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OZET

Bu c¢alismada okzalik, maleik, sitrik ve krotonik asitlerin es zamanli tayini igin
kromatografik yontem gelistirilmistir. Bu amagla LiChrospher-100, RP-18¢ (5pm) HPLC
sistemi kullanilmistir. Her bir tiiriin duyarliligini arttirmak i¢in sistemin tiim parametreleri
optimize edilmistir. Kirmizi, Beyaz ve sar1 sogan ornekleri okzalik, maleik, sitrik ve krotonik
asit igerikleri i¢in analiz edilmistir. Kirmizi, beyaz ve sar1 sogan Orneklerinde okzalik asit
derisimleri sirasiyla 1162,18+119,55 mg/Kg, 1260,33+7,64 mg/Kg, 3736,10+416,44 mg/Kg
olarak bulunmustur. Analiz edilen tim Orneklerde maleik, sitrik ve krotonik asit

gbzlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Organik asit, okzalik asit, sogan, HPLC
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ABSTRACT

A chromatographic method fort he simultaneous determination of oxalic, maleic, citric and
crotonic acids was developed in this study. Fort his aim, LiChrospher-100, RP-18¢ (Spum)
HPLC system was used. All of the parameters were optimized to improve the sensitivity for
each analyte. Red, white and yellow onion samples were analyzed for their oxalic, maleic,
citric and crotonic acid contents. Concentrations of oxalic acid in red, white and yellow
onion samles were found to be 1162,18£119,55 mg/Kg, 1260,33+7,64 mg/Kg,
3736,10+416,44 mg/Kg respectively. Maleic, citric and crotonic acids were not detected in

all samples interested.

Keywords: Organik asit, okzalik asit, sogan, HPLC
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1. GIRIS

Sogan, diinyada tarimi en ¢ok yapilan ve biiylik ekonomik 6neme sahip tiirlerden
biridir. Insan diyetinde, besin degerine dnemli katkismin yani sira, medikal ve
fonksiyonel oOzelliklere de sahiptir. Sogan, diger yiyeceklere lezzet katma

yeteneginden veya kendine has lezzetinden dolay1 da ¢ok tiiketilir [1].

Sogan tiirlerinin sagladig1 farmokolojik aktivitelere gelince; gastrik kanser ve gastrik
iilserden sorumlu Helicobacter pylori’ ye kars1 bakteriyostatik aktif, hiperkolesterolii
azaltici, antioksidan, antimikrobiyal, antitimor ve kanser Onleyici gibi yararh
ekstraktlar1 i¢eren ¢ok sayida kimyasal ve farmokolojik raporlar vardir [2]. Organik
asitler, Krebs Doniisiimii’niin de aralarinda bulundugu ¢oklu metabolik sistemlere
katilirlar [3]. Metabolik sistemlere katilan organik asitlerin katkisi, sogan suyunun

pH’ma, pK, degerine veya asitligine ve konsantrasyonlarma baghdir.

Soganin kimyasal kompozisyonuna iliskin literatiir, 6zellikle organik asitler ( okzalik
asit, maleik asit, sitrik asit, krotonik asit hari¢) goz Oniinde bulunduruldugunda

oldukca genistir.

Sebze ve meyvelerdeki organik asitlerin tayini ¢ok Onemlidir. Organik asitlerin
bulunan miktarlar1 ve bagil oranlar1 matriksin toplam asitligi, mikrobiyal stabilitesi
(kararlilig1), tazeligi gibi duyusal ve kimyasal Ozelliklerini etkiler. Yiyecegin
sthhatliligi hakkinda fazlasiyla bilgi saglayabilir. Peynir, domates, yesil fasulye,
havug, elma, kivi, bogiirtlen, kus liziimii, meyve sulari, {izim siras1 ve sarap gibi
yiyecek ve igceceklerde, organik asitlerin tayini i¢in birgok metot yayimlanmistir. Bu
metotlarmm ¢ogu GC veya HPLC ile ayrmalar1 ve organik asit miktarlarmin eg
zamanl tayinleri esasina dayanir. Meyve ve meyve sularinin GC esasina dayali
bir¢cok analiz metotlar1 vardir. Milkkemmel ayrma ve duyarlilik olmasina ragmen,
fazla zaman almasi, tiirevlendirme basamaklari, kullanilan toksik tiirev belirtecleri
dezavantajlaridir. Ustelik bu analizler igin gerekli olan yiiksek sicaklik, drnek
bozulmalarina yol agabilir. Diger taraftan, HPLC metotlarinin dezavantaji, diisiik

ayirma giiclii ve yiiksek tayin limitlerine dayanir. Yine de basitligi ve daha uygun



kromatografik sartlar1 sayesinde HPLC ayirmalari, organik asitlerin ayrilmalarinda

ve miktar tayinlerinde, etkili metotlardir [4].

Bizim amacimiz, sari, beyaz ve kirmizi sogandaki organik asitlerin es zamanl

tayinini yapmak, basit ve tekrarlanabilir bir HPLC metodu gelistirmektir.



2. SOGANIN TARIHCESI

Ekimi yapilan en eski bitkiler arasinda olan sogan (Allium Cepa L. ), hem yiyecek
olarak hem de tibbi uygulamalar i¢in kullanilir. Aslinda bu uygun yiyecek bitkisi,
Akdeniz diyetinin O6nemli bilesenleri olarak bilinen bitkisel gidalarin 6nemli
kaynagidir. Fakat kanser, kronik kalp hastaliklari, obezite, hiperkolesterol, 2. tip
diabet, hipertansiyon, katarakt ve gastroentral sistem rahatsizliklar1 gibi bir dizi
hastaligin tedavisinde ve engellenmesinde de kullanilir. Bu davraniglar, bu sebzenin
keskin kokusundan sorumlu olan tiyosiilfonatlar, ugucu siilfiir bilesikleri ile
iligkilidir. Diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin yaninda soganda sik¢a glikolizite
edilmis ilging farmokolojik 6zellikler gosteren fenolik ve steroidal kokenli daha
polar bilesikler de karakterize edilir. Daha ¢ok calisilmis tiyosiilfonatlara kiyasla
sonraki bilesenler, keskin kokulu olmama ve pisirme i¢in daha saglam olma
avantajlarin1 sunar. Son zamanlarda bu bilesikler iizerine artan bir bilimsel ilgi

vardir.

Eski zamanlardan beri sogan, yaygin yiyecek olarak ve bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in
kullanilmistir. Bu bitkilerden ilk alinti, kalp hastaliklari, bas agrisi, 1siriklar, kurtlar
ve tiimorler [5] gibi ¢esitli hastaliklar i¢in ¢are olarak kullanilan sogana dayali bir¢ok
iyilestirici formiil bildiren bir misir tibbi papiriisii olan Codex Ebers’de (M.0.1550)
bulunmustur. Soganin dayaniklilig1 arttirdigini diistinmiislerdir. Akdeniz tarafindaki
insanlarin bir¢cogu tarafindan hala kullanilan sogan, daha sonra iyilestirici vasita
olarak sogani kullanan Yunan ve Romalilarca yenecek bitki olarak da kullanilmistir
[6]. Allilum, Alliaceae ailesini temsil eden en biiyiikk ve en 6nemli tiirdiir. Ve kuzey
yarim kiirede yaygin 450 tiirden olusur. Iyi bilinen sarimsak ve soganin yani sira,
prrasa, taze sogan, sogancik, vahsi sarimsak, fil sarimsagi, Frenk sogani, Cin Frenk

sogani gibi bir¢ok cesit tiir, mutfakta kullanim i¢in yayginca yetistirilmektedir [7].

Bu biyolojik etkilerin bir¢cogu, karakteristik keskin koku aromasi ve tadindan
sorumlu olan tiyosiilfonatlarla, ucucu siilfiir bilesikleridir. Bununla birlikte bu
bilesikler dayaniksizdir. Bu nedenle arastirmalarda dikkat, pisirme ve saklamaya
daha dayanikli olan polar bilesikler lizerine odaklanmistir. Bu bilesiklerin ait oldugu

smiflar: Sapogeninler, saponinler ve flavonoitler’dir. Bu biiyiiyen ilgi, yiyeceklerin



ikinci metabolitlerinin analizine yonlendiren genel bir egilimi takip eder. Son
zamanlarda ‘’nutraceutical’’ (bir hastalifin tedavisinde tibbi yarar1 bulunan
fonksiyonel gida) ya da “’phytochemical’’ (bitkisel ilag) terimleri ile adlandirilan bu
bilesikler, gerekli olmayan mikrobesinler olarak siniflandirilmistir [8-9]. Bdylece
gida bilimi yenilebilen bitkilerin ikincil metabolitlerinin analizine artan bir ilgi ile

saglig1 tesvik eden, piyasaya siiriilen kaliteli ve glivenilir yiyeceklerle ilgilenmistir.

Soganda bulunan organik siilfiir ya da organik selenyum bilesiklerinin analizine

dayali olarak bazi elestiriler yayimlanmistir [10].
2.1. Ugucu Bilesikler

2.1.1. Tiyosiilfonatlar ile Diger Organosiilfiir Bilesiklerinin Kimyasal Yapisi ve
Biyoaktivitesi

Tiyosiilfonatlar, Allium tiirtinden 6ne ¢ikan en iyi calisilmis bilesiklerdir. Ve onlarin
yapist ile biyolojik baslangiclar1 hakkindaki bilgilerin cogu Block’a dayanir [11]. Bu
molekiiller S-alkanil-L-sistein-S-oksit’ten baslar (la-Id, Sekil 2.1). Oncelikle siilfonik
asit vererek vakiillerde bulunan bir C-S liyaz olan allinaz ile katalizlenen enzimatik
bir tepkime yolu ile stoplazmada olusur (2a-2d, Sekil 2.1). Bunlar kondenzasyon
tepkimesi ile hemen tiyosiilfonat iireten oldukc¢a aktif ara iirlinlerdir (3a-3g, Sekil
2.1). Tirler arasindaki farkliliklar, yapilarina ve onlarin belirti miktarlarmin oranina
baghdir (1a-1d, Sekil 2.1). Soganda izoallil adl1 1-propenil kalintil1 bilesik, 1b (Sekil
2.1), ana metabolit iken; 1a (Sekil 2.1) tamamen kayiptir. Siilfenik 1-propenil asit ara
irliinii (2b), goz yasartici faktér (LF, 4, Z-izomer, Sekil 2.2) olarak adlandirilan
(Z,E)-propiliden siilfonat gibi diger bilesiklere diizenlenir.

Tiyosiilfonatlar, cok kararsiz bilesiklerdir ve ileriki doniisiimlerde yer alan ve hala
biyolojik faaliyetler gosteren [11] genis ¢esitlilikte tiiremis siilfiir bilesiklerine
gotiiren ileriki yeniden diizenlenmelere olanak verir (Sekil 2.3). Tiyostilfonatlar (7a-
7b, Sekil 2.3), di ve tri siilfiir (8a-8b, Sekil 2.3); 2-vinil-2,4-dihidro-1,3- ditin (9,
Sekil 2.3 ), 3-vinil-3,4-dihidro-1,2-ditin (10, Sekil 2.3 ) ve ajoen (11, Sekil 2.3)

(Ajoen sarimsak anlamma gelen Ispanyolca ‘ajo’ kelimesinden tiiremistir.)

bilesiklerini olusturur.
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Sekil 2.1. Tiyosiilfatlarin biyosentez yolu

Kaynak: Lanzotti, V.; The analysis of onion and garlic, J. Chromatography, 1112, 3-22, 2006.

Dokularin béliinmesi {izerine, izoallin ve diger s-alkenilsistein siilfoksitler, 1-
propenil- tiyosiilfonat igeren iiriin vererek, enzimatik olarak parcalanir (3j, 3b, 3a,
Sekil 2.1 Me ile, tiollik tarafinda allil ya da propil grubu). Molekiiliin iki tarafinda da
I-propenil ucu olan bir tiyosiilfonat (3k, Sekil 2.1) bulunur. Bu bilesiklerin
pigmentler iiretmek i¢in amino asitlerle sonradan tepkime verdikleri belirlenmistir.

Pr, 1- propenil ve Me; pembe, pembe-kirmizi ve magenta bilesiklerinden tiirer iken (



3a, 3k, 3j Sekil 2.1), allil grubu igerenler (3b, sekil 2.1), pH=5,0"de glisin ile tepkime

verdikten sonra mavi tirine donerler.

(0] /\/S S
H S
GO0z yasartic1 Faktor (LF)
C)) G)
S S
+ s’
$ I
o (0]
cis-zwiebelane trans-zwiebelane
(6a) (6b)

Sekil 2.2: Sogandaki ugucu organosiilfiir bilesikleri

Kaynak: Lanzotti, V.; The analysis of onion and garlic, J. Chromatography, 1112, 3-22, 2006.

2.1.2. Tanima / Teshis Metotlar ve Literatiirdeki flgili Cahsmalar

Tablo 2.1. Literatiirde sogan bilesenlerinin tayini i¢in gelistirilmis analiz metotlar1

Materyal Metot

E/RSD

E/HPLC CHIRAL
SC-C0,/GC-MS
SD/GC-MS
E/CRYOGENIC GC-MS
E/HPLC-H-NMR
SFE-MS
SFE/GC-MS
SFE/LC-MS
Sogan E/GC

E/GC

E/GC-MS
E/HPLC-UV(DAD)
SPME/GC-MS
SPME/GC-MS
E/PTV-GC-AED
PTV-GC-ITD/MS

Kaynak: Lanzotti, V.; The analysis of onion and garlic, J. Chromatography, 1112, 3-22, 2006.
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Sekil 2.3. Organo siilfiir bilesiklerinin zincir seklindeki tiyosiilfonatlara bozunmasi

Kaynak: Lanzotti, V.; The analysis of onion and garlic, J. Chromatography, 1112, 3-22, 2006.

Freeman ve McBreen tarafindan 1973’de gelistirilmis ilk metot, heksanda ekstrakte
ettikten sonra taze, dondurulup — kurutulmus ve firmmda kurutulmus soganda
tiyostilfonatlarin spektrofotometrik tayinine dayaliydi [12]. Sonuglar sogan suyunda
‘koku alma ile ilgili’ baslangi¢ konsantrasyonuna bagli olan priivat konsantrasyonu

ile iligkiliydi.

Sadece 20 yil sonra, bir¢ok bilim adami bu konuda caligmaya basladi. Bauer ve
arkadaslar1 [13], dogal kaynak (sogan) ve sentetik kokenden rasemik tiyosiilfonat
esterlerinin ( alkenilsiilfonoik asit alkenil esterler) enantiyomerik ayirimi i¢in kiral /

siral sabit fazlarini kullanarak bir HPLC metodu gelistirdi.



1992°de, Sinha ve digerleri [14] soganlarin siiper kritik karbondioksit
ekstraksiyonuna ve gaz kromatografi - kiitle spektrometri ile bunlarin kantitatif
analizine dayali bir metot yayimladilar. Bu analiz ile alisin (3a, Sekil 2.1) (veya
bunun izomeri, di-1-propenil tiyosiilfonat, 3k, Sekil 2.1), p-metantiyosiilfonat (7b,
Sekil 2.3), ditin tiirevleri (9-11, Sekil 2.3), diallil siilfit (8a, Sekil 2.3) ve diallil
trisiilfit (8b, Sekil 2.3) iceren 28 siilfiir bilesiginin varligini kanitladilar. Benzer
sartlar altinda analiz edilen damitilmis yaygin bir sogan yagi, bu listelenen
bilesiklerin tayin edilebilir miktarin1 icermedi. MePr tristilfit (8e, Sekil 2.3), di- Pr
trisiilfit (81, Sekil 2.3), ve di-Pr tetrastilfit (12, Sekil 2.3) bilesikleri sadece damitilmis

sogan yaginda tayin edildi ve yliksek konsantrasyonda bulundu.

Ayni yil, Block ve grubu bu konuda bir¢ok makale yayimladi. Once tiyosiilfonatlarin
ve soganin alakali bilesiklerinin, pirasa, taze sogan, Frenk sogani gibi yaygin Allium

tiirlerinin kantitatif GC-MS analizini [15] yaptilar.

Randle ve digerleri [16] tarafindan sogandaki tiyosiilfonat farkliliklari silfiir
verimliligi ile iliskilendirildi. Boylece, soganlar cesitli siilfiir verimliligi ile serada
biiyiitiildii. Ve sogandaki tiyosiilfonatlar ile alakali bilesiklerdeki degisimler analiz
edildi. Tiyosiilfonatlarin (3g-3q, Sekil 2.1), zwiebelane’lerin (6a-6b, Sekil 2.2) ve
sogan goz yasartici faktoriiniin (4, LF, Sekil 2.2) derisimleri; metansiilfonatoik asit s-
propil ester (3m, Sekil 2.1) ve metansiilfonatoik asit s-metil ester (31, Sekil 2.1) hari¢
stlfiir verimliligi artarken, dogrusal egilim ile artti. Tiyosiilfonat (+) zwiebelane’ler,

stilfiir verimliliginde yiiksek bir hizda bigimlendirildigini 6nerdi.

Ikinci bir makalede, Randle [17] tat bigimlemesini diizenleyen faktdrleri ve sogan
tad1 kimyasint derinlemesine inceledi. Bunun sebebi, diinya capinda diyetlerde
besinsel degeri, 0zel tatlar1 ve diger besinlerde tat arttrma yeteneklerinden dolay1
soganlarin &nemidir. Onciil birlesme ve toplanmay etkileyen cevresel ve genetik
faktorlere bagli doku bozulmasinin takip ettigi, s-alk(en)il-sistein s-oksit (la-1d,
Sekil 2.1) tat Onciiliiniin enzimatik bozunmasindan c¢ogalan organosiilfiir
bilesiklerince baskin olan sogan tadini yarattilar. Ozellikle, tiyosiilfonatlarin ve diger
sogan tatlandiricilarinin  bigimlenmesi, tat Onciilinde var olan ¢ farkhi alkil

grubunun konsantrasyonlarina ve onciil alkil gruptan etkilenen, 6nciil ayrisma igin



sorumlu enzim olan alinaz faaliyetine dayanir. Alinaz derisimi ¢esitlenir ve sogan

tadinda degisikliklere sebep olabilir.
2.2. Ucucu Olmayan Bilesikler
2.2.1. Sapogeninler ve Saponinler: Kimyasal Yapi ve Biyoaktiviteleri

Bitki saponinleri iizerindeki calismalar 1970’11 yillarda baglamasina ragmen, son
zamanlarda bir¢ok hastaliklarda dogal ila¢ olarak davranma yeteneklerinden dolay1

bu bilesiklerin biyolojik 6nemi ile ilgili arastirmalara olan ilgi artmistir.

Aslinda birka¢ makalede sogandan izole edilen saponinlerin antifungal, antitiimér,
antispazmodik, stetoksisite (hiicre zehirlenmesi), kan pihtilasmas1 ve kolesterol

disiirticii etkileri gosterilmistir [18].

Beyaz sogandan izole edilen saponinlerin arastirmalarinda, hem soganin ¢i¢eklerinde

hem de kabuklarinda diosgenin (15, Sekil 2.4.) varoldugu gosterilmistir [19].

R1 R2
Gitogenol (14) OH H
Diosgenin (15) H H
B-klorogenin (16) OH OH

Sekil 2.4. Soganda bulunan baglica sapogeninler

Kaynak: Lanzotti, V.; The analysis of onion and garlic, J. Chromatography, 1112, 3-22, 2006.



R, R,

Cepagenin (17) OH H

Alliosprosit B (19) H o-L-Rha-(I———=2)--D-Gal
Alliosprosit C(20) OH a-L-Rha-(1 —= 2)-a-D-Ara
Alliosprosit D(21) OH a-L-Rha-(1———= 2)-B-D-Gal

Alliosprosit A (18)
HO HO

Alliofurosit A (22)

R=o-L-Ara (Il ———= 2) 6-deoksi-a-L-Man

Sekil 2.5. Beyaz sogandaki sapogenin ve saponinler

Kaynak: Lanzotti, V.; The analysis of onion and garlic, J. Chromatography, 1112, 3-22, 2006.
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Rha Rha

Tropeosit A1/A2 (23) Tropeosit B1/B2 (24)

HO HO

Askalonikosit A1/A2 (25) Askalonikosit B (26)

Sekil 2.6. Kirmiz1 sogandaki Tropea’dan olusan saponinler

Kaynak: Lanzotti, V.; The analysis of onion and garlic, J. Chromatography, 1112, 3-22, 2006.
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2.2.2. Flavonoidler ve Fenolikler: Kimyasal Yap1 ve Biyoaktiviteleri

Flavonoidlerle ilgili son bir ¢alismada, diger 62 yaygin sebzeyle karsilastirildiginda

en yiiksek toplam flavonoidin sogan katmanlarinda oldugu belirtilmistir [20].

Flavonoidler biyolojik 6nem acgisindan, antioksidan kapasitelerinden dolay1 oldukca

onemlidir [21].

Ozellikle quercetin, LDL kolestrol diizeyini koruma yetenegi, anti HIV o6zellige

sahip, bu ylizden kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttigini gostermistir [22].

Tablo 2.2. Sogandaki flavonol igerigi

Bilesik Fonksiyonel Grup Sogandaki Miktar (mg/Kg)
Apigenin 4',5,7 (OH), Saptanmadi

Isorhammetin 3, 41, 5 (OH);; 7 (OCHj3) Kiigiik Miktar

Kaempferol 3,4',5, 7 (OH), 832

Luteolin 3',4',5 7 (OH), 391

Quercetin 3,3, 4',5 7 (OH)s 1497

Myricetin 3,34 5" 57 (OH), Saptanmadi

Kaynak: Miean, K.H., Mohamed, S.; J. Agric. Food Chem., 49 (6), 3106, 2001.
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Tablo 2.3. Sogandaki flavonoidlerin analizi i¢in gelistirilmis metotlar

Materyal Metot
SEPHADEX/HPLC/TLC/MS/NMR
C/MS
HPLC REVERSED
C/MS/NMR
TLC/HPLC/NMR
HPLC/MS/NMR

Sodan HPLC (DAD)
HPLC/HPLC-MS
HPLC-DAD/ESI-MS-MS
HPLC
SD
FLAVONOID HYDROLISYS/HPLC
E/HPLC REVERSED

Kaynak: Lanzotti, V.; The analysis of onion and garlic, J. Chromatography, 1112, 3-22, 2006.

OH

O OH

HO O

O O OH

Sekil 2.7. Sogandan dimer izole edilen flavonol glukozit

Kaynak: Lanzotti, V.; The analysis of onion and garlic, J. Chromatography, 1112, 3-22, 2006.
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3. SOGANIN BiYOLOJIK OZELLIiKLERI

Sogan (Allium Cepa ) gastronomide kullanilan genis igerikli bir yiyecektir. Sogan,

Cin’de bas agrisi, kolera ve dizanteri i¢in tavsiye edilir.

Bir¢ok arastirmadan elde edilen bulgular gosteriyor ki; soganin biyolojik ve medikal
fonksiyonlar1 soganda baslica bulunan yiiksek organo siilfiir bilesikleri sayesindedir
[23]. Soganda bulunan baslica siilfiir igerikli bilesen S-alk(en)il-L-sistein siilfoksit
(ACSOs) dir. Organo siilfiir bilesikleri soganin biyolojik 6zelliklerinin yan1 sira koku
ve lezzetini de saglar [2]. (Sekil 3.1) Flavonoidler de soganda bolca bulunur. Bunlar
da soganin saglik faydalarmin biiyiik bir boliimiinden sorumludur. Soganda en bol
bulunan protein olan lektin, prostaglandin, adenozin, fruktan, pektin, vitaminler B1,
B2, B6, C ve E, biotin, nikotinik asit, yag asitleri, glikolipidler ve gerekli amino
asitler gibi sogan bilesenlerinin biyolojik etkileri ilizerine son yillarda bir ¢ok
calismalar yapilmistir [24]. Biyolojik 6nemi ve farmokolojik aktiviteleri, antifungal,
antibakteriyel, antitimor, antienflamatuar (iltthap sokiicli) antitrombotik,
hiperkolesterolemik (yliksek kolesterol) 6zellikleri son zamanlarda belirlenmistir [2].
Soganin diger karakteristik kimyasal bilesenleri organoselenyum bilesikleridir. Bu
kimyasal bilesiklerin kolesterol diisiiriicii, kanser oOnleyici gibi biyolojik etkiler

gosterdigi belirtilmistir [25].
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Sekil 3.1. Islenmis soganm metabolik yolu siiresince, organo-siilfiir bilesiklerinin
diizenlenmesi

Kaynak: Corzo-Martinez M., Corzo N., Villamiel M.; Biological properties of onions and garlic,
Trends in Food Science & Technology, 18, 609-625, 2007.
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3.1. Antimikrobiyal Aktivite

Geleneksel tipta sogan yiiz yillardir ¢esitli toplumlarda parazitik, fungal, bakteriyal
ve viral enfeksiyonlarda kullanilmistir. Sogandaki siilfiir bilesiklerinin kimyasal
karekterizasyonu bu bilesiklerin baglica aktif antimikrobiyal belirte¢ler oldugunu
gostermistir [10]. Bazi proteinler ve fenolik bilesikler bu aktiviteye katki
saglayabilirler [6]. Soganin sahip oldugu biiyiik antibakteriyal aktivite sayesinde
mikrobiyal biiyiimeyi kontrol etmek i¢cin dogal koruyucu olarak kullanilabilirler [27].

3.2. Antiparazitik Aktivite

Leishmania (kdpekten bulasan bir tiir parazit) ve T. Vagilanis’in (lirogenital bolgeye
yerlesen bir tiir parazit) farkli tiirlerine karsi, sogan ekstraktlarinin antiparazitik

ozellikleri rapor edilmistir [28].

Sogandan ekstraksiyon Ekstrakte edilen bilesikler
metotlar1
Propanaldehit Dipropil Disiilfit
Buhar H
- —0 + HaC N S S/\/ CHs
0 3
100°C
H,C
Goz yasartici faktor Goz yasartici faktor
(SYN form) (ANTI form)
Freon ve Su R
© +
100 °C _B: W _>; .
S —3S
\ -
H H o}
Goz yagartici prekiirsor
Etil alkol (l)' H
+
<0°C S
COOH

Sekil 3.2. Soganda farkli 6zelliklerde bulunan major organo-siilfiir bilesiklerinin
ekstraksiyonlarina dayanan metot

Kaynak: Corzo-Martinez M., Corzo N., Villamiel M.; Biological properties of onions and garlic,
Trends in Food Science & Technology, 18, 609-625, 2007.
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3.3. Antifungal Aktivite

Sogan ekstraktlar1 birgok maya tiirlerine ve cilt mantarlarina karsi etkilidir [29].
Sogandaki aktif maddeler oksijen alinimini azaltip hiicre biiyiimesini engelleyerek
lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezi ve mantar hiicre duvarmin sentezini

engelleyerek mantar hiicrelerini tahrip ederler [30].

Sogan ekstraktlarindan aktif antifungal (antimantar) belirtegler alisin, alisinden daha
biiylik antifungal etkiye sahip diallil trisiilfit (DATS), DADS, DAS iirilinler
analizlenmistir [31]. Antifungal bilesik fistulosin (oktadecyl 3-hudroxyindole)
sogandan izole edilmistir. Bu madde protein sentezini engelleyen Fusarium
oxysporum’a (bitkilerin kok ve demetlerinde ortaya ¢ikan bir tiir fungal hastalik

etmeni) kars1 yiiksek aktivite gosterir [32].
3.4. Antibakteriyal Aktivite

One siiriilen sogan ekstraktlarinin streptococcus mutanlar (insan agiz boslugunda
bulunan gram-pozitif, fakiiltatif anaerobik bir bakteri), Streptococcus sobrinus,
Porphyromonas gingivalis ve Prevotella intermedia (gram-pozitif bakteri)’ye karsi
bakteriyal etkilerinin oldugu rapor edilmistir [33]. Sogan gram negatif bakteriye kars1
etkili degildir [6]. Sogan i¢cinde major aktif antibakteriyal bilesikler alisinden
tiireyen organo siilfiir bilesikleridir [34].

Organo siilfiir bilesiklere ilave olarak soganda H. Pylori’ye (Helikobakter pilori- Hp
mideye yerlesen gram (-), mikroaerofilik bir bakteridir.) karsi antibakteriyal

aktivitesi bulunan oksidasyon tiriinleri de vardir [35].
3.5. Antiviral Aktivite

Stilflir bilesiklerine ilave olarak, sogandaki major flavonoid quercetin (Sari, beyaz
renkli sebze ve meyvelerin kabuklarinda yer alan ¢ok iyi bir antioksidan ve anti
inflamatuvardir), antiviral aktiviteye sahip oldugu ve bazi antiviral ilaglar biyolojik
yeteneklerini arttirdig1 belirtilmistir [36]. Lektinler (hiicre yilizeyi ve organellerindeki
sekerlere spesifik olarak baglanabilen bir tiir protein) c¢ok fonksiyonel gruplu
glikoproteinlerdir. Sogan Lektinlerinin anti HIV  aktiviteye sahip oldugu

vurgulanmustir [37].
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3.6. Antioksidan Aktivite

DNA’nin, proteinlerin ve lipitlerin oksidasyonu yaslanmada ve yashlikla ilgili
hastaliklarda, ndrodejenaratif ve iltihapli hastaliklarda 6nemli bir rol oynar. Sogan
bir¢ok iilkede besinle alinan flavonoidlerin major kaynaklarindan biridir. Soganda
bulanan major flavonoid quercetin’dir. Quercetin ve onun dimerlesmis bilesigi en

yiiksek antioksidatif aktivite gosterir.

Quercetinin biyoyararliligiyla ilgili, quercetinin insanda absorplandig1 gosterilmistir.
Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda canli plazmasinda antioksidan gibi davranan C

ve E vitaminlerinin daha diisiik konsantrasyonda absorplandig1 gésterilmistir [38].
3.7. Antikarsinojenik (Kanser Onleyici )ve Antimutagen Aktiviteler

Pek cok epidemiyolojik ve laboratuar aragtirmalarinda sogan ve sarmmsak ile ilgili
olarak kanser Onleyici gen etkilerini ve kimyasallarin zararli etkilerini Onleyici
kanitlar bulunmustur. Ozellikle de sogan ve sarimsagin tiimérlii hiicre biiyiimesi ve
hizlt hiicresel iremeyi engelleme kapasiteleri calisilmistir. Bu ¢aligmalarda diyetlerle
alman sogan ve sarimsak mide, kalin bagirsak, prostat, yemek borusu, mesane (idrar
torbasi), karaciger, akciger, deri, meme ve beyin gibi cesitli doku ve organlarda
kanserli ur (kotii ur) riskini azalttig1 gosterilmistir [39-40]. Tiimor hiicrelerinin

olusumunu engelleme mekanizmas1 heniiz belirlenememistir.

Bazi arastirmalar sogan ve sarimsaktan elde edilen ve hem suda hem de yaglarda
coziilen siilfiir bilesiklerinin kanser Onleyici faydalar sagladigmi gostermistir.
Sogandan elde edilen dipropil siilfit (DPS), dipropil disiilfit (DPDS) hem erken hem

de iler1 asamadaki kanserleri engelleyebilir.

Bunlara ilave olarak organo siilfiir ve organo selenyum bilesikleri sogan ve
sarimsagin kanser Onleyici aktivitelerinden sorumlu bilesiklerdir. Selenyumca zengin

soganlar daha yiiksek kanser onleyici aktiviteye sahiptirler [41].

Saf Selenyum bilesiklerinin benzer kiikiirt bilesikleriyle karsilastirildiginda daha iyi
kanser onleyici oldugu ispatlanmistir. Ornegin, diallilselenid meme tiimorii

kanserinin azaltilmasinda DAS’dan en az 300 kat daha aktiftir [42]. Sogan ve
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sarimsakta kanser Onleyici aktiviteye sahip iki 6nemli selenyum bilesigi; selenyum
metilselenosistein ve selenyum alilselenussistein’dir. Selenyumca zengin soganlarda
selenyum bilesiklerinin belirlenmesi ve tayini antikanser mekanizmasmin

aydmlatmak icin 6nemlidir [43].

Sogandan elde edilen quercetin ve kaempferol antikanserojen ozelliklere sahiptir
[44]. Buna ek olarak son arastirmalarda bazi kanser Onleyici ilaglarin

biyoverimliligini arttirdig1 rapor edilmistir. [36-45].

Buradan hareketle 6rnek verecek olursak, DADS’ nin antiproliferatif etkilerinin,
aggrecan 1, tenascin R, vitronectin ve cadherin 5 ile ilgili gen ifadesindeki
degisikliklerle ilgili olabilecegini DNA dizilimi arastirma verileri ortaya koymustur

[46].

Son arastirma gosteriyor ki; asil dizi etkileri gen ifadesi diizeyinde, quercetin kolon

kanser hiicreleri lizerinde etkilidir [47].

Kanser diisiiriicti olarak tanimlanmig olan, giinliik alinmas1 gerekli minimum sogan

ve sarimsak miktari, kanser olusumunu 6nlemesine kars1 6nerilebilir.
3.8. Yag Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

Sogan iizerine ileri diizeyde yapilan c¢alismalar pek fazla degildir. Bazi
arastirmalarda, sogan bilesiklerinin vitro c¢alismalarinda, hepatik kolesterol

biyosentezi Onleyici ve kan trigliserit kapasitesi ispat edilmistir [48].

Insan ve hayvan deneylerinde, sogan ve sarimsagin hipolipidemik ve
hipokolesterolemik etkilerinden dolayr alisin ve onun tiirevleri olan temel aktif

maddeler sorumludur [49-50].

Sarmmsaktaki bazi kardiyovaskiiler degiskenler {iizerindeki ispat edilen yararh
etkilerinden sarimsaktaki bazi alisin tiirevi bilesikleri, ajoene, metil ajoene, DAS,
DATS, 2-vinil-4H-1,3-ditin ve SAC sorumludur. Soganda sarimsaktan daha ¢ok
bulunan, hem Methiin hem de flavonoid Quercetin bilesiklerinin, serum kolesterol

diizeyi ve damar sertlesmesini diisiirme kabiliyetine sahip oldugu gozlenmistir [51].
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Biitin bu bilesikler hepatik kolesterol biyosentezini durdurmanin yaninda
hipokolesterolemik etki [52], safra asidinin kolesterol doniisiimiinii arttirma ve onun
gastroential bolge yoluyla bosaltimi [53] veya kolesterol absorpsiyonu
engellendiginden  bitki saponinleri olgusunda, hiperkolesterolemik hayvan

modellerinde HDL kolesterol diizeylerinde [54] etki uygulayabildigi goriilmiistiir.
3.9. Anti- platelet veya Anti-trombotik Etkileri

Soganin antitrombotik davranigi iizerine yapilan c¢alismalar, sulu ekstraktlarin
trombosit aggregasyonu ve olusumunun giiclii uyaricilari, trombosit olusumunu

durdurdugunu gostermistir [55].

Antitrombosit aktivite 6nemli dl¢iide genotipe, ortam ve sebzeleri saklama siiresine
baghdir. Sogan ve sarimsakta, soganin genotip olarak belirli siilfiir igerigi ve organo
stilfiir bilesiklerinin dogal konsantrasyonu yaninda pargasindaki belirli antitrombosit
aktivitenin, sarimsagin 13 kivrimli yapisinin sogandan gii¢lii oldugu rapor edilmistir

[56].

Bir takim epidemiolojik calismalarda sogan ve sarimsagin dikkate aliman organo
stilfiir bilesiklerinin, antitrombotik aktivitesi rapor edilmistir. Sogan ekstraktlarindaki
kanitlanmis  antitrombotik etki - siilfiinil-disiilfitler  (cepaenes) sinifina

dayandirilmistir [57].

3.10. Solunum Sistemi Uzerine Etkileri

Vitro ¢alismalarinda, sogandan elde edilmis belirli tiyosiilfonatlar ve cepaene (a-
siilfinildisiilfit) bilesiklerinin, siklooksijenazin durdurucu etkisi ve eikosanoid
(biyokimyada, 20 karbonlu c¢oklu doymamis yag asiti arasidonattan yapili
hormonlara (Prostaglandin, tromboksan ve l6kotrien) verilen ad) metabolizmasini
baslatan, lipoksijenaza bagl reaksiyonlar ve bronsiyal daralmaya yol agmasi dikkate

degerdir. Bunun sonucunda bu bilesikler antiastimatik etkiye sahiptir [58].
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3.11. Diger Yararh Etkileri

Soganin sindirim sistemini uyardigi, sindirimi hizlandirdigi ve mide bagirsak
sistemine gida gecis zamanini azalttig1 bildirilmistir [5S9]. Soganin yiiksek ¢oziiniir 1if
icerigi, genel olumlu saglik etkileri ile 6zellikle bifidobakteri ve laktobasil (laktik asit
iireten bakteri) gibi kolonda 6zel mikroorganizmalarin biiylimesini tesvik eden inulin
ve fruktooligosakkaritler [60-61] nedeniyle prebiyotik aktiviteleri de incelenmistir.
Soganin hem inulin hem de fruktooligosakkarit igerigi tadinda hi¢bir olumsuz etki
yaratmadan islenmis gidalar1 zenginlestirmek i¢in fonksiyonel malzemeler olarak

kullanilabilirler [62].
3.12. Yan Etkileri, Kontrendikasyonlan ve Etkilesimleri

Soganin uzun vadeli takviyesi, Onleyici faydalarini elde etmek icin gereklidir. Diger
kimyasal bilesikler ile etkilesimiyle muhtemel toksik ve yan etkilerini de dikkate

almak gereklidir.
3.12.1. Yan Etkileri

Soganin insan lizerindeki en yaygimn yan etkileri daha az ve seyrek olabilir [63].
Soganin kiiciik miktarlarda alimi ile olusan en sik goriilen yan etkisi, kotii nefes ve
viicut kokusudur. Ancak yapilan ¢esitli ¢alismalar, soganin 6zellikle mide bos iken
asir1 miktarda tiiketiminin mide bagirsak bozuklugu (yanma hissi ve ishal), siskinlik
ve bagirsak florasmin degisiklikleri gibi daha az siklikta rastlanan istenmeyen
etkilere neden oldugunu gostermistir [64]. Taze veya ezilmis sogan cilt izerine direkt
uygulandiginda duyarl kisilerde cilt sorunlarmi (alerjik dermatif, yanik ve kabarcik)

olusturmasi nadir goriilen etki grubundadir [65-66].

Soganin alerjenleri henliz bulunamamistir. Fakat allin ve propantiyol-S-oksit (goz
yasartic1 faktor) olarak siiphelenilmektedir. Bu bilesenler vitro’da ve hatta vivo’da

bile akantolizi (hiicrelerin ayrilmasi), uyarabilmektedir [66].
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3.12.2. ilac Etkilesimleri

Tamamlayic1 ila¢ olarak kullanilan sogan, dis kimyasal bilesikleri metabolize
etmekle sorumlu karaciger P450 enzimlerini uyarma yetenegi nedeniyle agir olarak
irdelenmektedir. Giiniimiizde yapilan bircok ¢alisma yiiksek quercetin icerikli
soganin es zamanlt alimimi, organ nakli reddi ile siklosporinin oral biyoyaraliligini
azalttigin1 bildirmistir [67]. Proteaz inhibitorii Sakuinavir (antiviral HIV ilaci)
plazma konsantrasyonlar1 iizerinde quercetin es zamanli uygulama etkisini
belirlemek icin de c¢alismalar yapilmistir. Ancak daha fazla g¢alisma yapilmak
zorundadir. Sakuinavir’in hiicre i¢i konsantrasyonlarinin dnemli i¢ ve dis igerik

cesitliliginden dolay1 quercetin’in es zamanli uygulamasi gerekir [68].

Sogan ve tiirevlerinin alimi yan etki riskini en aza indirgemek amaciyla uzun siireli
ila¢ kullanim1 esnasinda kontrol edilmelidir [65]. Tedavi edici olarak sogan kullanim1
daha onceden agiklanan uzun stireli ve asir1 tiiketimle ortaya ¢ikan tiim yan etkilerine

ragmen ¢ok giivenli gibi goriinmektedir.
3.13. Sonuclar ve Gelecek Trendleri

Bu derlemedeki tiim gergeklere gore sunu sOyleyebiliriz. Sogan sadece taninan ve
anlagilan organoleptik 0zelligi nedeniyle degil, sahip oldugu o6nemli biyolojik
faaliyetlerinin genigliginden dolayr da gida hazirlanmasi maddelerinde veya
dogrudan tiiketim i¢in kullanima uygundur. Bu gercek, bazi hastaliklarin tedavisinde
konvansiyonel olmayan tedaviler nedeniyle dogal tedaviye olan halk ilgisini daha da
arttrmis ve soganin artan tiikketimini motive etmistir. Bu tedavilerin eczacilik
iriinlerinden daha az yan etkisi oldugu inanci olduk¢a yaygindir. Soganm insan
saglig1 tizerindeki yararli etkileri hakkinda ¢ok sayida arastirma olmasina ragmen,
bazi yonlerinin hala arastirilmasi gerekir. Belki de heniiz tespit edilmemis yeni
biyolojik 0Ozelliklerin yan1 sira diger biyoaktif bilesiklerin yapismin daha
derinlemesine gitmek gerekir. Etkin doz gibi yararh etkilerini belirlemenin yan1 sira
istenmeyen etkilerinden kag¢inmak i¢in en uygun hazirlama sekli gibi diger yonleri

acikliga kavusturulmalidir. Diger 6nemli soru sert koku ve tadi olan sogan 6zleri ile
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ilgi sorundur. Ayni sekilde soganin aktif bilesenlerinin 1siya duyarliligi, kanser,
diyabet vb. kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nleyici ajan olarak farkl: ticari preparatlarin
etkinligi, genellikle bu sebze pisirildikten sonra tiiketildigi i¢in, sorgulanmalidir. Bu
nedenlerden dolay1 kokusuz ve tatsiz bir iirlin bulmak ve bu sebzenin yiiksek
sicakliklarda iglenmesi sirasinda, ¢ig soganin tiim biyolojik 6zelliklerinin korunmasi
icin daha fazla arastirma yapilmalidir. Bu insan saghgi iizerinde bir tedavi ya da
faydali islevi yerine getirmek icin sogan Ozii veya aktif bilesikler ile islenmis

gidalarin zenginlestirilmesini saglayacaktir.

Ornegin sogan mevcut toplumda beslenme eksikligini dnlemek i¢in quercetin gibi
antioksidan bilesikler, FOS gibi prebiotik bilesikler veya selenyum gibi mineral besin

maddeleri saglayan fonksiyonel maddeler ‘fast food’ i¢ine eklenebilir.

Islem sartlar1 bakimindan, farelerle yapilan son ¢alismalar 20 dk igin 100 °C bir
pisirme sicakligina maruz kalan soganda kendi biyoaktif bilesenlerini (kiikiirt
bilesikleri, lif ve selenyum ve bakir gibi gerekli iz elementleri ) antioksidan
potansiyeli ve protein profilinin korundugunu gostermistir. Orneklerin yalnizca 40 ve
60 dk 100 °C de pisirilmesiyle antioksidanin toplam igerigindeki azalma kayda
degerdir. Benzer sekilde quercetin glikozitler sadece termal tedavi sirasinda 180 °C
(kavurma) gibi ¢ok yiiksek sicakliklarda yikilir. Quercetin aglikonu ise daha fazla
kavrulma esnasinda sabit kalir. Glikozitlerin istikrar1 seker paymm tir ve

pozisyonuna baghdir [69-70].

Ancak hayvanlar iizerinde uygulanan bu deneylerin sonuglart dogrudan insanlara
uygulanamaz. Bu nedenle hayvanlarla yapilan sonucglarin insanlarda sonuca
ulagilabilir olup olmadigmi belirlemek i¢in klinik caligmalar gereklidir. Sogan
Ozlerinin lezzet sorunlar1 bu tiir o6zlerin ‘olgunlagsma’ ve mikroenkapsiilasyon

sayesinde ¢oziilmeye calisilmistir.

Yukarida da belirtildigi gibi, mikroenkapsiilasyon onlarin biyoaktivitesinde dnemli
bir kayip anlamina gelebilir, dahas1 bu mide-bagirsak sorunlarimnin artmasina neden

olabilir.
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4. ORGANIK ASITLER HAKKINDA GENEL BIiLGILER

4.1. Okzalik Asitin Biyolojik Rolii

Okzalik asit, yapisinda iki karboksilik asit grubu igeren, bu karboksil yapisindan
dolay1 en kuvvetli organik asitlerden biri olarak bilinir. Bu bilesigin yapis1 Sekil 4.1°
de goriilebilir. Okzalik asit, Na", Fe™, Ca™, Mg™ ve K’ iyonlarm diisiik

cOziinilirliige sahip okzalat tuzlar1 formunda baglar.

0] O

HO OH
Okzalik asit

Sekil 4.1. Okzalik asitin molekiil yapis1

Bu organik bilesikler, bircok organik bilesiklerin tamamen mineralizasyonu igin
onemli bir ara iiriindiirler. Ornegin, okzalik asit ve diger karboksilik asitler, atik
sulardaki benzen bilesiklerinin katalitik oksidasyonunda ara iirlin olarak gorev alirlar

[71].

Okzalik asit ve okzalatlar birgok bitkide bolca bulunur. Yenilebilir yiyecekler, etli,
zarli, kabuksuz meyveler, ¢ogu sert kabuklu yemisler, karabiber, seker pancari,
cikolata, mantar, 1spanak ve maydanoz onemli miktarda okzalik asit icerir. Okzalat
Fe?, Fe, Cu™, Al”ve Cr" gibi gesitli pozitif iyonlar igin selatlayici olarak
davranir. Okzalat diyet kalsiyumuyla da giiclii selat formlar olusturur. Boylece
absorpsiyon veya sindirim icin bulunmayan komplekse doniistiiriir. Insanlarda

kalsiyum okzalatin ¢cokmesi bobrek tasinin olugsmasina yol acabilir [72].
4.2. Maleik Asitin Biyolojik Rolii

Maleik asit yapisinda iki karboksilik asit grubu igeren bir organik asittir. Bu bilesigin
molekiil yapis1 Sekil 4.2°de gorilebilir. Maleik asit, [H,A], [HA] ve [A7]

formlarinda bulunabilir [73].
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Sekil 4.2. Maleik asitin molekiil yapisi

Maleik asit metal atomlarimi oksijen atomu iizerinden bir disli ve iki disli olarak

baglar [74].
4.3. Sitrik Asitin Biyolojik Rolii

Sitrik asit mantar, bakteri gibi mikroorganizmalarda; hayvanlarda ve bitkilerde
bulunur. Sitrik asit trikarboksilik asit doniisiimii sayesinde enerji liretiminde yer alir.
Mevcut sitrik asitin %99’u bazi1 bakteri ve mantarlarin fermantasyonuyla tiretilir.
Aspergillus niger, A.wentii, A. Clavatus, Penicillium citrium ve Mucor piriformis,

sitrik asit tiretimi i¢in kullanilan tipik mikroorganizmalardir [75].

Sitrik asit fermantasyonu en biiylik biyoteknoloji endiistrilerinden biridir. Sitrik asit
birgok endiistri alaninda kullanilir. Tahminlere gére sitrik asit @iretimi 7 x 10° ton/y1l

dir [76].

Sitrik asit, 2-hidroksipropan-1,2,3-trikarboksilat, ilk olarak Carly Scheele tarafindan
1784 yilinda limon suyundan izole edilmistir. Sitrik asit ii¢ karboksilik asit gruplu
molekiil agirlig1 210,14 g/mol olan bir organik asittir. pH = 3,1; 4,7; 6,4 degerlerinde
ii¢c tane pKa degerlerine sahiptir. Sitrik asit, meyve sularinda ve yiyecek

endiistrisinde yiyecekleri koruyucu olarak kullanilir [77].

H,C——COOH
HO—C——COOH
H,C——COOH

Sitrik asit

Sekil 4.3. Sitrik asitin molekiil yapis1
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Sitrik asit, dogada siklikla rastlanan bir organik asit tipidir. Ornegin, limonda bol
miktarda sitrik asit bulunmaktadir. Sitrik asit, maya gelisimini yavaglatma 6zelligine
sahiptir. Ayrica, ortamdaki mikroorganizmalar tarafindan kolaylikla laktik asite veya

asetik asite doniistiiriilebildigi i¢in ortamdaki miktar1 biiyiik nem tagimaktadir [78].
4.4. Krotonik Asitin Biyolojik Rolii

Krotonik asitin gii¢lii herbisital (ot oldiiriicii) 6zelliginden dolay1, bitki tohumlarinin
krotonik asitle muamele edilmesi 6nerilir. Bu sayede diger bitkiler yok olarak sadece
istenen bitkinin ¢ikmasina izin verilir. Krotonik asitin birgok bitki i¢in bitki toksini
oldugu rapor edilmistir [79]. Krotonik asit toksisiteleri 1y1 bilinen Pb (II), Cd (II) ve
Hg (II) agir metalleri ile kompleks olusturur [80].

o)
CHj, —C< /“\
\CH OH

Sekil 4.4. Krotonik asitin molekiil yapisi

Tablo 4.1. Caligilan asitlerle ilgili genel bilgiler

Organik asitler ve kullanilan | Molekiil kiitlesi | Molekiil formiilii | Ka sabitleri
tampon ¢ozelti
T asi Ka; = 5,60 107
Okzalik asit 126,07g/mol (COOH),.2H,0 Kay = 5.42 x 10 *
ik asi Ka; =130 10"
Maleik asit 116,07g/mol C4H,04 Ka, =5.90 x 10 7
Ka; =7,45% 10"
Sitrik asit 210,14g/mol C¢HsO, .2H,0 Ka, =1,73 x 107
Ka; =4,02x 107
Krotonik asit 86,09g/mol C4Hs0, Ka, =2,04 x10”
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5. ORNEKLERIN EKSTRAKSIYONU ve ANALIZ METODU

5.1. Orneklerin Ekstraksiyonu

Analizi yapilacak Orneklerden analitin ¢Ozeltiye alinmasi i¢in uygun ¢oziiciilerle
ekstraksiyonu gereklidir. Kimyasal analizi yapilacak plazma, serum, idrar, bitki 6zleri
gibi biyolojik; su, toprak, hava gibi ¢evresel ve gida, farmasotik iiriinler gibi diger
numuneler, genellikle aranan madde disinda bir¢cok bilesenin yer aldigi1 karigik bir
matriks igerirler. Bu nedenle 6rnek hazirlama; 6zellikle yiiksek basingli sivi
kromatografi (HPLC) yardimi ile yapilan analizler dncesinde uygulanmasi gereken
¢ok &nemli bir basamaktir. Ornek hazirlama bashca iki amag igin yapilmaktadir:
Bunlar sirasiyla, orneklerin istenmeyen bilesenlerden temizlenmesi (clean-up) ve
onderistirilmesidir. Temizleme islemi ile matriksten analizin yanlis sonu¢lanmasina
neden olabilecek, istenen maddenin tespit edilmesini engelleyebilecek veya analiz
cthazlarmin kirlenmesine neden olabilecek kirliliklerin uzaklastirilmas: saglanir.
Analiz Oncesi yapilmasi gereken ornek hazirlama ¢ogu zaman zor, pahali ve uzun
siiren bir islemdir. Bu nedenle kimyasal analiz yapan kisiler her zaman daha pratik ve
basit yontem arayisi1 i¢cindedirler. Bu konuda o6zellikle kromatografik sistemlerle
calisan arastirici ve uygulayici ile yapilan bir anket c¢alismasinda, 6rnek hazirlama
yonteminin se¢iminde, numunenin O6zelligi baslica etken olmakla birlikte, kolay

uygulanabilir ve ucuz olmasinin da 6nemli rol oynadigi belirlenmistir.
5.2. Kromatografi ile Ayirma

Kromatografi, birden fazla bilesen iceren bir karisimin bir kolondaki hareketli bir faz
(coziicii) ile sabit bir faz (dolgu maddesi) icinden gecirilmesi islemlerini igerir. Bu
teknikte en c¢ok kulanilan ¢oziiciilerin listesi Tablo 5.1°de verilmistir. Ayrilacak
bilesenle, sabit ve hareketli fazda farkli dagilma ve tutunma Ozellikleri
gosterdiginden, kolonu farkli siirelerde terk ederler. Kolondaki farkli alikonma
siirelerinden faydalanilarak, kolon c¢ikisina bilesenlerle orantili sinyal iireten bir
dedektoriin yerlestirilmesiyle, hem nitel hem de nicel analiz yapan bir metot

gelistirilmistir. Bu alanda yaygin olarak HPLC sistemleri kullanilmaktadir.
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Tablo 5.1. Kromatografi Coziiciiler1

Buhar Dielektrik
Molar Refrak. | Kaynama | basinc Dinamik sabiti DK | Dipol
Polarite | Agurlik | Index Noktasi | (mbar) Viskosite (mPa.s) | (20 veya | Moment
Coziicl Formiil indeksi | (g/mol) | n20°D | (°C) (20°C) (20°C) (40°C) 25°C) (Debye)
n-Heptan C;H6 - 100.21 1.388 98.4 48 040 |0.33 1.9 0
n-Hekzan CeHig 0.0 86.18 1.375 68.4 160 031 ]0.26 1.9 0
Siklohekzan | C¢H), 0.0 84.16 1.427 80.7 104 094 ]0.71 2.0 0
izooktan CgHs 0.4 114.23 1.392 99.2 51 0.51 |0.50 1.9 0
1.1.2-
Triklortrifloro
etan CLFCCCIF, - 187.38 1.356 47.7 368 070 |- 2.4 -
Karbon
tetrakloriir CCl4 1.7 153.82 1.460 76.5 120 0.97 10.74 2.2 0
Toluen C¢HsCHj3 2.3 92.14 1.496 110.6 29 0.58 |0.47 2.4 0.36
Kloroform CHCI; 4.4 119.38 1.946 61.7 210 0.56 047 4.8 1.01
Dikloroetan | CICH,CH,CI 3.7 98.97 1.445 83.4 87 0.80 |0.65 10.6 1.75
Diklorometan | CH,CI, 3.4 84.93 1.424 40.0 453 043 |0.36 9.1 1.60
1-Biitanol CH;(CH,);0H 3.9 74.12 1.399 117.2 6.7 295 |1.78 17.8 1.66
Asetonitril CH;CN 6.2 41.05 1.344 81.6 97 039 |- 37.5 3.44
2-Propanol CH;CH(OH)CH; | 4.3 60.10 1.378 82.4 43 227 |135 18.3 1.66
Etil asetat CH;COOC,Hs 4.3 88.10 1.372 77.1 97 044 0.36 6.0 1.78
Asetonitril CH;COCH; 5.4 58.08 1.359 56.2 233 032 |0.27 20.7 2.70
Etanol C,HsOH 5.2 46.07 1.361 78.5 59 1.20 |0.83 24.3 1.70
1.4-Diokzan | C4H50, 4.8 88.11 1.422 101.0 41 1.21 0.92 2.2 0.40
Tetrahidro
furan C4HzO 4.2 72.11 1.405 66.0 200 047 0.38 7.4 1.63
Metanol CH;0H 6.6 32.04 1.329 65.0 128 0.52 045 32.6 1.70
Su H,O 9.0 18.01 1.333 100.0 23 0.95 ]0.65 80.6 1.85

Kaynak: Anonim; Merck Laboratuar El Kitabi, 48, Ankara, 2007.

5.2.1. Kromatografide Siniflandirma

Kromatografik ayirim; bir 6rnek i¢indeki maddelerin bir hareketli ve bir sabit faz

arasinda dagilimlarina bagh olarak, ayirma ve ayrildiklar1 ortami farkli zamanlarda

terk etmelerini esas alarak, kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasma olanak saglayan

yontemdir. Ayirma ortamini terk eden maddeler, dedektorde bir elektronik sinyal

olusmasina neden olur. Bu sinyaller kromatogram olarak adlandirilirlar.

Kromatografi farkl sekillerde smiflandirilmaktadir:

» Kromatografik ortamin fiziksel sekline gore

> Ornegin ortama verilis bigimine gore

» Kromatografik ayirim mekanizmasina gore

> Iki fazin polarlik durumuna gore
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> Iki fazin fiziksel durumuna gére

5.2.1.5. iki Fazin Fiziksel Sekline Gore Simiflandirma

Bu smiflandrmaya goére, kromatografik yontemler once hareketli faza gore gaz
kromatografi ve sivi kromatografi olarak ikiye ayrilir. Daha sonra da her biri tekrar
bu kez de sabit faza gore simiflandirilabilirler. Gaz kromatografi, gaz-sivi ve gaz-kati
olarak ikiye; sivi kromatografi ise sivi-sivi, sivi-kati, iyon degistirme ve molekiiler
elek olmak {izere gruplara ayirmak miimkiindiir. Kromatografi pratikte klasik olarak

su smiflara ayrilir:
1. Kagit kromatografi
2. Ince tabaka kromatografi
3. Kolon kromatografi
4. Gaz-s1vi kromatografi
5. Yiiksek basmg sivi kromatografi

5.2.2. Sivi Kromatografi
5.2.2.1. Sivi Kromatografinin Simiflandirilmasi

Oncelikle ayirma ydntemlerinin smiflandirilmasi daha yararli olacaktir. Bu amagla

ilk akla gelen ayirma yontemi fiziksel smiflandirmadir.
Filtrasyon

Sedimentasyon

Tanecik elektroforez

Elektrostatik ¢oktiirme

Flotasyon

vV VvV V¥V V V V¥V

Eleme
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Denge ve Hiz Ayinimlarn:
Denge ayirimu;

1.Gaz-siv1
» Destilasyon
» Gaz-sivi kromatografi
» Kopiik fraksiyonlama
2. Gaz-kat1
» Adsorpsiyon
» Siiblimasyon
» Molekiiler elek
3. S1vi-s1vi
» Ekstraksiyon
» Sivi-sivi kromatografi

» Disarilama kromatografisi

4. Sivi-kat1
» Coktiirme
» Bolgesel eritme
= Sec¢imli kristallendirme
* [yon degisim
= Adsorpsiyon
= Disarilama

=  Molakiiler elek
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Hiz Olaylarina Gore Ayirim;

1. Engel ayirnm

» Membran Filtrasyon
Diyaliz
Ultrafiltrasyon
Elektrodiyaliz

Elektroosmoz

vV V V V VYV

Ters osmoz
» Gaz diflizyon
2. Bolgesel ayirim
» Elektroforez
» Ultrasantrifiij
» Termal diflizyon
» Elektrotta birikme
» Kiitle spektrometrik ayirim
3. Digerleri
» Molekiiler Destilasyon
» Enzimatik bozunma
» Bozulma Destilasyon
Bu ayirma yontemlerine giin gectikge yenileri eklenmektedir. Hareketli faz tiiriine
gore kromatografi:
v' Gaz kromatografi
v" Sivi kromatografi

olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Sivi kromatografide hareketli faz sividir. Sivi

kromatografide sabit fazin fizikokimyasal Ozelliklerine gore sivi-sivi ve sivi-kati
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olmak tizere ikiye ayrilir. Ancak pratikte bu smiflandirma yerine asagidaki

siniflandirma kullanilir:

v" Adsorpsiyon kromatografi (Normal ve Ters Kromatografi)
v Sivi-siv1 partisyon kromatografi
v' lyon kromatografi

v Jel kromatografi

Adsorpsiyon kromatografide sabit faz silika (Si0,), alumina (Al,O3), zirkonia (ZrO;)
gibi oksitler veya bunlarin lizerine ¢esitli fonksiyonel gruplarin (CN, NH,, R, Ar )
baglanmasi ile elde edilmis kat1 fazlardir. Stvi hareketli faz ise n-heptan, n-hegzan,
gibi apolar ¢oziiciiler veya basta su olmak {lizere asetonitril, metanol, etanol gibi polar
stvilardir. Bunlarin belli oranlarmin karisimi da hareketli faz olarak kullanilabilir.
Sabit fazin polar, hareketli fazin apolar olmasi halinde Adsorpsiyon kromatografiye
NORMAL FAZ KROMATOGRAFI; sabit fazin apolar, hareketli fazin polar oldugu
kromatografiye TERS FAZ KROMATOGRAFI denir. Normal fazda alumina, silika,
SiCN gibi polar katilar kullanilir. Normal faz ile ters faz kromatografisi arasindaki en
biliyiik fark, ters faz kromatografide hareketli faz icinde su kullanilmasidir. Sart
olmamakla beraber, bol ve ucuz olan suyun kullanilmasi1 kromatografiye gercekten

biiylik avantajlar saglamaktadir.

Sivi-stvi kromatografide sabit faz bir kati ilizerine emdirilmis olarak kullanilan
stvidir. Ancak bu tiir kromatografi son zamanlarda onemini yitirmistir. Bunun en
biiylik nedeni sabit sivi fazin, ¢Oziinlirliigli nedeniyle, hareketli faz tarafindan
stiriiklenip gotiiriilmesidir. Kolon performans: siirekli degisecegi i¢in bu durum

istenmez.

Iyon kromatografide sabit faz genellikle bir iyon degistiricidir. Iyon degistirici ya bir
re¢ine ya da iyon degistirme Ozelligi olan Al,O; gibi amfoterik oksitler olabilir.
Hareketli faz belirli iyon siddetinde ve pH’da sulu ¢ozeltidir. Aymrimi ve tayini
yapilan maddeler anyonlar, katyonlar veya tiirevlendirmeyle iyonik hale getirilebilen
maddelerdir. Jel kromatografide maddelerin molekiil biiyiikliiklerine ayirimlari

saglanir. Molekiiler elek gibi gozenekli katilar sabit faz olarak kullanmilir. Hareketli
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faz cesitli ¢oziiciiler veya ¢oOzeltiler olabilir. Bu yontemi diger kromatografik
yontemlerden ayiran en 6nemli fark, ayirma ortamini 6nce biiyliik molekiillerin terk

etmesidir.

Stv1 kromatografi tiirleri son zamanlarda bir hayli ¢ogalmistir. Aslinda yine de yeni
adlar altinda sunulan bu yontemleri yukarida verilen bes smif icinde diistinmek
miimkiindiir. Ancak; bu yeni, modern sivi kromatografik yontemleri YUKSEK
BASINC SIVI KROMATOGRAFI veya YUKSEK PERFORMANS  SIVI
KROMATOGRAFI kapsamaktadir. Sivi kromatografi son yillarda yiiksek basing
ireten pompalarin tretilmesiyle olduk¢a iyi bir yol katetmis ve nerdeyse gaz
kromatografiye rakip olacak boyutlara ulagmistir. Hatta onun yerini alacagi iddia
edilmistir. Ama zamanla bu iki yontemin rakip degil, birbirini tamamlayici nitelikte

oldugu anlasilmistir.

Bir yiiksek basing pompasi ile, rezervuardan alman hareketli faz filtrelerden ve
basing diizenleyiciden gegtikten sonra enjeksiyon sistemine girer. Enjeksiyon
sisteminden sonra 6n kolon ve analitik kolondan gecen hareketli faz, dedektore
ulasarak sistemi terk eder. Enjeksiyon bolmesinden sisteme verilen ¢ozelti halindeki
ornek, analitik kolonda ayrimi yapildiktan sonra dedektore ulasir. Dedektor, 6rnek
icinden ard arda gelen elektronik bir sinyal olusturur. Bu sinyal bir potansiyometrik
yazicida veya bilgisayarda kaydedilir. Sinyallerin sekil haline doniistiiriilmesi ile
kromatogram adi verilen grafik meydana gelir. Apsis zaman veya yliriitiicii faz hacmi
olabilir. Ancak bunlar dogrudan dogruya dedektore gelen madde miktar1 veya
derigimi ile orantilidir. Kromatogramda goriilen pik adi verilen yiikseltilerin tepe

noktalarinin apsisteki degerleri, bunlarin kalitatif belirlemesinde kullanilir.

Yiiksek basincin kullanildig1 bir baska kromatografik yontem, siiper kritik akigkan
kromatografi’dir. Yontemde hareketli faz olarak kullanilan amonyak, karbondioksit
gibi gazlar yliksek basing altinda sivilasma konumuna getirilerek, sabit faz lizerinden
gecirilir. Visk6z hale getirilen hareketli faz, sivi ozelliklerine yaklasir, gaz ve sivi

kromatografilerin ortak 6zellikleri ile kromatografik ayirim gerceklesir.
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5.2.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Stvi kromatografisinde kolon verimi dolguda kullanilan taneciklerin boyutunun
kiigiiltiilmesi ( normalde 100 - 250 um’ den 1 - 15 um’ ye) ile 6nemli derecede
artmaktadir. Ancak tanecik ¢ap1 3 - 10 um’ ye kadar kiiciik olan dolgu maddeleri
1960’ I yillarin son donemlerinde kullanilmaya baslanmistir. Tanecik ¢apinin, kolon
capmin kiigiildiigi ve yiiksek basmcin uygulandigi sivi kromatografisine yliksek
performansli sivi kromatografisi denir. Yiiksek performansli sivi kromtografisi

giiniimiizde en ¢ok kullanim alan1 bulan kromatografik metotlardandir.
Bunun nedenleri arasinda:

» Duyarliligin yiiksek olmasi,

» Kantitatif tayinlerde kullanilabilmesi,

» Ucgucu olmayan tiirlerin ve sicaklikla kolayca bozulabilen tiirlerin ayrilmasina

uygun olmasi,

» Sanayinin, bir¢ok bilim dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi
maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligi sayilabilir. Bu maddelere 6rnek

olarak;

Amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar ve

antibiyotikler sayilabilir.
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5.2.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Cihazi

Basing kontroli Ornek g‘iri.;‘i

; ) On kolon

F
i

i
I
Holon

Coziicii hagnesi i

N e o o

Kavdediei _

Detektor

3%
i

Toplama kala

Sekil 5.1. Bir HPLC cihazi semasi

Kaynak: Ince M.; Yiiksek Sicaklikta Hazirlanmis Gidalarda Organik Kanserojen Maddelerin HPLC-
MS ile Tayini, Firat Universitesi, Elaz1g, 2008.

Bir HPLC cihazi her biri 200-1000 mL ¢oziicii i¢erebilen camdan ve celikten
yapilmis hazne icermektedir. Bu cihazlarda bu hazneler kolonda ve dedektor
sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢éziinmiis gazlarin (genellikle
oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir. Bu gaz kabarciklar1 band
genislemesine ve ¢ogu zaman da dedektoriin performansinda bozucu etkilere sahip
olabilir. Cihazda bulunan 6n kolon ¢o6ziicli 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 ¢oziicii kullanilarak yapilan ayirma izokratik eliisyon olarak
adlandirilir. Genellikle ayirma etkinligi gradient eliisyonu ile arttirilir. Bunun icin
polariteleri birbirinden ¢ok farkli, iki ya da {i¢ ¢oziicii sistemi kullanilir. Eliisyon
basladiktan sonra belli bir programa gore bazen siirekli olarak, bazen de seri

basamaklar halinde c¢oziiciilerin oram1 degistirilir. Genellikle HPLC cihazlar,
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coziiclilerin hacimleri oran1 zamanla dogrusal olarak veya iistel olarak
degistirilebilecek nitelikte, iki veya daha fazla hazneden aldig1 c¢oziiciileri bir
karistirma odasinda siirekli olarak degisen hizlarda bir araya getiren sistemlerle

donatilmistir.

Basinct ayvarit

helyum kaynay —— I

Auk Tg——\
Puls séniimicyici
Girig
7 e Bogalum
Coxiicl hazneleri ¢ musiufu i musludn
l Ulleyici  Giris j' b
- tiltresi i
k 26552
3 e J
(:/\’\ ><> Bosluk giderme
. §ICIAgas!

Coziicti oram ayar muslufin

K,-(-;.l(') n - ) El‘g !
B

~=— Pedektiire "‘"""HE,*J:.::] e

Geri tepme Filtre
regiilatinrd

asing
ransduseri

i

Enjeksiyon musiugu

Sekil 5.2. Gradient eliisyon uyumlu bir HPLC cihazinin semasi

Kaynak: Ince M.; Yiiksek Sicaklikta Hazirlanmis Gidalarda Organik Kanserojen Maddelerin HPLC-
MS ile Tayini, Firat Universitesi, Elazig, 2008.

5.2.3.1.1. Pompa Sistemleri

Bir HPLC pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar sunlardir:

7/
°

400 atm’ye kadar basing liretimi

7/
°

0,1-10 mL/dk araliginda akis hizlar1

7/
°

%0,5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikte akis kontrolii

L)

» Korozyona dayanikli pargalar

Sivilar ¢ok fazla sikistirilmadigindan dolayr HPLC pompalar:1 tarafindan tiretilen

basing bir patlama tehlikesi olusturmaz. Bdylece sistemin pargalarmmdan herhangi
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birinde meydana gelecek bir catlak sadece ¢oziiciiniin disar1 sizmasina neden olur.

Ama sizintilar bir yangin tehlikesi olusturabilir.

a. Pistonlu Pompalar: HPLC sistemlerinin  %90’mda pistonlu pompalar
kullanilmistir. Pistonlu pompalar genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri
hareketleriyle ¢oziicliniin pompalandig1 kiigiik bir silindirden meydana gelmistir.
Strasiyla acilip kapanan iki tane kiiresel kontrol muslugu, ¢6ziicliniin silindir i¢ine

giris ve ¢ikis akismni kontrol eder. Piston ¢oziicii ile dogrudan temas etmektedir.

Kolon

l_f_pu_:sﬁj1

lsijniim]cyici-]

Motor Conta\

Gidig-gelis

Kiresel
kontrol
musiugu

!—'—H_*—— Cozici

Sekil 5.3. HPLC i¢in bir pistonlu pompa

Kaynak: Ince M.; Yiiksek Sicaklikta Hazirlanmis Gidalarda Organik Kanserojen Maddelerin HPLC-
MS ile Tayini, Firat Universitesi, Elazig, 2008.

Pistonlu pompalarn iistiinliikleri,
» Kiigiik i¢ hacimleri (35-400 ul)
» Yiiksek ¢ikis basinct (700 atm’ye kadar)
» Gradient eliisyona uygun oluslari

» Kolon geri basincindan ve ¢oziicii viskozitesinden biiyiik 6lgiide bagimsiz

olan sabit akig hizlaridir.
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b. Siirgiilii Pompalar: Siirgiilii pompalar, bir kademeli motordan gii¢ alan vidali
giidiim mekanizmasi ile kontrol edilen sizdirmasiz bir siirgiisii olan siringa benzeri
silindirik bir kaptan olusur. Siirgiilii pompalarda ¢ikis akimi pulssuzdur.
Dezavantajlar1 ise smirh ¢oziici kapasitesi (~ 250 mL) ve ¢oziicii degistirilmesi

gerektiginde karsilasilan giicliiklerdir.

c. Pnomatik Pompalar: En basit pndmatik pompalarda siv1 hareketli, sikistirilmis
bir gaz ile basinglandirilabilen bir kap igine yerlestirilmis bir kap i¢ine konur.
Pnomatik pompalarda ¢ikis basinci disiiktiir ve akis hizi ¢oziicli viskozitesine ve
kolon geri basincma baghdir. Ayrica pnomatik pompalar, gradient eliisyona uygun

degildir. Ve basinglar1 genellikle 135 atm’den daha diistiktiir.
5.2.3.1.2. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Genellikle sivi kromatografik oOl¢limlerinin kesinligini numunenin kolon dolgu
maddesine tasmmasinin tekrarlanabilirligi belirler. Asir1 numune yiiklenmis
kolonlarda goriilen band genislemesi de kesinligi etkiler. Bu ylizden kullanilan hacim
oldukea kiiciik olmalidir. Ayrica sistemin basinci diisliriilmeden numunenin sisteme

girisi saglanmalidir.
5.2.3.1.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Kolonlan

Sivi kromatografisi kolonlar1 normal olarak diizgiin i¢ capli paslanmaz celik

borulardan yapilir. Fakat bazen de kalin cidarli cam borular da kullanilir.

a. Analitik Kolonlar (Kolon): S1vi1 kromatografisi kolonlarmin ¢ogunun boyu 10-30
cm, i¢ ¢apt 4-10 mm ve kolon dolgu maddesinin biiyiikliigii 5-10 um arasindadir.
Normalde kolonlar diizgiindiir. Ve gerektigi yerlerde kolonlarin birbirine

eklenmesiyle kolonun boyu arttirilabilir.

Son yillarda daha kiiciik boyutlarda yiiksek hizli ve yiiksek performansl kolonlar
iretilmektedir. Bu kolonlarin i¢ ¢ap1 1-4,6 mm, tanecik biiyiikliigii 3-5 um ve boyu

3-7,5 cm arasmdadir. Bu kolonlarda ¢6ziicii sarfiyatt minimumdur.

b. Emniyet Kolonlar1 (On Kolon): Analitik kolonun émriinii arttirmak i¢in analitik

kolondan once kisa kolon yerlestirilir. Bu kolonun gorevi partikiil halindeki
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maddeleri, ¢oziicli igindeki yabanci maddeleri tutmak, numune i¢ginde bulunan ve
durgun fazda tersinmez olarak baglanan bilesenleri tutmaktir. Ayrica hareketli fazi

durgun faz ile doyurarak analitik kolondaki ¢oziicii kaybini en aza indirmektedir.
5.2.3.1.3.1. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

Stvi kromatografisinde iki tip kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Bunlar:

a. Film dolgular

b. Gézenekli dolgular

a. Film Dolgular: Bunlar; kiiresel, gozeneksiz, ¢aplar1 30-40 pm olan cam veya
polimer taneciklerden olusur. Bu taneciklerin yiizeyine silis, alumina, polistiren-
divinil benzen sentetik recinesi veya bir iyon degistirici re¢ineden olusan ince

gozenekli film kaplanmistir.

b. Gozenekli Dolgular: Caplar1 3-10 pum arasindadir. Partikiiller silis, alumina,
polistiren divinil benzen sentetik re¢inesi veya bir iyon degistirici re¢gineden meydana

gelmistir.
5.2.3.1.4. Dedektorler

Hareketli fazdaki analit derisimine veya tiirline bagl olarak sinyal veren araclar

dedektor olarak adlandirilmaktadir.
Stvi kromatografide ¢ok kullanilan dedektdrleri soyle siralayabiliriz:
» Spektrofotometrik dedektorler
» Elektrokimyasal dedektorler.
» Alevde iyonlagma dedektorii.
» Kirilma indisi dedektori.

» Kiitle dedektorii [82].
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6. MATERYAL ve METOT

6.1. Kullanilan Cihazlar ve Cam Malzemeler

Calismada Merck Hitach1 L-600 pompaya sahip HPLC ve L[-4250 UV-VIS
Dedektorii ile D-2500 Kromatogram-Integrator kullanilmustir. Kullanilan diger
malzemeler:

- pH metre

- Elektronik terazi

- Saf su cihazi

- Santrifiij

- Degisik biiyiikliiklerde pipet, beher, balon joje, meziir...vb cam malzemeler
6.2. Kullanilan Standart Cozeltiler ve Reaktiflerin Hazirlanmasi
6.2.1. Standart Cozeltiler

Gerekli standart ¢ozeltiler asagida belirtildigi gibi stok ¢ozeltileri hazirlanarak uygun

konsantrasyonlar i¢in seyreltilip kullanilmistir.

a) 1000 mg/L Okzalik Asit (Merck) Stok Cozeltisi: 0,250 g okzalik asit tartilip,

250 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi.

b) 1000 mg/L Krotonik Asit (Merck) Stok Cozeltisi: 0,500 g krotonik asit tartilip,

500 mL saf suda ¢oziilerek hazirland.

¢) 1000 mg/L. Maleik Asit (Merck) Stok Cozeltisi: 0,250 g maleik asit tartilip, 250

mL saf suda ¢6ziilerek hazirlandi.

d) 10.000 mg/L Sitrik Asit (Carlo Erba Reagent) Stok Cozeltisi: 2,500 g sitrik asit
tartilip, 250 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi.
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6.3. Organik Asitler icin Optimum Kosullarin Tayini

Hazirlanan standart okzalik asit, sitrik asit, maleik asit ve krotonik asit
¢ozeltilerinden sirasiyla 3,98x107° M, 2,38x10° M, 5,83x10* M ve 4,30x107* M,
organik asit ¢ozeltileri hazirlanarak UV spektrofotometre ile dalga boyu 1nm arayla
200-700 nm dalga boylarinda bu dort asitin ayr1 ayr1 maksimum absorpsiyon yaptigi
dalga boylar1 belirlendi. Her bir asit i¢in tespit edilen maksimum absorpsiyon yaptigi
dalga boyunda mobil faz akis hizi, ¢oziicii ve ¢oziicli karisimlarmin ve mobil faz
pH’1inin pik alanlarina etkisi tespit edildi. Oncelikle cihazmn optimum mobil faz akis
hiz1 tespit edildi. Biitiin asitler i¢cin ortak belirlenen maksimum absorpsiyon yaptigi
dalga boyu ve akis hizinda pH’m pik alanlarina etkisi ve mobil fazin pik alanlarina

etkisi ayr1 ayr1 incelendi.
6.3.1. Organik Asitlerin Tayini i¢cin Akis Hizinin Belirlenmesi

Her bir asidin maximum absorpsiyon yaptig1 dalga boylarindaki akis hizlari
incelendi. Bu amacla 0,5 mL/dk - 1,4 mL/dk akis araliinda yapilan deneysel
calismalarda elde edilen kromatogramlarin pik alanlarindan faydalanarak en iyi

mobil faz akis hiziin ¢alisilan dort asit i¢in 0,9 mL/dk oldugu gozlendi.

Bundan sonraki biitlin deneysel ¢alismalarda bu akis hizi miktar1 kullanildi. Mobil
fazin akis hizi degisiminin pikin ¢ikis siiresi, bilesenlerin kolonu terk etme siireleri

iizerine etkili oldugu goriildii.
6.3.2. Organik Asitlerin Tayini I¢in pH’1n Belirlenmesi

Biitiin asitler icin ortak belirlenen akis hizinda pH’mm pik alami {izerine etkisi
incelendi. Bu amacla, H;PO4 / KH,PO4 tamponu iizerine H;PO4 ve NaOH ilave
ederek pH:2,00; 2.50; 3,00; 3,50; 4,00; 4,50; 5,00; 5,50 degerlerinde yapilan
deneysel ¢alismalarda elde edilen kromatogramlarin pik alanlarindan faydalanarak en

1yi absorbansin gozlendigi pH degerinin calisilan dort asit i¢in 2,70 oldugu gdzlendi.

Bundan sonraki biitiin deneysel calismalarda pH degeri 2,70 kullanildi. pH
degisiminin pikin c¢ikis siiresi, bilesenlerin kolonu terk etme siireleri iizerine etkili

oldugu goriildii.
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6.3.3. Organik Asitlerin Tayini i¢cin Mobil Fazin Etkisinin Incelenmesi

Organik asitler iizerine mobil fazin etkisini incelemek amaciyla pH= 2.70 (KH,PO4 —
H;PO,4 ) tamponu ile hacimce %5; %10; %15; %20 metanol, hacimce %5; %10;
%15; %20 etanol, karisimlari ayr1 ayr1 denendi. Her bir asit i¢in maximum
absorbansin gozlendigi dalga boyu, akis hizi ve pH degerlerinde mobil fazin

degistirilmesiyle bulunan pik alani degerleri incelendi.

Deneysel caligmalardan elde edilen pik alanlarina gore metanol ve etanoliin
karisimlarmin pik alanlar1 iizerine dikkate deger bir etkisinin olmadigi gézlendi.

Mobil faz olarak pH= 2.70 (KH,PO4 — H3PO4 ) tamponu kullanildi.
6.3.4. En lyi Coziiciiniin Belirlenmesi

Kirmizi, sari, ve beyaz sogan O6rneklerinden organik asitleri ekstrakte etmek icin
0,1M; 0,05M; 0,025M; 0,0125M H3PO4 denendi. Pik alanina gore en iyi ¢oziiciiniin
0,05M H3PO4o0ldugu gozlendi.

Tablo 6.1. 0,1M, 0,05M, 0,025M, 0,0125M H;3PO, ¢6ziinmiis sar1 sogan 6rnekleri
kullanilarak elde edilen pik alan1 degerleri

COZU,CU, H3PO4
Sogan erigimleri
tird | Organik 0,1M 0,05M | 0,025M | 0,0125M
asitler
Okzalik asit 1888882 | 3267549 | 2305191 | 1383479
Sar1 | Maleik asit 1120341 | 1568138 | 1823705 | 1485165
sogan | Sitrik asit 2406691 | 3062908 | 2567532 | 1310732
Krotonik asit 421846 | 421985 | 422034 | 421996
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6.4. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Sar1, kirmiz1 ve beyaz soganlar rendelendi. Bunlardan yaklasik 0,5°er gram ornekler
almarak tizerine 10 mL 0,05 M’Iik H3POy4 ¢6zeltisi eklendi. 30 dk stireyle karistirildi.
Stiziilerek ¢ozelti kismindan 50 pL’lik hacimler alinipp HPLC’de analiz edildi.

0,5 g 6rnek

|

10 mL 0,05 M’lik H3PO4 ¢ozeltisi

|

30 dakika karistirma

Stzulir

HPLC’de analiz edilir
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6.5.0ptimum Kosullarda Elde Edilen Sogan Tiirlerine Ait Kromatogramlar

Optimum kosullarda 210 nm, 0,9 mL/dk mobil faz akis hizinda, pH=2,70’de, 0,05M

H;POy4’de ekstrakte edilmis sogan 6rneklerine ait kromatogramlar asagidaki gibidir.

Sl
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o 5 10 15 20
zaman (dk)

Sekil 6.1. 0,05M H3;PO,4’de ¢6ziilmiis sar1 sogana ait kromatogram

Sekil 6.1°de sar1 sogan kromatograminda gorildiigii gibi 8.19 ve 15.18 dakikada
taninmayan tiirlere ait alikonma siirelerine sahip olan tiirler digerlerinden ayrilmistir.

4.50 ve 4.89 dakika alikonma siiresine sahip tiirler birbirinden optimum sartlarda

ayrilmamistir.
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zaman (dk)

Sekil 6.2. 0,05M H3;PO,4’de ¢6ziilmiis kirmizi sogana ait kromatogram

Sekil 6.2’°de kirmizi sogan kromatograminda goriildiigii gibi sar1 sogan
kromatogramindaki piklere ilave olarak 4.94 dakikada taninmayan tiire ait alikonma

siirelerine sahip baska bir pik elde edilmistir.
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MY B

zaman {dk)
Sekil 6.3. 0,05M H3;PO,4’de ¢6ziilmiis beyaz sogana ait kromatogram

Sekil 6.3’de beyaz sogan kromatograminda gorildiigii gibi 8.53 ve 15.74 dakikada
taninmayan tiirlere ait alikonma siirelerine sahip olan tiirler digerlerinden ayrilmastir.
5.12 dakika alikonma siiresine sahip tanimlanamayan tiirtin pik alani kirmizi

sogandakine gore azalmistir.

6.6. Konsantrasyon Arahginin Belirlenmesi ve Kalibrasyon Grafiginin Cizilmesi

Belirlenen optimum sartlarda (dalga boyu 210 nm, pH=2,70 ve 0,90 mL/dk akis
hizinda) Okzalik asit i¢in 125 ppm, Maleik asit i¢in 25 ppm, Sitrik asit i¢in 1250
ppm ve Krotonik asit i¢in 25 ppm konsantrasyonlar1 olacak sekilde hazirlanan dortlii

asit karigimina ait kromatogram Sekil 6.4’deki gibidir.
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Zaman (dk)
1:78dk, Oksalik asit;, 3:26dk, Maleik asit; 4:.08dk, Sitrik asit; 17:63dk, Krotonik asit.

Sekil 6.4. Standart ¢ozeltiye ait kromatogram
6.6.1. Kalibrasyon Grafiklerinin Cizilmesi

Kalibrasyon grafikleri 210 nm dalga boyu, 0,90 mL/dk mobil faz akis hiz1 ve

pH=2,70 kosullarinda bu dort asit karigimmin degisik konsantrasyonlarindaki

kromatogramlarindan elde edildi. Bu kalibrasyon grafiklerinden yararlanilarak, sogan
orneklerindeki her bir asitin konsantrasyonu hesaplandi.
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Okzalik asit kalibrasyon grafigi
2500000 - y= 62273,6x + 8508,3
R? = 0,9993
2000000 -
£ 1500000 -
<
= 1000000 -
s9
500000 -
0 - ‘ | | |
0 100 200 300 400
Konsantrasyon (ppm)

Grafik 6.1. 210 nm, 0,90 mL/dk, pH=2,70 ¢alisma kosullarinda Okzalik asit i¢cin
kalibrasyon grafigi

Grafik 6.1’de goriildiigii gibi okzalik asit i¢in 6,25 — 350 mg/L araliginda dogrusal

bir kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Kalibrasyon grafigi ¢iziminde pik alanlari

kullanilmis olup, ardisik dlgiimlerde bu tiire ait alikonma siireleri arasinda belirgin

bir farklilik gériilmemistir.

Maleik asit kalibrasyon grafigi
2500000 - y = 62994x + 8788,6
R® = 0,9996
2000000 -
£ 1500000 -
S
= 1000000 -
500000 -
O T T T 1
0 10 20 30 40
Konsantrasyon (ppm)

Grafik 6.2. 210 nm, 0,90 mL/dk, pH=2,70 c¢alisma kosullarinda Maleik asit i¢in
kalibrasyon grafigi
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Grafik 6.2°da goriildiigii gibi maleik asit i¢in 0,63 — 30 mg/L araliginda dogrusal bir
kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Kalibrasyon grafigi ciziminde pik alanlar1
kullanilmis olup, ardisik dlgiimlerde bu tiire ait alikonma siireleri arasinda belirgin

bir farklilik goriilmemistir.

Sitrik asit kalibrasyon grafigi
3500000 - y =703,04x - 15783
3000000 - R® = 0,9976
2500000 +
§ 2000000 -
:; 1500000 -
= 1000000 -
500000 +
0 - \ \ \ \ |
0 1000 2000 3000 4000 5000
Konsantrasyon (ppm)

Grafik 6.3. 210 nm, 0,90 mL/dk, pH=2,70 calisma kosullarinda Sitrik asit i¢in
kalibrasyon grafigi

Grafik 6.3’de gortldiigi gibi sitrik asit icin 78 — 4000 mg/L araliginda dogrusal bir
kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Kalibrasyon grafigi c¢iziminde pik alanlari
kullanilmis olup, ardisik dlgiimlerde bu tiire ait alikonma siireleri arasinda belirgin

bir farklilik goriilmemistir.
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Krotonik asit kalibrasyon grafigi
3000000 - y = 85647x - 23607
R?=0,9947
2500000 -
= 2000000 - %
S
< 1500000 -
=
% 1000000 -
500000 -
0 ‘ ‘ | |
0 10 20 30 40
Konsantrasyon (ppm)

Grafik 6.4. 210 nm, 0,90 mL/dk, pH=2,70 ¢alisma kosullarinda Krotonik asit i¢cin
kalibrasyon grafigi

Grafik 6.4’de goriildiigii gibi krotonik asit i¢cin 0,78 — 35 mg/L araliginda dogrusal
bir kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Kalibrasyon grafigi ¢iziminde pik alanlari
kullanilmis olup, ardisik dlgiimlerde bu tiire ait alikonma siireleri arasinda belirgin

bir farklilik goriilmemistir.

Tablo 6.2. Tirlere ait analitik veriler

Konsang:;/](j; aralig y=mx+n R? LOD LOQ
Okzalik asit | 6,25 - 350 y=6273,6x + 8508,3 | 0,9993 0,60 1,99
Maleik asit 0,63 - 30 y=62994x + 8788,6 | 0,9996 0,03 0,09
Sitrik asit 78 - 4000 y=703,04x - 15783 | 0,9976 6,96 23,20
Krotonik asit | 0,78 - 35 y = 85647x - 23607 0,9947 0,16 0,53

6.6.2. Sar1, Kirniz1 ve Beyaz Sogan Ekstraktlarina Standart Cozelti Eklenmesi

0,05M H3PO4’de c¢oziilmiis, sari, kirmizi ve beyaz sogan ekstraktlarina standart
cozelti (50 mg/L okzalik asit, 5 mg/LL maleik asit, 625 mg/L sitrik asit, 6,25 mg/L
krotonik asit) eklenerek elde edilen kromatogramlarin, saf sogan Orneklerine ait
kromatogramlarla karsilastirilmas1 Grafik 6.9, Grafik 6.10 ve Grafik 6.11°deki
gibidir.
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a: 0,05M H3PO4' de goziinmils san sofana ait kromato :
b: Stendart gozeltive ait kromatogram ( 1:78dk, Okzalik asit; 3:26dk, Maleik asit, 4:08dk, Sitrik asit; 17:63dk, Krotonik asit).
- Standart gozelti ve san sogan kansmmma ait kromatogram

Sekil 6.5. Sar1 sogan, standart ¢ozelti ve sar1 sogan-standart karigimina ait
kromatogramlarin karsilastirilmasi
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a: 0,05M H3PO#'de ¢ozlinmi krmiz sofana ait kromatogram, zaman (dk)

b: Standart gbzeltive ait kromatogram (1:784k, Olkzalik asit; 3:26¢k, Maleik asit; 4,084k, Sitrik asit; 17:634dk, Krotonik asit).
< Standart gézelti ve kurmuz sofan kangumina ait kromatogram.

Sekil 6.6. Kirmiz1 sogan, standart ¢ozelti ve kirmizi sogan-standart karigimina ait
kromatogramlarin karsilastirilmasi
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a. Beyaz sodana ait kromatogram.

b Standart gozeltiye ait kromatogram (1:78dk, Oksalik asit, 3:26dk, Maleil asit, 4:08dk, Sitrik asit, 17:63dk, Krotonik asit).

c: Standart ¢ozelti ve beyaz sodan kansimina ait kromatogram

Sekil 6.7. Beyaz sogan, standart ¢dzelti ve beyaz sogan-standart karigimina ait
kromatogramlarin karsilastirilmasi
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6.7. Ornek Cézme ve Hesaplamasi

Yaklasik 0,5 g rendelenmis sogan 6rnekleri 0,05 M 10 mL H3;PO4 ¢ozeltisi eklenerek
yarim saat karistirilip, siiziildii. Elde edilen ¢ozeltiden alinan 50 pL’lik ¢ozelti
hacimleri HPLC’ye enjekte edildi. Elde edilen kromatogramlar Sekil 6.1, Sekil 6.2
ve Sekil 6.3’teki gibidir. Sitrik asit, maleik asit, krotonik asit tayin limitlerinin altinda
oldugu icin tayin edilememistir. Okzalik asit i¢cin bulunan degerler. Tablo 6.3’de

verilmistir.

Tablo 6.3. Sar1, kirmiz1 ve beyaz soganda tayin edilen okzalik asit miktarlari

Sogan

tirleri | Kirmizi sogan Beyaz sogan | Sar1 sogan
Organt
asit
Okzalik asit
(mg/Kg) 1162,18+£119,55 | 1260,33+7,64 | 3736,10+416,44
(n=3)
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a: Kirmizi sogana ait kromatogram.
b: Kirmizi sogan ve 50 ppm olacak sekilde Okzalik asit eklenmis karigima ait kromatogram.

Sekil 6.8. Saf kirmizi sogan ve 50 ppm olacak sekilde Okzalik asit eklenmis kirmizi
sogan ekstraktina ait kromatogramlarin karsilastiriimasi

Kirmiz1 sogan c¢ozeltisine 50 ppm okzalik asit ilave edilince kirmizi sogan
kromatogramindaki (b) 1.86 dakikadaki pik alan1 okzalik asit ilavesinden dolay1 yar1
yartya azalmasi gerekirken pik alanmin yaklasik 3 kat artigi gozlendi. 50 ppm
okzalik asit sisteme tek basma gonderildiginde elde edilen pik alani ve alikonma
siiresi ile standart olarak eklendiginde (spike) elde edilen pik alanlar1 ve alikonma
stireleri arasinda bir fark yoktur. Ancak sogan Orneklerinden kaynaklanan okzalik

asit miktarlar1 farklidir.
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zaman (k)

a: Kirmiz1 sogana ait kromatogram.
b: Kirmizi sogan ve5 ppm Maleik asit karigimina ait kromatogram.

Sekil 6.9. Saf kirmizi sogan ve 5 ppm olacak sekilde Maleik asit eklenmis kirmizi
sogan ekstraktina ait kromatogramlarin karsilastirilmasi

Kirmiz1 sogan c¢ozeltisine 5 ppm maleik asit ilave edilince kirmizi sogan
kromatograminda (b) olmayan 3.44 dakikadaki pik gozlendi. Diger piklerde bir
degisiklik olmadi. 5 ppm maleik asit sisteme tek basina gonderildiginde elde edilen
pik alan1 ve alikonma siiresi ile spike edildiginde elde edilen pik alanlar1 ve alikonma

stireleri arasinda bir fark yoktur.
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a: Kirmiz1 sogana ait kromatogram.
b: Kirmizi sogan ve 625 ppm Sitrik asit karigimina ait kromatogram.

Sekil 6.10. Saf kirmiz1 sogan ve 625 ppm olacak sekilde Sitrik asit eklenmis kirmizi
sogan ekstraktia ait kromatogramlarin karsilastiriimasi

Kirmizi sogan c¢ozeltisine 625 ppm sitrik asit ilave edilince kirmizi sogan
kromatograminda (b) olmayan 4.42 dakikadaki pik goézlendi. Diger piklerde bir
degisiklik olmadi. 625 ppm sitrik asit sisteme tek basina gonderildiginde elde edilen
pik alan1 ve alikonma siiresi ile spike edildiginde elde edilen pik alanlar1 ve alikonma

stireleri arasinda bir fark yoktur.
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a: Kirmiz1 sogana ait kromatogram.
b: Kirmizi sogan ve 6,25 ppm Krotonik asit karigimina ait kromatogram.

Sekil 6.11. Saf kirmizi sogan ve 6,25 ppm olacak sekilde Krotonik asit eklenmis
kirmizi sogan ekstraktina ait kromatogramlarin karsilastirilmasi

Kirmiz1 sogan c¢ozeltisine 6,25 ppm krotonik asit ilave edilince sar1 sogan
kromatograminda (b) olmayan 17.20 dakikadaki pik gézlendi. Diger piklerde bir
degisiklik olmadi. 6,25 ppm krotonik asit sisteme tek basina gonderildiginde elde
edilen pik alani ve alikonma siiresi ile spike edildiginde elde edilen pik alanlar1 ve

alikonma siireleri arasinda bir fark yoktur.
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a: Sar1 sogana ait kromatogram.
b: Sar1 sogan ve 50 ppm Okzalik asit karisimina ait kromatogram.

Sekil 6.12. Saf sar1 sogan ve 50 ppm olacak sekilde Okzalik asit eklenmis sar1 sogan
ekstraktina ait kromatogramlarin karsilastirilmasi

Sar1 sogan c¢ozeltisine 50 ppm okzalik asit ilave edilince sar1 sogan
kromatogramindaki (b) 1.81 dakikadaki pik alan1 okzalik asit ilavesinden dolay1 yar1
yartya azalmasi gerekirken pik alanmin yaklasik 5 kat arttigr goézlendi. 16.66
dakikadaki pik seyrelmeden dolay1 goriilmemektedir. 50 ppm okzalik asit sisteme tek
basina gonderildiginde elde edilen pik alani ve alikonma siiresi ile spike edildiginde
elde edilen pik alanlar1 ve alikonma siireleri arasinda bir fark yoktur. Ancak sogan

orneklerinden kaynaklanan okzalik asit miktarlar1 farklidir.
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a: Sar1 sogana ait kromatogram.
b: Sar1 sogan ve 5 ppm Maleik asit karigimina ait kromatogram.

Sekil 6.13. Saf sar1 sogan ve 5 ppm olacak sekilde Maleik asit eklenmis sar1 sogan
ekstraktina ait kromatogramlarin karsilastirilmasi

Sar1 sogan ¢ozeltisine 5 ppm maleik asit ilave edilince sar1 sogan kromatograminda

(b) olmayan 3.46 dakikadaki pik gozlendi. Diger piklerde bir degisiklik olmadi. 5

ppm maleik asit sisteme tek basina gonderildiginde elde edilen pik alani ve alikonma

siiresi ile spike edildiginde elde edilen pik alanlar1 ve alikonma siireleri arasinda bir

fark yoktur.

59



b

16 .68

S o TS . Y

10 I3 20
zaman (dk)

S
o

a: Sar1 sogana ait kromatogram.
b: Sar1 sogan ve 625 ppm Sitrik asit karisimina ait kromatogram.

Sekil 6.14. Saf sar1 sogan ve 625 ppm olacak sekilde Sitrik asit eklenmis sar1 sogan
ekstraktina ait kromatogramlarin karsilastirilmasi

Sar1 sogan ¢ozeltisine 625 ppm sitrik asit ilave edilince sar1 sogan kromatograminda
(b) olmayan 4.40 dakikadaki pik gozlendi. Diger piklerde bir degisiklik olmadi. 625
ppm sitrik asit sisteme tek bagina gonderildiginde elde edilen pik alan1 ve alikonma
siiresi ile spike edildiginde elde edilen pik alanlar1 ve alikonma siireleri arasinda bir

fark yoktur.

60



17 .14

pv <+

0 5 10 15 20
zaman (dk)

a: Sar1 sogana ait kromatogram.
b: Sar1 sogan ve 6,25 ppm Krotonik asit karigimina ait kromatogram.

Sekil 6.15. Saf sar1 sogan ve 6,25 ppm olacak sekilde Krotonik asit eklenmis sar1
sogan ekstraktia ait kromatogramlarin karsilastiriimasi

Sar1 so8an ¢oOzeltisine 6,25 ppm krotonik asit ilave edilince sar1t sogan
kromatograminda (b) olmayan 17.14 dakikadaki pik gdzlendi. Diger piklerde bir
degisiklik olmadi. 6,25 ppm krotonik asit sisteme tek basina gonderildiginde elde
edilen pik alani ve alikonma siiresi ile spike edildiginde elde edilen pik alanlar1 ve

alikonma stireleri arasinda bir fark yoktur.
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a: Beyaz sogana ait kromatogram.
b: Beyaz sogan ve 50ppm Okzalik asit karigimina ait kromatogram.

Sekil 6.16. Saf beyaz sogan ve 50 ppm olacak sekilde Okzalik asit eklenmis beyaz
sogan ekstraktina ait kromatogramlarin karsilastiriimasi

Beyaz sogan ¢oOzeltisine 50 ppm okzalik asit ilave edilince beyaz sogan
kromatogramindaki (b) 1.88 dakikadaki pik alan1 okzalik asit ilavesinden dolay1 yar1
yartya azalmasi gerekirken pik alani yaklasik 8 kat artigi gozlendi. Diger pikler
seyrelmeden dolayr gorilmemektedir. 50 ppm okzalik asit sisteme tek basina
gonderildiginde elde edilen pik alan1 ve alikonma siiresi ile spike edildiginde elde
edilen pik alanlar1 ve alikonma siireleri arasinda bir fark yoktur. Ancak sogan

orneklerinden kaynaklanan okzalik asit miktarlar1 farklidir.
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a: Beyaz sogana ait kromatogram.
b: Beyaz sogan ve Sppm Maleik asit karigimina ait kromatogram.

Sekil 6.17. Saf beyaz sogan ve 5 ppm olacak sekilde Maleik asit eklenmis beyaz
sogan ekstraktia ait kromatogramlarin karsilastiriimasi

Beyaz sogan c¢ozeltisine 5 ppm maleik asit ilave edilince beyaz sogan
kromatograminda (b) olmayan 3.42 dakikadaki pik goézlendi. Diger piklerde bir
degisiklik olmadi. 5 ppm maleik asit sisteme tek basina gonderildiginde elde edilen
pik alan1 ve alikonma siiresi ile spike edildiginde elde edilen pik alanlar1 ve alikonma

stireleri arasinda bir fark yoktur.
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a: Beyaz sogana ait kromatogram.
b: Beyaz sogan ve 625ppm Sitrik asit karisimina ait kromatogram.

Sekil 6.18. Saf beyaz sogan ve 625 ppm olacak sekilde Sitrik asit eklenmis beyaz
sogan ekstraktina ait kromatogramlarin karsilastiriimasi

Beyaz sogan c¢oOzeltisine 625 ppm sitrik asit ilave edilince beyaz sogan
kromatograminda (b) olmayan 4.42 dakikadaki pik gozlendi. Diger piklerde bir
degisiklik olmadi. 625 ppm sitrik asit sisteme tek basina gonderildiginde elde edilen
pik alan1 ve alikonma siiresi ile spike edildiginde elde edilen pik alanlar1 ve alikonma

stireleri arasinda bir fark yoktur.
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a: Beyaz sogana ait kromatogram.
b: Beyaz sogan ve 6,25ppm Krotonik asit karisimina ait kromatogram.

Sekil 6.19. Saf beyaz sogan ve 6,25 ppm olacak sekilde Krotonik asit eklenmis beyaz
sogan ekstraktina ait kromatogramlarin karsilastiriimasi

Beyaz sogan c¢ozeltisine 6,25 ppm krotonik asit ilave edilince beyaz sogan
kromatograminda (b) olmayan 17.22 dakikadaki pik gézlendi. Diger piklerde bir
degisiklik olmadi. 6,25 ppm krotonik asit sisteme tek basina gonderildiginde elde
edilen pik alani ve alikonma siiresi ile spike edildiginde elde edilen pik alanlar1 ve

alikonma siireleri arasinda bir fark yoktur.
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SONUC

HPLC metodu zayif organik asitlerin ayrilmasinda ve tayininde kulanilan 6nemli bir
metottur. Ideal kromatografik sartlar1 elde etmek i¢in mobil faz olarak tiim
calismalarda pH’1 2,70 olan H3PO4/KH,PO4 tamponu test edildi. Bu tampon mobil
faz olarak tiim calismalarda kullanildi. Bu mobil faz kullanilarak okzalik, sitrik,

maleik ve krotonik asit 20 dakikadan daha az siirede bir birinden ayrilabildi.

Ilk 6nce g¢ozeltilerle ¢alisilarak okzalik, maleik, sitrik ve krotonik asitler mevcut
kromatografik metotla ayrildi ve tanimlandi. Sekil 6.4 bu organik asitlerin standart
¢ozeltilerine ait kromatogramlar1 gosterir. Orneklere ait kromatogramlar Sekil 6.1,

Sekil 6.2, Sekil 6.3°de gosterilmistir.

KH,PO4/H3P0O4 tomponuna metanol ve etanoliin degisik hacimce yilizdeleri mobil

faza eklenerek denendi. KH,PO4/H3PO4 tamponu mobil faz olarak secildi.

Mobil faz akis hiz1 0,5-1,5 mL/dk aralig1 0,1 mL arttirilarak denendi. 0,9 mL/dk akis
hiz1 secildi.

Mobil faz pH’12,5 ile 5,0 araligi denendi. pH=2,7 mobil faz pH’1 olarak seg¢ildi.

Kalibrasyon grafikleri organik asit karisimlarinin 8 farkli konsantrasyonlar1 i¢in
belirlendi. Her bir standart asit ¢Ozeltileri bes kez tekrarlandi. Her bir bilesik icin
kalibrasyon grafikleri konsantrasyonuna kars1 pik alanlar1 grafige gecirilerek c¢izildi.
Her bir standart organik asit i¢in ¢izilen kalibrasyon grafikleri Grafik 6.1, Grafik 6.2,
Grafik 6.3 ve Grafik 6.4’ de verilmistir.

Optimum kosullarda okzalik, sitrik, maleik ve krotonik asit sirastyla 6,25-350 mg/L,
78-4000 mg/L, 0,63-30 mg/L ve 0,78-35 mg/L araliginda iyi bir lineerlik ve uygun

tayin limitleri gostermistir.

Sogan orneklerindeki okzalik asit miktar1 kirmizi, beyaz ve sar1 sogan drneklerinde
sirastyla 1162,18+£119,55 mg/Kg, 1260,33+7,64 mg/Kg, 3736,10+416,44 mg/Kg
kadar degisiklik gosterdi. Sogan tiirleri bir birleri ile karsilastirildiginda en yiiksek
okzalik asit miktar1 sar1 sogan tiiriinde iken en diisiik okzalik asit kirmizi sogan
tiirtinde rastlandi. Geriye kalan diger ii¢ asit (Maleik, sitrik ve krotonik asit) tayin

limitleri altinda oldugu i¢in tayin edilemedi.
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Bu metot, analitik prosediirlerinin basitligi sayesinde tek bir enjeksiyonla bu dort
organik asidin kolayca ayrilmasi ve tayininin yapilabilmesi avantajina sahiptir. Bu
yontem karmasik Ornek hazirlama islemlerini gerektirmeyen, basit, hizli, 20
dakikadan daha az bir siirede ayirma ve tayin yapmak i¢in kromatografide kullanilan

tek bir ters faz kolon gerektiren bir yontemdir.
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