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OZET

Bu c¢alismada oksalik, tartarik, formik, laktik, asetik ve sitrik asitlerin es zamanl tayinleri
icin diode array detection (DAD) dedektorii kullanilarak bir HPLC yontemi gelistirildi.
Duyarlilig1 arttirmak i¢in sistemin tiim parametreleri optimize edildi. Optimum kosullar: akis
hizi; ImL.dk™, kolon sicakligi; 60°C, dalga boyu; 210 nm ve mobil faz H,SO, (pH: 2.5) /
asetonitril belirlendi. Gelistirilen yontem karagam (pinus nigra) ve bilesenlerine (odun, igne

ve kozalak) uygulandi.

Karagam ve bilesenlerinde yapilan analizler sonucunda karagamin odun kisminda oksalik,
laktik ve sitrik asit miktar1 sirasiyla; 289.26, 40.10 ve 162.14 mg.kg™ olarak belirlendi. Diger

ti¢ asit (tartarik, formik ve asetik asit) tayin limitinin altinda oldugu igin belirlenemedi.

Karagamin igne kisminda oksalik, tartarik, laktik ve sitrik asit miktarlar1 sirasiyla; 667.04,
75.12, 54.82 ve 223.63 mg.kg™ olarak belirlendi. Diger iki asit (formik ve asetik asit) tayin

limitinin altinda oldugu i¢in belirlenemedi.

Karacamin kozalak kisminda ise oksalik, tartarik, laktik, asetik ve sitrik asit miktarlar
sirastyla; 568.18, 60.13, 90.14, 68.43 ve 105.38 mg.kg'1 olarak belirlendi. Formik asit ise

tayin limitinin altinda oldugu i¢in belirlenemedi.

Anahtar Kelimeler: HPLC-DAD, organik asit, es zamanli tayin, karagam (pinus nigra).



SIMULTANEOUS DETERMINATION OF SOME ORGANIC
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HPLC/DAD
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ABSTRACT

In this study, a HPLC-DAD (Diode Array Detector) method was developed for simultaneous
determination of six organic acids (oxalic, tartaric, formic, lactic, acetic and citric acid). All
parameters were optimized for increase the sensitivity of this developed method. Optimum
conditions were: flow rate; 1 mL.min™, column temperature; 60°C, wavelength; 210 nm and
mobile phase H,SO, (pH:2.5) / acetonitrile determined. The developed method was applied

to different parts (branch, leave and cone) of Black Pine (pinus nigra).

The branch side of black pine oxalic, lactic and citric acid contents were founded 289.26,
40.10 and 162.14 mg.kg™, respectively. Other three acids (tartaric, formic and acetic acid)

were not detected because of below detection limits.

The leave side of black pine oxalic, tartaric, lactic and citric acid contents were 667.04,
75.12, 54.82 and 223.63 mg.kg™, respectively. Other two acids (formic and acetic acid) were

not detected because of below detection limits.

The cone side of black pine oxalic, tartaric, lactic, acetic and citric acid contents were
568.18, 60.13, 90.14, 68.43 and 105.38 mg.kg'l, respectively. Formic acid was not detected

because of below detection limit.

Keywords: HPLC-DAD, organic acid, simultaneous determination, Black pine (pinus

nigra).
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1. GIRIS

Anadolu karacami, Tiirkiye’de 2.527.685 hektarlik bir alanda saf mescereler halinde
yayilis gostermektedir [1]. Yasli govdesi derin cgatlakli, kalin ve esmer renkli
kabuklar1 vardir. 40 m kadar boy, 1 m den ¢ok cap yapabilen silindir bigiminde
diizgiin govdeye sahiptir. Biiyiimesi cabuktur. Anadolu karacami yar1 151k agaci olup,

genclik ¢caginda yavas biiyiir [2].

Tirkiye’nin ilk milli parki ve Yozgat kiiltiiriinde 6nemli bir yere sahip olan Yozgat
Camligi milli parkindan alinan Orneklerde bazi organik asitlerin miktarlari

belirlenmeye ¢aligildi.

Organik asitler yapilar1 karbon iskeletine bagl asitlerdir. Dogada saf olarak bitkisel
ve hayvansal organizmada bulunabilirler ve ayrica dogal yollardan elde edilebilirler.
Hayvan viicudunda kullanilip, metabolize olduktan sonra karbondioksit ve suya
okside olurlar. Dolayisiyla canli organizma i¢in herhangi bir saglik sorunu ya da bir
risk olusturabilecek hicbir kalintt birakmazlar. Bu o6zellikleri nedeniyle organik
asitler, gerek kaba ve yogun yem iiretiminin de, gerek bunlarin depolanmasinda ve
gerekse tiim ciftlik hayvanlariin performanslari tizerindeki olumlu etkilerinden
dolay1, hem koruyucu hem de verim artiric1 6zellikleri nedeniyle hayvan beslemede
cok Onemli bir yere sahip olup kar biiylitme faktorlerinin hayvan beslemede
kullaniminin yasaklanmasindan sonra antibiyotiklerin yerini alabilecek ¢ok giiglii bir

alternatif olmasi nedeniyle giiniimiizde biiytik bir popiilarite kazanmislardir.

Giintimiize kadar birgok farkli yontemler kullanilarak organik asitlerin tayinleri
yayinlanmigtir. Bu yontemler genellikle Gaz Kromatografi (GC) veya Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) ile tayinlerine dayanmaktadir. Meyve ve
meyve sularinin GC esasina dayali bir¢ok analiz metotlar1 vardir. Milkemmel ayirma
ve duyarlilik olmasina ragmen, fazla zaman almasi, tlirevlendirme basamaklari,
kullanilan toksik tiirev belirtecleri dezavantajlaridir. Ustelik bu analizler igin gerekli
olan yiiksek sicaklik, 6rnek bozulmalarima yol acabilir. Diger taraftan, HPLC
metotlarinin dezavantaji, diisiikk ayirma giicli ve yiiksek tayin limitlerine dayanir.

Yine de basitligi, es zamanli tayinleri ve daha uygun kromatografik sartlari sayesinde



HPLC ayirmalari, organik asitlerin ayrilmalarinda ve miktar tayinlerinde, etkili

metotlardir [3].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda alt1 farkli organik asidin es zamanl tayini i¢in basit ve
tekrarlanabilir bir HPLC metodu optimize edilerek karagam (pinus nigra)

bilesenlerine uygulandi.



2. KARACAM (Pinus nigra Arnold. subsp. pallasiana (Lamb)
Holmboe)

2.1. Karacamun (Pinus nigra Arn.) Genel Ozellikleri

Diinya iizerinde ¢ok genis bir alanda, parcali kii¢iik alanlar halinde yer alan
Karagam, esas yayilisin1 Giiney Avrupa, Balkanlar, Giiney Karpatlar, Kirim, Kibris,
Suriye ve asil olarak Tiirkiye’de yapmaktadir [4]. Karacamin diinya iizerinde dogal

yayilis gosteren 5 alt tiirii bulunmaktadir [5,6].
Bu alt tiirler ve yayilislart sunlardir;

Pinus nigra Arnold. Subsp. nigra: Avusturya karagami, (Syn: Pinus nigra Arnold
var. austriaca (Hoess.) Badaux.), Avusturya’dan Orta Italya’ya kadar uzamr;

Yunanistan ve Yugoslavya’da dogal olarak yetigir.

Pinus nigra Arnold. Subsp. larico (Poiret) Maire: Korsika karagami, (Syn: Pinus

nigra Arnold var. corsicana Suring), Giiney Italya, Korsika ve Sicilya’da yayils

yapar.

Pinus nigra Arnold. Subsp. dalmatica (Vis.) Franco: Dalmagya karagami,

Yugoslavya’nin kuzeybati sahilleri ve adalarinda yayilis yapar.

Pinus nigra Arnold. Subsp. salzmannii (Dunal) Franco: Pirene karagami, (Syn: Pinus

nigra Arnold var. cabennensis), Orta ve giiney Ispanya ile Pirene daglarinda yayilis
yapar.

Pinus nigra Arnold. Subsp. pallasiana (Lamb.) Holmboe: Anadolu karagami, (Syn:
Pinus nigra Arnold var. caramanica, Pinus nigra Arnold var. pallasiana Schneid.),

Balkanlar, Giiney Karpatlar, Kirim, Tiirkiye, Kibris ve Suriye’de yayilis yapar [7].

Anadolu Karacami’nin yash govdesi derin catlakli, kalin ve esmer kabuklar1 vardir.
40 m kadar boy, 1 m’den ¢ok ¢ap yapabilen silindir bi¢ciminde diizgiin govdeye
sahiptir. Tomurcuk pullarmin kenarlar1 kirpiklidir. Igne yapraklar1 4-8 cm
uzunlugunda koyu yesil ve serttir. Siirgiin uglarinda bulunan yapraklar ise tomurcuga

dogru yonelmis oldugundan c¢anak goriiniimiinde bir bosluk olustururlar. Igne



yapraklarin kenarlari ince disli, u¢ kisimlar1 sertlesmistir ve igne gibi baticidir [8].
Erkek ve disi ¢i¢ekler soluk sar1 renkli olmasina karsin, disi kozalaklar parlak saman
saris1 renktedir. Yumurtamsi-konik sekildeki kozalaklar1 simetriktir ve yok denecek
kadar kisa saplidir. Kozalagin u¢ kismindaki karpellerin ¢ogunun goébeginde igne
gibi ufak bir dikenimsi ¢ikintt bulunur. Kozalak boyu 3,5-10 cm arasinda
degismektedir [9].

40°N

Sekil 2.1. Pinus nigra Arn. subsp. pallasiana (Lamb.) Holmboe’ nin diinyadaki
yayilisi

Anadolu Karacami tilkemizde 4.202.298 ha ile Kizilcam’dan sonra yayilist en fazla
olan ikinci ibreli tiirimiizdiir [10]. Anadolu’nun i¢ kesimlerinde Tokat ¢evresinden
baslayarak Amasya, Corum, Cankiri, Yozgat (Sekil 2.2), Cubuk ve Ankara
dolaylarinda Beynam, Baglum gibi antropojen bozkir alanlarma dogru lokal yayilis
gosterdigi; Beypazari, Mudurnu ve Siindiken daglarindaki Catacik’tan giineyde I¢
Anadolu’ya dogru sokuldugu; Boyabat, Vezirkdprii ve Kargi’dan itibaren batiya
dogru genis alanlarda goriilmektedir [11].



Sekil 2.2. Yozgat Camlig1 Milli Parkinda bulunan Pinus nigra Arn. subsp. pallasiana
(Lamb.) Holmboe goriintiisii

Anadolu Karacami iilkemizde bozkira en ¢ok sokulan agac¢ tiiriimiizdiir. Yayilis
alaninda daima denize bakan yamaclardan kagar, denize kapali kisimlar tercih eder.
Bozkirda genellikle kar yagislarinin goriilmesi ve yeterince suyun bulmasinin
yaninda, karagamin kazik kok gelistirip bu rezerv suya ulasabilme yeteneginde olusu,
bunda etkilidir. Karagam Trakya, Karadeniz’ in dogusu hari¢ tim Karadeniz, Ege,
Marmara, I¢ ve Dogu Anadolu’da dogal olarak bulunur. Karadeniz’de Yesilirmak’m

batisinda goriiliir.

Anadolu Karagami, Bat1 ve Orta Karadeniz Bolimii’nde 400-1400 m’lerde saf
mesgereler halinde, 1400-1700 m’lerde saricamla birlikte yayilis gosterir. Bati
Karadeniz’de &zellikle gdknar ve mese tiirleri ile mescere kurar. Ic Anadolu step
siirlarinda 900 m’ye kadar mescere halinde yaylalarda 1400 m’ye kadar miinferit
halde yer alir. Akdeniz Bolgesi’nde Toroslarda 1200-2100 m’ler arasinda goriiliir.
Ege ve Marmara Bolgeleri’nde genellikle 800-1000 m’den sonra saf olarak karsimiza

cikar [12,13].



Bunun diginda, ekonomik degeri bakimindan da olduk¢a 6nemli bir tiir olan Anadolu
Karagami, iilkemizde Kuzey Anadolu’da Tokat ve Giiney Anadolu’da
Kahramanmaras illeri arasinda ¢ekilebilecek bir sinirin batisinda saf ve karisik

mescereler halinde bulunmaktadir [14].

Karadeniz Bolgesi’nde Kizilirmak’in dogusunda saricam ve Dogu Karadeniz géknari
ile; Kizilirmak’in batisinda Uludag goknari, Dogu kayini, Kazdagi gdknari, mese
tirleri ve kizilgamla karisik mescereleri vardir. Marmara ve Ege Bolgeleri’nde
kizilcam ve mese tiirleri ile karisik mescereler kuran Anadolu karacami, Akdeniz
Bolgesi’'nde Toros sediri, kizilgam, Toros goknari ve ardig tiirleriyle; I¢ Anadolu

Bolgesi’nde ise, ardig ve mese tiirleri ile birlikte goriiliir [15].
2.2. Karacamin Kimyasal Ozellikleri

Karagam odunu, yapisinda % 72.15 holoseliiloz, % 57.91 seliiloz, % 28.94 lignin ve
% 13.27 pentozan bulundurmaktadir. Bunun diginda alkol-benzende % 6.07, sicak
suda % 4.71 ve % 1’lik NaOH’de % 12.16 oraninda ¢6ziinmektedir [16].

Karacamin seliiloz oranin1 6z odunda % 55,7, diri odunda % 57.9, a—seliiloz oranini
6z odunda % 46.8, diri odunda % 47.6 ve lignin oranin1 6z odunda % 27.9, diri
odunda % 28.2 olarak bulmuslardir. Ayrica soguk su, sicak su, alkol-benzen ve %
1’lik NaOH ¢oziiniirligii degerlerini sirasiyla 6z odun ve diri odun i¢in % 3-2, %
4.7-3.2, % 6.1-4.9 ve % 12.2-10.8 olarak tespit etmislerdir [17].



3. KROMATOGRAFIK YONTEMLER ve YUKSEK
PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFI (HPLC)

Kromatografi, bir karisimdaki kimyasal bilesenlerin bir sabit faz ve bir hareketli faz
yardimiyla ayrilmasi, taninmasi ve tayini ile Kkalitatif ve Kkantitatif analizlerin

yapildig1 yontemlerin genel adidir ve analitik bir metottur.

Karisimda bulunan maddelerin hareketli faz yardimiyla sabit faz iizerinde degisik
hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanmaktadir. Hareketli faz

gaz veya sivi; sabit faz da sivi veya kati olabilmektedir [18].

1930’1u yillardan itibaren kromatografi teknikleri gelismeye baslamistir. ince Tabaka
Kromatografisinin temelleri 1938’de izmailov ve Schraiber tarafindan atilmistir.
Stahl da 1958’de bu yontemi gelistirmistir. 1941°de Martin ve Synge’nin ¢alismast
s1vi kromatografisinde koklii degisikler yapmustir [19].

Sivi kromatografisi, baslarda genis capli cam kolonlarda ve ortam sartlarinda
yapilmistir. Analiz siireleri uzun ve prosediirleri ise yorucudur. 1960’11 yillarin
sonlarindan itibaren s1vi kromatografi gelistirilerek gaz kromatografisini tamamlayici
bir teknik halini almigstir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) de bu

ilerlemelerin bir sonucu olarak gelistirilmistir [19,20].
3.1. Kromatografi Cesitleri

Kromatografi hareketli faz tiplerine gore gaz kromatografi ve sivi kromatografisi
seklinde ikiye ayrilmaktadir. Sivi kromatografisi de kendi icerisinde adsorbsiyon
kromatografisi, dagilma kromatografisi, iyon degisimi kromatografisi, dislama (jel
filtrasyon) kromatografisi olarak 4 gruba ayrilmaktadir [19,21]. Gaz
kromatografiside kendi icerisinde gaz-kati kromatografisi ve gaz-sivi kromatografisi

olmak tizere ikiye ayrilir.



3.1.1. Sivi Kromatografi Cesitleri
3.1.1.1. Adsorbsiyon (Kati-Sivi) Kromatografi

Kati-sivi  kromatografi, c¢oziinen maddelerin silika jel ve allimina gibi polar
adsorbanlara tutunmasi esasina dayanan bir tekniktir. ince Tabaka Kromatografisi de
kati-s1vi kromatografisinin bir tiiriidiir. Bu teknik organik ¢oziiciilerde ¢oziinen ve

iyonize olmayan bilesenler i¢in uygundur [19].
3.1.1.2. Dagilma (Siv1-S1v1) Kromatografisi

Dagilma kromatografisi, ¢oziinen maddelerin birbirine karismayan iki c¢oziici
arasindaki dagilimi esasina dayanan bir tekniktir. Bu ¢oziiciilerden biri sabit digeri

ise mobil fazdir.

Dagilma kromatografisi eger sabit faz mobil fazdan daha polar ise normal faz olarak
adlandirilir. Eger mobil faz sabit fazdan daha polar ise de ters faz olarak
adlandirilmaktadir [21].

Sivi-sivi dagilim kromatografisinde ¢ozlinmiis maddenin ayirimi sivi kromatografik
teknikler iginde ters faz sivi kromatografisi en yaygin kullanilanidir. Sabit faz
polaritesi, hareketli faz polaritesinden daha diisiiktiir. Bu kromatografi tiirli, apolar
sabit fazda tutunmalar1 farkli olan tiirlerin ayiriminda kullanilir. Kimyasal olarak
bagli alkil zincirlerinin sabit faz olarak kullanildig: ters faz sivi kromatografisinde,
ODS (18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesilsilan) en fazla kullanilan sabit
fazdir. Ayrica Cg ve daha kisa alkil zincirleri, siklohekzil ve fenil baglanmis sabit
fazlar da kullanilmaktadir. Ters faz kromatografisinde hareketli fazlar genellikle su
veya sulu tampon c¢ozeltileri ile suyla karisabilen organik ¢oziicii karigimlarindan

olusmaktadir.

Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz polaritesi hareketli faz polaritesinden
daha ytiksektir. Sabit faz genellikle silika veya altimina, kullanilan hareketli fazlar ise
hekzan, metilen kloriir, kloroform, dietil eter ve bunlarin karigimidir. Silika jelin
tizerine kimyasal baglarla —CN, -NO, veya —NH, gibi polar fonksiyonel gruplar

baglanarak farkli normal fazlar elde edilir. Normal faz ayirimlarinda polaritesi



yiiksek olan maddeler, polar olan sabit faz ile daha fazla etkilesmekte, buna baglh

olarak kolonu daha geg terk etmektedir [22].

Sabit fazin kimyasal olarak etkisiz bir deste§e baglanmasiyla daha saglam kolonlar
elde edilmistir. Bu tiir kolonlar ise, partisyon kromatografisinin bagli faz

kromatografisi denen tiirii ortaya ¢ikmistir [19].
3.1.1.3. Iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi, dolgu maddesinin iyonik kisimlariyla mobil faz
arasinda meydana gelen iyon degisimleri esasina dayanan bir tekniktir. Iyon
degistirici maddeler olarak stirendivinilbenzen kopolimerlerine fonksiyonel gruplarin
eklenmesiyle elde edilen regineler kullanilmaktadir. Siilfonik asit ya da kuarterner

amin tlirli regineler uygulamalarda ¢ogunlukla tercih edilmektedir [19,23].

Bu kromatografi tiirii saghik bilimlerinde aminoasitlerin  ayrilmasinda
kullanilmaktadir. Iyon degistirme kromatografisi hem katyonlara hem de anyonlara

uygulanabilmektedir [20].
3.1.1.4. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyonkromatografisi, karisimin  igerisindeki  bilesenlerin  molekiil
biiyiikliiklerine gore ayrilmasma 6zgii bir tekniktir. Jel filtrasyon kromatografisinin
bircok adi vardir. Bunlarin en yaygin olanlar1 jel gecirim kromatografisi ve diglama
kromatografisidir. Bu teknikte kullanilan dolgu maddesi, gbzenekli inert bir yiizeye
sahip bir jeldir. Kiiclik molekiiller bu gozenekli ag yapisina girmekte ve durgun
haldeki mobil fazda tutulmaktadirlar. Biiylik molekiiller ise gozenekli yapiya
giremeyip kolonu tutulmadan terk etmektedirler [19-21].

3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi, sivi kromatografi tekniginin ozel bir
uygulamasidir ve HPLC olarak da adlandirilmaktadir. Bu yontemde sabit faz olarak
kullanilan dolgu maddelerinin tanecik boyutunun kiiciiltiilmesi sonucu, hareketli faz

ile etkilesen sabit faz yiizey alani biiylimektedir. Boylece kolonun etkinligi arttirilmig



olmaktadir. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla

gegebilmesi i¢in basing uygulanmasi gerekmektedir [18,19].
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Sekil 3.1. HPLC cihazinin diyagrami [23]

Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) nin diger kromatografi tiirlerinden

uistiinltikleri sunlardir:
v HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

v" Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimhidir ve tekrarlanabilirlik daha

yiiksektir.
v" Nitel ve nicel analiz amaglari i¢in kullanilabilir.
v' Analiz siiresi olduk¢a kisadir.

v' Duyarlik ¢ok yiiksektir. 10 pg’lik bir 6rnek bile, floresans veya elektron

yakalama detektorleri kullanilarak tayin edilebilir.
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Yiiksek performansli sivi kromatografisi sistemi 6 ana kisimdan olugmaktadir.
Bunlar mobil faz, degazdr, pompa, drnekleyici (autosampler), kolon ve detektordiir.
Ayrica datalarin islendigi bir bilgisayar sistemi de mevcuttur. Sekil 5.1°’de HPLC

cihazindan bir goriinlim mevcuttur.
3.2.1. Mobil Faz

Numunelerin kolon i¢inde hareket etmesini saglayan ¢oziicii karisimlaridir. Sabit
bilesimdeki tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan bir ayirma izokratik eliisyon olarak
adlandirilir. Polarliklart birbirinden farkli iki (veya bazen daha fazla) c¢oziici
sistemlerinin kullanildig1 teknige gradient eliisyon adi verilir. Izokratik eliisyon ile
ayrilamayan maddeler, gradient eliisyonla ayrilabilmekte, farkli kapasite faktoriine

sahip madde karisimlarinin alikonma zamanlari kisaltilabilmektedir.

Sekil 3.2. Mobil faz

3.2.2. Degazor

Mobil faz haznelerinde bulunabilecek tozlari, kolon ve detektor sisteminde gaz

olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢ozlinmiis gazlarin (genellikle oksijen ve
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azot) giderilmesi icin kullanilan cihazlar vardir. Bu ¢oziinmiis gazlar kolonda
kabarciklar olusturarak pik genislemesine; ayrica, cogu zaman gerek gaz kabarciklar
gerekse tozlar, detektorle girisim yaparak performansinda azalmaya sebep olurlar. Bu
etkileri yok etmek i¢in kullanilan bir cihazdir. Kullanilan mobil faz adedi ve pompa
tiplerine gore uygun degazorler bulunmaktadir. Sekil 3.3’de sematik olarak bir

degazor gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. HPLC degazdriiniin diyagrami
3.2.3. Pompa
Bir HPLC pompalama sistemi igin gerekli sartlar sunlardir:
» 400 atm’ye kadar basing iiretimi
> 0,1-10 mL.dk* araliginda akis hizlar
» % 0,5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikte akis kontrolii

» Korozyona dayanikli parcalar.
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Swvilar ¢ok fazla sikistirllmadigindan dolayr HPLC pompalar1 tarafindan {iretilen
basing bir patlama tehlikesi olusturmaz. Boylece sistemin parcalarindan herhangi
birinde meydana gelecek bir catlak sadece ¢oziicliniin disar1 sizmasina neden olur.

Ama sizintilar bir yangin tehlikesi olusturabilir.

Pistonlu Pompalar: HPLC sistemlerinin % 90’inda pistonlu pompalar kullanilmistir.
Pistonlu pompalar genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketleriyle
¢Oziiciinliin pompalandig kiigiik bir silindirden meydana gelmistir. Sirasiyla agilip
kapanan iki tane kiiresel kontrol muslugu, ¢oziiciiniin silindir igine giris ve ¢ikis

akisini kontrol eder. Piston ¢dziicii ile dogrudan temas etmektedir.
Pistonlu pompalarin {istlinliikleri;
v" Kiigiik i¢ hacimleri (35-400 pL)
v' Yiiksek ¢ikig basinci (700 atm’ye kadar)
v' Gradient eliisyona uygun oluslari
v" Kolon geri basincindan ve ¢oziicii viskozitesinden biiyiik 6lglide bagimsiz
olan sabit akis hizlaridir.

Siirgiilii Pompalar: Siirgiili pompalar, bir kademeli motordan gii¢ alan vidali
giidiim mekanizmas1 ile kontrol edilen sizdirmasiz bir siirgiisii olan siringa benzeri
silindirik bir kaptan olusur. Sirgili pompalarda ¢ikis akimi pulssuzdur.
Dezavantajlar1 ise sinirh ¢oziicii kapasitesi (~ 250 mL) ve ¢oziicii degistirilmesi

gerektiginde karsilasilan giicliiklerdir.

Pnomatik Pompalar: En basit pnématik pompalarda sivi hareketli, sikistirilmis bir
gaz ile basin¢landirilabilen bir kap i¢ine yerlestirilmis bir kap i¢ine konur. Pnoématik
pompalarda ¢ikis basinct diistiktiir ve akis hiz1 ¢oziicii viskozitesine ve kolon geri
basincina baglidir. Ayrica pnématik pompalar, gradient eliisyona uygun degildir. Ve

basinglar genellikle 135 atm’den daha diisiiktiir [24].

Sekil 3.4°de bir HPLC pompasi1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. HPLC’si pompasi

3.2.4. Ornekleyici (Autosampler)

Ornekleyici; analitlerin (numunelerin) kolon ve dedektdre génderilmesini saglar.
Ornekleyici temel olarak iki tiptedir; Manuel (EI tipi) ve Oto drnekleyici (Otomatik)
modeller. Manuel 6rnekleyicilerde numune bir siringaya cekilip valf yardimiyla
sisteme gonderilir. Oto Ornekleyicilerde ise bu islemleri cihaz kendisi
yapabilmektedir. Bazi {initelerde sogutma, 1sitma, seyreltme ve karistirma 6zellikleri
vardir. 10 vialden 1000 viale kadar degisik kapasitede olanlar1 bulunabilir. Oto
ornekleyiciye numune verirken en 6nemli konu numunenin temiz olmasidir, aksi
halde sistem c¢abuk kirlenir veya tikanir. Numuneleri cihaza gondermeden once
muhakkak siringa filtresinden veya kartustan gegirmek gerekir, numunenin miimkiin
oldugunca berrak ve renksiz olmasini tercih edilmelidir. Sekil 3.5°de bir drnekleyici

goriilmektedir.
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Sekil 3.5. HPLC’ si 6rnekleyicisi

3.2.5. Kolon

Sivi kromatografi kolonlar1 bir HPLC cihazinin en 6nemli pargasidir ve genellikle
paslanmaz gelikten imal edilir. Pek ¢ok liretici tarafindan iiretilen analitik kolonlar 2-
5 mm i¢ capli, 5-30 cm boyundadir. Tanecik caplart ise 2-10 pum arasinda
degismektedir. Bu tip kolonlarin 1 metresinde 40000-60000 kadar tabaka bulunur.

Son yillarda uzunlugu 3-7,5 cm ve i¢ cap1 1-4,6 mm olan yiiksek performanslt mikro
kolonlar da imal edilmeye baslanmistir. Bu kolonlarin dolgu maddelerin pargacik
boyutlar1 2-5 pm ve tabaka sayisi 10000 tabaka.m'l’ye kadar c¢ikmaktadir. Bu
mikrokolonlar ile ¢ok az miktarda c¢oziici ile hizli bir sekilde ayirma
yapabilmektedir. Sivi kromatografisinde kullanilan c¢oziiciilerin safliklar1 yiiksek
olmasindan dolay1 pahalidir. Coziiciiler kullanildiktan sonra atildig1 igin mikro kolon
kullanim1 ¢ok Onemli bir distlinliik saglamaktadir. 15 saniye gibi ¢ok kisa bir

zamanda sekiz farkli madde birbirinden ayrilabilmektedir.

15



Kolon dolgu maddeleri, film dolgular ve gézenekli dolgular olmak iizere iki tiptir.
Film dolgular, gbzenekli olmayan cam veya polimer tanelerinden olusur.
Yiizeylerine gozenekli yapida silika, aliimina veya iyon degistirici regineden olusan
ince bir gozenekli film kaplanmistir. Gozenekli dolgular, silika, aliimina ve iyon
degistirici recineden yapilir. Stvi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu
maddeleri silisyum dioksittir. Mikrondan daha kii¢iik boyutlardaki silisyum dioksit
parcaciklarinin aglomerasyonuyla, daha biliyiilk ve yaklagik aym1 boyutlarda
parcaciklar elde edilir. Hazirlanan, pargaciklarin yiizeyi, genellikle bu ylizeye fiziksel
veya kimyasal baglarla baglanmis ince bir organik filmle kaplanir. Silika temelli
bagl fazlar, yiizeyde bulunan silanol gruplarinin organosilanlarla reaksiyonlari

sonucu elde edilir.

En ¢ok kullanilan, klorodimetilsilanlarin yiizey silanol gruplar ile reaksiyonudur.
Ters faz sivi kromatografisi i¢in kullanilan ¢esitli alkil ve siibstitiie alkil silikalar bu
yolla elde edilir. Aliimiina parcaciklari, gozenekli polimer parcaciklari ve iyon
degistirici recineler de dolgu maddesi olarak kullanilabilmektedir. Anyonlar1 ve
katyonlar1 tutan iyon reginelerin dolgu maddesi olarak kullanilmasi halinde,

numunede iyon halinde bulunan tiirler birbirinden ayrilir.
Iyonlarm bu reginelere olan ilgilerine etki eden faktorler;

v lIyonun yiikii,

v Iyonun biiyiikligii,

Y pH,

v' lIyon siddeti,

v" Kullanilan reginelerin gozenek biyiiklig,

v' Coziicii cinsi,

v' Coziicii derisimi,

v Calisma sicakligidir.
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Kullanilan iyon degistirici regineler dogrudan kolona doldurulabilen kati regineler
olabilecegi gibi, bir kat1 yiizeyine kaplanmis sivi recineler de olabilir. Katyon
degistirici reginelerin ortak 6zelligi, kuvvetli bir asit olan siilfonik asit gruplar ile
zayif bir asit olan karboksilik asit gruplarini igermeleridir. Anyon degistirici regineler
ise, kuvvetli baz olan kuarterner amin gruplari ile zayif baz olan primer amin gruplari

igerirler.

Sivi kromatografisinde kolon verimliligi, bir bilesigin kolondan gegisi sirasinda
meydana gelen bant genisliginin derecesi tarafindan etkilenir. Bant genislemesi ve
dolayistyla kolon verimliliginin kaybi, ¢oziinen bilesenlerin kolondan asagiya gocleri
sirasinda yer alan ¢ok sayida kiitle-aktarim islemlerinin sonucudur. Bu hizlar

etkileyen baz1 degiskenler kontrol edilebilir ve ayirmalar i¢in kullanilabilir.
Kolon Verimliligine Etkiyen Degiskenler;

v' Hareketli fazin dogrusal hizi,

v' Hareketli fazda diflizyon katsayist,

v" Durgun fazda difiizyon katsayisi,

v' Kapasite faktori,

v Dolgu pargacik capi,

v" Durgun fazda sivi kaplamanin kalinh@idir [22].

Sekil 3.6”da kolon ve kolon firin1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.6. HPLC kolon firin1 ve HPLC kolonu

3.2.6. Dedektor

Kolondan ¢ikan maddelerin derisimi kolon ¢ikigina yerlestirilen uygun bir dedektor
ile dlgiiliir. Dedektor se¢cimi dogru ve hassas bir analiz yapabilmek icin son derece
onemlidir. Genellikle tek dedektor sistemi kullanilmakla beraber, birden fazla

dedektor sisteminin yer aldig1 cihazlar da vardir.
Dedektorde bulunmasi gereken 6nemli 6zellikler sunlardir;
v" Yiiksek duyarlilik,
v’ lyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik,
v Genis ve dogrusal bir ¢alisma araligi,
v' Akis hizindan bagimsiz bir cevap verme siiresi,
v' Biitiin bilesenler i¢in benzer cevaplar vermeli,

v" Numuneyi bozmamali,
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v" Ucuz ve kullanim kolayligi olmalidur.

Dedektorler iki grup altinda toplanirlar. Bunlar maddeye yénelik dedektorler ve
¢ozeltiye yonelik dedektorlerdir.

Maddeye Yonelik Dedektorler: Hareketli faz i¢indeki maddenin ozelliklerini tayin

ederler ve en yaygin kullanilan tiirleri agagida verilmistir:

1. Fotometrik dedektorler (UV/GB, Floresans, Dizi diyot, Infrared),
2. Elektrokimyasal dedektorler,

3. Ayirim sonrast tepkime dedektorleri,

4. Radyoaktivite dedektorleri,

5. Kiitle spektrometreleri.

Cozeltive Yonelik Dedektirler: Ornek  Ozelliklerinin - dlgiilmesine  ydnelik

dedektorlerdir ve asagidaki sekilde siniflandirilabilir:
1. Refraktif indeks dedektorleri

2. Dielektrik sabiti dedektorleri

3. Iletkenlik dedektorleri

4. Yogunluk dedektorleridir.

Bu calismada sadece DAD dedektorii kullanildigr i¢in sadece DAD dedektorii

anlatilmaktadir.
UV- Géériiniir Bélge Dedektorii (DAD)

Absorbans 6l¢en detektorler olup HPLC’de kullanilan detektdrlerin yaklasik %
60’11 olusturmaktadirlar. Lambert-Beer yasasi gegerlidir. Spektrum taramasi
yapmak, farkli dalga boyunda ¢alismak veya dalga boyunu zamana karsi
programlamak mimkiindir. Hareketli faz, UV/VIS fotometre vya da

spektrofotometrenin bulundugu Z seklindeki kiiciik bir akis hiicresinden gegirilir.
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Kolon dist bant genislemesini en aza indirmek i¢in, bu gibi hiicrelerin hacimleri
miimkiin oldugunca diisiik tutulmaktadir. Hacimler, 1-10 puL ve hiicre uzunlugu 2-10
mm arasinda sinirlandirilmistir. Bu tip hiicreler, yaklasik 600 psi’den biiyiik
basinglarda calismazlar. Bunun sonucu olarak, bir basing diisiirme diizenegi

genellikle gereklidir.

Hiicreden gegen analit, bir miktar UV 1sinin1 absorblar ve dedektor tarafindan bu
absorbsiyona bagli olarak bir sinyal olusturulur. Bu sinyal, analit derisimi ile
orantilidir. Tek bir dalga boyunda calisan dedektorler kullanilabildigi gibi bir
monokromator ile ¢esitli dalga boylarin1 segerek calisan dedektorler de vardir. Tek
dalga boyunda calisan dedektdrlerde 151k kaynagi olarak genellikle 254 nm’de 1s1ma
yapan Hg lambasi, cesitli dalga boylarini1 6lcebilen detektorler de ise ddteryum
lambas1 kullanilir. Dalga boyunun her bir bilesene gore ayarlanabilmesi nedeni ile
secimli bir dedektor tirii olan UV-goriiniir bolge detektor sisteminde segilen
coziiciilerin UV-1ginlarin1 absorbladigi dalga boylarina dikkat edilmeli ve segilen
calisma dalga boyu ¢oziiciiniin absorbsiyon yaptigr dalga boyu degerinden yiiksek
olmalidir. Bu durum o6zellikle diisiik dalga boylarinda absorpsiyon yapan 6rnekler
icin son derece Oonemlidir (CH3OH 205 nm, CH3CN 190 nm, v.b.). Ayrica eliie
edicinin pH degerinin UV-goriiniir bolge spektrumunu etkileyecegi de gz oniinde
bulundurulmalidir. En giiglii ultraviyole spektrofotometrik dedektorler diyod-serili
cihazlardir. Bu cihazlar, spektrumun tamamu icin gerekli olan verileri yaklasik bir
saniyede toplayabilmektedir. Boylece, her bir kromatografik pik i¢in spektral veriler,
analit kolondan ¢ikarken toplanip saklanabilir. Tiirlerin teshisine ve kantitatif tayin
icin sartlarin se¢imine yardimci olan bu spektrum sekli, i boyutlu grafik olarak

verilebilmektedir.

Ideal UV dedektoriin karakteristikleri sunlardir:

- Orneklerin UV- goriiniir bolgede absorbsiyon yapmasi gerekir.
- Hareketli faz akis hiz1 ve sicaklik degisimlerinden etkilenmez.
- Band genisletme etkisi kii¢iiktiir.

- Cok glivenilirdir.
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-Ornek ¢ozeltiyi bozmaz [22].

Sekil 3.7°de bir dedektdr goriilmektedir.

SPD-M20A

Sekil 3.7. Diode Array Detection (DAD) dedektorii
3.2.7. Kaydedici

Mikro islemciler ve bilgisayarlarin kullanildigi sistemlerde hareketli faz akis hizi,
enjektor, kolon firini, 6rnek alma sistemi, dedektdr ve veri kaydi sistemi merkezi bir
veri kayit cihazi ile kontrol edilmektedir. Mikro islemciler ve bilgisayarlarin
kullanilmas1 kromatografik sistemde tekrarlanabilirligi arttirmakta, sistem validasyon

parametrelerinde daha dogru degerler elde edilmesine olanak saglamaktadir.
3.3. Kromatografi Parametreleri

Kromatografik yontemlerde etkili bir ayrim gerceklestirebilmek i¢in dikkat edilmesi

gereken ii¢ nokta vardir.
1. Numune bilesenleri kolonda tutunabilmelidir.
2. Numune bilesenleri digerlerinden ayrilabilmelidir.

3. Numune bilesenlerinin bant genislikleri nispeten dar olmalidir.
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Kimyasal ve fiziksel etkilesimler sonucu olusan bu kosullar saglanmazsa, uygun bir
caligma siiresinde ayrim gerceklesmez. Ayrimi iyilestirmek, uygun sabit faz ve
hareketli faz se¢imiyle dogrudan iliskilidir. Kosullarin  uygunlugu ise

kromatogramlar yorumlanarak kontrol edilir.

Kromatogram; kromatografik bir yontemde numune bilesenlerinin kolona
verilmesinden dedektore gelene kadar gecen zamana karsi, dedektor tarafindan

elektronik olarak verilen sinyalle olusturulan grafiktir.
Bir kromatogrami yorumlamak i¢in gerekli parametreler;

v" Alikonma zamani, tg

v’ Kapasite faktorii, k’

v' Segicilik faktori, o

v Kolon ayirma giicii, Rs

v Kaolon verimliligi, N ve L olarak verilmistir [18].
3.3.1. Ahilkonma Zamani (tg)

Alikonma zamani (tg), numunenin kolona verilmesinden sonra dedektore ulagsmasi
icin gecen siiredir. Alikonma davranisi numune bilesenlerinin hareketli faz ile sabit
faz arasindaki dagiliminm gosterir. Alikonmay1 zaman olarak da hacim olarak da ifade

edebiliriz.

Alikonma hacmi; numune bilesenlerinin kolona verildikten sonra kolon boyunca
ilerlemesi ve dedektoére ulasabilmesi igin gerekli olan mobil faz hacmidir. tg

alikonma zamani ve Fc volumetrik akis hizinin ¢arpimi ile hesaplanir.
VR = tR.Fc (31)

Fakat GC ve HPLC gibi kromatografik sistemlerde hareketli fazin volumetrik akis
hizint dogru olarak 6lgmek miimkiin olmayabilir. Bu nedenle alikonma zamani

ifadesini kullanmak dogru olur.
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Numune veya hareketli faz genellikle kolonda alikonmayan bir madde igerir.
Olmadigi durumlarda da pik tanimlanmasma yardimci olmasi i¢in kolonda

tutulmayan bir madde analiz 6rnegine ilave edilebilir.

Kolonda tutunmayan maddenin dedektore ulasma siiresi 6lii zaman (ty) olarak ifade
edilir ve kolonda ilerleme hiz1 hareketli faz molekiillerinin dedektére ulagmasi igin

gereken siireye esittir [25,26].
3.3.2. Kapasite Faktorii (k)

Kapasite faktorii, kolonda ¢oziinen numune bilesenleriningd¢ hizlarini agiklamak icin

kullanilan bir ifadedir. Bir diger ad1 ise alikonma faktoriidiir.

ky = =M (3.2)

tm
esitligi ile ifade edilir.

Burada ka’ numune bilesenlerinden herhangi birinin kapasite faktoridiir. ty; ol

zaman, tr ise analitin alikonma stiresidir.

Bir analit i¢in alikonma faktoriiniin 1’den kiigiik olmasi,numunenin kolondan ¢ikis
stiresinin ¢ok hizli oldugunu gosterir ve bu durum alikonma zamaninin dogru tayinini
zorlastirir. Alikonma faktoriiniin 20-30 birimden biiyiik olmasi, numunenin kolondan

¢ikis sliresinin ¢ok uzun oldugunu gosterir.

Ideal ayirmalar ise alikonma faktdriiniin 2 ile 10 arasinda oldugu kosullarda saglanir

[18,26].
3.3.3. Secicilik Faktorii

Iki bilesen arasinda ayrimi saglama yetenedi ve onlarin hassas olarak kolonda
alikonulmasi kolon seg¢iciligi olarak adlandirilir. Bu segicilik ayirma faktori (o)
olarak ifade edilir. A ve B gibi iki tiir i¢in bir kolonun segicilik faktori (o) esitlikte

goriildiigii gibi tanimlanur.
a=—- (33)
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ky” kolonda daha kuvvetli tutulan analit i¢in kapasitefaktoriidiir. ki ise kolondan

hizla ayrilan analit i¢in kapasite faktoriidiir. Bu yiizden o daima 1°den biiytiktiir.

K’ degerleri tr Ve ty cinsinden yazilarak o’nin deneysel kromatogramdan
hesaplanabilecegi bir baginti elde edilir.

a = (tR)Z_ tm (3-4)

(tr)1—tm
3.3.4. Kolon Ayirma Giicii

Kolon ayirma giicii (Rs), kolonun iki analiti birbirinden ayirabilmesinin kantitatif bir
Olciisiidiir. Kolon ayirma giicii, pik genisliklerinin orta noktalar1 agisindan komsu iki
pik arasindaki mesafeyi ifade eder. Ayirma giicii esitlikte verildigi gibi hesaplanir.
_ 2[(tr)B —(tR)4
Ry = W (3.5)
Burada W, pik genisligini ifade eder. Rs=1 oldugu zaman neredeyse % 2’lik

cakismayla ayrim saglandigi anlamma gelir. Sekil 3.8’de bu kromatogram

gosterilmistir [27].

Sinyal .
) Rg=0.50 Rg=0.75

/ Rg=1.00 Rg=1.50

Zaman

Sekil 3.8. Kolon ayrim giiciiniin gosterildigi bir kromatogram [22].

Ayirma giiclinlin en az 1.5 oldugu durumlarda ideal ayirma gerceklesir.
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3.3.5. Kolon Verimliligi

Kromatografik analizlerde pik genisligi Olgtilebilir ve bu kolon verimliligine isaret
eder. Pik genisligi ne kadar kiiciikse o kadar yiiksek verimle c¢alisilmistir.
Kromatografik kolon verimliliginin kantitatif bir 6l¢iisii olarak genellikle birbirleri
ile ilgili iki terim kullanilmaktadir: Tabaka yiiksekligi (H), ve Tabaka sayis1 (N)’dir.

Bu iki terim arasindaki iliski esitlikte verilmistir.

L

H=x (3.6)

Bu iliskide L, kolonun uzunlugudur (cm). Kromatografik kolonun verimliligi tabaka

sayisi arttik¢a ve tabaka yiiksekligi azaldikca artar.

Kromatografik kolon, teorik tabaka olarak adlandirilan, birbirini izleyen, fakat ayri
ince tabakalardan olusmus bir damitma kolonuna benzermis gibi diisiiniiliir. Her bir

tabakada, analitin sabit ve hareketli fazlar arasinda dengeye ulastigi kabul edilir.
— tRy2
N = 16(W) (3.7)
Bu esitlik kullanilarak N, iki zaman 6l¢iimii (tr Ve W) ile hesaplanabilir.
3.4. Yontem Validasyon Parametreleri

3.4.1. Dogruluk

Analiz sonucu elde edilen degerin gercek degere yakinliginin olgiisiidiir. Sonuglar
ortalama % geri kazanim olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin (analizi
yapilacak madde) analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildigini gosterir

[28].
Geri kazanim c¢aligmalari i¢in 3 yol izlenebilir. Bunlar:
3.4.1.1. Referans bir yontemle karsilastirmak

Gelistirilen analiz yontemi ile, 3 farkli derisimde, 3’er 6l¢tim alinir ve bu degerler %
geri kazanim degerlerine ¢evrildikten sonra tiimii bir araya getirilir. Sonuglar referans

kabul edilen olan bagka bir yontem sonuglar1 ile istatistiksel olarak karsilastirilir.
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Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma (% BSS) ve/veya % bagil hata (BH)
(% Bias) ile beraber verilir (3.8, 3.9) [29].

%BSS = > X 100 (3.8)
%BH = === x100 (3.9)

3.4.1.2. Kor (matriks) ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek

Farmasotik dozaj formlart gibi matriks etkisi olan numunelerle ¢alisildigi zaman
kullanilan bir yontemdir. Analizi yapilacak madde bos matrikse degisik derisimlerde
eklenir. Bos matriks, ila¢ dozaj formlar1 i¢in (etken maddesiz) yardimci
maddelerden, pestisit kalintilar1 igin pestisit ile muamele edilmemis ekinlerden

olusur.

Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her seviyede
en az 3’er dlglim yapilir. Sonuglar % geri kazanim olarak ifade edilir ve % bagil

standart sapma ve/veya % bagil hata (% Bias) ile beraber verilir.
3.4.1.3. Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi

Analizi yapilacak maddenin bilinen ve degisik miktarlar1, matriks igerisinde yer alan
ve miktar1 bilinmeyen veya daha Once tayin edilmis ayni maddenin iizerine ilave
edilir. Asil numunedeki etken madde derisimi, deney verilerinden matematiksel
olarak hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100 oraninda madde ilave etmek iyi bir
yaklagimdir. Madde ilave edilmis ve ilave edilmemis biitiin numuneler en az 3’er
defa analiz edilir. Sonuglar, ilave edilen ve Ol¢lilen madde miktarlar1 verilerek ifade
edilir. Bu teknik, katki maddelerinin ve yardimci maddelerin bilinmedigi durumlarda
kullanilir. Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma ve/veya % bagil hata (%

Bias) ile beraber verilir.
3.4.2. Kesinlik

Gelistirilen yontemin ¢alisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin 6l¢iisiidiir. Bagka

bir ifade ile aym1 yontem birden ¢ok sayida uygulandiginda analit i¢in bulunan
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sonuclarin birbirine yakinliginin bir 6l¢iisiidiir. % BSS (Bagil Standart Sapma) veya
% VK (Varyasyon Katsayisi) olarak ifade edilir. Olgiim yapilan her bir derisim i¢in
minimum 5-6 tayin yapilmalidir. Bunlardan en az 3 deney sonucunun % BSS’1,
teorik degerin % 15’inden daha fazla sapma gostermemelidir. Kesinligin en yaygin

kullanilan 6l¢iisii standart sapmadir [30-32].
3.4.3. Secicilik

Analizi yapilacak maddenin, numunede mevcut girisim yapma ihtimali bulunan diger
yardimc1 veya etken maddeler yaninda miktarinin tam ve dogru olarak tayin
edilebilecegini gosteren bir parametredir. Ozellikle kararhlik tayini calismalarinda
yapilmasi kesinlikle zorunlu olan bir parametredir. Se¢icilik yeterli diizeyde degilse,

yontemin dogrulugu, kesinligi ve dogrusalligi hakkinda bir siiphe olusur [31].
3.4.4. Teshis Smir1 (LOD)

Analitin belirlenebildigi fakat nicel sinirlar igerisine girmedigi en alt derisimdir.
Dogrudan, yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir. Dogrudan yapilan
deneylerden, gozlenerek yapilan hesaplamalarda genel olarak Sinyal/Giiriiltii

(signal/noise) orani 3,3 olarak alinir.
Teshis Sinir1 (3.10) kullanilarak hesaplanir.

LOD=3,3xSS/m (3.10)

esitligi kullanilir. Bu esitlikte SS, kor ¢ozeltilerinde ( en az 5 adet) yontem
uygulandiginda elde edilen sonuglarin veya ilgili kalibrasyon dogrusunun kesim

degerinin standart sapmasi; m, ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.
3.4.5. Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Analizi yapilan maddenin miktarinin kabul edilebilir diizeyde kesinlikte ve
dogrulukta tayin edilebilecegi kalibrasyon egrisinin en alt derisimini olusturan
derisim diizeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir.
Dogrudan yapilan deneylerden gozlenerek LOQ tespiti i¢in genel olarak

Sinyal/Gtiriiltli oran1 10 olarak alinir.
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Tayin Alt Sinirt (3.11) kullanilarak hesaplanir.
LOQ=10xSS/m (3.11)

Burada SS, kor ¢ozeltilerinde (en az 5 adet) yontem uygulandiginda elde edilen
sonuclarin veya y eksenindeki kesim degerinin standart sapmasi; m, ilgili kalibrasyon
dogrusunun egim degeridir. Bir yontemde SS ve m degerleri, LOD esitliginde

kullanilan degerlerle aynidir.
3.4.6. Dogrusallik

Derisime karsi cevabin dogru orantili olarak artmasi ve cizilen grafikte noktalarin
diiz bir ¢izgi iizerinde yer almasidir. Korelasyon katsayisi (r), dogrusalligi veren
parametredir. Dogrusallik, korelasyon katsayisi r = 0,999 ise saglanmis demektir.
Dogrusalligi belirleyebilmek icin stok ¢ozeltiden en az 5 degisik derisimin
hazirlanmasi ve analiz edilmesi gerekir. Bu derisimin alt siir1 hedef seviyenin %
50’sinden diistik ve st sinir da % 150’sinden yiiksek olacak aralikta se¢ilmelidir. Bu
5 degerle yapilan dogrusalligin saptanmasi isleminin en az 3 defa tekrarlanmasi
gerekir. Dogrusalligin tam validasyonu i¢in ayrica egim ve kesim degerlerinin %

BSS’lar1 veya standart hatalar1 da hesaplanmali ve raporda verilmelidir.
3.4.6.1. Kalibrasyon Grafigi

Analitin bilinen derigimleri ile degisen degiskenin cevaplar arasindaki iligkidir. Bir
kalibrasyon egrisi hazirlanirken secilen derisimler daha once yapilan caligmalarla
belirlenir. Dogrusal veya dogrusal olmayan sonuglar elde edilebilir. Tayin alt sinirt
ve tayin st sinir1 derisimleri de dahil olmak {izere ¢aligsma araliginda en az 5 derisim
i¢in cihazdan Olciilen degerler kullanilarak hazirlanir. Dogrusal olmayan egriler icin

daha fazla standart derigimin se¢ilmesi uygun olur.
3.4.6.2. Duyarhk

Duyarlik, dogrusalligin gecerli oldugu araliktaki dogru denkleminin egimidir. Egim
ne kadar biiylikse uyarlik o kadar iyidir. Pek ¢ok kitapta ayn1 zamanda tayin alt sinir1
olarak da tanimlanmistir. Tayin alt smir1 ne kadar kiiciikse yontem o derece

duyarhidir.
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3.4.6.3. Calisma Arahg

Yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalliga sahip yontemin gecerli oldugu alt ve tist
sinirlar arasinda yer alan derisim araligidir. Derisim aralifni genellikle segilen
yontemin tipine gore degisir. Bu aralik yontemin dogrusalligi bulunduktan sonra
belirlenir. Ana maddenin analizinde standartlarin derisimleri genellikle hedeflenen
seviyede veya ona yakin dl¢iiliir. Bu derisimin alt sinir1 hedef seviyenin % 50’sinden
diisiik ve % 150’sinden yiiksek olacak aralikta secilmelidir. Hedef miktarin % 50, 75,
100, 125 ve 150 olacak sekilde aralik diizenlenebilir.

3.4.6.4. Saglamhk

Yontemin, analiz parametrelerindeki ufak degisimlerden etkilenmeden kalabilme
kapasitesidir. Bu parametreler organik ¢oziicii yiizdesi, pH, iyonik giig, sicaklik gibi
etkenlerdir. Kararlilik yontemin normal kullanimindaki giivenirliginin bir dl¢iistidiir

ve yontem gelistirilirken degerlendirilmesi gereken bir parametredir.
3.4.6.5. Tutarhhk

Yontemin gercek kullanim kosullari altinda tekrar edilebilirliginin saptanmasidir.
Bunun i¢in ¢alisma, ayn1 laboratuarda farkli analizciler tarafindan; ayni laboratuarda
farkli cihazlar tarafindan farkli laboratuarda gerceklestirilmesi gerekir. Reaktif ve
¢oOziiciilerin markalarinin degistirilmesi; farkli giinlerde ve sicakliklarda yapilmasi
gibi normal test sartlarinin degistirilmesi; ayni marka ve modele sahip yeni bir kolon

kullanarak tekrarlanmasi gereklidir [33].
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4. ORGANIK ASITLER

Organik asitler; yapilar1 karbon iskeletine dayali ve molekiiliinde -OH ve —COOH
gruplar1 bulunan dogal bilesiklerdir. Dogada saf olarak bitkisel ve hayvansal
organizmada bulunabilirler ve ayrica dogal yollardan elde edilebilirler. Bu asitler,
meyve ve sebzelerde ¢cogunlukla serbest halde, ancak bir kismi tuz, ester, glikozit
gibi degisik bilesikler halinde, ancak daima suda erimis halde bulunurlar. Meyve ve
sebzelerde ¢eside bagli olarak degisik cins ve miktarlarda organik asitler
bulunmaktadir. Organik asitler bazi ham meyvelerde, kalsiyum oksalat veya

potasyum bitartarat gibi hiicre i¢i kristalleri halinde de bulunabilmektedir [34].
Genel ozellikleri sunlardir:

1. Sulu ¢ozeltilerinde (H3O") iyonu verir.

2. Mavi turnusol kagidini etki ederek kirmiziya doniistiiriir.

3. Eksi bir tada sahiptirler.

4. Bazlarla tepkimeye girdiklerinde tuz ve su olustururlar.

5. Sudaki ¢oziiniirliikleri sinirhidir. Zayif asitlerin sulu ¢ozeltileri, denge halinde
iyonlasmamus asit molekiilleri, H3O" iyonlar1 ve konjuge baz karmmisimi
igerir. Zay1f asit drnekleri, hidrofluorik asit (HF), asetik asit (CH3COOH) ve
amonyum iyonu (NH4")’ dur [35].

Bu caligmada kullanilan organik asitler ile ilgili bilgiler agagida bulunmaktadir.
4.1. Baz1 Organik Asitler Ve Genel Ozellikleri
4.1.1. Oksalik Asit

Karboksilli asitler grubundan olup, kristal yapida, renksiz ve zehirli bir organik
bilesiktir. Coziinemeyen demir bilesiklerini ¢dzebilen karmasik iyonlara

doniistiirebilme 6zelligi vardir. Genellikle sulu kristaller halinde bulunur [36].



Oksalik asit hemen her ¢esit meyve ve sebzede mevcuttur. Oksalik asit kuzu kulagi
bitkisinin yapraklarinda vardir ve ona eksi tadin1 verir [37]. Bu nedenle bu aside
kuzu kulag: asidi denilmektedir. Kuzu kulagi tuzu monopotasyum oksalattir. Oksalik
asit 1spanak, marul, greyfurt, portakal, limon, misket limonu gibi meyvelerde fazla
miktarlarda bulunmaktadir [38].

Giiniimiizde sentetik olarak elde edilmektedir. Sodyum formiyatin 300°C’a kadar

1isitilmastyla meydana gelir. Oksalik asit orta kuvvette bir asittir [39].

Oksalik asit kristalize olabilmektedir. 110°C’de 1sitilinca suyunu kaybeder ve

anhidrit sekline doniistir [37].

Oksalik asidin kimyasal yapisi ve baz1 ézellikleri:

0 0
N/
c—C
/N
HO OH

Sekil 4.1. Oksalik asidin kimyasal yapis1
Formiilii : CoH204
Molekiil Agirhgr  : 90.04 g.mol™

Kaynama Noktas1 : 149 — 160 °C

Yogunlugu :1.90 g.mL™
Kat : 5.6 x 102
Kao - 5.42x 107

4.1.2. Tartarik Asit

Tartarik asit “lizim asidi” olarak bilinmektedir. Ciinkii; dogada tartarik aside
tiziimden bagka bir meyvede pek rastlanmaz [40]. Tartarik asit dikarboksilli bir

asittir. Iki asimetrik karbon atomu vardir. Tartarikasitler ve bunlarin yaygin tartarat
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tuzlar1 suda ¢oziinebilen, kristal yapili, renksiz, kokusuz, beyaz tanecikli katilardir
[36].

Tartarik asit meyvelerde dogal aromay arttirir. Organik asitler iginde suda en ¢ok
¢oziinen ve en fazla eksilige sahip olan asittir. Meyve kokenli oldugu igin,
cogunlukla meyve iceren islenmis gida liriinlerinde kullanilmaktadir. Tartarik asit
lizim aromali gidalarin koyu pembemsi dogal renklerini belirgin bir sekilde
arttirdigindan, c¢ogu kez {iziim aromali ve eksimsi regellerde, jolelerde ve

sekerlemelerde asitlendirici olarak 6zellikle tercih edilmektedir [41-43].

Tartarik asidin 4 stereoizomeri vardir. Bunlar; iizimde ve baska meyvelerde bulunan
d-(dekstro) tartarik asit, rasemik karisimindan elde edilen L-(levo) tartarik asit,
potasyum bitartarat ana ¢oOzeltisinden elde edilen ya da yapay yolla hazirlanan
rasemik tartarik asit ve yine yapay olarak hazirlanan ama levo ve dekstro tartarik asit

ayrilmayan mezo tartarik asittir [36]. Bunlar asagida kisaca agiklanmustir.

L(+)-Tartarik Asit: Genellikle tartarik asit olarak adlandirilmaktadir. Bu form

potasyum bitartarat olarak bilinir. Erime noktas1 170°C’dir. Sodyum potasyum
tartarat Fehling ¢Ozeltisinin bir bilesenidir. L-Tartarik asit meyveve yapraklarda

oldukca yaygin bir sekilde bulunmaktadir.

D-Tartarik _Asit: Dogal olarak bulunmaz. DL-Tartarik asidin ayrismasiyla elde

edilebilmektedir. D-Tartarik asidin erime noktas: 170°C’dir.

Rasemik Tartarik Asit (DL-Tartarik Asit): Dogada bulunmamaktadir. Erime
noktasi 206°C”dir.

Mezo Tartarik Asit: Dogada bulunmamaktadir, kristalize olabilmektedir ve erime
noktast 140°C’dir.
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Tartarik asidin kimyasal yapis1 ve bazi 6zellikleri:

0 ﬁ

I

HO—C——CH—CH—C—oOH
OH OH

Sekil 4.2. Tartarik asidin kimyasal yapisi
Formiilii 1 C4HeOg
Molekiil Agirhgn ~ :150.09 g.mol™

Kaynama Noktas1 : 275 °C

Yogunlugu :1.79 g.mL™
Kat :9.20 x 10*
Kao :4.31x10°

Tartarik asit ve kremtartar kabartma tozu iiretiminde ve sert sekerlemelerin
bilesiminde kullanilmaktadir. Ayrica bu asit gazozlarin, suda ¢oziindiigiinde gaz
cikaran tabletlerin, tathilarin ve meyve sekerlemelerinin {iretiminde de

kullanilmaktadir [36].
4.1.3. Sitrik Asit

Sitrik asit 6zellikle limonda bulunur ve ona eksi tadin1 verir. Limon asidi biyolojide
de onemli bir asittir, yaglarin ve karbonhidratlarin metabolitik ¢evrimlerine girer.
Tribazik bir hidroksi asittir. Ayn1 zamanda giiclii bir organik asittir. Molekiiliinde
asimetik karbon atomu bulunmadigi i¢in optikce aktif sekli yoktur [37].

Sitrik asit birgok meyvede (liztim, kusburnu, kizilcik, portakal, greyfurt, erik, incir,
limon, seftali, ahududu, ananas, siyah ve kirmizi frenk {iziimii, dut, ¢ilek) serbest
halde ya da potasyum ve kalsiyum tuzu halinde bulunmaktadir. Sitrik asit sulu

cozeltilerinde kristalize olabilme 6zelligindedir, eskenar dortgen prizma formundadir
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ve suda kolayca ¢oziiniir. Tuzlar sitrat olarak adlandirilmaktadir. Olgunlasmamis

limonda % 5-7 oraninda sitrik asit ve tuzlarina rastlanmastir.

Sitrik asit hafifce kaynamis limon suyunun kaynar haldeki kalsiyum karbonatla
islenmesinden elde edilir. Cokelen trikalsiyum sitrat siilfirik asitle ayrigtirilir. Ayrica

sitrik asit, sitromiset denen mantarlarin etkisiyle glikozun mayalanmasi sirasinda da

elde edilmektedir [39].

Kalsiyum ve magnezyum ile yaptig1 bilesikler; kansizligi 6nlemekte oldukea etkili
olmaktadir. Ure sitrat; idrar yollarinda kalsiyum tuzlarmin ¢okelmesi ile olusabilecek
taslar1 engelleyerek Onemli bir gorev iistlenmektedir [44]. Sitrik asidin kalsiyum
tuzlari ayn1 zamanda ¢ivi otu (baklagil yapraklarindan ¢ivit ¢ikarilan indigofera)

[46]), patates ve pancar kokiinde de yaygin olarak bulunmaktadir [45].

Sitrik asit ve tuzlari iliziimden yapilan iceceklerde, tatlilarda, jellerde, recellerde,
marmelatlarda, sekerlemelerde kullanilmaktadir. Ayrica sitrik asit gazli iceceklerde
tat-koku verici, asitlendirici ve koruyucu olarak gorev yapmakta, aroma ve renk

kaybin1 6nlemektedir.

Sitrik asidin kimyasal yapisi ve baz1 ozellikleri:

[
0—=C C C—OH
NN S
CH, CH,

C
o/ \OH

Sekil 4.3. Sitrik asidin kimyasal yapisi
Formiilii 1 CeHgOy
Molekiil Agirhgr  : 192.12 g.mol™
Erime Noktasi :153°C

Yogunlugu :1.66 g.mL™
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Kaynama Noktas1 : 310 °C

Kat - 7.45 x 10™
Kao :1.73x 10°
Kas 4.02x 107

4.1.4. Formik Asit

Tek karbonlu karboksilik asittir. Formik asit, karbonil karbonuna bagl alkil grubu
icermemesiyle en basit karboksilli asit 6zelligi tasir. Karinca asidi olarak da bilinir.
Dogada ilk olarak karincalarin salgilarinda rastlanmis ve buradan gekilerek elde
edilmistir. Ozellikle aricilig1 gelismis iilkelerde organik bal iireticileri tarafindan
yaygin olarak kullanilmaktadir. Trake akarma karsi miicadele yontemi olarak da

kullanilmaktadir.
Formik asit; su, metanol, etanol, aseton, eter gibi ¢6ziiciilerde ¢ok iyi ¢oziiniir [47].
Formik asidin kimyasal formiilii ve ozellikleri:

I

C

H” OoH

Sekil 4.4. Formik asidin kimyasal yapis1
Formiilii : CH,0,
Molekiil agirhg :46.0254 g.mol™
Yogunlugu :1.22 gmL™ (s1v1)
Erime noktasi :8.4°C
Kaynama Noktas: : 100.8 °C

K, Sabiti 1.80 x 10*
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4.1.5. Asetik Asit

Asetik asit sirkeye eksi tadim1i ve keskin kokusunu vermesiyle bilinir. Dogada
karbonhidratlarin yiikseltgenmesiyle olusur. Sanayide asetik asit hem biyolojik yolla
hem de kimyasal yolla imal edilir. Tuz ve esterine asetat denir. Suda tamamen
¢oziinlir. Asetik asidin bir diger 6nemli kullanim1 ¢6ziicii olarak kullanilmasidir. PET
plastiklerin iiretiminin de kullanilan tereftalik asit iiretiminde asetik asit ¢oziicii

olarak kullanilir, bu kullanim asetik asidin tiim kullaniominin % 5-10’unu olusturur

[48,49].

Asetik asidin kimyasal formiilii ve 6zellikleri:

O——=0

ch/ Son

Sekil 4.5. Asetik asidin kimyasal yapis1
Formiilii :C,H40,
Molekiil agirhgi - 60.05 g.mol™
Yogunlugu :1.0495 g.mL™
Erime noktasi :16.5°C
Kaynama noktas1 :118.1°C
Ka Sabiti :1.75x 10
4.1.6. Laktik Asit

Kimyasal ad1 2-hidroksi propiyonik asittir. Eksimis siitten elde edilen ve kaslarda
bulunan laktik asidin iki sekli bir¢ok Ozellik bakimindan birbirlerine benzemekle
beraber, polarize 151k diizlemini ayr1 yonlere cevirmeleriyle farklilik gosterirler. Her

ikisinin de erime noktas1 53 °C’dir. Laktik asit, genel elde edilis yontemlerine uygun
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olarak elde edilir a- klor propiyonik asidin, bazik ortamda hidrolizi laktik asidi verir
[50].

Laktik asidin kimyasal formiilii ve bazi 6zellikleri:

HO CH—C//o
ch/ \OH

Sekil 4.6. Laktik asidin kimyasal yapisi
Formiilii 1 C3HeO3
Molekiil agirhg : 90.08 g.mol™*
Kaynama noktas1 : 122 °C
Yogunlugu :1.79 g.mL™ (H,0)

K, Sabiti :1.38x 10*

37



5. MATERYAL VE METOT
5.1. Kullanilan Baz1 Kimyasallar Ve Ozellikleri

Tez ¢alismasi sirasinda mobil faz karigimlarinin hazirlanmasinda ve optimizasyonun
parametrelerinin taranmasinda kullanilan standart c¢ozeltiler ve Ozellikleri Tablo

5.1°de verildi.

Tablo 5.1. Kullamilan Kimyasallar Ve Ozellikleri

KiMYASALIN ADI KULLANIM AMACI ACIKLAMA
Asetonitril (ACN) Standart olarak HPLC safligi
Metil alkol (MeOH) Standart olarak HPLC safligi
0.001M H,SO, Mobil faz standardizasyonunda

0.004M CaCl, Mobil faz standardizasyonunda

0.01M KH,PO, Mobil faz standardizasyonunda

Oksalik asit Standart olarak Merck
Tartarik asit Standart olarak Merck
Formik asit Standart olarak Merck
Laktik asit Standart olarak Merck
Asetik asit Standart olarak Merck

Sitrik asit Standart olarak Merck

5.2. Kullanilan Cihazlar
5.2.1. Yiiksel Performansh Sivi Kromatografisi

Karagam ve bilesenlerin de HPLC yoOntemiyle organik asit tayininde, Shimadzu

marka HPLC cihazi kullanildi. Sistemde pompa tinitesi (LC 20AT), 6rnekleyici (SIL



20 AHT), degazor ( DGU 20AS5R ), kolon firmi1 ( CTO 10AS ) ve dedektor ( SPD
M20A) kisimlar1 bulunmaktadir.

Bu ¢alismada, inertsil ODS — 3,5 pm 4,6 x 250 mm kolonu kullanildi. Bu kolonda
farkli mobil faz karigimlarinda alikonma siireleri incelendi ve akis hizi ve kolon
sicakligr taramalar1 sonucunda en uygun kolon sicakligi ve akis hizi belirlendi. Akis
hiz1 taramast; 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6 ve 1.8 mL.dk™ olarak incelendi ve
1.0 mL.dk™ akis hizinin uygun olduguna karar verildi. Kolon sicaklig1 taramasi; 10,
20, 30, 40, 50, 60 ve 75°C’de incelendi ve uygun kolon sicakligi olarak 60°C

olduguna karar verildi.

Sekil 5.1. Shimadzu marka HPLC cihaz1

5.2.2. Ultrasonik Banyo

Hazirlanan mobil fazlardaki ¢oziinmeyen gazlarin giderilmesi i¢in Sekil 5.2°de

goriilmekte olan ultrasonik banyo kullanildi.
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Sekil 5.2. Ultrasonik banyo
5.2.3. Terazi

Tartim islemleri Sekil 5.3°de goriilmekte olan Shimadzu AUX 320 marka terazi
kullanilarak gergeklestirildi.

Sekil 5.3. Shimadzu marka hassas terazi
5.2.4. UV-VIS Spektrofotometresi

Standartlarin dalga boyu taramasinda Sekil 5.4’de goriilmekte olan UV-VIS
spektrometre kullanildi.
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Sekil 5.4. UV-VIS Spektrofotometre cihazi
5.2.5. Ultra Saf Su Cihaz

HPLC de ¢aligilan ¢ozeltilerin tamaminda Sekil 5.5°de goriilmekte olan ultra saf su
cihazindan elde edildi. 18.2 uQ dirence sahip ultra saf su kullanildi.

Sekil 5.5. Ultra saf su cihazi

5.2.6. Filtrasyon Diizenegi

Hazirlanan ¢ozeltiler HPLC cihazinda kullanilmadan 6nce Sekil 5.6’da goriilmekte

olan filtrasyon diizeneginden filtre edildi.
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Sekil 5.6. Filtrasyon Diizenegi
5.2.7. Ogiitiicii Cihaz1

Kozalak kismmin numunelerinin  boyutunun kiiciiltiillmesinde Sekil 5.7°de

goriilmekte olan ogiitlicii cihazi kullanildi.

—

Sekil 5.7. Pulverisette 9 marka ogiitiicii cihazi
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6. DENEYSEL
6.1. Organik Asitler i¢cin Optimum Kosullarin Tayini

Standart olarak hazirlanan oksalik asit, tartarik asit, formik asit, laktik asit, asetik asit
ve sitrik asit ¢ozeltileri UV-VIS spektrofotometre kullanilarak 200-700 nm dalga
boylar1 arasinda dalga boyu taramalar1 yapildi. Her bir asidin maksimum absorbans
yaptig1 bir¢ok dalga boyu olsa da literatiir dikkate alinarak alt1 asit i¢in ortak
olabilecek optimum dalga boyunun 210 nm olduguna karar verildi [24,51]. Dalga
boyu absorbans grafigi Sekil 6.1°de verilmektedir. Optimum dalga boyunun
belirlenmesinin ardindan alt1 asit i¢in en uygun mobil faz, akis hizi, kolon sicakli1

ve pH’1n etkisi incelenerek optimum sartlar belirlendi.

2,100
Dalga Boyu Taramasi 800
2,100 1,500
E 1,200
1,800 2 0,900
-
0,600
1,500 0,300
0,000
E 200 210 220 230 240 250
S 1,200
= Dalga Boyu (2)
T
(=]
2 0,900
< g
0,600 = QOksalik A.
\ = Tartarik A.
0,300 —— Formik A.
p— —— Laktik A.
0,000 — —
200 300 400 500 600 300 T ASeA.
e Sitrik A
Dalga Boyu (%)

Sekil 6.1. Dalga boyu taramasi



6.1.1. Organik Asitler I¢in Optimum Mobil Faz Se¢imi

Literatiir taramasi sonucunda organik asitlerin tayininde kullanilan en yaygin mobil
fazlar sunlardir; Kalsiyum kloriir — Metil alkol (0,004 M CaCl, — MeOH), Potasyum
dihidrojen fosfat - Asetonitril (0,0lM KH,PO, (H3PO4); ACN), Siilfirik asit -
Asetonitril (0,001 M H,SO,4; ACN) karigimlaridir. Calisilan alt1 asit i¢in bu mobil
fazlarda ayr1 ayr1 analizler yapilarak alikonma zamanlar1 ve teorik tabaka sayilari
incelendi. Analizler sonunda alt1 asit i¢in optimum mobil faz olarak farkli oranlarda
H,SO,4; ACN karisimi olarak belirlendi. Analiz sonucunda denemesi yapilan 3 farkl

karisim i¢in elde edilen veriler Tablo 6.1, 2, 3 ve Sekil 6.2, 3, 4’de verildi.

Tablo 6.1. H,SO4 — ACN mobil faz karisimi verileri

H,SO, Oksalik Tartarik Formik Laktik Asetik asit  Sitrik asit

asit asit asit asit

% N*

100 507,51 958,52 971,94 2437,99 2695,69  44478,81
95 663,99 631,01 787,59 1201,59 1386,82 8809,7
90 608,71 540,09 714,39 847,97 1088,47 5317,33
85 607,52 491,77 659,46 681,84 858,25 3851,44
80 589,52 457,96 617,82 593,02 739,40 3315,46
75 602,80 428,32 583,32 537,50 663,99 2961,54
70 612,26 428,32 554,70 498,18 616,23 2731,12
65 629,81 384,79 536,38 465,87 600,84 2558,34
60 661,11 371,72 528,26 449,44 570,64 2442 34
55 705,86 345,96 511,84 437,65 534,90 2296,33
50 923,67 338,56 724,26 426,01 1047,17 5772,96
45 930,01 491,07 720,38 423,04 1043,55 5760,81
40 930,01 355,25 720,38 410,95 1039,93 5739,58
35 938,32 349,54 718,67 410,31 1042,52 5724,44
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30

25

20

15

10

938,32

939,30

945,19

944,70

369,56

423,37

438,65

352,54

403,85

430,98

341,81

664,81

983,95

943,23

715,24

715,67

715,67

714,39

422,38

432,64

438,99

412,58

414,85

428,32

441,00

458,30

451,14

461,05

1037,35

1039,42

1037,87

1035,29

421,07

457,96

455,22

5712,34

5715,36

5733,52

5709,31

2323,24

2660,50

2741,57

N*: Teorik Tabaka Sayis1

Mobil Faz Taramasi

5 .

£ —o—Oksalik asit

‘g’ - Tartarik asit

5’ YT —A—Formik asit

£ —<- Laktik asit

§ == Asetik asit

=< o .

s =0-Sitrik asit

=

2 . . . . .
0 20 40 60 80 100
% H,SO,
Sekil 6.2. H,SO4 — ACN mobil faz taramasi
Tablo 6.2. CaCl, — MeOH mobil faz karisimi verileri
CACl, Oksalik asit  Tartarik asit Formik asit Laktik asit Asetik asit  Sitrik asit

% N*
100 608,31 0,00 946,67 2014,93 2613,25 22302,44
95 571,78 0,00 834,52 1414,36 1767,36 12805,19
90 584,86 0,00 766,62 1146,77 1404,15 8704,89
85 481,19 0,00 729,43 986,46 1197,16 6668,36

45



80

75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0

468,98

458,99
692,74
718,67
578,31
577,92
572,17
539,72
541,96
572,55
600,45
401,28
719,96
976,44
385,10
367,10
353,44

2578

130,32
732,03
767,51
686,86
860,6
926,11
1015,82
1123,05
1286,8
1631,51
1684,28
1706,68
143247
1227,24
1065,89
363,74

700,34

680,17
666,46
647,19
627,80
611,47
598,09
585,25
572,93
557,72
547,56
588,35
529,74
545,32
1213,27
1076,36
941,75

882,80

806,56
759,55
717,81
677,25
646,79
621,01
603,98
587,19
558,85
590,68
555,45
546,06
537,50
568,73
621,40
621,01

1064,32

964,97
893,29
825,76
776,85
728,14
688,54
658,23
3425,53
2849,85
2375,20
2006,32
1671,83
1415,56
1217,73
1067,98
943,23

5514,55

4819,14
4534,68
4637,61
4741,70
4844,16
5046,68
5126,56
5349,46
5706,29
6059,07
12769
10481,66
8862,34
7610,82
6839,29
5898,24

N*: Teorik Tabaka Sayis1

Teorik Tabaka Sayisi1 (Log)

Mobil Faz Taramasi

20 40

60

% CaCl,

100

=—o— Oksalik asit
== Tararik asit
=A—Formik asit
=>eLaktik asit
== Asetik asit
=@~ Sitrik asit

Sekil 6.3. CaCl, — MeOH mobil faz taramasi
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Tablo 6.3. KH,PO4 — ACN mobil faz karigimi

KH,PO, Oksalik Tartarik Formik Laktik Asetik asit  Sitrik asit

asit asit asit asit
% N*

100 621,01 495,33 962,98 1911,44 959,51 6018,66
95 571,40 1081,09 0,00 951,11 0,00 5103,67
90 524,23 1016,84 706,28 741,15 0,00 4419,59
85 510,04 552,44 0,00 635,85 0,00 4227,60
80 491,42 0,00 621,40 571,40 745,94 3464,50
75 481,54 0,00 584,87 523,13 668,53 3208,09
70 472,11 732,03 557,34 484,70 619,41 0,00
65 473,15 0,00 540,47 448,42 605,16 0,00
60 475,59 0,00 536,39 437,31 577,15 0,00
55 483,62 0,00 516,56 433,97 534,90 0,00
50 523,49 0,00 493,55 0,00 0,00 0,00
45 549,06 0,00 550,18 0,00 487,88 3313,15
40 590,30 0,00 0,00 416,16 473,15 3545,01
35 675,17 0,00 382,91 415,83 463,45 3871,33
30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0 457,28 433,31 431,98 503,55 462,77 2683,24

N*: Teorik Tabaka Sayis1
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Mobil Faz Taramasi

=o—Oksalik asit
= Tartarik asit
== Formik asit

Teorik Tabaka Sayisi (Log)
N

== Laktik asit
== Asetik asit
1y —o-Sitrik asit
0
0 20 40 60 80 100

% KH,SO,

Sekil 6.4. KH,PO, — ACN mobil faz karisimi

Ug farkli mobil faz karisimlarindan elde edilen veriler incelendiginde de goriildiigii
gibi H,SO4 — ACN karisimindaki sonuglarin daha dogrusal olmasi ve farkli oranlarda
pik elde etmede sorun yasanmadigi i¢cin HySO4 — ACN karisimi Tablo 6.4°de verilen
oranlardaki karigimi mobil faz olarak segildi.

Tablo 6.4. H,SO4 — ACN karisimi oranlari

dk % H,S0O, % ACN
3.70 100 0
3.71 98 2
4.50 96 4
11.01 100 0

6.1.2. Organik Asitler Icin Optimum Akis Hizinin Belirlenmesi

Organik asitler i¢in optimum mobil fazin belirlenmesinin ardindan optimum akis
hizin1 belirlemek amaciyla 0,2 — 1,8 ml.dk™ araliginda akis hizi taramasi yapildi.

Yapilan analizler sonucunda alt1 asit i¢in analiz siiresi, alikonma siireleri ve teorik
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tabaka sayilari incelenerek optimum akis hizinin 1,0 ml.dk™ olduguna karar verildi.

Asagidaki grafikte akis hizinin teorik tabaka sayusina etkisi goriilmektedir.

Tablo 6.5. Akis hiz1 taramasi verileri

ml/min Oksalik Tartarik Formik Laktik asit ~ Asetik asit  Sitrik asit

asit asit asit
N*

0,2 18618,06 0,00 22548,03 50423,60 56720,19  404750,40
0,4 4715,84 5150,65 5887,19 13743,34 15493,28  133254,20
0,6 2114,53 2395,52 2696,52 6502,81 7358,90 74846,02
0,8 1194,95 1385,63 1542,29 3807,38 4332,80 58971,27

1 771,06 903,36 1000,58 2486,42 2814,94 42633,99
1,2 547,19 664,40 717,38 1823,63 2071,34 32263,34
1,4 402,24 483,30 524,59 1335,46 1516,01 26941,94
1,6 309,76 371,72 402,88 1024,00 1161,45 20978,63
1,8 243,61 293,37 316,84 810,20 917,36 16759,89

N*: Terik Tabaka Sayist

Akis Hiz1 Taramasi

~ 6 i
=1}
=)
=2 5 ¢ —o—Oksalik asit
% 4 L - Tartarik asit
z —A—Formik asit
< 3 o
= —>¢Laktik asit
]
: 2 == Asetik asit
T —o-Sitrik asit
(<P}
[

O 1 1 1 J

0 0,5 1 1,5 2
Akis Hizi (mL.dk1)

Sekil 6.5. Akis hiz1 taramasi
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Tablo 6.6. Akis hiz1 taramasi analiz siirelerinin verileri

ml.dk* dk
0,2 70
0,4 40
0,6 30
0,8 20
1,0 14
1.2 14
18 14

Tablo 6.6’da verilen veriler incelendiginde analizde kullanilan mobil fazlardan ve

zamandan tasarruf i¢in optimum akis hizi olarak 1 ml.dk™ secildi.
6.1.3. Organik Asitler icin Optimum Kolon Sicakh@imin Belirlenmesi

Organik asitlerin tayini i¢in optimum kolon sicakliginin belirlenmesi amaciyla 10-
75°C arahiginda analizler yapildi ve optimum sicaklik olarak 60°C belirlendi.

Asagidaki grafikte kolon sicakliginin teorik tabaka sayisina etkisi gosterilmektedir.

Tablo 6.7. Kolon sicaklig1 taramasinin verileri

T Oksglik Tartz_arik Forr_nik Lak_tik Asetik asit  Sitrik asit
asit asit asit asit

°Cc N*

10 750,32 943,23 1035,81 2659,26 3200,84 46820,30
20 742,02 908,18 1016,33 2705,66 3156,64 43455,57
30 763,53 862,01 986,96 2498,40 2921,19  41046,76
40 755,15 827,14 963,48 2375,98 2777,71 39434,02
50 751,20 889,47 943,23 2271,09 2647,72 38400,32
60 771,95 906,73 1002,61 2509,61 2848,14 43023,06
75 748,13 0,00 912,52 2094,71 2426,15 32927,73

N*: Teorik Tabaka Sayis1
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Sicaklik Taramasi
—_~ 5r
c - -
2,1l —o—Oksalik asit
% D e R R ~i-Tartarik asit
237 —#—Formik asit
< L
= , =>|_aktik asit
< i . .
: == Asetik asit
R ~o~Sitrik asit
(<P)
[
O 1 1 1
0 20 40 60 80
Sicakhik °C
Sekil 6.6. Kolon Sicakligir Taramasi
?_U:W_WI - UlﬂSﬂhkASH Wax hignsty - 1,031.249
10 ]
“ ‘l Sitrik Asit
z | :Iartan‘kf_\sil _ \
1063 ! ll f,.\‘l;flrm]kﬂill Lak[il(r%?il {SﬂikASH ‘

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Sekil 6.7. Optimum sicaklikda elde edilen kromatogram

Sekil 6.6,7 incelendiginde pik alanlarmin yiiksek olmasi ve alt1 pikinde birbirinden

daha iyi ayrildig1 sicaklik oldugu i¢in optimum sicaklik olarak 60 °C segildi.

6.1.4. Organik Asitler I¢in Optimum H,SO.in Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Organik asit analizlerinde mobil faz olarak kullanilan H,SO,4’in konsantrasyonunun

etkisi 0,2-2 mM araliginda incelendi. Optimum derisimin 1 mM ve pH’mn 2,5
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olduguna karar verildi. Yapilan analizler sonucunda derisimin teorik tabaka sayisina

etkisi asagidaki grafikte gosterilmektedir.

Tablo 6.8. H,SO4’in konsantrasyon etkisinin verileri

Konsantrasyon Oksalik  Tartarik Formik Laktik Asetik Sitrik

asit asit asit asit asit asit
mM N*

0 201,41 0,00 0,00 1559,93 0,00 40787,84
0,2 1384,43 1499,24 1972,07 2404,92 2689,04  35834,49
0,6 1014,30 0,00 0,00 2363,52 2689,87  37869,16
0,8 863,89 969,45 0,00 2325,55 263456  38345,47

1 814,76 0,00 1016,33 2334,05 2637,85  38087,43
15 754,71 866,71 968,95 2338,69 2634,56  38275,01

2 742,89 916,39 1001,09 2475,26 2797,99  39561,21

N*: Teorik Tabaka Sayis1

H,SO,'in Konsantrasyonunun Etkisi

Siﬂ——O—H ® ®

4 t =o—Oksalik asit
- Tartarik asit
== Formik asit
= Laktik asit
== Asetik asit
=0-Sitrik asit

Teorik Tabaka Sayis1 (Log)

0 0,5 1 1,5 2
H,SO,'in Konsantrasyonu (mM)

Sekil 6.8. H,SO,’in Konsantrasyonunun Etkisi

Sekil 6.7 incelendiginde 1-1,5 mM aralifindaki konsantasyonun dogrusal oldugu
anlagilmaktadir. Pik alanlar1 1mM H;SO,’de daha yiiksek oldugu i¢in H»SO,’in
konsantrasyonu olarak 1 mM segildi.
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6.2. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Yozgat Camligi Mili Park: (Sekil 6.9) karacam ve bilesenlerinin 6rnekleri 6rnek
alma kurallarina uygun olarak toplandi. Daha sonra karacamin odun, igne ve kozalak

kisimlart ayr1 ayr1 ekstraksiyona uygun hale getirildi.

Sekil 6.9. Yozgat Camlig1 Mili Parki karagam (pinus nigra) drnekleri

Odun kismi uygun malzemeler kullanilarak Sekil 6.10’da goriildiigii gibi gerekli
boyutlara kiiciiltiildii.

Sekil 6.10. Karagamin odunun kismi numunesi

Igne kism Sekil 6.11°de goriildiigii gibi hazirland.
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Sekil 6.11. Karagamin igne kisminin hazirlanmasi ve numunesi

Kozalak kismi ise gerekli geregler kullanilarak 6nce boyutu kiigtiltiildii. Daha sonra
ogitiicii (Sekil 5.7) yardimiyla tanecik boyutu Sekil 6.12°de goriildigi gibi
kiictltiildii.

Sekil 6.12. Karagamin kozalak kisminin hazirlanmasi ve numunesi

Ornekler analize uygun hale getirildikten sonra ayri ayri hepsinden 50g alinarak
[Ca(NO3), (5.0 mmol.L™), K,SO4 (1.75 mmol.L™), MgSO, (1.25 mmol.L™), KCI
(0.25 mmol.L™), Fe(111)-EDTA (20 mmol.L™), H3BOs (25 mmol.L™?), MnSO, (1.5
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mmol.L™), ZnSO, (1.5 mmol.L™%), CuSO,4 (0.5 mmol.L™) ve (NH4)sMo7024 (0.025
mmOI.L'l) maddeleri karistirilarak hazirlanan ¢ozeltide 6 giin 4°C’de bekletilti],
[EDTA (20 mmol.L™) ¢ozeltisinde 2 giin 4°C’de bekletildi], [Ba(OH), (0.30 N) ve
ZnS0; (0.28 N) karistirilarak hazirlanan ¢ozeltide 1 giin 4°C°de bekletildi], [0.5 g.L™
(NH4),HPO4 ve ACN (0.4 mL) kanstirilarak hazirlanan ¢ozeltide 1 giin 4°C’de
bekletildi], [Saf su igerisinde de 1 giin 4°C’de bekletildi] 5 farkli ydntem denendi ve
elde edilen sonuglar ve geri kazanimin yeterli olmamasi nedeniyle 0,01M NaOH
¢ozeltisi ekstraksiyon ¢dzeltisi olarak belirlendi. Orneklerden ayri ayr1 50g aliarak
0,001M, 500 mL NaOH c¢ozeltisinde 4°C’de 24 saat bekletildi. Analiz 6ncesi
numuneler ultrasonik banyoda 10 dk bekletilip siiziildii ve pH’lar konrol edildikten
sonra 0,1M H3PO, c¢ozeltisi eklenerek pH’lar 5°e ayarlandiktan sonra 45p’luk
filtrasyondan gegirilerek yaklagik 1mL numune HPLC’si de analiz edildi.

6.3. Optimum Sartlarda Elde Edilen Kromatogramlar

Optimum sartlar; dalga boyu 210 nm, mobil faz akis hizi ImL.dk?, H,SO,’iin
konsantrasyonu 1 mM ve kolon sicakligi 60°C’de elde edilen 500 ppm’lik standart
asit karigimlarina ait kromatogram Sekil 6.13’de verilmektedir. Optimum sartlar
altinda ekstrakte edilmis karagamimn odun, i8ne ve kozalak kisimlarinin

kromatogramlar1 da Sekil 6.13, 14 ve 15°de verilmektedir.

" - - Max Intensiy - 1,031.248
e Oksalik Asit P

Sitrik Asit
Tartarik Asit
', Formik Asit e
1] Lakik A_Si[ r'tS»[lkAsH

¥ - 3 . ¥
i 7 T ;

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 05 19 15 20 25 1] 35 4 45 50 55 1] (13 n 15 81 85 9% 95 100 105 1o 115 120 125 130 135 mh

Sekil 6.13. 500 ppm’lik standart ¢cdzeltisine ait kromatogram

Sekil 6.13°de standart asit karigtmlarinin kromatograminda da goriildiigii gibi alti

farkli asit eg zamanli olarak birbirlerinden ayrilmislardir.
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Max ntensiy - 36,864

o FEmTET Ozt Asi

Sitrik Asit

;] \ Lakik Asit

Sekil 6.14. 0,01M NaOH’de karagam odununa ait kromatogram

Sekil 6.14°de kromatogramda goriildiigli gibi karagamin odun kisminda 3.37, 5.96 ve
9.80 alikonma siirelerine sahip 1ii¢ asit optimum sartlarda birbirlerinden

ayrilmiglardir.

Wax biensiy - 1,925 541

=] e - Sitrik Asit
Oksalik As_]t_ Tattaik Asit _ Laktik Asit
— e bbby TEed 4 R 4 & : e +

Sekil 6.15. 0,01M NaOH’ de karacam ignesine ait kromatogram

Sekil 6.15’de kromatogramda goriildiigii gibi karagamin igne kisminda 3.37, 3.68,
5.89 ve 9.78 alikonma siirelerine sahip dort asit optimum sartlarda birbirlerinden

ayrilmiglardir.
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Sekil 6.16. 0,01M NaOH’de karagam kozalagina ait kromatogram

Sekil 6.16’da kromatogramda goriildiigii gibi karacamin kozalak kisminda 3.39,
3.68, 5.94, 6.36 ve 9.79 alikonma siirelerine sahip bes asit optimum sartlarda

birbirlerinden ayrilmiglardir.
6.4. Kalibrasyon Grafiklerinin Cizilmesi

Kalibrasyon grafikleri optimum kosullarda (Dalga boyu 210 nm, akis hiz1 1,0 mL.dk®
! mobil faz 1 mM H,SO,; ACN, pH: 2.5 ve kolon sicakligi 60°C’dir.) alti asidin
farkli derigsimlerdeki karigimlarinin analizlerinden elde edilen sonuglara gore ¢izildi.

Bu grafiklerden yararlanilarak 6rneklerdeki organik asitlerin miktarlar1 belirlendi.
6.4.1. Oksalik Asidin Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafigini ¢izmek i¢in ilk olarak 10000 ppm’lik stok standart asitlerin
karisim ¢ozeltisi ve 100 ppm’lik bir ara stok standart asitlerin karisim ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu c¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak alinan analiz
sonuglarindan Tablo 6.8’de goriilen veriler elde edildi. Bu veriler kullanilarak da

Sekil 6.17°de goriilen grafik elde edildi.
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Tablo 6.9. Oksalik asidin kalibrasyon verileri

Oksalik asit
ppm Pik alam 1 Pik alam 2 Pik alam 3 Ortalama
1 0,0 10581,2 10250,6 10415,9
10 91812,2 93410,5 92710,2 92644,3
100 1020102,9 1019010 1014611 1017908
250 2462805,9 2478501 2461731 2467680
500 5119490,8 5099215 5099211 5105973
750 7452660 7467500 7472506 7464222
1000 10197804 10190106 10190001 10192637

Oksalik Asit

1200 -

— y = 10134x - 15589

S 1000 ¢ R =0,9997

Z 800

=

S 600

<

i 400

*~ 200

O 1 1 J
0 200 400 600 800 1000

Derisim (ppm)

Sekil 6.17. Oksalik asidin kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafiginde pik alanlart kullanilmis alikonma siirelerinde arasinda

belirgin bir fark gézlenmedi.
6.4.2. Tartarik Asidin Kalibrasyonu

Kalibrasyon grafigini ¢izmek icin ilk olarak 10000 ppm’lik stok standart asitlerin
karisim ¢ozeltisi ve 100 ppm’lik bir ara stok standart asitlerin karisim ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak alinan analiz
sonuclarindan Tablo 6.9°de goriilen veriler elde edildi. Bu veriler kullanilarak da

Sekil 6.18’de goriilen grafik elde edildi.
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Tablo 6.10. Tartarik asidin kalibrasyon verileri

Tartarik asit

ppm Pik alam 1 Pik alam 2 Pik alam 3 Ortalama
1 1017,5 1055,8 1030,6 1034,633
10 16454,6 16404,9 16444 16434,5
100 173076,2 173081,5 173147,3 173101,7
250 408014,9 404276,8 408381,3 406891
500 819564,2 817541 802106,2 813070,5
750 1191860 1197316 1201198 1196792
1000 1627724 1624842 1625332 1625966
Tartarik Asit
200 -

y =1613,6x + 2896,4
R?=0,9998

<
— 150
Na)
g 100
<
g
» 50

0

0 200 400 600 800 1000
Derisim (ppm)

Sekil 6.18. Tartarik asidin kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafiginde pik alanlart kullanilmis alikonma siirelerinde arasinda

belirgin bir fark gozlenmedi.
6.4.3. Formik Asidin Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafigini ¢izmek i¢in ilk olarak 10000 ppm’lik stok standart asitlerin
karisim ¢ozeltisi ve 100 ppm’lik bir ara stok standart asitlerin karisim ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu c¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak alinan analiz
sonuclarindan Tablo 6.10’da goriilen veriler elde edildi. Bu veriler kullanilarak da

Sekil 6.19°de goriilen grafik elde edildi.
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Tablo 6.11. Formik asidin kalibrasyon verileri

Formik asit
ppm Pik alani 1 Pik alam 2 Pik alam 3 Ortalama
1 13445 1322 1417,3 1361,267
10 7392,1 7609 7303,2 7434767
100 86698,7 86999,6 87671,1 87123,13
250 210225 211801,3 211438,3 211154,9
500 438648,8 440970,6 440418,3 440012,6
750 655399,5 647752,5 642656,6 648602,9
1000 888592,2 893028,8 892278,6 891299,9
Formik Asit
100

~ y = 884,87x - 3342,2

S 80 R?=0,9996

z

= 60

=

< 40

=

&~ 20

O J
0 200 400 600 800 1000
Derisim (ppm)

Sekil 6.19. Formik asidin kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafiginde pik alanlart kullanilmis alikonma siirelerinde arasinda

belirgin bir fark gozlenmedi.
6.4.4. Laktik Asidin Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafigini ¢izmek i¢in ilk olarak 10000 ppm’lik stok standart asitlerin
karigim ¢ozeltisi ve 100 ppm’lik bir ara stok standart asitlerin karisim ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu c¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak alinan analiz
sonuglarindan Tablo 6.11°de goriilen veriler elde edildi. Bu veriler kullanilarak da

Sekil 6.20°de goriilen grafik elde edildi.
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Tablo 6.12. Laktik asidin kalibrasyon verileri

Laktik asit
ppm Pik alam 1 Pik alam 2 Pik alam 3 Ortalama
1 1369,8 1415,1 1456,6 1413,833
10 4488,7 4416 4446,5 4450,4
100 43948,1 441214 44263,9 44111,13
250 104165,8 104009,7 103932,2 104035,9
500 214875 214667,2 2149275 214823,2
750 312781,8 312663,6 313335,7 312927
1000 426566,7 426209,8 426289,4 426355,3
Laktik Asit
50

. y =423,18x + 456,33

< —

S 40 R2=0,9997
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= 30

=

< 20
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Sekil 6.20. Laktik asit kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafiginde pik alanlart kullanilmis alikonma siirelerinde arasinda

belirgin bir fark gézlenmedi.
6.4.5. Asetik Asidin Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafigini ¢izmek i¢in ilk olarak 10000 ppm’lik stok standart asitlerin
karisim ¢ozeltisi ve 100 ppm’lik bir ara stok standart asitlerin karisim ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak alinan analiz
sonuglarindan Tablo 6.12°de goriilen veriler elde edildi. Bu veriler kullanilarak da

Sekil 6.21°de goriilen grafik elde edildi.
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Tablo 6.13. Asetik asidin kalibrasyon verileri

Asetik asit
ppm Pik alam 1 Pik alam 2 Pik alam 3 Ortalama
1 1631 1702,9 1586,3 1640,067
10 6871,2 6907,8 6805,4 6861,467
100 65024,1 65227,4 65097,8 65116,43
250 153958,9 154083,8 154179,7 154074,1
500 317917,9 317784,8 317971,1 317891,3
750 464238,4 464241,4 462906,1 463795,3
1000 631220,5 631932,5 631865,4 631672,8
Asetik Asit
70 -
g 60 | y= 627,14X + 510,89
2 —

E 50 R2=0,9997

= 40

=

Z 30
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= 20

10
O J
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Sekil 6.21. Asetik asidin kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafiginde pik alanlart kullanilmis alikonma siirelerinde arasinda

belirgin bir fark gézlenmedi.
6.4.6. Sitrik Asidin Kalibrasyonu

Kalibrasyon grafigini ¢izmek icin ilk olarak 10000 ppm’lik stok standart asitlerin
karisim ¢ozeltisi ve 100 ppm’lik bir ara stok standart asitlerin karisim ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak alinan analiz
sonuclarindan Tablo 6.13’de goriilen veriler elde edildi. Bu veriler kullanilarak da

Sekil 6.22°de goriilen grafik elde edildi.
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Tablo 6.14. Sitrik asidin kalibrasyon verileri

Sitrik asit
ppm Pik alam 1 Pik alam 2 Pik alam 3 Ortalama
1 24927,1 25833,7 26335 25698,6
10 36458,5 36707,9 38030,2 37065,53
100 147298,2 147208,5 1454247 146643,8
250 307343,9 305580,2 306207 306377
500 599942,3 597484,5 595829,2 597752
750 856552,5 855203,1 854175,9 855310,5
1000 1151309 1151737 1152518 1151855
Sitrik Asit
140
y =1119,2x + 28339
120

R?=0,9997

N
=]
—(
> 100
= 80
=
< 60
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= 40

20
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Sekil 6.22. Sitrik asidin kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafiginde pik alanlart kullanilmis alikonma siirelerinde arasinda

belirgin bir fark gézlenmedi.
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Tablo 6.15. Asit tirlerine ait analitik veriler

y=mx+n R? LOD LOQ
Oksalik Asit y = 10134x - 15589 0.9997 0.07 0.23
Tartarik Asit y =1613.6x - 2896.4 0.9998 0.04 0.12
Formik Asit y =884.87x - 3342.2 0.9996 0.05 0.16
Laktik Asit y = 423.18x - 456.33 0.9997 0.34 1.02
Asetik Asit y = 627.14x - 510.89 0.9997 0.31 0.94
Sitrik Asit y =1119.2x - 28339 0.9997 2.10 6.36

6.5. Karacamn Odun, igne ve Kozalak Kisimlarimin Ekstraksiyonlarina
Standart Cozelti Eklenmesi

0,01M NaOH ¢o6zeltisi icerisindeki odun, igne ve kozalak ekstraksiyonlarina standart
asit ¢ozeltisi ( Her bir asidin konsantrasyonu 500 mg.L™"’dir.) eklenerek elde edilen

kromatogramlar Sekil 6.23, 24 ve 25’de goriilmektedir.

i Okl st e
4504
400+
=]
1]
]
2004
Sitrik Asit

b | i Tartarik Asit
100 o oa Laktik Asit
o F.OUml\A)n Asetik Asit

. — 4 A
]

) T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
(1] [ 10 15 20 5 k1l 15 40 45 50 55 60 65 n s (1] 85 an 95 100 105 10 15 120 125 130 135 ma

Sekil 6.23. Karagamin odun kisminin ekstraksiyonu ve standart ¢ozeltiye ait
kromatogram
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Sekil 6.24. Karagamin igne kisminin ekstraksiyonu ve standart ¢cozeltiye ait

kromatogram
Al . . Max Inensly - 385513
“ET" 7 Olesalik Asit
0]
=]
s
I Sitrik Asit
1] I
Tartarik Asit
= '+ Formik Asit 7 Laktik
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I R o A : ERTAYIAS : -
s
w05 10 15 20 2 R &8s 70 75 88 85 90 85 W0 W05 N0 #5120 85 @0 65 m

Sekil 6.25. Karagamin kozalak kisminin ekstraksiyonu ve standart ¢ozeltiye ait
kromatogram

Kromatogramlardan da anlasilacagi gibi karacam odun, igne ve kozalak kisimlarinda
alt1 asit es zamanl olarak ayrilmasinda farklar gézlendi. Analizler sonucunda odun,

igne ve kozalak kisimlarinin geri kazanim degerleri Tablo 6.15’de verilmektedir.
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Tablo 6.16. Odun, igne ve kozalak kisimlarinin geri kazanim sonuglari

% R (50 ppm)

% R (500 ppm)

Oksalik Asit 99,36 90,79

Tartarik Asit 117,36 119,55

E Formik Asit 86,72 119,64
g Laktik Asit 85,62 109,29
Asetik Asit 93,57 110,42

Sitrik Asit 112,36 111,77

Oksalik Asit 87,75 91,56

Tartarik Asit 111,50 102,97

é Formik Asit 83,57 87,46
’E“ Laktik Asit 99,75 112,19
Asetik Asit 80,86 90,29
Sitrik Asit 111,94 107,69

Oksalik Asit 92,00 96,09
2 Tartarik Asit 111,14 100,89
E Formik Asit 109,12 107,10
i'é Laktik Asit 82,29 98,02
< Asetik Asit 84,45 90,08
Sitrik Asit 106,42 117,98
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7. SONUC

Bu calismada bazi1 organik asitler igin HPLC-DAD cihaz1 ile calisilarak bir tayin
metodu gelistirildi. Yapilan denemeler sonucunda farkli oranlarda H,SO, — ACN
karistminin mobil faz olarak kullanilmasi kararlastirildi. Kromatogramlar igin

optimum sartlar Tablo 7.1°de gosterilmektedir.

Tablo 7.1. Gelistirilen yontem i¢in optimum parametreler

Parametreler

Mobil faz H,SO,(1mM) — ACN
Dalga boyu 210 nm

Akis hizi 1 mL.dk*

Kolon Sicaklig 60°C

pH 2.5

Belirlenen optimum sartlarda oksalik, tartarik, formik, laktik, asetik ve sitrik asit 20

dakikadan az bir siirede bir birinden ayrilmaktadir.

Mobil faz sec¢imi igin ii¢ farkli (CaCly; MeOH, KH,PO,4; ACN ve H,SO4 ACN)

mobil faz karisimi denendi ve H,SO4; ACN karisimi mobil faz olarak segildi.

Mobil faz akig hizi; 0,2 — 1,8 mL.dk™ aralig1 0,2 mL arttirilarak ¢alisildi ve 1 mL.dk™

mobil faz akis hizi olarak belirlendi.

Kolon sicakliginin belirlenmesi i¢in 10 — 75°C’de ¢alisildi ve 60°C kolon sicaklig

olarak belirlendi.

H2SOs’in konsantrasyonu 0 — 2 mM araliginda c¢aligilarak uygun konsantrasyon

1mM olarak belirlendi.



Kalibrasyon grafikleri; organik asit karigimlarinda 7 farkli konsantrasyonda
calisilarak belirlendi. Her bir standart asit ¢Ozeltisi ii¢ kez tekrar edildi. Her bir asidin
kalibrasyon grafigi konsantrasyona karsi1 pik alani olarak grafige gecirildi. Standart
asitler i¢in ¢izilen kalibrasyon grafikleri sekil 6.17, 18, 19, 20, 21 ve 22’de

verilmektedir.

Karacam ve bilesenlerinde yapilan analizler sonucunda karagamin odun kisminda
oksalik, laktik ve sitrik asit miktar1 sirasiyla; 289.26, 40.10 ve 162.14 mg.kg™ olarak
belirlendi. Diger ii¢ asit (tartarik, formik ve asetik asit) tayin limitinin altinda oldugu

i¢in belirlenemedi.

Karagcamin igne kisminda oksalik, tartarik, laktik ve sitrik asit miktarlar1 sirasiyla;
667.04, 75.12, 54.82 ve 223.63 mg.kg™ olarak belirlendi. Diger iki asit (formik ve

asetik asit) tayin limitinin altinda oldugu i¢in belirlenemedi.

Karagamin kozalak kisminda ise oksalik, tartarik, laktik, asetik ve sitrik asit
miktarlar1 sirasiyla; 568.18, 60.13, 90.14, 68.43 ve 105.38 mg.kg™ olarak belirlendi.

Formik asit ise tayin limitinin altinda oldugu i¢in belirlenemedi.

Sonuglar incelendiginde oksalik, laktik ve sitrik asidin odun kismin da, oksalik,
tartarik, laktik ve sitrik asidin igne kisminda ve oksalik, tartarik, laktik, asetik ve

sitrik asidin de kozalak kisminda tayin edildigi anlagilmaktadir.
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