, (m/e), baghdir. iyonlarm
m/e oraniyla manyetik alan siddeti (B) ve iyonun manyetik alana géndermeden dnce uygulanan

hizlandirici elektriksel potansiyel degeri (E) arasinda,
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m_5 ., 3.1

gibi bir bagmti (3.1) vardir. Spektrometrenin dedektdriine ulasan dairesel yolun yarigapi
degistirilmediginden, bu yolu izleyerek dedektore farkli (m/e) degerine sahip iyonlarin ulagmasi,
sabit bir manyetik alan siddetinde, hizlandirict gerilim degerini (E), degistirmekle saglanir. Ayni
amaca, sabit bir E degerini kullanip; B degerini degistirerek de ulasilir. Tek odaklamali olan
spektrometrelerde boylece ¢esitli (m/e) degerlerine sahip iyonlar kaydedilerek ornegin
spektrumlari elde edilir ve
[ - 2V_E 3.2
3.2 esitligi ile belirlenir. Cift odaklamali bu tiir spektrometrede, istenilen kinetik enerjili iyonlar
manyetik ayiriciya gonderilir ve kiitle spektrumunda pikler boylece daha biiyiik bir ayiricilikla
elde edilmis olur. Daha basit bir kiitle ayiricist ugus zamanli ayiricidir. Kinetik enerjileri esit
iyonlar, farkli kiitlelerde iseler, farkli hizlara sahiptirler. Farkli hiz ve esit kinetik enerjili vakum
altinda tutulan bir ugus tiipliniin diger tarafinda bulunan dedektore farkli zamanlarda ulasirlar.
Ucgus zamani degerleri olgiilerek farkli (m/e) degerlerine sahip olan iyonlar kaydedilir. iyonlarin
(m/e) degerleri ile ugus zamanlar arasindaki iligki
m_ 2E .12

e d

3.3 esitligi ile verilir. Burada E, iyonlari hizlandiran gerilim degeri, d ise ugus tiipiiniin
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uzunlugudur.

Dort kutuplu ayiric1 hizlandiricidan g¢ikarak bu ayiriciya gelen iyonlar, bu dort silindirin
ortasindaki bogluktan karsidaki dedektore dogru karmasik bir yol izleyerek ilerlemeye ¢alisirlar.
Bu ayiricinin kullanilmasi ile ekonomik ve hizli bir bigimde 6l¢iim yapilir (Sekil 3.9).

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

Bir kiitle ayiricisinin ayiriciligi, R,

R=— 34
Am

3.4 esitligindeki formiil ile hesaplanir.
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Ayiriciligr 3000 olan bir ayricet, kiitlesi 3000 ile 3001 olan iki iyonu pik yiiksekliklerinin
en ¢ok yiizde 10’ u kadar bir¢ok ¢akisma ile birbirinden ayiriyor demektir.

Tek odaklamali manyetik ayiricis1i olan aletlerle 2000-5000 degerleri arasinda bir
ayiricilik elde edilir. Ayricilik, ¢ift odaklamali, yani elektrostatik ve manyetik ayricilar1 ardarda
kullanan spektrometreler ile 20000-50000 degerlerine yiikseltilebilir. Ugus zamanli kiitle
ayiricist ile elde edilen ayricilik degeri 500, dort kutuplu ayirici ile elde edilebilen ise 1500
civarindadir. Bir¢cok organik molekiiliin tanimlanabilmesi i¢in 500-1500 arasindaki ayiricilik
yeterlidir. Iyon siklotron rezonans ayricisi ile 6zellikle pulslu uygulamalarda elde edilen
ayiricilik degeri ise ¢ok biiyiik olup, 100000-1000000 degerine ulusabilir.

Hem molekiiler hem de atomik kiitle spektrometrelerinde iyonlar1 algilamak {izere
kullanilan dedektorlerin en basiti “faraday kabidir”. Bu dedektorlerde 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 iyi bir dedektor tiirii “elektron ¢ogalticisi” adini alir. Bu diizenekte detektore
carpan pozitif yiiklii iyonlar yilizeyden birkag elektron firlatilir ve bu elektronlar anotta tutularak
elektrik akimina dontistiiriiliirler. “sintilasyon sayicisi” adini alan bir bagka dedektorde ise
iyonlar liiminesans 6zelligine sahip bir ekrana ¢arpar ve foton yayilmasina neden olurlar.

Oldukea sik kullanilan ve iyonlar1 6teki dedektorlerdeki gibi teker teker degil, iyonlarin
timiinii birden algilayan bir bagka dedektor tiirii de “fotograf plakasi” dir. Plakaya g¢arpan
iyonlar kararmaya neden olur. Fotograf plakalar1 ile uzun poz siireleri kullanilarak duyarlilik
arttirilabilir ancak, plakalarin banyo edilmesi zaman alic1 bir iglemdir. Fotograf plakalar1 daha
cok nitel analizde kullanilir, ¢iinkii bu plaklarda olusan kararma miktarini nicel anlamda 6lgmek
her zaman hata getiren bir islemdir.

Iyon siklotron rezonans uyaricist adini alan ve dikddrtgen prizmasi seklindeki bir baska
tiir ayiricida, iyonlarin hizlandiricidan g¢ikarak ilerledikleri yola dik yonde bir manyetik alan ile
hem iyonlari ilerleme yoniine hem de manyetik alana dik yonde bir alternatif elektriksel alan
birlikte uygulanir. Iyonlar bu ayiricinin iginde dénerek ilerlerler ve iyonlarin bu kabin

¢eperlerine ¢arpmasi kaba ayrica sabit bir gerilim uygulanarak 6nlenir.
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Sekil 3.9. Dort kutuplu bir kiitle ayiricisi.

3.2.3. Kiitle Spektrumlarinin Karsilastirilmas ile Bilesigin Tespit Edilmesi

Kiitle spektrumlarinda parcalanma seklinden maddenin yapist hakkinda bilgi elde
edebiliriz. Saf maddelerin parcalanma sekli lizerine yapilan sistematik ¢aligmalar, pargalanma
mekanizmalar {izerine mantiksal degerlendirmeler, spektrum yorumlanmasina yarayan bir dizi
genel kuralin ortaya ¢ikmasima neden olmustur. Bir spektrumda tiim piklerin sayilmasi her
zaman mimkiin olmamaktadir, hatta bu istenen bir durum da degildir. Bunun yerine
parcalanmanin karakteristik sekilleri aramir. Ornegin, Sekil 3.10° daki spektrum, kiitle
farkliliklart 14 olan pik topluluklari seklinde tanimlanabilir. Bu ¢esit bir dizilim, diiz zincirli
alkanlar i¢in ¢ok tipiktir. Diiz zincirli alkanlarda birbirine yakin karbon-karbon baglarmin
kopmasiyla, kiitlesi 14 birim olan CH, gruplarimin yapidan ayrilmasi sonucu bu spektrumlar
ortaya cikar. Genel olarak en kararli hidrokarbon parcalar ii¢ veya dort karbonlu pargalardir,

bunlara karsilik gelen pikler en biiyiik piklerdir.
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Sekil 3.10. n-Heptanal'in elektron impakt spektrumu. Pikler Cq, Cs, .. .Ci'e kadar, CH,

eksilmeleriyle meydana gelen iyonlarin pikleridir [27].

Alkanlardaki par¢alanma sonucu CH, gruplar1 ¢iktigindan dolay1 pik gruplari arasinda
14 kiitle birimlik fark ¢ok karakteristik olarak sekildeki 6rnekte de goriilmektedir.

Alkenlerde 6zellikle poliolefinik bilesiklerin molekiiler piki belirgin olarak goriiliir.
Halkali olmayan alkenlerde spektrum ¢oziiliirken ¢ift bagin yerini saptamak zordur. Ciinkil
parcalanma sirasinda ¢ift bagin yeri siirekli olarak molekiill i¢inde yer degistirir. Halkasiz
alkenlerde pargalanan gruplar arasinda aklanlardaki gibi 14 kiitle birimlik (CH,) fark goriiliir.

Arenlerde (aromatik halkalilar), aromatik halka molekiiler iyonun kararliligim
artirdigindan spektrumda miktar1 yiiksek 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 cok tropilyum iyonundan ileri gelir (C;H;"). Bu yap1 kararli oldugu
icin 91°deki pik c¢ok siddetlidir. m/e 65°de goriilen 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 (C¢Hs"), 78 (C¢Hg") ve 79 (CeH;") goriiliir.

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 yik,
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,H;,.;0; 'ninkidir.

Aromatik esterlerde en fazla iyon (temel pik) OR ve COOR gruplarmin ayrilmasi

sonucu olur. Metil esterlerinde bu pikler M-31 ve M-59° da bulunur. Aromatik asitlerin metil
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esterleri oldukca biiyiik molekiiler iyon verir. Ayni1 kosullar altinda analizi yapilan bilesikler
daima ayni sekilde pargalanir. Ornegin, genel olarak en kararli hidrokarbon pargalari 3 veya 4
karbonlu parcalardr.

Bunlara karsi gelen pikler en siddetli piklerdir. Alkollerin ise genelde molekiiler iyon
pikleri ¢ok zayiftir veya hi¢ gdzlenmez. Ancak alkoller gogunlukla su kaybettiklerinde (M—18)"
’de siddetli bir pik verirler. Primer alkollerde oksijenin yanindaki C-C baginin 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 karsilagtirilmasi ile madde taninabilir.
Fark1 bilesiklerin ayn1 spektrumu verme olasilig1, spektral pik sayisi arttikga belirgin sekilde
azalir.

Kiitle spektrum piklerinin yiiksekligi ise; elektron 1sininin enerjisi, 6rnegin 1gma gore
yeri, 6rnegin basinci ve sicakligi, kiitle spektrometrenin genel sekli gibi degiskenlere baglidir.
Genellikle kaynama noktasi yliksek, sicakliga dayaniksiz maddelerin ayiriminda kullanilan sivi
kromatografda da kiitle spektorometresinin dedektor olarak kullanilmasi ayri bir 6nem tagir.

S1v1 kromatografi kolonundan gelen sivinin kiitle spektrometresine aktarilmasi saglayan

ara faz sistemi agagidaki sistemler kullanilmaktadir:

» Dogrudan s1vi enjeksiyonu

» Siirekli akiglt hizli atom bombardimani sistemi (FAB)

» Hareketli bant sistemi

» Termosprey

» Elektrospray

» Atmosferik basingta kimyasal iyonlastirma sistemi (APCI)

kolon smvist
valoum engeli siics
ivonlastmicrya buharlastmics l v H
| =

{7
[ ==
- Cwes W14 [ 7 .

Temizleme 1sthicist bant

Sekil 3.11. LC/MS hareketli bant ara faz sistemi [26].
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Tablo 3.4’ te bazi LC/MS ara faz sistemlerinin (Sekil 3.11) karekteristikleri
gosterilmistir. Tabloda sistemler aras1 6nemli farklar goriilmektedir. Akis hizi, iyonlastirict tiirii,
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 noktas: 170 °C olan maddelere uygulanabilmektedir. Ayrica

hareketli faz sistemi kompleks bir teknik sisteme sahiptir ve kullanilmasi zordur.

Tablo 3.4. Bazi1 LC/MS Ara Faz Sistemlerinin Karekteristikleri [26].

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

Iyonlastirier | 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 ¢ok kullanilan ara faz sistemi termospreydir. Ancak her madde i¢in uygun degildir.
Kimyasal iyonlastirict (CI) kullanildig1 i¢in fragmantasyon az olur ve madde yapisi hakkinda
yeterli bilgi saglanamaz. Sonug olarak sunu sOyleyebiliriz: heniiz sorunlari ¢6ziilmiis bir LC/MS

baglantist yapilabilmis degildir.

3.2.4. Molekiiler Kiitle Spektrometrinin Uygulamalari

Molekiiler kiitle spektrometrinin uygulamalar1 ¢ok genis ve kapsamlidir. Tablo 3.5’ te,

kiitle spektrometrinin bu genis kullanim alanina fikir vermek {izere, bu uygulamalardan bazilar1

listelenmistir. uygulamalardan en ¢ok rastlananlardan baz1 6nemli olanlar1 verilmistir.
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Tablo 3.5. Molekiiler Kiitle Spektrometrinin Uygulamalar1 [26].

1. Organik ve biyokimyasal molekiillerin yapilarinin aydinlatilmast.

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

4. Polipeptit ve protein numunelerinde amino asit diziliginin tayini.

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

(o)}

. Zararl ilaglarin ve bu zararl ilaclarin 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 kaynaklarinda ugucu organik maddelerin izlenmesi.

3.3. Literatiirde Flavonoidler ile Ilgili Yapilan Bazi Calismalar

Souza ve arkadaglar1 Brezilya’ da halk arasinda 6nemli miktarda kullanilan Maytenus
ilicifolianin  yapraklarindaki taninler ve flavonoidlerin (epiafzelechin, epicatechin ve
epigallocatechin) karigimlarinin analizini RP-C18 (ters fazli C18 kolonu) kolonunu kullanarak
HPLC/ESI- MS ve NMR cihaziyla yapmiglardir [1].

Bonaccorsi ve arkadaglart Allium (sogangiller familyasi) tiirlerindeki (dort gesit kuru
sogan, 2 cesit yesil sogan ve sarimsak) flavonol glikosidlerini (kuersetin 3, 4 o-glukosit ve
kuersetin 40-glukosit) HPLC-DAD-ESI-MS-MS ile karsilagtirmali olarak caligmislardir.
Sogan tiirlerinden beyaz soganda flavonol igerigini 7.0 mg/kg diger tiirde ise 600-700 mg/kg
gibi farkli degerler bulmuslardir. Ayrica drneklerin 1.0 g/kg’ inda kuersetin 3, 4 o-glukosit ve
kuersetin 40-glukosit oranlarini da 10:1 olarak bulmuslardir [9].

Volpi ve arkadaglar1 HPLC-elektrosprey kiitle spektroskopisini kullanarak  Cin,
Azerbaycan, Etiyopya ve Kenya’ dan toplanan propolislerin etil alkollii ekstraktlarinda
kamferol, apigenin, krizin, asasetin ve pinocembrin gibi flavonoidlerin analizini yapmislardir
[11].

Rafael ve arkadaglari marul gibi yesil salatalarda polifenollerden fenolik asitler,

antosiyanidinler, flavonol ve flavonlarin, antioksidan 6zelliklerini 250x4 mm C 18 kolonu
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kullanilarak HPLC-DAD-MS/MS ESI cihazi ile karakterize edip, bunlardaki C vitaminini tayin
etmislerdir [12].

Héakkinen ve arkadaslari 19 gesit cilek tiirlinde HPLC ile ODS-Hypersil 100x4 mm 3.5
mm ¢apinda ve RP-18 10x4 mm 5 mm c¢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 yapmiglardir [13].

Hikkinen ve arkadaglar sectikleri HPLC-ESI-MS (125x3 mm capindaki LiChroCART
kolonu ve 4x4 mm ¢apindaki LiChroCART kolonu) ve diode array UV dedektoriinii kullanarak
cilek tiirlerindeki flavonol aglikonlar1 ve flavonol glikozidlerini tanimlamiglardir [14].

Hékkinen ve arkadaglar1 sectikleri ¢ilek ve vaccinium (kendiliginden yetisen ve kiiltiir
bitkileri) tilirlerindeki flavonoller (kuersetin, miyrisetin and kamferol) ve fenolik asitlerin
(ellagik, p-kumarik, kafeik and ferulik asit) iceriklerini HPLC —DAD (diyot-array) -UV ile
analiz etmislerdir [15].

Sultana ve arkadaslar1 sectikleri 22 Ornekte (5 meyve suyu, 9 sebze ve 8 tibbi bitki)
flavonol (kamferol, kuersetin, miyrisetin) konsantrasyonlarini ters faz yiiksek performansl sivi
kromatografisi-ultraviyole (HPLC-UV) ile tayin etmislerdir [16].

Zhanga ve arkadaslar1 Adinandra nitidanin yapraklarindaki flavonoidlerin (kuersetin,
O-rhamnose, apigenin, rhoifolin, kamellianin A, kamellianin B) kalitatif ve kantitatif
analizlerini Hypersil C18 kolonunu kullanarak 45 dakikada yiiksek performansh sivi
kromatografisi-UV  dedektor-elektrosprey iyonlagtirma tandem kiitle spektroskopisiyle
yapmuslardir [17].

Ulla ve arkadaglar1 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 yapmuslardir [18].

Karakaya ve El UV dedektorli HPLC (HPLC-UV) kullanarak 1sirgan otu, kusburnu,
adagay1, ithlamur ¢igegi, siyah ¢ay, mor havug¢ suyu, liziim melasi, bal ve tarhanada kuersetin,
luteolin, apigenin ve kamferol icerigini tayin etmisler. Siyah cay, thlamur ¢igegi, adagayi,
kusburnu, mor havug¢ suyu ve {iziim melasinda kuersetin igerikleri sirastyla 34.8, 21.7, 27.2,
16.7, 83.7 ve 1692 pug/lt olarak bulmuslar. Tarhana ve 1sirgan otunda kuersetin igerigi sirasiyla
5.92 ve 0.87 mg/100 gr olarak bulmuslar. Kamferol igerigi olarak da siyah c¢ay ve thlamur
cigeginde 110 ve 113 ng//lt, ayrica balda 2.42 mg/100 gr olarak bulmuslar [4].

Vukics ve arkadaglar1 Viola tricolor L.’ de ki flavonoid glikozitlerinin sivi
kromatografisi-¢ift kiitle spektrometresi ile analizini yapmislar. Viola tricolor’ un metanollii

ekstraktlarinda flavonol o-glikosit, 9 flavon-C, glikosit ve 3-flavon c,o-glikositi karakterize
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etmisler. Ayrica alti aglikonun, apigenin, chrysoeriol, isorhamnetin, kamferol, luteolin ve
kuersetini bulmuslar [29].

Riberio ve arkadaslar1 Brezilya mango tiirlerinin fenolik bilesiklerinin igerigini ve
antioksidan kapasitelerini LC-ESI-MS cihaziyla analiz etmisler [30].

Lacopini ve arkadaslari kirmizi iiziimde katesin, epikatesin, kuersetin, rutin ve
resveratrol igerigini HPLC-UV ile analiz edip, bunlarm hiicre igerisindeki (in vitro) antioksidan
aktivitelerini ve etkilesimlerini incelemisgler [31].

Ozyiirek ve arkadaslari modifiye edilmis CUPRAC yéntemiyle fenolikler ve
flavonoidlerin ksantin oksidazin inhibasyon aktivitesini UV-goriiniir bdlge cihaziyla 6lgmiisler
[32].

Michalkiewicz ve arkadaslar1 HPLC cihaziyla, kati 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 ¢aligmiglar. Fenolik bilesikler i¢in % verimi
40-101 arasinda bulmuslar. Ihlamur bal1 i¢in rutin, kuersetin ve kamferol igerigini sirasiyla 5.0,
2.3 ve 1.7 mg/kg olarak, cali balinda ise yine sirasiyla 1.6, 0.4 ve 0.3 olarak tayin etmisler [33].

Meot-Duros ve Magne Crithmum maritimum L. bitkisinin yapraklarindaki fenolik
icerigini (klorojenik asit) ve antioksidan 6zelligini HPLC cihaziyla arastirmiglar [34].

Riihinen ve arkadaglari Vaccinium myrtillus (yaban mersini) ve Vaccinium corymbosum
x V. angustifolium’ da ki ¢igek, 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 gigeklerinde kuersetin 1553 pg/gr, kamferol 198 pg/gr, meyvenin kabugunda
miyrisetin 31 pg/gr, kuersetin 531 png/gr, meyvenin etli kisminda ve kdk gévdesinde {i¢ flavonol
de tayin sinirinin altinda, yesil yapraklarda kuersetin ve kamferol sirasiyla 1784 ve 191 pg/gr,
kirmiz1 yapraklarinda yine sirasiyla 3530 ve505 pg/gr olarak tespit etmisler. Yaban mersininde
ise ¢igeklerinde kuersetin 130 ug/gr, meyvenin kabugunda miyrisetin ve kuersetin 47 ve 159
pg/gr, meyvenin etli kisimlarinda miyrisetin ve kuersetin 3 ve 12 pg/gr, yesil yapraklarinda
kuersetin ve kamferol 3369 ve 171 ug/gr, kirmizi yapraklarinda ise kuersetin ve kamferol 10369
ve 244 pg/gr olarak tayin etmisler [35].

Novak ve arkadaglar1 elektrokimyasal dedektor ile ters-faz yiiksek performansli sivi
kromatografisiyle Portekiz kirmizi {izim kabuklarinin dort c¢esidinden flavonoidlerin
ultratitresimle (ultrasound) asidik metanolle ekstrakte ederek izokratik ve gradient elusyon
teknigini kullanmiglar. Kirmizi {iziim ekstraktlari i¢in mobil fazin akis hizin1 1 ml/dk, pH’ 11
2.20° ye, kolon sicakligin1 40 °C’ ye, enjeksiyon hacmini 50 pl’ ye optimize edip enjekte

etmisler. Mobil faz olarak su:metanol:formik asidin farkli oranlarini kullanmislar (solvent
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A=83:16:1, solvent B=68.5:30:1.5). izokratik eliisyonda %100 solvent B, gradient eliisyonda
%100 A ve %100 B’ yi mobil faz olarak kullanmiglar. Rutin, kuersetin ve miyrisetin igin
elektrokimyasal dedektor kullanarak LOD degerleri sirasiyla 62.1, 44.2 ve 57.9 pg/lt, LOQ
degerleri sirastyla 29.1, 21.9 ve 49.8 ng/lt olarak tayin etmisler. Dort farkh iiziim ¢esidinde
flavonol konsantrasyonlar rutin igin 29.11-214.4 pg/gr, miyrisetin i¢in nd-44.38 ng/gr, fesitin
icin nd-3000 pg/gr, kuersetin ve morin i¢in nd (tayin simirinin altinda) oldugunun tespit etmigler
[36].

Arapitsas bamya tohumlar1 ve kabuklarindan HPLC/DAD-MS/MS cihazini kullanarak
polifenolik bilesiklerin tanimlanmasini yapip miktarini belirlemisler. Bamya tohumlarinda
flavonol tiirevlerini 3.4 mg/gr olarak tespit etmisler. Bamyanin kabuklarinda ise kuersetin
tiirevlerini 0.3 mg/gr olarak tayin etmisler. Mobil faz olarak pH 3.2” ye formik asitle ayarlanmis
su (solvent A) ve asetonitril (solvent B) kullanilarak 0.2 ml/dk akis hizinda, 27 °C kolon
sicakliginda, 3 ul enjeksiyon hacminde optimize edilen sartlarda ekstraktlar cihaza enjekte
edilmistir [37].

Figueirinha ve arkadaglart Cymbopogon citratus yapraklarinda biyoaktif polifenollerin
bir kaynag1 olarak onlarin potansiyeli icin HPLC-PDA (fotodiyod-array)-ESI/MS/MS ve bir
yaklagim tarzi ile flavonoidlerin karakterize edilerek, bunlarin radikalik reaksiyonlari 6nlemeleri
yani antioksidan 6zellikleri {izerine arastirma yapmuslar [38].

Simirgiotis ve arkadaslari HPLC-UV dedektor-kiitle spektrometresini kullanarak
papaya bitkisinin suyundan fenolik bilesiklerden rutin (kuersetin glikoziti) ve manghaslini
tamimlamigslar. Spektroskopik ydntemleri kullanarak bunlarin yapilarini karakterize etmisler
[39].

Kahoun ve arkadaslar yiiksek performansh sivi kromatografisi ile kolorimetrik-array ve
UV dedektor kullanarak meads (mayalandirilmig bal ve sudan yapilan alkollii bir i¢ki)’ da ki
fenolik bilesikler ve hidroksimetil furfuralin tayinini yapmiglar. Metodlarim1 hem fenolik
bilesiklerin duyarli olarak ayrilmast hemde elektro-kimyasal dedektor ile maksimum
duyarliligini artirabilmek igin optimize etmisler [40].

Olsen ve arkadaslari1 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 igeren otuz iki fenolik bilesik sebzedeki fenolik bilesiklerin tiimiiniin bir
tanimlamasini iceren eski yaymnlari deneysel olarak teshis etmisler. Farkli ekstraksiyon
kosullarinin etkisini incelemigler. Karalahanadaki toplam flavonol ve hidroksisinnamik asit
icerikleri sirasiyla taze agirlik olarak 646 ve 204 mg/100 gr oldugunu bulmuglar. Yalniz
flavonoidlerin igerigi, (kamferol-3-sinapoyl-diglukosit-7-diglukosit (%18.7) ve kuersetin-3-
sinapoyl-diglukosit-7-diglukosit (%16.5)), 2° den 159 mg/100gr’ a kadar degismekte oldugunu
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tespit etmisler. Asidik hidrolizden sonra iki flavonol aglikonu karalahanada kuersetin ve
kamferol toplam igerigi sirasiyla 44 ve 48 mg/100 gr olarak tayin etmisler [41].

Grzelak ve arkadaslar1 sogukta muhafaza edilen sogandaki kuersetin glikozitleri ve
fruktooligosakkaritlerin igerigini HPLC ile tayin etmisler. 2006-2007 yillarinda soganin iig
cesidinde kuersetin glikosit igerigini sirasiyla 1,381.6+123.1 ve 1,479.4+125.5 mg/100gr
oldugunu kanitlamiglar [42].

Huang ve arkadaglarn HSCCC ile ultrasonik- mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon
yapmay1 kullanarak Anoectochilu roxburghii Lindl i¢inde kuersetinin saflagtirilmasi islemi igin
iki fazli solvent sistemini n-hekzan:etilasetat:metanol:su (4:6:3:3, v/v/v/v) karigimi ile
kullanmuslar. Kuersetinin yapisini 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 [43].

Qian ve arkadaglart HPLC-DAD ve MS ile Japon hanimelisindeki (Flos lonicerae) onii¢
biyoaktif bilesigin (iridoidler, fenolik asitler, flavonoidler) es zamanli kalitatif ve kantitatif
tayinini gradient ellisyon teknigiyle % 0.4’ liik sulu asetik asit ve asetonitril kullanarak 1 ml/dk
akis hizinda 240 nm dalga boyunu da flavonoidler i¢in kullanarak yapmislar. Flavonoid igerigini
rutin igin 0.775-1.120 mg/gr, kuersetin-3-o-glukoz igin ise 0.131-0.331 mg/gr araliginda
bulmuslar [44].

Deng ve arkadaslan HPLC-UV/MS’ in gegerli bir metodunu kullanarak noni
yapraklaridaki flavonol glikozitleri ve aglikonlarinin eszamanh karakterizasyonunu ve miktar
tayinini etanolik ekstraktlar iizerinde 365 nm dalga boyunda ve ESI-MS negatif modunu
kullanarak yapmuslar. Metanol iginde % 0.3 asetik asit ve su iginde %0.3 asetik asit mobil
fazlarin1 kullanip, 1 ml/dk akis hizinda gradient eliisyon kullanarak, &rneklerin her birini 20 pl
enjeksiyon hacminde alip ve 25 °C kolon sicakliginda caligilarak kuersetin, kamferol, rutin,
kuersetin ve kamferol aglikonunun tayinini ¢alismislar. Flavonollerin tayin siirmi 0.012 pg/ml
ve gozlenebilme smirini da 0.165 pg/ml olarak tespit etmisler. Yiizde bagil standart sapma
acisindan orneklerdeki kesinlik sirasiyla % 4.38 ve 3.50° de daha azdir. Yiizde verim agisindan
dogruluk %96.66° dan % 100.03 araligindadir. Noni yapraklarindaki flavonoidlerin igerikleri
kuru agirlikta 1.16 mg/100 gr’ dan 371.6 mg/100 gr’ a kadar degistigini tayin etmigler [45].

Yang ve arkadaglar1 yiiksek performansli sivi  kromatografisi-PAD/ESI-kiitle
spektroskopisi ile ekilen niliifer ta¢ yapraklarindaki antosiyaninler ve flavonollerin es zamanl

analizini yapmuislar [46].
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Barrington ve arkadaslar1 bagirsaklara ait olan CaCo-2/TC7 hiicre kiiltiiriinii kullanarak
HPLC cihaziyla kamferol ve galangin flavonoidlerinin absorpsiyonu, konjugasyonu ve atik
olarak tasinmasini incelemisler [47].

Huang ve arkadaslar1 glineydogu Amerikadaki Afrikali Amerikalilar tarafindan siklikla
tilketilen sebzelerin fenolik bilesik igerigini HPLC-MS cihaziyla incelemisler. Bamya, yesil
hardal, karalahana, patlican, fasulye, yesil patates, semizotu vs. bitkilerde major diizeyde
bulunan isorhamnetin, kuersetin ve kamferol igeriklerini incelemisler. Semizotunda kuersetin
igerigini 1.3 mg/100 g, kamferol i¢erigini 1.1 mg/100 g olarak tayin etmisler [48].

Michodjehoun-Mestres ve arkadaslart Amerikan elmasinin monomerik fenollerini
HPLC-DAD/ESI-MS kullanarak aseton:su (60:40) ile ekstrakte edilen Orneklerin analizini
yapmuslar [49].

Portet ve arkadaslart HPLC-APCI/MS kullanarak Piper hostmannianum var. berbicense
bitkisinde minor flavonoidlerin analizini yapmiglar [50].

HPLC-MS ile bitki ekstraktlarinda yapilan antioksidan ve benzeri yapida polifenollerin
tespitiyle ilgili calismalar tablo 3.6’ da verilmistir.

Tablo 3.6. Literatiirde bitki ekstraklarinda yapilan polifenol tayini ¢caligmalari.

Bitki Tayin edilen polifenol Referans

Dihidro flavonoller, kuersetin tiirevleri ve kamferol

Vitis vinifera L.) tiirevleri 51

Rosmarinik, p-kumarik, ferulik, kaffeik and klorojenik

Melissae herba asit, kuersitrin 52

Petroselinum crispum Apigenin ve apigenin tiirleri 53
Tangeretin, nobiletin, hesperetin, naringenin,

Fructus aurantii hesperidin, naringin 54

Yesil cay Katesin ve epikatesin 55

Antioksidan ozelligi incelenmis ve 3-kaffeoyl kuinik

Portulaca oleracea L.) asit, 5-kaffeoyl kuinik asit polifenollerini tayin etmisler. 56

Paeonia mascula subsp. arietina,
Paeonia kesrouanensis, Paeonia

peregrina Antibakteriyel 6zelliklerini incelemisler. 57

Kuersetin, fisetin, kamferol, Iuteolin, apigenin, chrysin,

Origanum vulgare eriodiktiyol, hesperetin, taksifolin, katesin ve epikatesin 58
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Tablo 3.6’ nin devamu...

Beyaz iiziim tiirleri

Miyrisetin, miyrisetin-3-ramnoz, kamferol, kamferol-3-

glukoz, kamferol-3-rutinoz, kuersetin, kuersetin-3-

ramnoz, kuersetin-3-glukoz ve gallik asit 59
Antioksidan aktivite ve toplam fenolik igerigini
Artemisia vulgaris incelemisler. 60
katesin, epikatesin, gallokatesin, epigallokatesin,
epikatesin galat, epigallokatesin galat, epiafzelesin
Camellia sinensis gallat 61
Andromeda polifolia, Thymus
vulgaris, Filipendula ulmaria,
Calluna vulgaris ve Rubus | Antimikrobiyal etkilerini ve polifenol igeriklerini
chamaemorus incelemigler. 62
Vitis  vinifera  ve  Vitis
rotundifolia Farkli fenolik olusumlari incelemigler. 63
3-Hydroxy-2,2-dimethyl-8-prenylchromane-6- ropenoic
acid, 2,2-dimethyl-8-prenylchromene-6-propenoic acid,
2,2-dimethylchromene-6-propenoic acid, 2,2-
dimethylchromene-6-karboklik asit, artepillin C, 4-
dihydrosinnamoyloks-3-prenylsinnamik asit, 4-
hydroksi-3-prenylsinnamik asit, vanillin, koniferyl
aldehit, isokupresik asit, 15-asetoksisokupresik asit,
agathik asit, agathik asit 15-metil ester, agathalik asit,
kupresik asit, tremetone, viskidon, kuersetin, sinnamik
Propolis asit 64
Flavonlar; acerosin, agecorynin D, desmethylsudachitin,
O. fruticosa, O. natrix subsp. | hymenoxin, nevadensin, pectolinarigenin,
ramosissima ve O. tridentata sideritiflavone, xanthomicrol 65
Heliotropium pycnophyllum, | Apigenin, luteolin, trisetin, galangin, kamferol,
Heliotropium stenophyllum kuersetin, pinosembrin, naringenin, erioditiyol 66
Antioksidan kapasitesini incelemisler, dihidrokalgonlar,
Elma flavan-3-oller, kuersetin 67
Humulus lupulus Miyrisetin, kuersetin, kamferol 68
kuersetagetin 3,6,7-trimethyl ether, kuersetin 3-O-a-L-
rhamnosyl-(1-6)-B-Dgalactoside, kuersetin 3-O-a-L-
rhamnoside, luteolin, kuersetin 3-methyl ether,
Chromolaena squalida ve C. | kuersetin, 6-hydroxyluteolin-7-methyl ether,
hirsuta skutellarein 7-methyl ether, kuersetagetin 3,6-dimethyl 69
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Tablo 3.6’ nin devamu...

ether, luteolin 7,3’-dimethyl ether, kuersetagetin 3,6,3’-

trimethyl ether, 6-methoxyluteolin, luteolin 6,3’-
dimethyl ether, kuersetagetin 3,6,7,3’-tetramethy] ether, 69
6-methoxyluteolin 7,3”,4’-trimethyl ether

Vitis vinifera L. Antosiyaninler ve flavonoller 70

Trametes versicolor L. Kafeik asit, ferulik asit, syringik asit 71

Kirmizi sarap Resveratrol, kuersetin, katesin epikatesin, rutin 72
Benzoik asit tiirevleri, m-kumarik asit, p-kumarik asit,

Vaccinium arctostaphylos L. kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit 73
Astragalin, kuersetin-3-7-dirhamnosid, isokuersitrin,

Tilia rubra ve Tilia argentea rutin, kamferol-3-7-dirhamnosid 74
Apigenin, luteolin, luteolin-7-o-glukosit, kuersetin,

Pistacia terebinthus kuersetin-3-metil eter-7-o-glukosit, 75

16 {izlim tiri Toplam antosiyanin igerigi, toplam fenolik icerigi 76
Forsythoside, verbascoside, samioside, alyssoniside,

Phlomis (Lamiaceae) isoverbascoside, leucoceptosides A-B, martynoside 77
Gallik asit, protokathekuik asit, p-hidroksi benzoik asit,

Sarap, kusburnu, visne suyu, | vanilik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, ferulik asit,

yesil ¢cay, domates o-kumarik asit, trans sinnamik asit 78
Flavonoidlerin anti-oksidan &zelliklerini CUPRAC
yontemiyle incelemisler. 79
Benzoik asit, 2-siklopenten-1,4-dion, 5-
(hidroksimetil)furfural, isobutirik asit, 3-metoksikatesol,

Fagopyrum esculentum Moench | isovalerik asit, vanilin 80

Zizyphus jujuba, Zizyphus spina-

christi Kamferol, kuersetin, ploretin tiirevleri 81
Antioksidan 06zelligi incelenip, rutin, apigenin ve

Teucrium polium L. tiirevleri 82
Katesin, epikatesin, epigallokatesin, gallik asit, elagik

Melicoccus bijugatus asit ve phloridzin 83
Rutin, nikotiflorin, isokuersitrin, 4-hidroksibenzoik asit,

Amaranthus hypochondriacus syringic acid, vanilik asit 84
Protokatekuik, p-hidroksibenzoik, vanilik, kafeik, p-

Ponkan ve Huyou kumarik, ferulik, sinapik ve klorojenik asit, 85
Antioksidan 6zeliklerini incelemisler. gallik asit, kafeik

Rosa damascena, Rosa | asit, kuersetin, kamferol, katesin, epikatesin, kuersitrin,

bourboniana, Rosa brunonii miyrisetin, rutin ve askorbik asit 86

Caco-2 cells Tangeretin, wogonin, khrisin, apigenin, luteolin, 87
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kamferol, kamferid, tamariksetin, kuersetin, miyrisetin,
morin, isokuersetrin, rutin, hesperetin, naringin,

epikatesin

Vaccinium  corymbosum  ve

Vaccinium miyrtillus Toplam fenolik asitler ve toplam antosiyeninler 88

Vanilik, kafeik, sinnamik asit, malvidin, katesin,

Oxalis tuberosa Mol. luteolin, apigenin ve naringenin 89

Klorojenik asit, kuersetin glikosit, rutin, isokuersitrin,
astragalin, kuersetin 3-(6-malonilglukoz), kamferol 3(6-

Morus alba L. malonilglukozit) 90

Liliaceae, celastraceae, fabaceae,

brassicaceae, polygonaceae Rutin, hiperosid, viteksin 91
Kuersetin, kuersetin-4-glukosit, kuersetin-3,4'-

Allium cepa L. diglukosit 92
Rosmarinik asit, ferulik, kafeik, klorojenik, vanilik, p-

Lycopus lucidus hidroksibenzoik, p-kumarik asitler 93

Glycine max (soybean) Isoflavon, genistein, daidzein 94

Brassiaceae Gallik asit, kamferol ve quersetin glikozitleri 95

Eruca vesicaria ve Diplotaxis

tenuifolia Kuersetin tiirevleri 96
Apocynum venetum L. Kuersetin glikozitleri 97
Ginko biloba Kuersetin dihidrat, kamferol, isorhamnetin, rutin 98

Brezilya’ daki yazlik ve kislik

sebzeler Kuersetin, kamferol, apigenin 99
Rheum rhabarbarum L. ve Resveratrol, rutin, kuersetin-3'-0-b-d-glukopiranosit,
Rheum rhaponticum L. katesin 100

3.4. Baz1 Analitik Terimler

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

Mutlak Hata: Olgiimle ilgili belirsizligin sinirlarmnin bir ifadesidir.

Bagil Hata: Mutlak hata biyiikliginiin ilgili Ol¢iimiin  biiyikligi ile

kargilagtirilmasinin ifadesidir.

Mutlak hata = Dogru deger - Olgiim degeri
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Bagil hata = Mutlak hata / Olgiim degeri
Standart Sapma (S): Verilerin ortalama deger etrafinda hangi yakilikta

kiimelendiklerinin Slgiisiidiir.

2 ( X = X oralama ) ?
S = i=1 1 3.5
n -—

Standart sapma ne kadar kiigiik ise veriler ortalama etrafinda o kadar merkezlenmistir.

Gozlenebilme Smmr1 (Limit of Detection) (LOD): Kullandigimiz alet ile
belirleyebildigimiz minimum derisim degeridir. Bu ifade farkli aletlerin performanslarmin
kargilagtirilmasinda kullanilmaktadir. ITUPAC tarafindan gozlenebilme siniriin belirlenmesi
i¢in asagidaki esitlikler verilmistir.

S

%RSD = ( )*100 3.6

ortalama
TS (LoD ) = 2% 3.7
m

m: Cizilen kalibrasyon egrisinin egimi

Tayin smir1 (Limit of Quantification) (LOQ) : Kullandigimiz alet ile
belirleyebildigimiz minimum madde miktar1 degeridir. Bu ifade farkli aletlerin
performanslarmin karsilastirilmasinda kullanilmas: yaninda analiz sonrasinda elde edilen
sonucun dogrulugunu da yansitmaktadir. [UPAC tarafindan tayin sinirinin belirlenmesi igin

asagidaki esitlikler verilmistir.

%RSD = (———)*100 38
Xortalama
™ (LOQ ) = mm > 3.9

m: Cizilen kalibrasyon egrisinin egimi.
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4. MATERYAL METOT

4.1. Kullanilan Cihazlar ve Cam Malzemeler

Caligmada Agilent 1200 HPLC ve 6110 quadropol MS dedektorii birlikte kullanilmigtir.
MS i¢in uygulanan sartlar Tablo 4.1° de verilmistir. Kullanilan diger yardimci malzemeler

sunlardir,

. Ultra saf su cihazi (Millipore, direct-Q)
. Btiiv (Quapac-Ec)

. Elektronik terazi (Gec-Avery)

. Santrifiij (Hettich EBA III)

. Enjeksiyon Filtresi

. Isttilict karistirict

. Tek kullanimlik siringa

. Vial tiip

o 0 N N N AW N -

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

Tablo 4.1. MS parametreleri i¢in uygulanan sartlar.

Kurutucu gaz akis1 (L/dk) 6.0
Nebulizer basinci (psi) 60
Kurutucu gaz sicakligi (°C) 300
Buharlastiric sicakligt (°C) 500

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

4.2. Kullanilan Standart Cozeltiler ve Reaktiflerin Hazirlanmasi

Standart ¢ozeltiler; kullanilan flavonollerin ( kuersetin, kamferol ve miyrisetin) HPLC
saflikta 500 ppm’ lik stok ¢o6zeltileri hazirlandi. Bu bilesenlerin hem stok ¢ozeltileri hem de ara
stok ¢ozeltileri asetonitril (ACN) i¢inde hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden 0.1-100 ppm araliginda

farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler ACN i¢inde hazirlandi.
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Mobil faz: Su/metanol/asetonitril/formik asit karigimi (52:42:5:1) kullanildi. Bu
coziiciiler de HPLC safliktadir [14, 15, 16, 17].

6 M HCI’ in hazirlanmasi: % 37 lik yogunlugu 1.19 gr/ml ekstra pure HCl (Merck
100317) ten 49,74 ml alip 100 ml’ ye tamamlanarak 6 M HCI ¢6zeltisi hazirlandi. 6 M HCI” den
ise 20 ml alinip 100 ml’ ye tamamlanmasiyla 1.2 M HCI ¢bzeltisi hazirlandi [16].

Askorbik asit: HPLC saflikta (Merck) kat1 olarak kullanildi.

4.3. Orneklerin Temini

Elaz1g ve yoresinden toplanmis olan 1sirgan otu, semizotu ve kusburnu 6rnekleri, ayrica
aktardan alinan menengi¢ Ornekleri normal saf suyla yikandiktan sonra oda sicakliginda
kurutuldu. Daha sonra homojenize edilen (6giitiilen) oOrneklere analizden 6nce asagidaki

ektraksiyon yontemleri uygulandi.

4.4. Bitki Orneklerinin Ekstraksiyonu

Homojenize edilmis olan bitki 6rnekleri (semizotu, 1sirgan otu, kusburnu ve menengic:
5 g) 1.2 M HCI’ den 5 ml, 25 ml metanol, 0.9828 gr askorbik asit eklenerek 2 saat 90 °C’ de
diizenli kanstirildi. Sogutulduktan sonra adi siizge¢ kagidiyla ektraktlar siiziildi. Siiziilen
ekstraktlar dolapta analiz igin bekletildi (son hacim 30 ml). Analizden 6nce 0.45 um (menengic
ektraktlar1 0.20 um) enjeksiyon filtresiyle siiziilen ekstraktlar HPLC-MS cihazina enjekte edildi.

Uygulanan eksatraksiyon basamaklar1 Sekil 4.1” de verilmistir.

Omek (5 gr) + 5 ml 1.2 M HCI + 25 ml metanol + 0.9828 gr askorbik asit
!
Karistirma, 90 °C’ de 2 saat
!
Sogutma
!
Siizme ve seyreltme (son hacim 30 ml)
!
Enjeksiyon filtresiyle siizme (0.45 pm veya 0.20 pm’ lik)

S
HPLC-MS ile analiz etme

Sekil 4.1. Ekstraksiyon yonteminin basamaklart.

54



4.5. Flavonollerin Tayininde HPLC-MS’ in Kosullarinin Optimizasyon Calismalari

Bu amagla calisilan her bir bilesik i¢in optimum sartlar ayri ayri belirlendi. Yine bu
caligmalarda bir parametre degistirilirken, diger parametrelerin optimum olarak bulunan

degerleri kullanildu.

4.5.1. Miyrisetin Tayini icin Optimum Kosullarin Tayini

Hazirlanan 25 ppm lik miyrisetin standart ¢ozeltileri kullanilarak optimum sartlar tayin
edildi. Oncelikle cihazin optimum mobil faz akis hiz1 tespit edildi. Bu amagla, 0.2-1.0 ml/dk
akig araliginda yapilan deneysel calismalarda elde edilen kromatogramlarin pik simetrileri ve
alan degerleri karsilastirildi. Elde edilen kromatogramlardan (Sekil 4.2-4.3) 0.7 ml/dk’ lik akis
hizinin optimum oldugu sonucuna varildi. Bu nedenle bundan sonraki biitiin deneysel
caligmalarda miyrisetin i¢in bu akig hiz1 (0.7 ml/dk) kullanildi.

En iyi fragmentor voltajini (pargalayici voltaj) belirlemek icin yapilan ¢alismalarda, 10-
200 V araliginda (diger parametrelerin optimum degerlerinde) yine 25 ppm lik miyrisetin
cozeltileri kullanilarak kromatogramlar alindi. Pik simetrisi ve alan dikkate alindiginda,
miyrisetin i¢in en uygun fragmentoriin 170 V oldugu sonucuna varildi (Sekil 4.4). Sekil 4.5 te
fragmentor’ a karsilik alan grafiginde de goriildiigi gibi 170 V daki alan degerleri ve pik
simetrisi en iyi oldugu i¢in bundan sonraki biitiin deneysel c¢aligmalarda miyrisetin igin bu
fragmentor voltaj1 kullanild.

En iyi enjeksiyon hacmini belirlemek icin yapilan caligmada, 540 pl aralifinda drnek
hacimleri denendi. Enjekte edilen 6rnek hacminin artmasina bagl olarak alan pik simetrisinde
belirgin bir bozulma gdzlendiginden, pik simetrisinin en iyi oldugu 5 pl enjeksiyon hacmi
optimum olarak kabul edildi (Sekil 4.6-4.7).

Uygun kolon sicakliginin tayini i¢in 20-55 °C araliginda aymi derisimdeki miyrisetin
cozeltilerinin kromatogram ve spektrumlart alindi (Sekil 4.8-4.9). Kolon sicakligi artiginin pik
¢ikis siiresini azalttig1 acik¢a goriilmektedir.

Nicel analizde kullanilmak {izere c¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan miyrisetin
¢oOzeltileri i¢in optimum sartlarda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.10-4.13’ te verilmistir. Bu
kromatogramlardan da anlasilacagi gibi standart maddenin konsantrasyonunun artmasi ile
zemindeki giirtiltiilerin bastirildig1 ve piklerin daha sade oldugu goriilmektedir. Sekil 4.14-4.17°
da standartlarin kalibrasyon grafikleri verildi. Bu sekillerden de goriildiigli gibi 0.2-10 ppm
araliginda egimleri birbirine ¢ok yakin kalibrasyon egrileri elde edilirken, 10-100 ppm

araliginda az da olsa farkli egime sahip ama yine dogrusal olan bir kalibrasyon egrisi elde
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edilmistir. Sekil 4.18° de ise miyrisetin standardinin MS spektrumu goriilmektedir. Bu

spektrumdan, miyrisetin molekiiliinden hidrojen iyonlarimin ayrilmasi sézkonusudur.
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Sekil 4.2. HPLC-MS ile miyrisetin tayini i¢in en uygun akig hizinin bulunmasi.
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o s g e
§ bg;\?' 9 Q;g;ﬁ'
1 .,59
&
50000 +
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>

N

40000 -
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30000
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20000
I mldak

10000

a)
PN t
= 14 \ Akis hizt | Alikonma
% 12 ml/dk siiresi, dk
z 10 0.2 15,856
s ° 0.3 10,586
=0
= 0,4 7,877
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o 5 0,5 6,267
a 0,6 5,190
0,7 4,408
0 0.5 1
0,8 3,843
---= Akig hizi, ml/dak 0.9 3399
1 3,042
b)

Sekil 4.3. HPLC-MS ile miyrisetin tayini i¢in en uygun akis hizinin bulunmasiyla ilgili

a) kromatogramlarin farkli gosterilisi ve b) akis hizina karg1 alikonma siirelerinin degisimi.
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Sekil 4.4HPLC-MS ile miyrisetin tayini i¢in en uygun fragmentoriin bulunmasi.
Fragmentor | Alan
600000 1 . 10 110621
350000 /./v 30 154664
500000 \\ 50 225083
450000 70 318486
§400000 / 90 387890
=<<350000 100 430270
N
£ 300000 110 475418
120 474879
250000
/‘/ 130 494270
200000
140 524115
150000
150 535570
100000 o 160 544920
0 3% 3 70 9% 10 130 150 170 19 70 570410
~> Fragmentor, V 180 554052
190 476408
Sekil 4.5. HPLC-MS ile miyrisetin tayini i¢in fragmentor-alan degisimi. 200 450668
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Sekil 4.6. HPLC-MS ile miyrisetin tayini i¢in optimum enjeksiyon hacminin bulunmasi.
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kromatogramlarin farkli gosterilisi.
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Sekil 4.7. HPLC-MS ile miyrisetin tayini i¢in en uygun enjeksiyon hacminin bulunmastyla ilgili
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&g\“‘ 35°C
21001 &
\ I \ \ T \ T \ \
2 4 6 8 10 12 14 16 min
40000
o
] & 4°C
20000 &
\ — \ \ \ \ \ \ \
12 14 16 min
40000
20000
\ \ \ \ \ \ \ \ \
2 4 6 8 10 v 14 16 min
40000
E
20000 %‘fb
N
I — \ I \ \ \ \ \
2 4 6 8 10 12 14 16 min
40000 55 oC
20000
\ ™ \ \ \ \ \ \ \
2 4 6 8 10 12 1 16 min

Sekil 4.8. HPLC-MS ile miyrisetin tayini i¢in optimum kolon sicakligiin bulunmasi.
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40000 +

55°C

---> Kolon sicaklig, °C

b)

Sekil 4.9. HPLC-MS ile miyrisetin tayini i¢in en uygun kolon sicakliginimn bulunmasiyla ilgili

45°C 40 °C
20 °C
35000 ¢ 30°C 25°C
10000{ ‘ ‘
1 \\
5000*7 ‘ “
) M ‘\“
o 1 o h I
a)
6,000
£ 5,000 ~ :
'g' Kolon alikonma
= 4.000 sicakligi | siiresi
< 3.000 20 5.447
C 25 5,336
= 2000 30 4,826
o 35 4,396
v 1,000 40 3,982
45 3,7
0.000 50 3,456
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 o 32w

a) kromatogramlarin farkli gosterilisi ve b) kolon sicakliginin alikonma siireleriyle degisimi.
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Sekil 4.10. HPLC-MS ile miyrisetin igin kalibrasyon ¢6zeltilerinin kromatogramlari.

64



15000
“
] = NS
10000 = é\ 1 ppm M
" '&Qy
5000-| L
— T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T \; ‘7 T T T T ‘ T T T
1 2 3 4 5 min
15000
S
— R
10000 o W Yoo
& ppm
50001 —//p
[ ‘ T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T — T
1 2 3 4 5 min
15000 o
e\
10000 & SppmM
5000 ——JL_&
—— — ‘ 7\ T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
1 2 3 4 5 min
15000 ~
50 L,
77‘7 T T T T ‘ T T — ‘ T T ‘ T T T T ‘ T T T T
1 2 3 4 5 min
15000 ] g
- <«>
&
10000 o
S Sppm M
5000-|
- ‘ T T ‘ T 7\ ‘ — ‘ ‘ T
1 2 3 4 5 min
15000 ] T
10000
5000-|
[
!
150001
10000
5000-|
‘ T ‘ T T T T ‘ T T T ‘ ‘ T
1 2 3 4 5 min

Sekil 4.11. HPLC-MS ile miyrisetin igin kalibrasyon ¢6zeltilerinin kromatogramlari.
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Sekil 4.12. HPLC-MS ile miyrisetin i¢in kalibrasyon ¢ozeltilerinin kromatogramlari.
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10000
i
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Sekil 4.13. HPLC-MS ile miyrisetin igin kalibrasyon ¢ozeltilerinin kromatogramlarin farkli gésterimi.

20000 ~o

¥ =20294x+ 391,38 . -
<000 R==0,9909 oo ~on
0.2 4053
/ 0.3 6359
o 10000 0.4 8505
: / 0.5 11001
5000 0.8 17491

¢ 1 19879

Alan

0 T T T T 1
0 0,2 0.4 0.6 0.8 1

---= Konsantrasy on, ppm

Sekil 4.14. HPLC-MS ile miyrisetinin 0.2-1 ppm araligindaki kalibrasyon egrisi.
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200000

150000

100000

= Alan

50000

2000000

1500000 -

1000000

---> Alan

500000

»
v=20469x%-214.73
R*=10,9993
ppm Alan
1 19879
2 40027
3 60213
/ 4 82377
5 105435
| : . T 1 8 161028
5 4 6 8 10 10 205014
---> Konsantrasy on, ppm
Sekil 4.15. HPLC-MS ile miyrisetinin 1-10 ppm araliginda kalibrasyon egrisi.
y = 18483x +33466
R2 =0.9998
ppm Alan
10 205014
25 505469
50 966664
100 1876130
--->Konsantrasyon, ppm

Sekil 4.16. HPLC-MS ile miyrisetinin 10-100 ppm araliginda kalibrasyon egrisi.

68




2000000 ppm Alan

y = 18852x+7127.6

/0
1800000 R*=09996 0.2 4053
1600000 - 0.3 6359
1400000 - 0.4 8505
= 1200000 0.5 11001

= 0.8 17491

< 4

A 1000000 / 1 wri
¢ 800000

/ 40027
600000

2
3 60213

400000 | / 4 82377

200000 5 105435

8 161028
0 \ \ \ \ \ \ \ \ \ | 10 205014
0 10 20 3 40 50 6 70 8 90 100 25 505469
—>Konsantrasyon, ppm 20 966664

100 1876130

Sekil 4.17. HPLC-MS ile miyrisetin i¢in 0.2-100 ppm araligina ait kalibrasyon egrisi.

*MSD2 SPC, time=3.771 of C\CHEM32\1\DATA\MYRISETIN\DEF_LC 2009-04-02 09-58-00\

100 —

hc 8 S|

557

, mHHH\MHHH \u\m\w\ ||HH§% T‘W

100 200 2 O m /Z|

Sekil 4.18. Miyrisetinin HPLC-MS ile optimum sartlarda elde edilen kiitle spektrumu.
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4.5.2. Kuersetin icin Optimum Kosullarinin Tayini

Bu calismalarda bir parametre degistirilitken 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
akig araliginda yapilan deneysel c¢aligmalarda elde edilen kromatogramlarin pik simetrileri ve
alan degerleri karsilastirildi. Elde edilen kromatogramlardan (Sekil 4.19-4.20) 0.6 ml/dk’ lik
akis hizinin optimum oldugu sonucuna varildi. Ayrica akis hizina karsilik ¢izilen alan grafiginde
de ayni akis hiz1 degerinin en iyi oldugu goriildii. Bu nedenle bundan sonraki biitiin deneysel
caligmalarda kuersetin i¢in bu akis hizi1 (0.6 ml/dk) kullanildi.

En iyi fragmentor voltajin1 (pargalayici voltaj) belirlemek i¢in yapilan ¢alismalarda, 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 4.21). Sekil 4.22° de fragmentore
karsilik alan grafiginde de goriildiigli gibi 140 V’ daki alan degerleri ve pik simetrisi en iyi
oldugu i¢in bundan sonraki biitiin deneysel ¢aligmalarda kuersetin i¢in bu fragmentor voltaji
kullanild.

En iyi enjeksiyon hacmini belirlemek icin yapilan caligmada, 540 pl araliginda drnek
hacimleri denendi. Enjekte edilen 6rnek hacminin artmasina bagl olarak alan pik simetrisinde
belirgin bir bozulma gdzlendiginden, pik simetrisinin en iyi oldugu 5 pl enjeksiyon hacmi
optimum olarak kabul edildi (Sekil 4.23).

En uygun kolon sicakliginin tayini i¢cin 20-55 °C araliginda aym derisimdeki kuersetin
cozeltilerinin kromatogram ve spektrumlart alind1 (Sekil 4.24). Kolon sicakligi artigimnin pik
¢ikis stiresini azalttigi agikca goriilmektedir. Bu degisimler g6z Oniine alindiginda en iyi olan 30
°C’ deki pik optimum olarak kabul edildi.

Nicel analizde kullanilmak Tizere c¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan kuersetin
¢oOzeltileri i¢cin optimum sartlarda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.25-4.27° de verilmistir. Bu
kromatogramlardan da anlagilacagi gibi standart maddenin konsantrasyonunun artmasi ile
zemindeki giirtiltiilerin bastirildig1 ve piklerin daha sade oldugu goriilmektedir. Sekil 4.28-4.30°
da standartlarin kalibrasyon grafikleri verildi. Bu sekillerden de goriildiigii gibi 0.8-100 ppm
araliginda egimleri birbirine ¢ok yakin kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Sekil 4.31° de
kuersetin standardinin MS spektrumu goriilmektedir. Bu spektrumdan, kuersetin molekiiliinden

hidrojen iyonlarinin ayrilmasi s6zkonusudur.
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Sekil 4.19. HPLC-MS ile kuersetin tayini i¢gin en uygun akis hizinin bulunmasi.
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Sekil 4.20. HPLC-MS ile kuersetin tayini i¢in en uygun akis hizinin bulunmasiyla ilgili

a) kromatogramlarin farkli gosterilisi ve b) akis hizinin alikonma siireleriyle degisimi.
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Sekil 4.21. HPLC-MS ile kuersetin tayini i¢in optimum fragmentoriin bulunmasi.
Fragmentor | Alan
10 53404
400000
30 94553
350000 f/\/\\\ 50 131765
300000 70 179057
/ \k, 90 252132
} 250000 / 100 265373
3 200000 110 283024
’ / 120 311726
150000
// 130 318593
100000 140 338355
<0000 150 327513
160 345021
0 T T T T T T T T T 170 337819
5 7 5 7
10 30 50 ] 9 110 130 150 170 190 180 321266
-->Fragmentor, V
) 190 283347
200 271940

Sekil 4.22. HPLC-MS ile kuersetin tayini i¢in fragmentor-alan degisimi grafigi.
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Sekil 4.23. HPLC-MS ile kuersetin tayini i¢in optimum enjeksiyon hacminin bulunmasi.
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Sekil 4.24. HPLC-MS ile kuersetin tayini i¢in en uygun kolon sicakligiin bulunmasiyla ilgili

a) kromatogramlarin gosterilisi ve b) kolon sicakliginin alikonma siireleriyle degisimi.
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Sekil 4.25. HPLC-MS ile kuersetin i¢in kalibrasyon ¢ozeltilerinin kromatogramlari.
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Sekil 4.26. HPLC-MS ile kuersetin igin kalibrasyon ¢ozeltilerinin kromatogramlari.
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Sekil. 4.27. HPLC-MS ile kuersetin i¢in kalibrasyon ¢ozeltilerinin kromatogramlarin farkli gosterimi.
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40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000
5000
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V= 9084\1X+ 865.01

P

R*=0,9884

/0’

1 2 3

---> Konzantrasy on. ppm

Sekil 4.28. HPLC-MS ile kuersetinin 0.8-4 ppm araligina ait kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.29. HPLC-MS ile kuersetinin 8-100 ppm araligina ait kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.30. HPLC-MS ile kuersetinin 0.8-100 ppm araligindaki kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.31. Kuersetinin HPLC-MS ile optimum sartlarda elde edilen kiitle spektrumu.
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4.5.3. Kamferol icin Optimum Kosullarinin Tayini

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

Hazirlanan 25 ppm’ lik kamferol standart ¢ozeltileri kullanilarak optimum sartlar tayin
edildi. Oncelikle cihazin optimum mobil faz akis hiz1 tespit edildi. Bu amagla, 0.2-1.0 ml/dk
akig araliginda yapilan deneysel c¢aligmalarda elde edilen kromatogramlarin pik simetrileri ve
alan degerleri karsilastirildi. Elde edilen kromatogramlardan (Sekil 4.32-4.33) 0.8 ml/dk’ lik
akis hizinin optimum oldugu sonucuna varildi. Bu nedenle bundan sonraki biitiin deneysel
caligmalarda kamferol i¢in bu akis hizi (0.8 ml/dk) kullanildi.

En iyi fragmentor voltajin1 (pargalayici voltaj) belirlemek i¢in yapilan ¢alismalarda, 10-
200 V araliginda (diger parametrelerin optimum degerlerinde) yine 25 ppm’ lik kamferol
cozeltileri kullanilarak kromatogramlar alindi. Pik simetrisi ve alan dikkate alindiginda, en
uygun fragmentoriin 140 V oldugu sonucuna varildi (Sekil 4.34). Sekil 4.35° te fragmentora
karsilik alan grafiginde de goriildiigli gibi 140 V’ daki alan degerleri ve pik simetrisi en iyi
oldugu i¢in bundan sonraki biitiin deneysel calismalarda kamferol i¢cin bu fragmentor voltaji
kullanild.

En iyi enjeksiyon hacmini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada, 5—40 pl araliginda 6rnek
hacimleri denendi. Enjekte edilen 6rnek hacminin artmasina bagl olarak alan pik simetrisinde
belirgin bir bozulma gdzlendiginden, pik simetrisinin en iyi oldugu 5 pl enjeksiyon hacmi
optimum olarak kabul edildi (Sekil 4.36).

En uygun kolon sicakligimin tayini i¢in 20-55 °C araliginda aym derisimdeki kamferol
¢ozeltilerinin kromatogram ve spektrumlar alindi (Sekil 4.37-4.38). Kolon sicaklig1 artiginin
pik ¢ikis siiresini azalttigi agik¢a goriilmektedir. Bu degisimler géz Oniine alinarak en iyi olan
40 °C’ deki pik optimum olarak kabul edildi.

Nicel analizde kullanilmak tizere cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan kamferol
¢ozeltileri i¢in optimum sartlarda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.39-4.41° de verilmistir. Bu
kromatogramlardan da anlasilacagi gibi standart maddenin konsantrasyonunun artmasi ile
zemindeki giiriiltiilerin bastirildig1 ve piklerin daha sade oldugu goriilmektedir. Sekil 4.42-4.45°
te standartlarin kalibrasyon grafikleri verildi. Bu sekillerden de goriildiigi gibi 0.2-10 ppm
araliginda egimleri birbirine ¢ok yakin kalibrasyon egrileri elde edilirken, 10-100 ppm
araliginda az da olsa farkli egime sahip ama yine dogrusal olan bir kalibrasyon egrisi elde
edilmistir. Sekil 4.46° da kamferol standardinin MS spektrumu goriilmektedir. Bu spektrumdan,

kamferol molekiiliinden hidrojen iyonlariin ayrilmasi s6zkonusudur.
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Sekil 4.32. HPLC-MS ile kamferoliin tayini i¢in en uygun akis hizinin bulunmas:.
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Sekil 4.33. HPLC-MS ile kamferoliin tayini i¢in en uygun a) akis hizinin bulunmasiyla ilgili

kromatogramlarin farkli gésterilisi ve b) akis hizinin alikonma siireleriyle degisimi.
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Sekil 4.34. HPLC-MS ile kamferol tayini i¢in fragmentoriin bulunmast.
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Sekil 4.35. HPLC-MS ile kamferol tayini i¢in fragmentor-alan grafigi degisimi.
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Sekil 4.36. HPLC-MS ile kamferol tayini i¢in optimum enjeksiyon hacminin bulunmasi.
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Sekil 4.37. HPLC-MS ile kamferol tayini i¢in optimum kolon sicakliginin bulunmasi.
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Sekil 4.38. HPLC-MS ile kamferol tayini i¢in en uygun kolon sicakliginin bulunmasiyla ilgili

a) kromatogramlarin farkli gosterilisi ve b) kolon sicakliginin alikonma siireleriyle degisimi.
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Sekil 4.39. HPLC-MS ile kamferol i¢in kalibrasyon ¢dzeltilerinin kromatogramlarr.
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Sekil 4.40. HPLC-MS ile kamferol i¢in kalibrasyon ¢ozeltilerinin kromatogramlari.
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Sekil 4.41. HPLC-MS ile kamferol i¢in kalibrasyon ¢ozeltilerinin kromatogramlart.
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Sekil 4.42. HPLC-MS ile kamferoliin 0.2-1 ppm araligina ait kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.43. HPLC-MS ile kamferoliin 1-10 ppm araligina ait kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.44. HPLC-MS ile kamferoliin 10-100 ppm araligina ait kalibrasyon egrisi.

2350000

18350000

11

=1350000

- Al

'+ 850000

350000

-150000

3-'=23309.\:+2846(/

R*=0.9963

---> Kamferol ppm, mg/kg

Sekil 4.45. HPLC-MS ile kamferoliin 0.2-100 ppm araligina ait kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.46. Kamferolun HPLC-MS ile optimum sartlarda elde edilen kiitle spektrumu.

4.6. Bulgular

4.6.1. Akis Hiz ile Tlgili Bulunan Sonuglar

Sekil 4.2-4.3, 4.19-4.20 ve 4.32-4.33” te gorildigi gibi en iyi akis hizinin; miyrisetin
icin 0.7 ml/dk, kuersetin i¢in 0.6 ml/dk ve kamferol i¢in 0.8 ml/dk olarak deneysel ¢alismada

tespit edilirken pik simetrilerinin yaninda, alikonma siireleri ve alan degerleri de dikkate alindi.

4.6.2. Fragmentor ile Ilgili Bulunan Sonuclar

Sekil 4.4-4.5, 4.21-4.22 ve 4.34-4.35° te goriildiigii gibi en iyi fragmentor; miyrisetin
igcin 170 V, kuersetin i¢in 140 V ve kamferol i¢in 140 V fragmentor olarak tespit edildi.
Optimum pargalayict voltajina karar verirken pik simetrisi diizglin ve kiitle spektrumlarinin

maksimum oldugu voltaj segildi.
4.6.3. Enjeksiyon Hacmi ile ilgili Bulunan Sonuclar

Sekil 4.6-4.7, 4.23 ve 4.36° da goriildiigii gibi optimum enjeksiyon hacmi; miyrisetin,
kuersetin ve kamferol i¢in 5 pl olarak tespit edildi. Optimum enjeksiyon hacmi segilirken pik

simetrisi en iyi olana karar verildi. Ciinkii enjekte edilen maddenin miktar arttik¢a goriiniir

sekilde pik simetrisi bozuldu.
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4.6.4. Kolon Sicakhig ile flgili Bulunan Sonuclar

Sekil 4.8-4.9, 4.24 ve 4.37-4.38’ de goriildiigli gibi optimum kolon sicakligi miyrisetin
icin 40 °C, kuersetin i¢in 30 °C ve kamferol i¢cin 40 °C oldugu yapilan ¢alismada ayr1 ayr tespit
edilirken pik simetrileri ve MS spektrumlarimin maksisimum degerlerine goére karar verildi.
Kolon sicakliginin 20-55 °C araliginda c¢alisilmasi sonucu piklerin ¢ikis zamanlari ve MS
maksimum degerleri degistigi gézlendi. Bu degisimler gbz Oniine aliarak simetrisi en iyi olan

pik secildi.

4.7. Olgiimlerle ilgili Elde Edilen Optimum Sartlar

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

halinde verilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Flavonollerin optimum tayin kosullari.

Sartlar Miyrisetin Kuersetin Kamferol

Akis hizt (ml/dk) 0.7 0.60 0.8

Kolon Sicaklig1 (°C) 40 30 40

Enj. hacmi (pul) 5 5 5

Fragmenter

(pargalayici voltaj) 170 140 140

t, alikonma siiresi, dak. | 3.7-4.6 9.9-11.3 9.9-10.9
4.6x150 mm, 5 um 4.6x150 mm, 5 pm 4.6x150 mm, 5 pm

Kolon 6zellikleri ZORBAX Eclipse ZORBAX Eclipse ZORBAX Eclipse
XDB-C18 XDB-C18 XDB-C18

4.8. Calisilan Bitkilerde Bulunan Flavonollerin kromatogramlari
Sekil 4.1° de aciklandig: gibi ektrakte edilen bitki drnekleri i¢in Tablo 4.2° de verilen

optimum sartlar kullanilarak elde edilen HPLC-MS kromarogramlar1 ve MS spektrumlar1 Sekil
4.47-4.94° te verildi.
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4.8.1. Miyrisetin i¢in Bitkilerden Elde Edilen Kromatogramlar

Sekil 4.1° de agiklandig: gibi ektrakte edilen bitki 6rnekleri i¢in Tablo 4.2° de miyrisetin
icin verilen optimum sartlar kullanilarak elde edilen HPLC-MS kromarogramlart ve MS
spektumlan Sekil 4.47-4.65’ te verildi.

Sekil 4.47 ve 4.48° de 5 gr semizotunda miyrisetin tayinine iligkin HPLC-MS
kromatogramlar birlikte ve ayr1 verilmistir. Semizotunun MS spektrumuna bakildiginda (Sekil
4.49) SIM tarama m/z 319 degerinin oldugu ve SCAN taramda ise miyrisetine ait olan spektrum
goriilmektedir.

Sekil 4.50-4.51° de semizotunda miyrisetin tayini i¢in standart ekleme yontemine iliskin
HPLC-MS kromatogramlar1 birlikte ve ayr1 verilmekle birlikte, Sekil 4.52” de standart ekleme
ve kalibrasyon egrileri birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi standart ekleme
metodunun egiminin 20.717, kalibrayon grafigi egiminin 20.095 oldugu ve bu degerlerin
birbirine yakin olmakla birlikte farkli olduklari anlasilmaktadir. Bu nedenle semizotunda
miyrisetin tayininde kimyasal girisim oldugu sonucuna varilmigtir. Boylece semizotu icin elde
edilen standart ekleme metoduyla elde edilen konsantrasyon degeri 2.6 ppm olarak hesaplandi.
Gerekli hesaplamalar yapildigi zaman semizotunda 47 ppm miyrisetin bulundugu
gorililmektedir.

Sekil 4.53 ve 4.54° te 2.5 gr 1sirgan otunda miyrisetin tayinine iliskin HPLC-MS
kromatogramlarn birlikte ve ayr1 verilmistir. Isirgan otunun MS spektrumuna bakildiginda (Sekil
4.55) SCAN taramda miyrisetine ait olan spektrum goriilmektedir.

Sekil 4.56° da 1sirgan otunda miyrisetin tayini i¢in standart ekleme yontemine iliskin
HPLC-MS kromatogram verilmekte ve Sekil 4.57° de standart ekleme ve kalibrasyon egrileri
birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi standart ekleme metodunun egiminin 20.584,
kalibrayon grafigi egiminin 20.882 oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmakla birlikte
farkli olduklar1 anlagilmaktadir. Bu nedenle 1sirgan otunda miyrisetin tayininde kimyasal girisim
oldugu sonucuna varilmigtir. Bdylece 1sirgan otu igin standart ekleme metoduyla elde edilen
konsantrasyon degeri 0.35 ppm olarak hesaplandi. Gerekli hesaplamalar yapildiginda ise 1sirgan
otunda 13 ppm miyrisetin bulundugu goriilmektedir.

Sekil 4.58* de 5 gr menengigte miyrisetin tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami
verilmistir. Menengi¢in MS spektrumuna bakildiginda (Sekil 4.59) SCAN taramda miyrisetine
ait olan spektrum goériilmektedir.

Sekil 4.60° da menengigte miyrisetin tayini i¢in standart ekleme ydntemine iligkin
HPLC-MS kromatogrami verilmekte ve Sekil 4.61° de standart ekleme ve kalibrasyon egrileri

birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi standart ekleme metodunun egiminin 18.777,
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kalibrayon grafigi egiminin 19.465 oldugu ve bu degerleri birbirine yakin olmakla birlikte farkli
olduklar anlagilmaktadir. Bu nedenle menengigte miyrisetin tayininde kimyasal girisim oldugu
sonucuna varilmistir. Boylece menengic i¢in elde edilen standart ekleme metoduyla elde edilen
konsantrasyon degeri 0.29 ppm olarak hesaplandi. Gerekli hesaplamalar yapildiginda
menengigte 5.2 ppm miyrisetin bulundugu goriilmektedir.

Sekil 4.62° de 5 gr kusburnunda miyrisetin tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami
verilmistir. Kusburnunun MS spektrumuna bakildiginda (Sekil 4.63) SIM tarama m/z 319
degerinin oldugu ve SCAN taramda ise miyrisetine ait olan spektrum goriilmektedir.

Sekil 4.64° te kusburnunda miyrisetin tayini i¢in standart ekleme yontemine iliskin
HPLC-MS kromatogrami verilmekte ve Sekil 4.65° te standart ekleme ve kalibrasyon egrileri
birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi standart ekleme metodunun egiminin 20.095,
kalibrayon grafigi egiminin 20.415 oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmakla birlikte
farkli olduklar1 anlasilmaktadir. Bu nedenle kusburnunda miyrisetin tayininde kimyasal girisim
oldugu sonucuna varilmistir. Béylece kusburnu igin elde edilen standart ekleme metoduyla elde
edilen konsantrasyon degeri 0.035 ppm olarak hesaplandi. Gerekli hesaplamalar yapildiginda

kusburnunda 0.63 ppm miyrisetin bulundugu goriilmektedir.
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Sekil 4.47. Semizotunda miyrisetin tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.48. Semizotunda miyrisetin tayinine iliskin HPLC-MS kromatograminin farkli gdsterimi.
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Sekil 4.49. Semizotunda miyrisetin tayini i¢in elde edilen kiitle (SIM-SCAN) spektrumu.
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Sekil 4.50. Semizotunda miyrisetin tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen HPLC-

MS kromatogramlari.
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Sekil 4.51. Semizotunda miyrisetin tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen HPLC-

MS kromatogramlarinin farkli gésterimi.
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Sekil 4.52. Semizotu miyrisetin tayini igin elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri.
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Sekil 4.53. Isirgan otunda miyrisetin tayinine ilisgkin HPLC-MS kromatogrami.

70000

60000 —|

50000 |

40000

30000

20000

10000

Sekil 4.54. Isirgan otunda miyrisetin tayinine ilisgkin HPLC-MS kromatograminin farkli gésterimi.
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Sekil 4.55. Isirgan otunda miyrisetin tayini i¢in elde edilen kiitle (SCAN) spektrumu.
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Sekil 4.56. Isirgan otunun miyrisetin tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen HPLC-

MS kromatogramlart.
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Sekil 4.57. Isirgan otu miyrisetin tayini i¢in elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri.
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Sekil 4.58. Menengicte miyrisetin tayinine iligkin HPLC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.59. Menengicte miyrisetin tayini i¢in elde edilen kiitle (SCAN) spektrumu.
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Sekil 4.60. Menengigte miyrisetin tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen HPLC-

MS kromatogramlart.
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Sekil 4.61. Menengicte miyrisetin tayini i¢in elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri.
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Sekil 4.62. Kugburnunda miyrisetin tayinine ilisgkin HPLC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.63. Kusburnunda miyrisetin tayini i¢in elde edilen kiitle (SIM-SCAN) spektrumu.
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Sekil 4.64. Kusburnunda miyrisetin tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen HPLC-

MS kromatogramlari.
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Sekil 4.65. Kusburnu miyrisetin tayini i¢in elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri.

4.8.2. Kuersetin icin Bitkilerden Elde Edilen Kromatogramlar

Sekil 4.1’ de agiklandig gibi ektrakte edilen bitki 6rnekleri i¢in Tablo 4.2 de kuersetin
icin verilen optimum sartlar kullanilarak elde edilen HPLC-MS kromatogramlart ve MS
spektrumlari Sekil 4.66-4.78’ de verildi.

Sekil 4.66° da semizotunda kuersetin tayini i¢in elde edilen standart ekleme metoduyla
elde edilen HPLC-MS kromatogramlar1 goriilmektedir. Sekil 4.67° de 10 gr semizotunda
kuersetin tayinine iligkin standart ekleme ve kalibrasyon egrileri birlikte verilmistir. Sekilden de
goriildiigii gibi standart ekleme metodunun egiminin 10934, kalibrayon grafigi egiminin 10013
oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmakla birlikte farkli olduklari anlagilmaktadir. Bu
nedenle semizotunda kuersetin tayininde kimyasal girisim oldugu sonucuna varilmigtir. Boylece
semizotu icin standart ekleme metoduyla elde edilen konsantrasyon degeri 4.4 ppm olarak
hesaplandi. Gerekli hesaplamalar yapildiginda 39 ppm kuersetin bulundugu goriilmektedir.

Semizotunun farkli gramlarinin ekstraksiyonuyla elde edilen kuersetin HPLC-MS
kromatogramlar1 ise Sekil 4.68° de goriilmektedir. Ayrica semizotunun kuersetin MS
spektrumuna bakildiginda (Sekil 4.69) SIM tarama m/z 303 degerinin oldugu ve SCAN taramda
ise kuersetine ait olan spektrum goriilmektedir.

Sekil 4.70° de 1sirgan otunun farkli gramlarinin ekstraksiyonuyla elde edilen HPLC-MS
kromatogramlar1 goriilmektedir. Isirgan otunun kuersetin MS spektrumuna bakildiginda Sekil
471’ de SIM tarama m/z 303 degerinin oldugu ve SCAN taramda ise kuersetine ait olan

spektrum goriilmektedir.
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Isirgan otunda kuersetin tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen
HPLC-MS kromatogramlan Sekil 4.72° de goriilmektedir. Sekil 4.73” te 2.5 gr 1sirgan otunda
kuersetin tayinine iligkin standart ekleme ve kalibrasyon egrileri birlikte verilmistir. Sekilden de
goriildiigi gibi standart ekleme metodunun egiminin 23.369, kalibrayon grafigi egiminin 22.186
oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmakla birlikte farkli olduklar1 anlagilmaktadir. Bu
nedenle 1sirgan otunda kuersetin tayininde kimyasal girisim oldugu sonucuna varilmigtir.
Boylece 1sirgan otu i¢in elde edilen standart ekleme metoduyla elde edilen konsantrasyon degeri
0.49 ppm olarak hesaplandi. Gerekli hesaplamalar yapildiginda 18 ppm kuersetin bulundugu
goriilmektedir.

Sekil 4.74> de 5 gr menengicte kuersetin tayinine iligkin HPLC-MS kromatogrami
verilmistir. Menengi¢in kuersetin MS spektrumuna bakildiginda (Sekil 4.75) SCAN taramda
kuersetine ait olan spektrum goriilmektedir.

Sekil 4.76° da 10 gr kusburnunda kuersetin tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami
verilmistir. Ayrica Sekil 4.77° de 5 gr kusburnunda kuersetin tayinine iliskin HPLC-MS
kromatogrami verilmistir. Kugburnunun kuersetin MS spektrumuna bakildiginda (Sekil 4.78)
SIM tarama m/z 303 degerinin oldugu ve SCAN taramda ise kuersetine ait olan spektrum

goriilmektedir.
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Sekil 4.66. Semizotunda kuersetin tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen HPLC-

MS kromatogramlart.
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Sekil 4.67. Semizotu (10 gr) kuersetin tayini igin elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri.
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Sekil 4.68. Semizotunun farkli gramlarinin ekstraksiyonuyla elde edilen kuersetin

kromatogramlart.
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Sekil 4.69. Semizotunda kuersetin tayini i¢in elde edilen kiitle (SIM-SCAN) spektrumu.
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Sekil 4.70. Isirgan otunun farkli gramlarinin kuersetin tayinine iliskin HPLC-MS kromatogramlari.
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Sekil 4.71. Isirgan otunun kuersetin tayini i¢in elde edilen kiitle (SIM-SCAN) spektrumu.
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Sekil 4.72. Isirgan otunda kuersetin tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen HPLC-

MS kromatogramlart.
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Sekil 4.73. Isirgan otunda (2.5 gr) kuersetin tayini i¢in elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri.
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Sekil 4.74. Menengicte kuersetin tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami.

Sekil 4.74° deki 5 gr menengicin kromatogramindaki alan 13985 olan deger Sekil 4.67° deki
sartlardaki kromatogramdan Y=10013X-784.72 denkleminde yerine konuldugunda 1.5 ppm’ e
kars1 gelmektedir. Bundan da gerekli hesaplamalar yapildiginda menengigte 9 ppm kuersetin

bulundugu goriilmektedir.
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Sekil 4.75. Menengicte kuersetin tayini i¢in elde edilen kiitle (SCAN) spektrumu.
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Sekil 4.76.

Kusburnunda (10 gr) kuersetin tayinine iligkin HPLC-MS kromatogramu.
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Sekil 4.76° daki 10 gr kugsburnunun kromatogramindaki alan 95834 olan deger Sekil 4.67° deki
Y=10013X-784.72 denkleminde yerine konuldugunda 9.7 ppm’ e kars1 gelmektedir. Bundan da

gerekli hesaplamalar yapildiginda kusburnunda 29 ppm kuersetin bulundugu goriilmektedir.
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Sekil 4.77. Kusburnunda kuersetin tayinine iligkin HPLC-MS kromatogrami.

Sekil 4.77° deki 5 gr kusburnunun kromatogramindaki alan 44288 olan deger Sekil 4.67’ deki
Y=10013X-784.72 denkleminde yerine konuldugunda 4.4 ppm’ e kars1 gelmektedir. Bundan da

gerekli hesaplamalar yapildiginda kusburnunda 27 ppm kuersetin bulundugu goriilmektedir.
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Sekil 4.78. Kusburnunda kuersetin tayini i¢in elde edilen kiitle (SIM-SCAN) spektrumu.
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4.8.3. Kamferol icin Bitkilerden Elde Edilen Kromatogramlar

Sekil 4.1° de agiklandig1 gibi ektrakte edilen bitki drnekleri i¢in Tablo 4.2° de kamferol
icin verilen optimum sartlar kullanilarak elde edilen HPLC-MS kromatogramlart Sekil 4.79-
4.94’ te verildi.

Sekil 4.79° da semizotunda kamferol tayinine iliskin standart ekleme metoduyla elde
edilen HPLC-MS kromatogramlari verilmistir. Sekil 4.80° de semizotunda kamferol tayinine
iligin standart ekleme ve kalibrasyon egrileri birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigli gibi
standart ekleme metodunun egiminin 47571, kalibrayon grafigi egiminin 45577 oldugu ve bu
degerlerin birbirine yakin olmakla birlikte farkli olduklar1 anlagilmaktadir. Bu nedenle
semizotunda kamferol tayininde kimyasal girisim oldugu sonucuna varilmistir. Bdylece
semizotu i¢in elde edilen standart ekleme metoduyla elde edilen konsantrasyon degeri 0.2 ppm
olarak hesaplandi. Gerekli hesaplamalar yapildiginda 3.6 ppm kamferol bulundugu
goriilmektedir. Ayrica semizotunun kamferol MS spektrumuna bakildiginda (Sekil 4.81) SIM
tarama m/z 287 degerinin oldugu ve SCAN taramda ise kamferole ait olan spektrum
gorililmektedir.

Sekil 4.82” de 2.5 gr 1sirgan otunda kamferol tayinine iliskin standart ekleme metoduyla
elde edilen HPLC-MS kromatogramlar1 verilmistir. Sekil 4.83” te 1sirgan otunda kamferol
tayinine iligkin standart ekleme ve kalibrasyon egrileri birlikte verilmistir. Sekilden de
goriildiigii gibi standart ekleme metodunun egiminin 48495, kalibrayon grafigi egiminin 49835
oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmakla birlikte farkli olduklar1 anlagilmaktadir. Bu
nedenle 1sirgan otunda kamferol tayininde kimyasal girisim oldugu sonucuna varilmistir.
Boylece 1sirgan otu i¢in standart ekleme metoduyla elde edilen konsantrasyon degeri 0.22 ppm
olarak hesaplandi. Gerekli hesaplamalar yapildiginda 7.7 ppm kamferol bulundugu
goriilmektedir. Isirgan otunun kamferoliin MS spektrumuna bakildiginda Sekil 4.84” te SIM
tarama m/z 287 degerinin oldugu ve SCAN taramda ise kamferole ait olan spektrum
goriilmektedir.

Sekil 4.85° de 5 gr menengicte kamferol tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami
verilmistir. Ayrica 4.86° da menengi¢in kamferol tayinine iliskin HPLC-MS kromatograminin
farkli bir gosterimi verilmistir. MS spektrumuna bakildiginda (Sekil 4.87) SIM tarama m/z 287
degerinin oldugu ve SCAN taramda ise kamferole ait olan spektrum goriilmektedir.

Sekil 4.88° de 10 gr kusburnunda kamferol tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami
verilmistir. Ayrica Sekil 4.89° da 10 gr kusburnunda kamferol tayinine iliskin HPLC-MS

kromatograminin farkli gdsterimi verilmistir.
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Sekil 4.90° da 5 gr kusburnunda kamferol tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami
verilmigstir. Ayrica Sekil 4.91° de 5 gr kusburnunda kamferol tayinine iliskin HPLC-MS
kromatograminin farkli gosterimi verilmistir. Kusburnunun kamferol MS spektrumuna
bakildiginda (Sekil 4.92) SIM tarama m/z 287 degerinin oldugu ve SCAN taramda ise
kamferole ait olan spektrum goriilmektedir.

Sekil 4.93° te 5 gr kusburnunda kamferol tayinine iliskin standart ekleme metoduyla
elde edilen HPLC-MS kromatogramlar1 verilmistir. Sekil 4.94° te kusburnunda kamferol
tayinine iligkin standart ekleme ve kalibrasyon egrileri birlikte verilmistir. Sekilden de
goriildigli gibi standart ekleme metodunun egiminin 56032, kalibrayon grafigi egiminin 49835
oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmakla birlikte farkli olduklar1 anlasilmaktadir. Bu
nedenle kusburnunda kamferol tayininde kimyasal girisim oldugu sonucuna varilmistir. Béylece
kusburnu i¢in standart ekleme metoduyla elde edilen konsantrasyon degeri 0.22 ppm olarak

hesaplandi. Gerekli hesaplamalar yapildiginda 4.0 ppm kamferol bulundugu goriilmektedir.
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5 g semizotu seyreltilmis omek ve 0.4 ppm std

Sekil 4.79. Semizotunda kamferol tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen HPLC-

MS kromatogramlari.

30066 y=ATIROSA g Ornek
o R=09797 ppm Alan alan
- mATAvAvAY) / /. 0 6892
= S . 0,2 12238 21779
oo = 4S5TTE4 20793 0,4 18850 29275
20000 s ./ — 0,8 38750 46367
- 1 47865
02 0 02 04 0.6 03
---= Konsantrasy on, ppm

Sekil 4.80. Semizotu kamferol tayini i¢in elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri.
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Sekil 4.81. Semizotunda kamferol tayini i¢in elde edilen kiitle (SIM-SCAN) spektrumu.

126



50001
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50001
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45004
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85 § 95 10 105 1 115 12 125 i
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Sekil 4.82. Isirgan otunda kamferol tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen HPLC-

MS kromatogramlarinin farkli gosterimi.
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f V
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---> Konsantrasyon, ppm
Sekil 4.83. Isirgan otu kamferol tayini i¢in elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri.
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Sekil 4.84. Isirgan otunda kamferol tayini i¢in elde edilen kiitle (SIM-SCAN) spektrumu.
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Sekil 4.85. Menengicte kamferol tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.86. Menengicin kamferol tayini i¢in elde edilen HPLC-MS kromatograminin farkli gosterimi.

Sekil 4.85-4.86’daki 5 gr menengicin kromatogramindaki alan 5300 olan deger Sekil 4.83’ te
Y=49835X+929 denkleminde yerine konuldugunda 0.89 ppm e kars1 gelmektedir. Bundan da

gerekli hesaplamalar yapildiginda menengicte 5.34 ppm kamferol bulundugu goriilmektedir.
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Sekil 4.87. Menengicte kamferol tayini i¢in elde edilen kiitle (SIM-SCAN) spektrumu.
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Sekil 4.88. Kugburnunda (10 gr) kamferol tayinine iliskin HPLC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.89. Kusburnunda (10 gr) kamferol tayinine iliskin HPLC-MS kromatograminin farkli gésterimi.

Sekil 4.88-89” daki 10 gr kusburnun kromatogramindaki alan 19893 olan deger Sekil 4.83° te
Y=49835X+929 denkleminde yerine konuldugunda 0.42 ppm e karsi gelmektedir. Bundan da
gerekli hesaplamalar yapildiginda kusburnunda 1.26 ppm kamferol bulundugu gériilmektedir.
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Sekil 4.90. Kusburnunda (5 gr) kamferol tayinine iligkin HPLC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.91. Kusburnunda (5 gr) kamferol tayinine iligkin HPLC-MS kromatograminin farkli gésterimi.
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Sekil 4.92. Kusburnunda kamferol tayini i¢in elde edilen kiitle (SIM-SCAN) spektrumu.

MSDLTIC, MS File (C:\CHEM32\1\DATAKAMFEROL\DEF_LC 2009-04-30 15-25-41\057-5701.D) ES-API, SIM, Frag: 140
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MSD1TIC, MS File (C:\CHEM32\1\DATAKAMFEROLIDEF._LC 2009-04-30 15-25-411058-5801.D) ES-API, SIM, Frag: 140
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MSDLTIC, MS File (C\CHEM32I1\DATAIKAMFEROLIDEF _LC 2009-04-30 15-25-411059-5901.0) ES-API, SIM, Frag: 140
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MSD1TIC, MS File (C:\CHEM32\1\DATAKAMFEROL\DEF LC 2009-04-30 15-25-411060-6001.D) ES-API, SIM, Frag: 140

40000 5 gr Kusburnu seyreltilmis 6rnek ve 0.8 ppm std
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Sekil 4.93. Kusburnunda (5 gr) kamferol tayini i¢in uygulanan standart ekleme metoduyla elde edilen

HPLC-MS kromatogramlarinin farkli gésterimi.

¥ =56032x+12390 Sk
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R°=0.9866
20000 !/ :/,
16660 /
0
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---> Konsantrasyon, ppm

Sekil 4.94. Kusburnu kamferol tayini i¢in elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri.
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Tablo 4.3. Sekil 4.1° de ¢oziilen bitki 6rneklerindeki flavonol miktarlari, ppm (n=3).

mg/kg
Bitki Ornegi Miyrisetin Kuersetin Kamferol
Semizotu 4745 3948 3.6+0.5
Isirgan otu 13£2 18+5 7.7£0.9
Menengig 5.2+0.4 <ts <ts
Kusburnu 0.63+0.06 <ts 4.0£0.5
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5. SONUC VE TARTISMA

Kanser ve benzeri kiiresel boyutta insanligi tehdit eden hastaliklarin 6nlenmesinde
ve/veya tedavisinde katki saglayabilecek c¢aligmalarin 6nemi aciktir. Literatiirde flavonol
bilesiklerinden olan miyrisetin, kuersetin ve kamferol bilesiklerin antikanserojen ve oksidatif
radikalik reaksiyonlari engelleyici 6zellikleri oldugu rapor edilmistir [1-9, 11-18, 28-100].

Bu c¢aligmada, adi gegen miyrisetin, kuersetin ve kamferol flavonol bilesiklerinin bazi
meyve ve benzeri bitkilerdeki konsantrasyonlarinin tayini amaglandi.

Analiz metodu olarak HPLC-MS kullanildi.  Optimizasyon kosullarinda iyi bir
ayirmanin yapilabilmesi i¢in su/metanol/ACN/formik asit (% olarak 52/42/5/1) ¢6ziicli sistemi
olarak kullanildi. Tayinden 6nce yapilan optimizasyon ¢alismalarinda; enjeksiyon hacmi igin 5
ul, akis hiz1 i¢in 0.6-0.8 ml/dk, kolon sicakligi i¢in 30-40 °C ve fragmentor i¢in 140-170 V
araliginda degerler bulundu.

Bitki olarak semizotu (Portulaca oleracea), isirgan Otu (Urtica dioica), menengi¢
(Terebinthina chia) ve kusburnu (Rosa canina L.) tiirleri ¢alisildi. Calisilan bitkilerden
flavonollerin ekstrakte edilmesi i¢in ¢oziicli olarak metanol/askorbik asit/HCl karisimi
kullanildi. HCI’ nin eklenmesinin sebebi flavonoid glikozitlerinin hidroliz olmasin1 saglamak
yani yiikseltgenmesini engellemektir. Askorbik asit eklenmesinin nedeni ise 6rneklerde bulunan
bilesiklerin yiikseltgenmesini engellemektir [4-28].

Bu nedenlerle HPLC-MS ile yapilan ¢aligmalarda girisim olup olmadiginin tesbiti, ve
girisim varsa standart ekleme metodunun kullanilmasiyla bu girisimlerinin etkisinin giderilerek
dogru degerlerin bulunmasi igin biitliin 6rneklere standart ekleme metodu uygulandi. Standart
ekleme grafiginin kalibrasyon grafigine paralel olmasi kimyasal girisim olmadigim
gostermektedir. Ayrica standart ekleme metodunun uygulanmasiyla verim tayini de yapilmig
olmaktadir. Elde edilen sonuglardan, semizotu, 1sirgan otu ve kugburnunda miyrisetin tayininde
kalibrasyon grafigi ile standart ekleme grafikleri arasinda paralellikten hafif sapma oldugu
gozlendi. Sonug olarak, Tablo 4.3’ te verilen sonuglar standart ekleme metoduyla elde edilen en
az 3 sonug ortalamasidir.

Semizotunda miyrisetin tayini i¢in elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri
Sekil 4.52° de birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi standart ekleme metodunun
egiminin 20.717, kalibrayon grafigi egiminin 20.095 oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin
olmakla birlikte farkli olduklari anlasiimaktadir. Boylece semizotu igin standart ekleme
metoduyla elde edilen grafikten miyrisetin konsantrasyon degerinin 2.6 ppm oldugu gdzlendi.
Gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra semizotunda 47 ppm miyrisetin bulundugu

gorlilmektedir. Sekil 4.49° da semizotunun MS spektrumuna bakildiginda SIM tarama m/z 319
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degerinin oldugu ve SCAN taramada ise miyrisetine ait olan karakteristik pik grubu spektrumda
goriilmektedir.

Isirgan otunda miyrisetin tayini igin elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri
Sekil 4.57° de birlikte verilmistir. Sekilden de goriildigli gibi standart ekleme metodunun
egiminin 20.584, kalibrayon grafigi egiminin 20.882 oldugu ve bu degerlerin birbirine ¢ok
yakin olmakla birlikte farkli olduklar1 anlagilmaktadir. Boylece 1sirgan otu igin standart ekleme
grafiginden bulunan konsantrasyon degeri 0.35 ppm olarak goézlendi. Gerekli hesaplamalar
yapildiginda 1sirgan otunda 13 ppm miyrisetin bulundugu goriilmektedir.

Sekil 4.55” te 1sirgan otunun MS spektrumuna bakildiginda SCAN taramada miyrisetine
ait olan karakteristik pik grubu spektrumda goriilmektedir.

Menengigte miyrisetin tayini i¢in elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri
Sekil 4.61° de birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi standart ekleme metodunun
egiminin 18.777, kalibrayon grafigi egiminin 19.465 oldugu ve bu degerleri birbirine yakin
olmakla birlikte farkli olduklari anlasilmaktadir. Boylece menengi¢ icin standart ekleme
metoduyla elde edilen konsantrasyon degeri grafikten 0.29 ppm olarak okundu. Gerekli
hesaplamalar yapildiginda menengicte 5.2 ppm miyrisetin bulundugu goriilmektedir.

Sekil 4.59’ daki menengicin MS spektrumuna bakildiginda SCAN taramada miyrisetine
ait olan karakteristik pik grubu spektrumda goriilmektedir.

Kusburnunda miyrisetin tayini i¢in elde edilen standart ekleme ve kalibrasyon egrileri
Sekil 4.65° te birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigli gibi standart ekleme metodunun
egiminin 20.095, kalibrayon grafigi egiminin 20.415 oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin
olmakla birlikte farkli olduklar1 anlasilmaktadir. Boylece kusburnu icin standart ekleme
metoduyla elde edilen konsantrasyon degeri grafikten 0.035 ppm olarak okundu. Gerekli
hesaplamalar yapildiginda kusburnunda 0.63 ppm miyrisetin bulundugu gériillmektedir.

Sekil 4.68” de kusburnunun MS spektrumuna bakildiginda SIM tarama m/z 319
degerinin oldugu ve SCAN taramada ise miyrisetine ait olan karakteristik pik grubu spektrumda
goriilmektedir.

Semizotunda kuersetin tayinine iliskin standart ekleme ve kalibrasyon egrileri Sekil
4.67° de birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi standart ekleme metodunun egiminin
10.934, kalibrayon grafigi egiminin 10.013 oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmadiklar1
goriilmektedir. Bu nedenle semizotunda kuersetin tayininde kimyasal girisim oldugu kolaylikla
sOylenebilir. Boylece semizotunda kuersetin tayini i¢in standart ekleme metoduyla elde edilen
konsantrasyon degeri grafikten 4.4 ppm olarak okundu. Gerekli hesaplamalar yapildiginda

semizotunda 39 ppm kuersetin bulundugu goriilmektedir. Sekil 4.69° da semizotunun kuersetin
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MS spektrumuna bakildiginda SIM tarama m/z 303 degerinin oldugu ve SCAN taramada ise
kuersetine ait olan karakteristik pik grubu spektrumda goriilmektedir.

Isirgan otunda kuersetin tayinine iliskin standart ekleme ve kalibrasyon egrileri Sekil
4.73’ te birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigi gibi standart ekleme metodunun egiminin
23.369, kalibrayon grafigi egiminin 22.186 oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmakla
birlikte farkli olduklari anlagilmaktadir. Boylece isirgan otunda kuersetin tayini i¢in standart
ekleme metoduyla elde edilen konsantrasyon degeri grafikten 0.49 ppm olarak okundu. Gerekli
hesaplamalar yapildiginda 1sirgan otunda kuersetin konsantrasyonun 18 ppm bulundugu
goriilmektedir. Isirgan otunun kuersetin MS spektrumuna bakildiginda (Sekil 4.71) SIM tarama
m/z 303 degerinin oldugu ve SCAN taramada ise kuersetine ait olan karakteristik pik grubu
spektrumda goriilmektedir.

Menengicgte kuersetin tayini icin Sekil 4.74° teki kromatogramdaki alan olan 13.985
degeri, Sekil 4.70° deki sartlardaki kromatogramlardan elde edilen kalibrasyon dogru
denkleminde yerine konulmus ve gerekli hesaplamalar yapildiginda menengigte 9.0 ppm
kuersetin bulundugu goriilmiistiir. Menengi¢in kuersetin MS spektrumuna bakildiginda Sekil
4.75” te SCAN taramda kuersetine ait olan karakteristik pik grubu spektrumda goriilmektedir.

Kusburnu-kuersetin igin Sekil 4.78” deki MS spektrumuna bakildiginda SIM tarama m/z
303 degerinin oldugu ve SCAN taramada ise kuersetine ait olan karakteristik pik grubu
spektrumda goriilmektedir.

Kusburnu-kuersetin i¢in 10 ve 5 gramlik o6rneklerle elde edilen Sekil 4.76-4.77° deki
kromatogramlarin alan degerleri Sekil 4.67” deki dogru denkleminde yerine konuldugunda ve
gerekli hesaplamalar yapildiginda kusburnunda kuersetin sirasiyla 29 ve 27 ppm bulundugu
goriilmektedir.

Semizotunda kamferol tayinine iliskin standart ekleme ve kalibrasyon egrileri Sekil
4.80° de birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi standart ekleme metodunun egiminin
47.571, kalibrayon grafigi egiminin 45.577 oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmakla
birlikte farkli olduklari anlagilmaktadir. Boylece gerekli hesaplamalar yapildiginda semizotunda
3.6 ppm kamferol bulundugu goriilmektedir. Ayrica Sekil 4.81° de semizotunun kamferol MS
spektrumuna bakildiginda SIM tarama m/z 287 degerinin oldugu ve SCAN taramda ise
kamferole ait olan karakteristik pik grubu spektrumda goriilmektedir.

Isirgan otunda kamferol tayinine iligkin standart ekleme ve kalibrasyon egrileri Sekil
4.83’ te birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi standart ekleme metodunun egiminin
48.495, kalibrayon grafigi egiminin 49.835 oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmakla
birlikte farkli olduklar1 anlasilmaktadir. Boylece standart ekleme metoduyla gerekli
hesaplamalar yapildiginda 1sirgan otunda 7.7 ppm kamferol bulundugu goriilmektedir. Sekil
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4.84° teki 1sirgan otuna ait kamferolin MS spektrumuna bakildiginda SIM tarama m/z 287
degerinin oldugu ve SCAN taramada ise kamferole ait olan karakteristik pik grubu spektrumda
goriilmektedir.

Sekil 4.85-4.86° daki menengice ait HPLC-MS kromatogramindaki alan kalibrasyon
denkleminde yerine konuldugunda ve gerekli hesaplamalar yapildiginda menengicte 5.34 ppm
kamferol bulundugu gorilmiistiir. Sekil 4.87° deki menengige ait MS spektrumuna bakildiginda
SIM tarama m/z 287 degerinin oldugu ve SCAN taramda ise kamferole ait olan karakteristik pik
grubu spektrumda goriilmektedir. Yine Sekil 4.92” de kugburnunda kamferol tayinine iligkin MS
spektrumuna bakildiginda SIM tarama m/z 287 degerinin oldugu ve SCAN taramda ise
kamferole ait olan karakteristik pik grubu spektrumda goriilmektedir.

Kusburnunda kamferol tayinine iliskin Sekil 4.94° te standart ekleme ve kalibrasyon
egrileri birlikte verilmistir. Sekilden de goriildiigli gibi standart ekleme metodunun egiminin
56.032, kalibrayon grafigi egiminin 49.835 oldugu ve bu degerlerin birbirine yakin olmakla
birlikte farkli olduklari anlasilmaktadir. Gerekli hesaplamalar yapildiginda kusburnunda 4.0
ppm kamferol bulundugu goériilmektedir.

Bulunan sonuglardan, en yiiksek ve en diigiik kuersetin konsantrasyonun sirasiyla
semizotu (39 ppm) ve menegi¢ (< t.s) bitkisinde bulundu. En yiiksek ve en diisiikk kamferolun
ise 1sirgan otu (7.7 ppm) ve menengic (< t.s) bitkisinde, ve en yiiksek ve en diisiik miyrisetinin

ise semizotu (47 ppm) ve kusburnu (0.63 ppm) bitkisinde bulundugu goézlendi (Tablo 4.3).
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OZGECMIS

1978 yilinda Elaz1iz’ da dogdum. ilkégrenimimi Elazig 50. yil ilkokulunda
tamamladiktan sonra 6grenimime bes yil ara verdim. Ortaokulu disaridan bitirme imtihaniyla
aldim ve 1994-1995 egitim-6grenim yilinda Elaz1g Fatih Lisesinde 6grenimime kaldigim yerden
devam ettim ve 1997 yilinda mezun oldum. 1998 yilinda Firat Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimiinde Lisans 6grenimime basladim. 2002 yilinda béliim birincisi olarak
mezun olduktan sonra aymi yil Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim
Dalinda (Analitik Kimya) yiiksek lisansa bagladim, 2005 yiiksek lisans egitimimi “Bazi1 Tibbi
Bitkilerin Ekstraksyonu ve Tayini” adli tez ¢alismamu bitirdikten sonra ayni Enstitiide doktora
O0grenimime basladim ve calismami “semizotu, 1sirgan otu, menengic ve kusburnu gibi tibbi ve
aromatik bitkilerde flavonollerin HPLC-MS ile tayini” konulu doktora g¢aligmama devam

etmekteydim. Evli ve bir ¢ocuk annesiyim.
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