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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI FENOLIK ASIT BILESIKLERININ KAPILER ELEKTROFOREZ
YONTEMI iLE TAYINI

Ayse Ceren AKKAN

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Doc. Dr. Ulkii Dilek UYSAL
2008, 39 sayfa

Bu calismada, fenolik asitlerin tayini i¢in Kapiler elektroforez (CE)
metodu gelistirilmistir.

Bu metod, toplam uzunlugu 75 cm, etkin uzunlugu 25 cm ve i¢ ¢apt 75 pm
olan ¢iplak silika kapiler kolon kullanilarak 20 mM %10 metanol’li pH 9.1
tampon ¢ozeltisi kullanilarak gelistirilmistir. Analizler 18 kV ve 200 nm’de
yapilmistir. Bu sartlarda, i¢ standart (IS) olarak propil paraben ve t-Sinnamik asit,
Klorojenik asit, Gentisik asit, Sirinjik asit, o-Kumarik asit, p-Kumarik asit,
Vanilik asit, p-Hidroksibenzoik asit, Kafeik asit, Protokatesik asit sirasiyla 7.601,
9.107, 9.640, 9.854, 10.145, 10.446, 10.949, 11.254, 12.288, 13.608, 15.706
dakikalarda gozlenmistir.

Gelistirilen bu metot, yesil cay ve bitki ekstraktlarindaki fenolik asitlerin
tayini i¢cin uygulanmistir. Sonuglar metodun fenolik asit bilesikleri icin basit ve

uygulanabilir bir metot oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Fenolik Asitler, Kapiler Elektroforez, Antioksidan,
Elektroosmoz, Yesil Cay
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DETERMINATION OF SOME PHENOLIC ACIDS COMPOUNDS BY
CAPILLARY ELECTROPHORESIS METHOD
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The method has developed using a running buffer consisting of 20 mM of
10% methanol with pH 9.1, employing a fused silica column with a total length of
75 cm an effective length of 25 cm, and internal diameter of 75 pm. 18 kV were
applied and produced signals that were detected at 200 nm. Under these
conditions, propylparaben was an internal standard and t-Cinnamic acid,
Chlorogenic acid, Gentisic acid, Syringic acid, p-Coumaric acid, o-Coumaric acid,
vannilic acid, p-Hydroxybenzoic acid, Caffeic acid, Protocatechuic Acid appeared
at 7.601, 9.107, 9.640, 9.854, 10.145, 10.446, 10.949, 11.254, 12.288, 13.608,
15.706 minutes, respectivetly. The proposed method has applied to phenolic acid
compounds in green tea and plant extracts. The results have shown that the

method is a simple and applicable method for phenolic acids.

Keywords: Phenolic  Acids, Capillary  Electrophoresis,  Antioxidant

Electroosmosis, Green Tea.



111

TESEKKUR

Tez calismamin her asamasinda bilgi, tecriibe ve destegini higbir zaman
esirgemeyen, bana her zaman biiyiik bir anlayisla yaklasan, fikirleriyle beni
yonlendiren danisman hocam Saym Dog. Dr. Ulkii Dilek UYSAL’a,
tecriibeleriyle her zaman destegini hissettigim Prof. Dr. Muzaffer TUNCEL e,
yardimlar1 i¢in Yard. Dog. Dr Nilgiin OZTURK ’e,

Calismalarim igin bitkisel materyal saglayan Osmangazi Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Dr. Ismiithan POTOGLU-
ERKARA’ya,

Sevgilerini ve desteklerini her an hissedebildigim, bana her zaman destek
olan annem Giilimser AKKAN, babam Mustata AKKAN ve agabeyim Burak
AKKAN’a

Her zaman yanimda olan, bana hep yardim eden, destek olan Aras.Gor.
Elif Mine ONCU’ye

En kotii anlarimda hep yanimda bulunan canim arkadagim ger¢ek dostum

Miizeyyen CILAZ YILMAZ’a

Tesekkiirlerimi sunarim.
Ayse Ceren AKKAN
2008 Ocak



ICINDEKILER

ABSTRACT....cciviiiiiiiiiiieiniiannnnns

TESEKKUR

ICINDEKILER.......ccccovveveenernnnenn.

SEKILLER DiZiNi

CIZELGELER DiZiNi...................
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZIN...eueuiiiiinieeiieieeeeneeeesnenns

1. GIRIS ve AMAC

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

2. KONUYLA iLGILi ONCEDEN YAPILMIS CALISMALAR........
3. BITKIiSEL FENOLIK ASIiTLER..

3.1

Fenolik Asitlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler................

3.1.1. tr-Sinnamik ASiteeeeeeseeeeeraeeeeeseeeeesnnceeennscecseecsssnseccns
3.1.2. Klorojenik ASite.iceeeeeeeeesecesaressesssasssnscsnnsormssanssssasces

3.1.3. GENtiSIK ASIteeeeeeseeeeeeeeeeesseeeeecesssssseccscasssssssssssssssssses

3.1.4. Sirinjik ASiteuieeeeeeiiieieiieieiesiniinieeecintonssssssmmnmonnsmnns
3.1.5. Vanilik ASiteceeeeceieererereeierurniiesareesesaseesesasssesasmons

3.1.6.

3.1.7. p-Hidroksibenzoik Asit.
3.1.8. ProtoKatesik ASiticeeeceeerereseseeseessesasssnssosascsnssoneasnns
3.1.9. Kafeik ASitieeieeiiiiniieiieiiiiniieiieiniininmminiemmisies

p-Kumarik Asit ve o-Kumarik Asite.ceeeceesrseereenecennnens

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

Elektroforetik Ayirma Temelleriv.eeeeeeierieiieiniiaieceinreeene.

Kapiler Elektroforez.........

Elektroforetik Go¢ ve GO¢ Hizlarl.eovueieiiniiiiniiiiinnicannanne
ElektrooSmozZ GOGlieseeeeeeeeaseseetosarosessssssossscssssossscsnssons

Kapiler Elektroforez Tipleri

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

v



5., DENEYSEL BOLUM...uiuiuiuiuitnieieeerasasesasasesesesasasasasasssanes 18

5.1. Kimyasallar ve Bitkisel Urlinler...ceueeeeneenreneeeeneencenneennn 18
5.2. Kullanilan Cihazlar....ccceieiieiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiieinnnnn 18
5.3. Ayirma Tamponlarinin Hazirlanmast...e.eeeviiiiiiniiniinnnnen. 19
5.4. Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi....eeeeeieiarennecenarennnenns 19
5.5. Yikama Programic...cceeeeeeeeinieiieieinicinecsinroinscsnnsonnscnnns 21
5.6. Fenolik Asit Tayini i¢in Optimum Kosullarmin

DElITIeNMESTaeeneiiniiniiieiiniiiiiieiiiiiiiieiiieiiiieiiieiecencnss 21
5.7. Kapiler Elektroforezin Kesinligi...ooeeeeereriareneeinrinrenecannnns 22
5.8. Fenolik Asit Bilesiklerinin Tayini i¢in Kalibrasyon Egrilerinin

(G3141111 151 PO PO 22
5.9. Gelistirilen Kapiler Elektroforez Metodunun Fenolik Asit

Tayini i¢in NumunelereUygulanmasi...oeeeereeneieieiieneeneee 23

6. SONUCLAR ve TARTISMA.....ciitiiiuiieiiiiniiniieresnismnscnsssann 25

6.1. Kapiler Elektroforezin Optimizasyonu ile ilgili Calismalar..... 25
6.2. Kapiler Elektroforezin Kesinligi...ooeeeeeieriaiiieiiniinieieninnnns 28
6.3. Fenolik Asit Bilesiklerinin Analizi i¢in Kalibrasyon

Egrilerinin Cizilmesi ve Fenolik Asit Bilesikleri

JTo 1000 K011 s WAV 21 1 4 D 29
6.4. Kapiler Elektroforez ile Fenolik Asit Bilesikleri Iceren

Numunelerde Miktar Tayinieeeeeeeeeeeeeeeeerenienecenrinrececancons 29

KAYNAKLAR. .. ttitiitiieiiiiiiieiieiiiinieeieteenetetaeteeesntencsannses 37



4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
6.1.
6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

SEKILLER DiZiNi

Kapiler elektroforez sistemi ig¢in genel bir gOSteriMu.eeeeeeeenerecneencess
Kapiler kolonun kabaca goSterimic..eeeeeeeeiinieieiieiiiiierinienecnnsnnes
Kapilerdeki elektroosmotik ayrilma....cceeeeeieiieiieiieiniieiieinennnnnn
Kapilerde iyonlarin akis $Emasie.eeeeeeeeereciereeeeerensonecensensonssnces
Tampon derigimi ile pik normalizasyonlar1 arasindaki iligkic...eeuees...
Fenolik asit karisimina ait elektroferogram IS: propil paraben.

1: tSinA, 2: KIA, 3:GenA, 4: SirA 5: oKumA, 6: pKumaA,

7: VanA,8: pHidA, 9:KafA, 10: PrtA (18kV,200nm, 20mM

boraks tamponu (PH 9.06))ueecieeiiieeiiieicinreiiercenresecssnrcsnscsnnsons
Yesil cay numunesine ait elektroferogram. IS: propil paraben,

1: tSinA, 2: oKumaA, 3: pHidA (18 kV, 200 nm, 20 mM boraks
12:0001010) 0 L0 (0] = 1K 0 1) ) PR
MeOH’1i bitki ekstraktina (123C) ait elektroferogram.

IS: propil paraben, 1 tSinA, 2: KIA, 3: pKumA, 4: KafA

(18 kV, 200 nm,20 mM boraks tamponu (pH9.1)).ceeveiiiiiniininnnnnn
MeOH’lii bitki ekstraktina (125C ) ait elektroferogram.

IS: propil paraben,1: tSinA,2: oKumA. (18 kV, 200 nm,

20 mM boraks tamponu (PH 9.1)cceuiiieeiiiniiieiiinieinicieicinrennncons
Yesil cay numunesinde IS yerinin belirlenmesi (18 kV,

200 nm,20 mM boraks tamponu (PH 9.1)..ceuiireiiuieieiiniiieinniniennes
Yesil cay numunesinde oKumA ve pHidA’in yerinin

Belirlenmesi (18 kV, 200 nm,20 mM boraks tamponu

123C’de IS yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm, 20 mM

Boraks tamponu (PH9.1))eeeueieiuiiiieiiiniiiiiiieiiinriietennrcnneconneens
123C’de KIA nin yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm,

20 mM boraks tamponu (pPH 9.1))c.eiieiiieiiniiiiiiiiiniiiiiiiiiiiieinnee
123C’de tSinA ve pKumA’nin yerinin belirlenmesi (18 kV,

200 nm,20 mM boraks tamponu (PH 9.1)).ceeeereiinieieiiniineenerinronees

vi

28

30



6.11. 123C’de KafA’nin yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm,

20 mM boraks tamponu (PH 9.1)).ceceeiieiinieieiiniineenerinieecansnnes
6.12. 125C’de IS yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm,

20 mM boraks tamponu (PH 9.1))..eiuieiniiiiiiniiiiiiiiniiiiiiniiniinnnn
6.13. 125C’de oKumA ’nin yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm,

20 mM boraks tamponu (PH 9.1)).ceceeeiieiiniiieiiniiniennremmnionemniones
6.14. 125C’de tSinA’nin yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm,

20 mM boraks tamponu (PH 9.1)).c.eiieiiiiiiiiiiiiniiniiiniiinninnennnien

vil

34

35

35

36



3.1.

5.1

5.2.

5.3.

5.4.

6.1.

6.2.
6.3.

6.4.

viil

CIZELGELER DiZIiNi
Sayfa

Fenolik asitlerin yap1lart c.oeeveveiieiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieciannne, 4
Fenolik asit standart ¢ozeltilerinin hazirlani§ie...eeeeieiiieieiiniinnennnn. 20
Analiz ¢OZeltiSININ NAZITIANISIeeeersererssenessreessasesssasessnsessassessassesassssonsases 20
Tekrar edilebilirlik deneylerinde kullanilan karigimdaki
fenolik asitlerin derisim degerleriv..eeeiieiiiiieiiniiieiieiiiiiiiiiniinnnne. 22
Kalibrasyon ¢ozeltisindeki fenolik asit bilesiklerinin
A1 1 - e 23
Fenolik asit karisimindaki bilesenlerin derigimleri ve uygun
parametreler altinda analiz sonucundaki
allkonma Zamanlarie...ceeeeeeeieiiiiieiiniiiieieiiniiiiiierinieieeensommnnens 27
Glinler arasi tekraredilebilirlik degerleri (N=18)..c.ccveieiiniiniiininnnnn. 28
Gergek numuneler i¢in tayin edilen fenolik asitlerin kalibrasyon
egrileri grafik denklemleri ve kalibrasyon ¢ozeltileri
derisim araliklari.ceeeeeeeeeeeeeeiieeieeieneeeeenneceeenseeesnssesensscesnnsscnne 29

Numunelerde fenolik asit bilesenlerinin dagilimi.....ceceeeeeiiniininnnne 31



IS

CE
CZE
CGE
CITP
CIEF
CEC
MEKC
HPLC
THF
tSinA
KIA
GenA
SirA
oKumA
pKumA
VanA
pHidA
KafA
PrtA
123C
125C
um

nm

He

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: I¢ Standart

: Kapiler Elektroforez

: Kapiler Zon Elektroforez

: Kapiler Jel Elektroforez

: Kapiler izotakoforez

: Kapiler Izoelektrik Odaklama

: Kapiler Elektrokromatografi

: Miselli Elektrokinetik Kapiler Kromatografi
: Yiiksek Performansli S1vi Kromotografisi
:Tetrahidrafuran

: t-Sinnamik Asit

: Klorojenik Asit

: Gentisik Asit

: Sirinjik Asit

: o-Kumarik Asit

: p-Kumarik Asit

: Vanilik Asit

: p-Hidroksibenzoik Asit

: Kafeik Asit

: Protokatesik Asit

: Hypericum origanifolium bitkisinin MeOH ekstresi
: Hypericum montbretti bitkisinin MeOH ekstresi

: Mikrometre
: Nanometre

: Viskozite

. Elektroforetik Hareketlilik

X



1. GIRIS ve AMAC

Kapiler Elektroforez (CE) yontemi; yeni gelisen bir yontem olmasina ragmen
diger analiz yontemlerine gore pek ¢ok iistiinliikleri vardir. Az ¢oziicii sarfiyati, kiiciik
hacimlerde (nL) numune enjeksiyonu, ayni kolonla hem polar hem apolar maddelerin,
katyon ve anyonlarin biiyiik molekiillerin ayn1 anda analiz edilebilmesi, basitligi, yliksek
ayirim gilicii gibi avantajlarindan dolayr son yillarda hizla gelisen ve kullanilmaya
baslanmig bir yontemdir. Birgok maddenin analizinde, DNA gibi biiylik molekiillerin
analizlerinde, inorganik anyon ve metal iyonlarinin analizinde oldukg¢a fazla kullanilan bir
yontemdir (Baker, 1995).

Kapiler elektroforez gidalardaki uygulamalari ile dvgiiye degerdir. Uzun siiren
ekstraksiyon islemlerine gerek olmaksizin gida drneklerinin proteinleri uzaklastirildiktan
sonra dogrudan enjeksiyonu veya basit bir on iglemle enjeksiyonu, zaman, reaktif
harcamasi, ekstraksiyon islemleri sirasinda olasi hatalar, vb. gibi analizi etkileyen ve
performansinin azalmasina neden olan etkileri yok ederek kisa siirede kesin ve dogru
sonug alinan bir yontem olarak énemli bir duruma kavusmustur.

Antioksidanlar; radyasyon, cevre kirliligi gibi olaylardan etkilenen canl
metabolizmada kendiliginden olusan serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarim
Onleme yetenegine sahip maddelerdir. Bitkilerin rengi, kokusu ve tadindan sorumlu olan
fenolik asitler ise antioksidan aktiviteden sorumlu bilesiklerdir. Bitkilerde dogal olarak
bulunduklar1 i¢in ¢ok Onemli antioksidan kaynaklaridirlar. Bu &zelliklerinden dolay1
literatiirde fenolik asitler ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmistir (Bektas, 2005).

Bu tez kapsaminda oncelikle antioksidan ozellige sahip bazi fenolik asit
bilesiklerinin tayini i¢in en iyi kosullar belirlenip bu bilesiklerin ger¢ek numunelerde
tayini icin kapiler elektroforez yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontem yesil ¢ay,
Hypericum origanifalium ve Hypericum montbretti bitki ekstraktlarina uygulanabilmistir.
Analizlerde yontemin dogrulugu ve tekraredilebilirligini arttirmak i¢in i¢ standart (IS)

olarak probil paraben kullanilmigtir.



2. KONUYLA iLGILi DAHA ONCEDEN YAPILMIS CALISMALAR

Carrasco-Pancorbo ve arkadaslari portakal, elma suyu, ekmek, havug, beyaz sarap
ve kirmiz1 sarap gibi cesitli gidalarda fenolik asit ve amino asitleri polimer kapl kapiler
kolon kullanarak Kapiler elektroforez (CE) yontemiyle tayin etmislerdir. Kolonu
kaplamak icin N,N dimetilakrilamid-etilprolidin metasilat polimerini kullanmiglardir.
Analizler 25 kV’ta 0.2 M sodyum bikarbonat tamponu (pH 9) ile yapilmstir.
Elektroferogramlar diod dizisi dedektorii kullanilarak 200 nm ve 275 nm dalga
boylarinda alinmistir. Kullanilan kapilerin toplam boyu 57 cm etkin boyu 50 cm, numune
enjeksiyon siiresi 8 sn’dir. Toplam analiz siiresi 2025 dkdir (Carrasco-Pancorbo ve ark.
2006).

Matteo Scampicchio ve arkadaglarinin yaptigi calismada ise Mikrogip Kapiler
Elektroforez yontemi kullanilarak fenolik asitlerin tayini yapilmistir. Dedektor olarak
amperometrik dedektdr kullanmislardir. Enjeksiyon siiresi 5 sn’dir. 2 kV’ta %10 (v/v)
metanol iceren 15 mM pH 9.5 borat tamponu kullanarak kirmizi sarapta klorojenik asit ve
ferulik asiti tayin etmiglerdir (Scampicchio ve ark. 2004).

Andrade ve arkadaglar1 farkl ¢icek tiirlerinden elde edilen ballarda CE y6ntemini
kullanarak fenolik asit tayini yapmislardir. Analizi 20 kV’ta %20 (v/v) metanol igeren
sodyum borat tamponu kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz siiresi 19 dk, enjeksiyon
stiresi ise 5 sn’dir. Elektroferogramlar diyod dizisi dedektor (DAD) kullanilarak 280
nm’de alinmistir. Kapiler uzunlugu toplam 50 cm’dir. Bu analiz sartlarina toplam 11
numune kullanarak yaptiklar1 deneylerde 26 cesit fenolik asit bilesigi tayin etmislerdir
(Andrade ve ark. 1997).

Hamoudova ve arkadaslart kirmizi sarapta bulunan fenolik asitleri Kapiler
[zotakoforez ve Kapiler Elektroforez ydntemlerini birlikte kullanarak analiz etmislerdir.
Kapiler izotakoforez ve Kapiler Elektroforez yontemlerinin birlikte kullanilmasi ile
yontemin ayirma ve segicilik yetenegini arttirdigi bildirilmektedir. On ayirma islemi
[zotakoforez yontemi ile tam ayirma islemi Kapiler Elektroforez ile yapilmistir ve iki
farkli tampon kullanilmistir. Tampon 1; 25 mM MOPSO (B-hidroksi-4-
morfolinopropansiilfonic asit), 50 mM Tris [tris(hidroksimetilamino)metan], 15mM borik

asit (pH 8.5) ve Tampon 2; 25 mM TAPS N-[tris(hidroksimetil)metil]-3-



aminopropansiilfonik asit, S0mM Tris [tris(hidroksimetilamino)metan], 15mM borik asit
(pH 8.7)’tir. Analiz 2.7 kV’ta, 5 sn enjeksiyon ile yapilmistir. Elektroferogramlar UV
dedektor kullanilarak 254 nm’de alinmistir. Kullanilan kolonun toplam uzunlugu 15 cm,
etkin uzunlugu 0.3 mm’dir. Analiz 45 dk da tamamlanmustir. I¢ standart olarak apijenin
(0.5 g ml™") kullanilmistir (Hamoudova ve ark. 2004).

Minussi ve arkadaglar1 fenolik asitlerin antioksidan etkilerini CE yontemi ile 7
¢esit sarap numunesindeki fenolik asitler, 15 kV’ta, fosfat tamponu (pH 7.0) kullanilarak,
toplam uzunlugu 57 cm, etkin uzunlugu 50 cm olan kapiler kolonda analiz edilmistir.
Elektroferogramlar 734 nm’de alinmistir. Analiz siiresi 22 dk, enjeksiyon siiresi 7 sn
olarak uygulanmustir. Rosana C. Minussi ve arkadaslar1 yaptiklari deneyler sonunda
protokatesik asit, gallik asit, o-kumarik asit, p-kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit ve
gentisik asidi tayinini gergeklestirmislerdir (Minussi ve ark. 2003).

Esteves ve arkadaslari CE yontemini kullanarak fenolik bilesikleri tayin
etmislerdir. Analizler 25 kV’ta, 0.3 psi basingta ve pH 9.15 borat tamponu ile
gerceklestirilmistir. Enjeksiyon siiresi 5 sndir. Deneyde i¢ standart olarak etilvanilin
kullanilmistir. Elektroferogramlar 214 nm’de DAD dedektor kullanilarak alinmustir.
Kullanilan kolonun toplam uzunlugu 42.8 cm etkin uzunlugu 36 cm’dir (Esteves ve ark.

2007).



3. BITKIiSEL FENOLIK ASIiTLER

Fenolik asitler (Cizelge 3.1), bitkilerde yaygin olarak bulunan dogal antioksidan
maddelerdir. Fenolik asitler, bitkilerin rengi, kokusu ve tadlarindan sorumludurlar.
Sadece kiiciik bir grubu dogada serbest olarak bulunmaktadir. Bu tip bilesiklerin
gidalarda bulunmasi besinlerin kararliligini, rengini, kokusunu, besin degerini ve
kalitesini belirgin olarak etkilemektedir (Robbins, 2003). Bu ylizden fenolik asitler
gidalarda raf Omriinii uzatict koruyucu madde olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica fenolik
asit iceren pek cok bitki bazi1 hastaliklarda tedavi edici olarak kullanilmaktadir (Bektas,
2005).

Fenolik asitler temel olarak, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit
tiirevlerinden olusmaktadir (Ho, 1991). p-hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, vanilik
asit, sirinjik asit hidroksibenzoik; kafeik asit, o-kumarik asit, p-kumarik asit, klorojenik

asit, t-sinnamik asit, hidrosinnamik asit tiirevleridir.

Cizelge 3.1. Fenolik asitlerin yapilari.

trans-sinnamik Asit Protokatesik Asit Klorojenik Asit Gentisik Asit Sirinjik Asit
COOH
COOH 2 0 oH HO. o
0 o 0 OH
AN Ho
OH
OH
HO OH HaCO OCH3
OH ot
HO' OH
OH
Vanilik Asit p-kumarik Asit o-kumarik Asit p- Kafeik Asit
hidroksibenzoik
COOH COOH COOH Asit
COOH
AN N
COOH \
OH
OMe
OH HO




Fenolik asitlerin antioksidan etkileri yapilariyla ilgilidir (Tapiero ve ark., 2002).
Bu etki aromatik halkada tasidiklar1 hidroksil gruplarinin sayisina, baglanma yerine ve
pozisyonlarina baglidir (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Sroka ve Cisowski, 2003;
Peyrat-Maillard ve ark., 2000). Hidroksi grubunun sayisinin artmasiyla antioksidan
etkinin arttig1 gozlenmistir (Peyrat-Maillard ve ark., 2000; Fukumoto ve Mazza, 2000).
Metoksi grubu tasiyan fenolik asit tiirevinin tasimayana goére daha etkin oldugu

saptanmistir (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Fukumoto ve Mazza, 2000).

3.1.  Fenolik asitlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

3.1.1. t-Sinnamik Asit:

Kimyasal formiiliit CoHgO, dir ((E)-3-fenil-2-propenoik asit). Molekiiler agirlig
148.17 g mol"diir. Monoklinik kristaller halinde bulunur. Yogunlugu 1.25 g cm>,
kaynama noktas1 300 °C, erime noktas1 133 °C’ dir. Kokusuz beyaz kristal halinde bulunur.
Suda ¢oziiniirliigii olduk¢a azdir. Ancak etanol, aseton ve THF’ deki coziiniirliikkleri iyidir
(Anonim, 2007).

tSinA sigala yagi, targin yagi ve yesil cay gibi maddelerde bulunmaktadir.
Tatlandiric1 olarak, sentetik ¢ivit olarak ve ila¢ endiistirisinde oldukc¢a fazla kullanilir.

Baslica kullanim alani; parfiim endiistrisinde metil, etil ve benzil esterlerin eldesidir.

3.1.2. Klorojenik Asit:

Kimyasal formiilii C;sH;309, molekiil agirhig 354.31 g mol™! “dir. Acik kimyasal
formiilii (3-[[3-(3,4-Dihidroksifenil)-1-okzo-2-propenil]oksi]-1,4,5-trihidroksisiklohekzan
karboksilik asit). Yogunlugu 1.28 g cm™, erime noktas: 207209 °C arasinda olan KIA,
KafA ve kuinik asitin esteridir. Bitki metabolizmasinda en Onemli faktorlerdendir.
Antioksidan 6zelligi ile bilinir. Kahvedeki en 6nemli fenolik bilesiktir. Cogunlukla ilag

endiistrisinde, gida endiistrisinde ve kozmetik endiistrisinde kullanilir (Anonim, 2007).



3.1.3. Gentisik Asit:

Molekiil formiilii (2,5-dihidroksibenzoik asit) C7HgO4, molekiil agirhigr 154.12
olan gentisik asit; beyaza yakin sar1 renkte pudra kivaminda bulunur. Erime noktas1 200—

205 °C’dir. Suda, etanolde, polar organik ¢oziicii ve tuzlarda ¢ozlinlirligii iyidir (Anonim,

2007).

3.1.4. Sirinjik Asit:

Molekiil formiilii (4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit) CoH;oOs, molekiil
agirligi 198.17 g mol " diir. Kaynama noktas1 205-209 °C’dir(Anonim, 2007).

3.1.5. Vanilik Asit:

Molekiil formiilii (3-metoksi 4-hidroksi benzoik asit) CsHgOs, molekiil agirligi
168.14 g mol’diir. Alkoldeki ¢dziiniirliigii ¢ok iyidir. Erime noktasi 210-230 °C’dir
(Anonim, 2007).

Beyaz renkli pudra seklindedir. Sarap (Minussi ve ark., 2003), bugday kepegi (Yu
ve Zhou, 2005) ve okaliptusta (Eucalyptus globulus) (Gonzalez ve ark., 2004)

bulunmaktadir.

3.1.6. p-kumarik Asit: (3-hidroksisinnamik asit) ve o-kumarikAasit: (2

hidroksisinnamik asit)

Kumarik asit sinnamik asitten tiiremis organik bilesiktir. Yapidaki hidroksi
grubunun yerine baglh olarak orto, para ve meta olmak iizere ii¢ tane izomeri vardir.
Molekiil formiilii CoHgO3, molekiil agirligr 164.15 g mol ’diir. Erime noktas1 210 ile 213
°C arasindadir (Anonim, 2007). Portakal (Sousa ve ark., 2004), kiraz (Cadenas ve Packer,
2002) kahve, cikolata ve sarapta (Abdel-Wahab ve ark., 2003) bulunmaktadir. Strese
kars1 koruma sagladig1 rapor edilmistir. Tiimor hiicrelerini dldiirme yeteneginin yaninda

DNA’da oksidatif hasara neden oldugu bildirilmistir. Yiiksek miktarlarda alindig1 zaman



toksik etki gostermektedir (Labieniec ve ark., 2003). pKumA 06zellikle mide kanserine

kars1 oldukca yararli oldugu bildirilmistir (Ferguson ve ark., 1999).
3.1.7. p-Hidroksibenzoik Asit:

Molekiil formiilii (4-hidroksi benzoik asit) CsH¢O3, molekiil agirligi 138.12 g mol
diir. Erime noktas1 214217 °C’ dir. p-hidroksibenzoik asit benzoik asidin fenolik
tirevidir. Beyaz kristaller seklinde bulunur. Suda ¢oziiniirliigii azdir, ancak alkoller, eter

ve asetonda oldukea iyi ¢oziliniir (Anonim, 2007).
3.1.8. Protokatesik Asit:

Molekiil formiilii (3,4-dihidroksi benzoik asit) C;HeO4, molekiil agirligi 154.12 g
mol"diir. Beyaz kristal pudra seklinde bulunur. Erime noktas1 200202 °C’dir. Sudaki

cozlinlirligl ¢cok azdir. Alkol ve eterdeki ¢oziiniirliigii cok giicliidiir (Anonim, 2007). Soya
fasulyesi ve kekikte olduk¢a ¢ok bulunmaktadir (Bektas, 2005).

3.1.9. Kafeik Asit :

Molekiil formiilii (3,4-dihidroksi sinnamik asit) CoHgO4, molekiil agirligi 180.16 g
mol"diir. Sar1 kristalize seklinde bulunur. Erime noktas1 223-225 °C’dir. Sicak suda ve
alkolde ¢oziiniirliigii oldukea iyidir (Anonim, 2007). Dogal bir fenolik asittir, bu nedenle pek
cok bitkide bulunmaktadir. Hidrosinamik asitlerin dogada en ¢ok rastlanilan tiirevidir.
Elma, iizlim, erik, yulaf gibi ¢esitli meyvelerde mevcuttur. Nitrite hizli bir sekilde etki

ederek nitrik oksite indirgemektedir (Huang ve Ferraro, 1991).



4. ELEKTROFOREZ

Elektroforez dogru akim potansiyelinin uygulandig1 bir tampon ¢dzeltide yiikli
taneciklerin diferansiyel go¢ hizlarina dayanan bir ayirma yontemidir. Elektroforez;
inorganik anyon ve katyonlar, aminoasitler, ilaglar, vitaminler, karbonhidratlar, peptitler,
proteinlerin ayrilmast ve tayini gibi birgok zor analitik ayirma problemine
uygulanmaktadir.

Elektroforetik ayirma, ince bir tlip icindeki veya diiz gozenekli bir destek
ortamindaki (6rnegin, kagit veya kat1 jel) sulu bir tampon ¢6zeltiye numunenin kiigiik bir
bant halinde uygulanmasi ile gergeklestirilmektedir. Tampon ¢ozeltiye, her iki ucundaki
elektrotlar vasitasiyla yiiksek bir dogru akim potansiyeli uygulanir. Uygulanan bu
potansiyel, numunedeki iyonlarin elektrotlardan birine veya digerine gé¢ etmesini saglar.
Numunedeki ¢esitli analitlerin ayrilmast go¢ hizlarina ve taneciklerin yiik/boyut
oranlarindaki farka baglidir. Bu oranin biiyiik olmasi, elektrik alanda ilgili iyonun daha
hizl1 hareket etmesini saglar.

Elektroforez iki sekilde gerceklestirilir;

e Tabaka elektroforez

e Kapiler elektroforez

Tabaka elektroforezde ayirim; sulu bir tampon c¢ozelti ortaminda yari-kati,
gozenekli bir jel tabakasi kullanilarak yapilir. Tabaka genisligi birka¢ cm’dir. Ayni anda
birden fazla numuneyle c¢aligilabilir. Analiz edilecek numune bant veya bir damla
seklinde tabakaya eklenir, belli bir slire dogru akim potansiyeli uygulanir. Ayirma islemi
tamamlandiktan sonra ince tabaka kromotografisinde kullanilan boyama teknikleri ile
molekiiller belirlenir. Bu yontem, biyoloji ve biyokimya alaninda tercih edilen bir
yontemdir. Ancak tabaka elektroforez aletsel bir yontem degildir.

Kapiler elektroforez ise tabaka elektroforezin aksine aletsel bir yontemdir. Kiigiik
hacimlerdeki (10 ile 100 nL) numunelerde yiiksek ayirma giiciine sahiptir. Ayn1 zamanda
tabaka elektroforezinde kullanilan boyama islemi kapiler elektroforezde kullanilmaz.
Ayrilan maddeler kapiler kolonun ¢ikisinda bulunan dedektor tarafindan algilanarak

kalitatif ve kantitatif analiz yapilabilir.



4.1. Elektroforetik Ayirma Temelleri

Elektroforetik ayirma, yiiklii taneciklerin hareketliliklerinin farkli olmasi temeline
dayanir. Bir iyonun bir elektriksel alandaki go¢ hizi (V, cm s™), elektriksel alan siddeti
(E, V em™) ile elektroforetik hareketliligin (ue, cm* V™' s™') carpimina esittir (Baker,
1995):

V=E pe 4.1

Buna bagl olarak, elektroforetik hareketlilik analitin iyonik yiikii ile dogru,
stirtlinme katsayisti ile ters orantilidir. Siirtiinme kuvvetleri de taneciklerin biiyiikliigiine,
sekline ve ortamin viskozitesine baglidir. Ayni boyuttaki iyonlar i¢in yiik ne kadar
biiylikse, yiiriitiicii kuvvet ve go¢ hizi da o kadar biiyiik olur. Ayrica, iyonik siddet, pH,
dielektrik sabiti gibi ¢ozelti 6zellikleri de elektroforetik hareketlilik {izerinde etkilidir.
Ciinkii bunlar tanecigin biiyiikliigline ve sekline bagl olarak tanecik yiikiinii degistirirler.

Elektrik alan sadece iyonlar iizerinde etkilidir. Eger iki farkli tiir hem farkli iyon
yiikiine hem de tampondan gegerken farkli siirtiinme kuvvetine sahipse, bu iki tiir
birbirinden ayrilabilir. Aym yiikteki iyonlar i¢in, iyon kiiciildiik¢e siirtiinme kuvveti

kiigiiliir ve go¢ hizi artar.

4.2. Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez (Sekil 4.1), kiigiik hacimlerdeki orneklerde bulunan
pargaciklarin hizli ve verimli ayrilmalarmma ve analizine olanak saglayan modern bir
analitik tekniktir. Gida, eczacilik ve cevre gibi birgok alanda gittikce artan sayida
uygulama bulmaktadir.

Kapiler elektroforez, yiiksek performansli sivi kromatografisi, gaz kromatografisi
ve slab jel elektroforez gibi yaygin kullanilan ayirma tekniklerinin tamamlayicisidir.
Gelecek yillarda, yiiksek basingli sivi kromatografisi ve slab jel elektroforez gibi ¢ok
kullanilan bir¢ok analiz yontemlerinin yerini olasilikla kapiler elektroforez alacaktir.

Yiiksek verimlilikte ve hizli ayirmalar, diger yontemlerdeki madde ve malzemelere gore
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ucuz ve dayamikli kapiler kolonlar, kiigiik hacimli 6rnek ile calisabilme ve reaktif
harcamasinin az olmasi gibi bazi iistiinliikler tagimaktadir.

Aym kapiler ile polar bilesiklerin, nonpolar bilesiklerin, kiral bilesiklerin,
proteinler gibi biiyiik molekiillerin, oda sicakliginda ve bir sivi pompasina gerek
duyulmaksizin diisiik basingta ayirma ve analizleri yapilabilmektedir. Yiiksek
performansli sivi kromatografisi kolonlar1 ile karsilastirildiginda kapiler kolonlar daha
ucuz, kullanim1 kolay ve daha uzun émiirliidiir (Skoog, 1997).

Kapiler elektroforez, kapiler bir kolon i¢ine konan bilesenlerin, kolonun her iki
ucundan uygulanan yiiksek bir dogru akim potansiyeli ile ayrilmasi iizerine kurulmus
oldukca hizli bir ayirma teknigidir. Kapiler elektroforez metodu ile yiiklii tanecikler
(iyonlar, kolloidal pargaciklar vs.) elektrik alanda farkli hizlarda hareket etmelerinden
yararlanilarak ayrilabilmektedir. Bu yiiklii taneciklerin gog¢ hizlar1 teneciklerin yiikiine ve
biiylikliiklerine baghidir. Boylece, numunedeki c¢esitli analitlerin ayrilmasi yiik/boyut
oranlarindaki farka dayanir. Bu oranin biiyiik olmasi, elektrik alanda ilgili iyonun daha

hizl1 hareket etmesini saglar.

Bilgisayr
- Kapiler B
_ h Dedel«d:-‘:&rw
I Lampon
) L_Jd
_|_ =
s karnadh

Sekil 4.1. Kapiler elektroforez sistemi i¢in genel bir gdsterim (Anonim, 2003)

Kapiler kolon bir tampon ¢ozeltiyle doldurulur. Kapilerin ug¢lar1 ayni tamponu
iceren bir ¢ozeltiye daldirilir. Kapiler kolonlar (Sekil 4.2.) boylar1 50-100 cm, i¢ ¢aplari
25-100 pm olup eritilmis silikadan yapilmislardir. Kapilerin esnekligini saglamak i¢in

kapiler borunun iizeri poliimit tabakasiyla kaplanmistir. Tampon c¢o6zeltiye daldirilan
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elektrotlar, uygulanan gerilimden etkilenmemeleri i¢in, platinden yapilmislardir.
Elektrotlar arasina 30 kV’luk bir dogru akim potansiyeli uygulanir.

Numune kapilerin pozitif ucuna (anoda) enjekte edilir. Numunedeki bilesenler
elektrik alaninin etkisiyle negatif elektroda (katoda) gecmeye baslarlar. Bu esnada bir

dedektorden gecerler ve taninip tayin edilirler.

Kapiler Top

ig kisim

silika tabakasi

poliimid tabakasz

Sekil 4.2. Kapiler kolonun kabaca gosterimi (Anonim, 2003)

Kapiler elektroforezde parcaciklarin go¢ hizlar1 {izerine elektroforetik ve
elektroozmotik olmak tizere iki kuvvet etki eder. Pargaciklar bu iki etkinin altinda sabit
bir hizla bir ugtan diger uca hareket eder.

Kapiler elektroforez yonteminin iyonlarin analizinde kullanimi bir¢ok arastirict

tarafindan ele alinmstir.

4.3. Elektroforetik Go¢ ve Go¢ Hizlar:

Elektroforetik gog, yiiklii taneciklerin hareketliliklerinin farkli olmasi temeline
dayanur.
Pargacik iizerinde harcanan elektrostatik kuvvet (F), ¢cozeltideki voltaj gradienti

(X) ve elektriksel alan giicii ve parcacigin net yiikiiyle (q;) orantilidir.

F=Xgq; (4.2)

Kuvvetin yonii, parcacigin yiikiiniin tersi yoniindedir. Yiiklii parcacik sabit bir hiz

elde edene kadar hizlanir. Bu hareket, ¢ozeltinin viskozite kuvveti ile 6nlenmeye ¢aligilir.
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Viskozite kuvveti par¢acigin hizinin artmasiyla artar. Kiiresel pargaciklar i¢in viskozite

kuvveti Stokes esitligi ile verilir;

F=-omr;Vin (4.3)
n; ¢ozeltinin viskozitesi
1j; pargacigin ¢api
Vi; parcacigin hizi
; pi sabiti

F; viskozite kuvveti

Kisa bir hizlanmadan sonra karsi koyucu kuvvetler (elektrostatik kuvvet ve
viskozite kuvveti) denk olurlar. Elektrostatik kuvvet her durumda viskozite kuvvetinden

bliyiik oldugundan; elektrostatik kuvvetin yoniinde sabit bir hiz artis1 olur.

Vi=Xq;/ onrin (4.4)

Elektroforetik hareketlilik analitin iyonik yiikii ile dogru ve siirtiinme katsayisiyla
ters orantilidir. Elektrik alan sadece iyonlar iizerinde etkilidir. Eger iki farkli tiir hem
farkli iyon yiikiine hem de tampondan gecerken farkli siirtiinme kuvvetine sahipse, bu iki
madde birbirlerinden ayrilabilir. Notral tiirler ayrilamazlar. Analit iyonunun siirtiinme
kuvveti, o iyonun yiikiine, sekline ve i¢cinde go¢ ettigi ortamin viskozitesine baghdir.
Ayn1 boyuttaki iyonlar i¢in, yiik ne kadar biiyiikse, yiiriitiicii kuvvet ve gé¢ hizi da o
kadar biiyiik olur. Ayni yiikteki iyonlar icin ise, iyon kiiciildiikce siirtiinme kuvveti
kiigiiliir ve gd¢ hiz1 artar. Iyonun iyon/yiik oran1 bu iki etkiyi birlestirmektedir.

Deneysel verilerin  degerlendirilmesi  konusunda iyonun elektroforetik

hareketliligi;
U= vi/E 4.5)
esitligi ile ve kiiresel parcaciklar i¢in ise;

Ui = (]i/ 6 nrin (46)
Esitligi ile verilmektedir.
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4.4. Elektroosmoz Gocii

Tampon ¢ozelti igeren bir kapiler kolona yiiksek potansiyel uygulandiginda bir
elektroosmotik go¢ (Sekil 4.3.) olusur. Bu olay, birbirleri ile temasta bulunan iki
maddenin simirinda bulunan bir elektriksel ¢ift tabakanin varligindan kaynaklanir.

Elektroosmozda sivi akimmin yonii, sivinin icerdigi parcaciga gore tasidigi
elektrigin ytikiine baglidir. Kapiler kolonun yiizeyinde bulunan negatif yiik, silika kapileri
kaplayan sabit fazin yiizeyinde bulunan fonksiyonel grubun iyonlagsmasindan olusur.
Kapiler borunun yiizeyindeki bu negatif ylik tampon ¢ozeltiden pozitif iyonlar1 ¢eker.
Bunun sonucu elektriksel cift tabaka olusur. Kapiler borunun orta kisimlarinda toplanan
hareketli pozitif tanecikler, negatif elektrot tarafindan siddetle ¢ekilerek negatif elektroda
dogru hareket ederler. Bu esnada kendilerine baglanmis ¢oziicii molekiillerini de
stiriiklerler. Boylece katoda dogru bir s1vi akimi olusur. Buna elektroosmotik sivi akimi
denir ve Uy ile gosterilir.

Ayirim serbest bir ¢ozeltide gerceklestirildiginden, elektroosmoz olay1 kapiler
elektroforezin ¢ok 6nemli bir yoniinii olusturur. Elektroosmotik akisin hizi alan kuvveti

ile orantilidir. Buna gore;

.
.= 4.7
osm E ( )

Vosm: Elektriksel alandaki hiz
E: Elektrik alan kuvveti

Kapiler uclar1 arasina bir potansiyel uygulandiginda, elektriksel alan kapilerdeki
¢ozelti iizerinde bir kuvvet yaratir ve ¢ozelti kapiler icerisinde hareket eder (Sekil 4.4.).
Ceper dolaymdaki ince tabakada viskozite kuvveti elektrostatik kuvveti yok ettiginde,
¢oOzeltinin hiz1 sabit bir degere ulasir. Elektroosmotik hareketlilik, ¢ozelti bilesenlerinin

elektroforetik hareketliliklerinden daha biiytiktiir (Baker, 1995).
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Sekil 4.3. Kapilerdeki elektroosmotik akis (Anonim, 2003).

Pozitif yiikli tanecikler, kapiler i¢inde elektroosmotik akis hizindan daha hizli
hareket ederler. Cilinkii bunlar elektroforetik hareketlilikten dolay1 negatif elektrodun
cekim giicii altindadirlar. Buna karsilik negatif iyonlar negatif elektrot tarafindan
itildiklerinden, bunlarin hizi elektroosmatik akis hizindan da daha az olur. Hatta bazi
hallerde negatif yiiklii iyonlar elektroosmatik akis yoniiniin tersine de giderler. Notr
iyonlarin hizlar1 bir kriter olarak kabul edilir. Notr iyonun hiz1 elektroosmoz hizina esit

olmalidir.

Iyon hizlarinin asagidaki gibi verilmesi miimkiindiir.
(+) iyon => v; = (Upsm + Uj) E
notr iyon => v; = UgsmE

(-)iyon=>vi=(Um T U) E

" Kagiler &
Qe@C o @ ¢ [+ )
=
=
Aace _,‘L’I_ Katot

Faroan (dal)

Sekil 4.4. Kapilerde iyonlarin akis semast. (Anonim, 2003).
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Istenilen hizda iyonik gocii ve ayirmayir saglamak igin yiiksek bir potansiyel
uygulanmalidir. Hizli ayirmanin yaninda en 6nemli amag yiiksek bir ayirim giicii elde
etmektir. Bunun i¢in, elektroforezde ayirma giiclinii etkileyen hareketli faz bilesimi, pH,
tampon konsantrasyonu, enjeksiyon hacmi gibi faktorlerin incelenmesi gerekir (Baker,
1995).

Iyi bir ayirim icin enjekte edilen numune hacminin, kapilerin hacminden daha
kiigiik olmas1 gerekir. Ornegin, Im uzunlugunda 75 um c¢apinda kapiler bir kolonun
hacmi 5 um ‘dir. Boyle bir kolona enjekte edilecek numune 5-50 nLL olmalidir. Aksi halde
kolon agir1 yiliklenmis olur (Baker,1995).

Numuneler kapilere farkli sekillerde enjekte edilir. En yaygin olanlari
Hidrodinamik ve Elektrokinetik enjeksiyonlardir. Hidrodinamik enjeksiyon basing veya
sifon ile yapilabilir. Sifon enjeksiyona gravite enjeksiyon da denir ve numune viali,
numunenin kapiler i¢ine sifon etkisi saglayacak diizeye kadar yiikseltmek suretiyle
yapilir. Basing enjeksiyonu ya numune vialine basing uygulayarak ya da son viale vakum
uyguluyarak yapilir. Elektrokinetik enjeksiyon da, numune bilesenlerinin kapiler igine
gb¢ etmesini saglayacak sekilde, numune vialine elektrik alani uygulanir. Bilesikler
elektroosmotik akis ve elektroforetik hareketlilik ile kapilere tasiir. Bu enjeksiyon
tekniginde hizli hareket eden iyonlar, yavas hareket eden iyonlara gére daha fazla oranda
kapilere alinmaktadir. Hidrodinamik enjeksiyonlar jel ile doldurulmus kapilerde uygun
degildir. Bu yiizden bdyle durumlarda genellikle elektrokinetik enjeksiyon uygulanir.

Nicel analizlerde ise hidrodinamik enjeksiyon tercih edilir. Hidrodinamik

enjeksiyonda iyon yiikiinden dolay1 hareketlilikte herhangi bir fark meydana gelmez.

4.5. Kapiler elektroforez tipleri
Kapiler elektroforezin tiplerini su sekilde siralayabiliriz; Kapiler zon elektroforez,
Kapiler jel elektroforez, Kapiler izotakoforez, Kapiler izoelektrik odaklama ve Kapiler

elektrokromatografi .

Kapiler Zon Elektroforez: Kapiler zon elektroforez’de (CZE) tampon ¢ozeltinin bilesimi

ayirma bolgesinin her yerinde aynidir. Uygulanan potansiyel ile karisimi olusturan
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parcaciklar kendi iyonik hareketliliklerine gore zonlara ayrilirlar Tamamen ayrilan
zonlarin arasinda tampon vardir. Kiiciik iyonlarin elektroforetik ayrilmasinda, analit
iyonlarint elektroozmotik akis yoniinde hareket ettirmek icin gerekli zamanin kiiciik
olmasi1 yontemin en Onemli Ozelligidir. Katyon ayirmalarinda kapilerin i¢ kismina
herhangi bir islem yapilmaz ve elektroozmotik akis ile katyon hareket yonii katoda dogru
olur. Anyonlarin analizinde ise; kapilerin i¢ ylizeyi alkil amonyum tuzlar1 ile muamele
edilerek elektroozmotik akis yonii ters cevrilir.

Cesitli kiiciik molekiillii pestisit ve ilaglar veya bunlarin iyonlagabilen tiirevleri
CZE ile ayrilabilirler. Ayn1 sekilde proteinler, aminoasitler ve karbonhidratlarin hepsi
CZE ile tayin edilebilirler. Notral karbonhidratlar ise, negatif yiiklii borat kompleksleri

olusturularak ayirma yapilir.

Kapiler Jel Elektroforez: Kapiler jel elektroforez (CGE) genellikle gozenekli polimer

matriks i¢inde yapilir. Gozenekler i¢inde ayrilmanin meydana geldigi bir tampon karigimi
vardir. Bu tip bir ortam elek etkisi yaparak numune go¢iinii geciktirici, yaklasik olarak
ayn1 ylke sahip olan fakat biiyiiklikleri farkli olan proteinler, DNA parcalar1 ve

oligomerler gibi makromolekiillerin ayrilmasinda dnemlidir.

Kapiler Izotakoforez: Kapiler izotakoforez (CITP)’de tiim analitin bantlar1 ayn1 hizda

gocer. Bu teknigin kullanildig1 6zel bir uygulamada ya katyonlar ya da anyonlar ayrilir.
Her ikisi de ayn1 anda ayrilmaz. Ayirma isleminde, numune iki tampon arasina enjekte
edilir. Ondeki tampon hareketliligi numunedeki en hizli iyondan daha hizli iyonlar,

ikinci tampon ise hareketliligi daha diisiik iyonlar1 igerir.

Kapiler Izoelektrik Odaklama: Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF) yontemi, bir zayif

karboksilik asit grubu ve bir zayif bazik amino grubu igeren protein ve aminoasitler gibi

amfiprotik tiirlerin ayrilmasinda kullanilir.

Kapiler Elektrokromatografi: Kapiler elektrokromatografi (CEC), kapiler elektroforez ve

HPLC’nin bir karigimidir. CEC kendini olusturan her iki teknige gore bazi iistiinliiklere
sahiptir. HPLC’de oldugu gibi yiiksiliz taneciklerin ayrilmasinda uygulanabilir ve

kapilerde oldugu gibi mikro hacimlerdeki numuneleri ayirabilir. Dolgu Kolon
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Elektrokromatografi ve Miselli Elektrokinetik Kapiler Kromatografi olmak {izere iki
teknigi vardir. Dolgu Kolon Elektrokromatografi yonteminde, polar bir ¢dziicii
elektroosmotik basing ile ters-faz HPLC dolgusu ile doldurulmus kapilerden geger.
Ayirma, numune bilesenlerinin durgun faz ile hareketli faz arasindaki dagilimina baghdir.
Miselli Elektrokinetik Kapiler Kromatografi ise yiiksiiz ¢6ziinen maddelerin ayrilmasini

misel olusturarak saglama ilkesine dayanir (Skoog, 1997).
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5. DENEYSEL BOLUM

5.1. Kimyasallar ve Bitkisel Uriinler

t-Sinnamik asit (tSinA), klorojenik asit (KIA), gentisik asit (GenA), sirinjik asit
(SirA), o-kumarik asit (0KumA), p-kumarik asit (pKumA), vanilik asit (VanA), p-
hidroksibenzoik asit (pHidA), kafeik asit (KafA), protokatesik asit (PrtA) standartlar
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edilmistir.

Boraks, sodyum hidroksit ve metanol Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan,
i¢ standart (IS) olarak kullanilan propil paraben Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
firmasindan satin alinmastir.

Kullanilan kimyasallarin tiimii analitik safliktadir.

Calismalarda kullanilan distile su, Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimii laboratuvarinda elde edilmis olup, tiim c¢ozeltilerin hazirlanmasinda ayni su
kullanilmustir.

Bitkisel materyal olarak kullanilan Hypericum origanifalium Willd., Sivrihisar,
Tekoren koyi 1100m, (Haziran 2002)’den, Hypericum montbretti Spach, Kalabak koyt
1300m (Haziran 2002)’den temin edilmistir.

5.2. Kullanilan Cihazlar

Deneyler enjeksiyon modiilii ve giic kaynagini iceren CE-L1 (CE Resources, Pte
Ltd, Ayer Rajah Crescent, Singapore) model Kkapiler elektroforez cihazi ile
gerceklestirilmistir. Sinyaller SPD-M10 A model VP Diode Array Dedektér (DAD) ile
kaydedilmistir. Alinan veriler, Class VP (Shimadzu, Kyoto, Japonya) veri isletim
programi ile islenmistir.

Ayirim, 75 pm i¢ ¢apl, 375 pum dis capli, etkin uzunlugu 50 cm ve toplam
uzunlugu 75 cm olan silika kolon (Unimicro Technologies Inc., Kaliforniya, USA)
kullanilarak yapilmstir.

Cozeltilerin pH’s1, Hanna 301 model pH/lyon metre ve Hanna HI 1131 model

kombine cam elektrot (Sarmeola di Rubano, Italya) kullanilarak dl¢iilmiistiir.
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Biitiin cozeltilerdeki ¢6ziinmiis gazlar Sonorex (Bandelin, Berlin, Almanya)
marka ultrasonik banyo kullanilarak uzaklastirilmistir.

Santrifiijleme islemleri Labofuge 200 model (Heraeus Instruments GmbH, Hanau,
Almanya) santrifiij cihazi ile yapilmistir ile yapilmistir.

Cozeltileri siizme islemlerinde GyroDisck Syr. CA-PC marka 0.45 pum capinda
(Orange Scientific, Belgika) mikro filtre kullanilmistir.

Kat1 faz ekstraksiyonlar1 i¢in Supelclean LC-18 (Supelco Inc., Beilefonte, PA,
USA) kat1 faz ekstraksiyon kolonu kullanilmustir.

5.3. Ayirma Tamponlarimin Hazirlanmasi

Ayirma tamponu, Na;B407.10H,0 (boraks) katisindan 0.9534 g tartilip su ile 100
mL’ ye tamamlanarak hazirlanmistir (20 mM). Ayirma tamponunun pH’s1 seyreltik HCI
ve NaOH c¢ozeltileri kullanilarak pH metre yardimiyla 9.1°e ayarlanmustir.

Bu ¢o0zeltinin hazirlanmas1 sirasinda icerisinde pargacik bulunmamasi igin
stiziilmiis, ¢ozelti i¢indeki ¢oziinmiis gazlar uzaklastirilmistir.

LiCl c¢ozeltisi, LiCl katisindan 1.08 g tartilip 25 mL’ye su ile tamamlanarak
hazirlanmistir. Cozeltinin derisimi 1mM’dur.

Analiz isleminde kullanilan LiCI’lu boraks tamponu 0.1 M LiCl igerecek sekilde
20 mM derisimde hazirlanmistir. Bu tamponu hazirlarken 1.97 g boraks katisi

kullanilmistir. Hazirlanan ¢6zeltinin pH’1 9.01°e pH metre ile ayarlanmistir.

5.4. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

tSinA, KIA, GenA, SirA, oKumA, pKumA, VanA, pHidA, KafA, PrtA
standartlarindan Cizelge 5.1.de belirtilen miktarlarda alinarak, 10 mL’lik balon jojelere
aktarilip bir miktar MeOH ile tam ¢oziinmeleri saglandiktan sonra yine MeOH ile 10
mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltilerin derisimleri Cizelge 5.1.°de
gosterilmistir. I¢ standart olarak kullanilan propil parabenden de 0.208 mg tartilip 100
mL’lik balon jojede su ile ¢oziilmiistiir (1.15x10 2 M).



Cizelge 5.1. Fenolik asit standart ¢ozeltilerinin hazirlanisi.

Madde Molekiil Tartilan Molarite
agirhk, Ma miktar, mg (x10 > M)
tSinA 148.2 14.9 1.01
KIA 3543 39.3 1.10
GenA 164.1 17.0 1.03
SirA 198.2 20.8 1.04
oKumA 164.2 19.0 1.15
pKumA 164.2 18.9 1.10
VanA 168.1 17.6 1.02
pHidA 135.1 15.9 1.10
KafA 180.2 18.6 1.03
PrtA 154.1 18.3 1.18
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Hazirlanan bu standart fenolik asit cozeltilerinin herbirinden Cizelge 5.2°de

belirtilen hacimlerde alinmistir. 4.6 mL MeOH eklenmis ve suyla 50 mL’ye

tamamlanarak %10 MeOH iceren standart fenolik asit karisimi elde edilmistir. Bu

karistmdan 2 mL aliip, tizerine 2 mL LiCI’li tampon ¢ozeltisi (0.1 M LiCl igeren, 20

mM boraks ¢ozeltisi, pH 9.2) ve 1 M birkag damla NaOH ¢o6zeltisi eklenmistir. Bu 4 mL

‘lik son karisimdaki fenolik asitlerin derisimleri Cizelge 5.2°de verilmistir

Cizelge 5.2. Analiz ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Madde Cizelge 4.2.°deki Derisimi, M (x Son karisimdaki
fenolik asit standart 1075) derisim, M (x 10")
cozeltilerinden alinan,
mL
tSinA 0.25 5.05 2.53
KIA 0.40 8.80 4.40
GenA 0.25 5.15 2.58
SirA 0.25 5.20 2.60
oKumA 0.30 6.90 3.45
pKumA 0.25 5.50 2.75
VanA 0.25 5.10 2.55
pHidA 0.25 5.50 2.75
KafA 0.30 5.15 2.58
PrtA 0.30 7.08 2.54
IS 0.25 5.75 2.88
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5.5. Yikama Programi

Kapiler kolon ilk defa kullanirken 1 M NaOH c¢ozeltisi ile 20 dk yikanmigtir. Her
bir enjeksiyondan once ve sonra sirastyla MeOH (%100) (5 dk. ), su (5 dk.) ve ayirma
tamponu (elektrolit ¢ozeltisi, 20 mM pH 9.1, 5 dk.) ¢ozeltileriyle yikanmigtir. Her iki
analiz arasinda bu yikama programina ek olarak sirasiyla %1°lik HCIO4 (2 dk), 0,1 M
NaOH (2 dk), %1 HClO4 (2 dk), su (2 dk), MeOH (2 dk), ayirma tamponu (5 dk) ile

yikanarak ikinci bir yikama programi uygulanmustir.

5.6. Fenolik Asit Tayini icin Optimum Kosullarinin Belirlenmesi

Fenolik asitlerin tayini i¢in optimum kosullarin belirlenmesinden 0Once,
karisimdaki her bir fenolik asitin yerinin belirlenmesine c¢alisilmigtir. Her bir fenolik
asidin standardi fenolik asit karisimina eklenerek fenolik asitlerin yerleri, siralari ve
alikonma zamanlari belirlenmistir. Daha sonra, deneysel parametrelerin optimize edilmesi
asamasina gec¢ilmistir. Optimum kosullarin belirlenmesi sirasinda, her seferinde sadece
bir ¢aligma parametresinin degistirilip digerleri sabit tutulmustur.

Optimum deneysel kosullarin belirlenmesine ilk olarak borat ayirma tamponunun
en uygun oldugu konsantrasyonunun belirlenmesi islemi ile baslanmistir. pH 9.1°de 10,
15, 20, 25, 30, 40, 50 mM’lik boraks tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Fenolik asit
karisimi, belirtilen derisimlerdeki ayirma tamponu olarak kullanilarak analiz edilmistir.

Ikinci asama olarak 20 mM tampon ¢6zelti derisimindeki sistemde pH degisimi
incelenmistir. 20 mM’lik pH’lar1 7.1; 7.5; 8.0; 8.5; 9.1; 9.6 arasinda degisen tampon
cozeltiler hazirlanmis ve bu parametrelerde deneyler yapilmistir.

Bu kosullar belirlendikten sonra, ayirma tamponu igerisindeki MeOH ve
asetonitril ¢oziiciisii etkisi incelenmistir. pH’lar1 9.1 olan %S5, %10, %15, %20, %25,
%30, %35 (v/v)’lik MeOH’li ve yine pH’lar1 9.1 olan %S5, %10, %15, %20 (v/v)’lik
asetonitrilli tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir.

Sonraki asamada pH 9.1’deki 20 mM boraks tamponu ayirma tamponu olarak
kullanarak enjeksiyon siiresinin fenolik asit karisiminin analizini nasil etkiledigine

bakilmstir. 6, 8, 10 ve 12 sn’lik enjeksiyonlar yapilmistir.
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Bu sartlarda uygun dalga boyunu tespit etmek i¢in de 200 nm, 210 nm, 215 nm’de
denemeler yapildiginda 200 nm’de en uygun pikler elde edilmistir.

Son olarak da voltaj etkisine bakilmistir. pH 9.1°deki 20 mM boraks tamponu
kullanilarak 200 nm’de 10 kV, 15 kV 18 kV ve 20 kV’da 10 sn enjeksiyon yapilmis ve

sonuclar degerlendirilmek tizere kaydedilmistir.

5.7. Kapiler Elektroforezin Kesinligi

%10 MeOH’li 50 mL fenolik asit karisimi iceren ana ¢ozeltiden 2 mL alinip, 2
mL LiCL’lii Borat tamponu (pH 9.1) ile 4 mL’ye tamamlanmistir. Uzerine bir iki damla 1
N NaOH c¢ozeltisi damlatilmis ve kesinlik deneyleri bu hazirlanan son c¢ozelti ile

yapilmigtir.

Cizelge 5.3. Tekrar edilebilirlik deneylerinde kullanilan karisimdaki fenolik asitlerin derisim degerleri

Madde Son karisimdaki

derisim, M
tSinA 2.53x10
KIA 4.40x10
GenA 2.58x10
SirA 2.60 x10
oKumA 3.45x10
pKumA 2.75x10
VanA 2.55x10
pHidA 2.75x10°
KafA 2.58x10
PrtA 2.54x10 7

5.8. Fenolik Asit Bilesiklerinin Tayini icin Kalibrasyon Egrilerinin Cizilmesi

Cizelge 5.3. deki derisim degerlerine sahip fenolik asitlerin hepsini igeren 5 farkli
derisimde karisim hazirlanmigtir. Kalibrasyon egrisi igin 5 noktayr verecek olan bu
cozeltiler hazirlanirken, ilk olarak stok cozeltiler hazirlanmis (Cizelge 5.1.) ve diger
karigimlar igin ise bu stok ¢ozeltiler kullanilmistir. Daha sonra kalan 4 noktay1 temsil

eden diger karisimlar bu derisik ¢ozeltiden seyreltme yontemiyle hazirlanmigtir.
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Cizelge 5.4. Kalibrasyon ¢ozeltisindeki fenolik asit bilesiklerinin miktarlar

Molarite Karisim 1, | Karisim 2, [ Karisim 3, | Karisim 4, | Karisim S,

MADDE | x10”M) M M M M M

tSinA 1.01 1.24x10*  ]6.06x10° |3.03x10° |[2.42x10° |[1.21x107
KIA 1.10 7.92x10"  [3.96x10* [1.98x10* |1.60x10* |7.92x10°
GenA 1.03 4.12x10°  [2.06x10° |1.03x10° |8.24x10° |4.12x10°
SirA 1.04 1.04x10°  |5.20x10° |2.60x10° |[2.08x10° |[1.04x10°
oKumA 1.15 4.60x10°  [2.30x10° | 1.15x10° [9.20x10° [4.60x10°
pKumA 1.10 1.32x10*  |6.60x10° |3.3x10° 2.64x10°  |1.32x10°
VanA 1.02 1.02x10°  |5.10x10° |2.55x10° [2.04x10° [1.02x10°
pHidA 1.10 220x10° [ 1.10x10° |5.50x10° |4.40x10° |2.20x10°
KafA 1.03 247x10* | 1.24x10* |6.18x10° |4.94x10° [2.47x10°
PrtA 1.18 1.18x10°  |5.90x10° |2.95x10° [2.36x10° [1.18x10°

5.9. Gelistirilen Kapiler Elektroforez Yonteminin Fenolik Asit Tayini icin

Numunelere Uygulanmasi

0.5 g tartilan yesil ¢ay numunesi 40 mL kaynar distile su eklenerek 15 dk su
banyosunda bekletilmistir. Sogutulup siiziilen siiziintliniin iizerine 0.4 mL derisik HCI
eklenmis ve alinan siiziintiiye 10 mL MeOH ile kat1 faz ekstraksiyonu uygulanmistir Bu
islemden sonra elde edilen ¢ozeltiden 1mL alinip lizerine 3.8 pL IS eklenerek, su ile 2
mL’ye tamamlanmig ve kapiler elektroforez cihazina verilmistir.

Ikinci numune olarak Hypericum origanifolium bitkisinin MeOH ekstresi
kullanilmistir. 12.5 mg numune tartilmis ve MeOH ile 5 mL’ye tamamlanmistir. Bu
cozeltiden 1 mL alinmis ve 0.01 mL IS eklenerek su ile 2 mL’ye tamamlanip cihaza
verilmigtir.

Ucgiincii numune olarak yine bir bitki olan Hypericum montbretti bitkisinin MeOH
ekstresi kullanilmistir. 12.8 mg numune tartilmis MeOH ile 5 mL’ye tamamlanmistir.
Hazirlanan stoktan 1 mL alinip {lizerine 0.01 mL IS (propil paraben) eklenip su ile 2
mL’ye tamamlanarak cihaza verilmistir.

Bitki tiirlerinin MeOH’lii ekstreleri hazirlanirken, ¢alismada kullanilan Hypericum
tirlerinin ¢igekleri golgede kurutularak toz edilmistir. Her iki numune i¢in de ayni

ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Yaklasik 30 g toz numune Soxhlet sisteminde
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yaglarindan kurtarilmak i¢in petrol eteri ile 8 saat ekstre edilmis, geride kalan numune
petrol eteri uzaklastirildiktan sonra kurutulmustur. Kuru numune %70’lik MeOH ile 40
°C’deki su banyosunda 30 dk (4 kez) ekstrakte edilmis, siiziintiiler algak basing altinda
MeOH’den kurtarildiktan sonra sulu kisim liyofilize edilmistir.
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6. SONUCLAR ve TARTISMA

6.1. Optimizasyon ile ilgili Cahsmalar

Tampon se¢imi kapiler elektroforezde cok Onemlidir. Tamponun, segilen pH
araliginda tamponlama kapasitesi iyi olmalidir ve calisilan dalga boyunda diisiik
absorbans vermelidir.

Deneylerin yapilisinda bazik bir ¢ozelti tercih edilmistir. Diisikk pH’larda
iyonlarin kapiler c¢eperinde ¢ift tabaka olusturmasi zorlagsmakta, buna bagli olarak da
kapiler elektroforezin iki ana temelinden biri olan elektroozmoz azalmaktadir. Yani asidik
bir tampon kullanildiginda kapiler ¢eperi ile anyonik formda bulunan numune iyonlari
arasindaki etkilesim ortadan kalkmaktadir. Bu nedenle bazik bir tampon kullanimi tercih
edilmistir.

Tampon derisiminin yiiksek olmasi sicaklik artisinin neden oldugu joule
1sinmasini ortadan kaldirip pik genislemesini onler ve daha verimli sonuglar elde edilir.
Ancak konsantrasyonun ¢ok yiiksek oldugu durumlarda da sorunlar meydana
gelmektedir. Kapiler ¢apt ¢ok kiiclik oldugu i¢in, yiiksek derisimli tamponla
calisildiginda, kolon ¢ok fazla maddeyle yiiklenmis oldugundan yiizeyinin kapanmasi
gibi sorunlarla karsilagilmaktadir. Bu nedenle tampon konsantrasyonunun ayarlanmasi
¢ok onemlidir.

Kapiler elektroforez ile yapilan analiz ¢alismalarinda yikama islemi, dogrudan
tekrar edilebilirligi etkilemektedir. Bu nedenle analiz 6ncesi ve sonrasi yikama islemi
mutlaka uygulanmalidir. Ciinkii ortamda bulunan silanol gruplar1 her seferinde aym
sekilde sartlanmali ve aktiflikleri her analizde esit olmalidir. Aktiflikleri farkli olan
silanol gruplari gé¢ zamanina etki ederler. Bunun yaninda bir 6nceki analizden sonra
kolonda atik madde kalabilmesi ihtimali de g6z 6niinde bulundurulmalidir. Kolonun kirli
olmasi da siliphesiz tekrar edilebilirligi etkileyecektir.

Bu caligmada, stok c¢ozeltiler MeOH’de hazirlanirken, tampon ¢ozeltisinin
¢Oziiciisii su oldugundan, bu iki ¢6ziicli arasindaki etkilesme dolayisiyla kolonda ylizey
tikanmalarina engel olabilmek amaciyla analiz 6ncesi ve sonrasi yikama programlari ¢ok

dikkatli sec¢ilmistir. Yikama c¢ozeltisi olarak, tamponla numune ¢oziiciisii arasindaki
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etkilesimi bir Olgiide bertaraf edebilmek icin, saf MeOH, su ve tampon birlikte
kullanilmistir. Her iki analiz arasinda %]1(v/v)’lik HCIO4 ¢6zeltisi kullanilarak bir ara
yikama programi uygulanmistir.

Ayrica kapiler elektroforez ¢aligma parametrelerinin belirlenmesi isleminde,
analiz sirasinda hangi tampon kullanilacaksa, analiz Oncesi yikamanin bu tamponla
uygulanmasinin verimi arttirdigi gozlenmistir.

Analiz i¢in uygun optimum sartlar1 bulabilmek icin analiz parametreleri
degistirilip pik normalizasyonlar1 ile karsilastirilmistir. Alinan degerlerden pik
morfolojileri, alikonma zamanlar1 gibi kriterler g6z oniine alinarak en uygun parametreler
se¢ilmigtir. Optimum tampon konsantrasyonu 20-25-30-40 mM’lik 4 ayr1 derisim
kullanilarak belirlenmistir. Tampon konsantrasyonu ve pik normalizasyonlarini
karsilastiran grafik Sekil 6.1.’de verilmistir. Bu grafikten her bir fenolik bilesik i¢in
optimum derisimin farkli oldugu goriilmektedir. Ancak tiim fenolik bilesiklerin pik
morfolojileri ve alikonma zamanlarina bakildiginda en uygun olan tampon derisiminin 20

mM olduguna karar verilmistir.
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Sekil 6.1. Tampon derisimi ile pik normalizasyonlar1 arasindaki iliski.

Pik normalizasyonlarina enjeksiyon siiresinin etkisine bakildiginda yine 8—-10-11-—
12 sn olmak iizere 4 degisik deger denenmistir. 8 sn’lik enjeksiyon siiresi kolonu
maddeyle doldurmak i¢in yeterli bir siire olmadigi 12 sn’in ise kolonda ¢ok fazla
yiiklemeye neden olacagi diisiiniilerek secilmemistir. 10 sn’de pik morfolojileri ve

alikonma zamanlar1 olduk¢a uygun gorilmistiir.
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Enjeksiyon siiresinden sonra voltaj ve pH’in pik normalizasyonuna etkisine
incelendiginde en uygun voltajin 18 kV, pH’1n ise 9 oldugu goriilmiistiir. Bu iki degerde
de maddeler olduk¢a kisa siirede ve diizgiin pikler halinde goriilmiistiir.

Son olarak organik ¢oziicli etkisine bakilmistir. Degisik ylizdelerde MeOH ve
asetonitrilli tampon kullanarak deneyler yapilmistir. Ancak organik ¢oziiciilerin herhangi
bir diizeltici etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

Belirlenen optimum kosullarda (18kV, 200 nm, 10 sn enjeksiyon, 20 mM borat
tamponu (pH 9.06)) alinan elektroferogram Sekil 6.1°de gosterilmistir. Analizin toplam
stiresi 20 dk civarindadir. Bu siire IS ile birlikte toplam 11 maddeyi i¢eren bir karigim igin
oldukca uygun bir siiredir.

Kapiler elektroforez yiiklii ve yiiksiiz parcaciklarin taginmalari ile ilgili bir yontem
oldugundan, kromotografik yontemlere benzer olarak uygun siirede elektroferogramda
gozlenebilecek bir IS’ye ihtiyag duyulmaktadir. Bu amagla propil paraben IS olarak
secilmistir. Biitiin analizlerde, elektroforez cihazina verilen son ¢ozeltide IS derisimi
2.87x10” M olacak sekide sabit tutulmustur Bu son ¢ozelti analiz edildiginde, IS’nin
karigimdaki tiim asitlerden Once geldigi goriilmiistiir. IS ve fenolik asitlerden olusan

karisimin enjekte edildigindeki elektroferogram Sekil 6.2.” de verilmistir.

Cizelge 6.1. Fenolik asit karigimindaki bilesenlerin derisimleri ve alikonma zamanlart (18kV, 200nm, 20

mM boraks tamponu (pH 9.06)).

Madde Alikonma
Derisim zamani
IS 2.87x10 ° 7.601
tSinA 2.53x10 9107
KIA 440x10 7 9 640
GenA 2.58x10 9854
SirA 2.60x10 10.145
oKumA | 3.45x10°° 10.446
pKumA | 2.75x10° 10.949
VanA 2.55x10 7 11.254
pHidA | 2.75x10°° 12.288
KafA 2.58x10 7 13.608
PrtA 2.54x10 7 15.706
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Sekil 6.2 Fenolik asit karisimina ait elektroferogram IS: propil paraben. 1: tSinA, 2: KIA, 3:GenA, 4: SirA
5: oKumA, 6: pKumA, 7: VanA, 8: pHidA, 9:KafA, 10: PrtA (18kV, 200nm, 20 mM boraks
tamponu (pH 9.06)).

6.2. Kapiler Elektroforezin Kesinligi

Cizelge 5.1.°de ayrintilar1 verildigi sekilde hazirlanan farkli derisimdeki fenolik
asit bilesikleri ve IS (2,875x10” M), aym analiz sartlarnda (pH 9.09 20 mM Borat
tamponu, 18 kV, 10sn enjeksiyon, 200nm ) 18 defa enjekte edilmistir (n=6). Pik alanlari,
pik normalizasyonlar1 (PN=pik alani/pik alikonma zamani) ve pik normalizasyon oranlari

(R=PN fenolik asi/ PNis) kullanilarak gelistirilen metodun kesinligi kontrol edilmistir.

Cizelge.6.2. Giinler arasi tekraredilebilirlik degerleri (n=18)

Giinler arasi (n=18)
t-sinA | KIA | GenA [ SirA | o-KumA | p-KumA | VanA | p-HidA | KafA | PrtA
ort 0.90 | 0.80 [ 0.40 | 1.20 1.10 1.00 1.60 1.80 | 0.40 | 1.80
SD 0.10 | 0.20 | 0.00 | 0.10 0.10 0.10 0.10 0.20 | 0.10 | 0.10
RSD| 9.93 ]21.00] 7.66 | 7.10 9.98 8.37 8.63 | 10.08 |]37.05] 4.01
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6.3. Fenolik Asit Bilesiklerinin Analizi icin Kalibrasyon Egrilerinin Cizilmesi ve

Fenolik Asit Bilesikleri icin Tayin Arahg:

Kalibrasyon islemleri icin 5 farkli derisimde ¢ozelti hazirlanmis ve her bir ¢ozelti
5’li setler halinde analiz edilmigstir. Kalibrasyon islemleri; pH 9.1°deki 20 mM boraks
tamponu kullanilarak, 200 nm’de 18 kV’da 10 sn enjeksiyon sartlar1 altinda yapilmistir.
Cizelge 6.3.’de kalibrasyon egrileri ile ilgili bilgiler verilmektedir.

Cizelge 6.3. Gergek numuneler i¢in tayin edilen fenolik asitlerin kalibrasyon egrileri grafik denklemleri ve

kalibrasyon ¢o6zeltileri derigim araliklari.

madde Denklem R2 Derisim aralhigi

tSinA y=18901x + 0.2126 0.998 1.24x10%/1.21x10”
KIA y =12041x - 0.1945 0.998 7.92x107/7.92x107
oKumA |y=14139x+0.019 0.997 4.60x10°/4.60x10°

pKumA |y =17933x +0.0729 0.997 1.32x10™%/1.32x107
pHidA |y =31021x+0.0415 0.998 2.20x107/2.20x10°°
KafA y = 13468x - 0.3531 0.998 2.47x10%/2.47x10°

6.4. Kapiler Elektroforez ile Fenolik Asit Bilesikleri iceren Numunelerde Miktar
Tayini

Kapiler elektroforez metodu ile fenolik asitlerin tayini i¢in gergek numune olarak
yesil cay, Hypericum origanifalium bitkisinin metanollii ekstresi ve yine Hypericum
montbretti bitkisinin metanollii ekstresi kullanilmigtir.

Numunelere gerekli iglemler uygulandiktan sonra, optimum ¢alisma
parametrelerinde (20 mM Borat tamponu, pH 9.1, 200 nm, 18 kV, 10 sn enjeksiyon),
Kapiler elektroforez yontemiyle analiz yapilmis ve Sekil 6.3, 6.4 ve 6.5’de verilen

asagidaki elektroferogramlar elde edilmistir.
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Sekil 6.3. Yesil cay numunesine ait elektroferogram. IS: propil paraben, 1: tSinA, 2: oKumA, 3: pHidA
(18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu (pH 9.1))
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Sekil 6.4. MeOH’lii bitki ekstraktina (123C) ait elektroferogram. IS: propil paraben, 1: tSinA, 2: KIA, 3:
pKumA, 4: KafA (18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu (pH 9.1)).
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Sekil 6.5. MeOH’lii bitki ekstraktina (125C ) ait elektroferogram. IS: propil paraben, 1: tSinA, 2: oKumA.
(18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu (pH 9.1)).

Numunelerdeki fenolik bilesenleri ve i¢ standardin yerini bulabilmek icin

fenolik asit standart ¢ozeltilerinden ve i¢ standart olarak kullanilan propil parabenden
numunelere teker teker eklenmistir (Sekil. 6.5., Sekil. 6.6., Sekil. 6.7., Sekil. 6.8., Sekil.
6.9., Sekil.6.10., Sekil. 6.11., Sekil.6.12, Sekil.6.13.,Sekil.). Analizi yapilan numunelerde,

bulunan fenolik asit bilesenleri ve oranlar1 Cizelge 6.4’ de verilmistir.

Cizelge 6.4. Numunelerde fenolik asit bilesenlerinin dagilimi (n=5)

Madde Yesilcay Bitki Ekstresi | Bitki Ekstresi
123C 125C
tSinA 6.18x10°M | 9.11x10°M | 1.88x10° M
KIA - 7.65x10* M -
GenA - - -
SirA - - -
oKumA 2.20x10°M - 8.47x10°M
pKumA - 1.12x10"M -
VanA - - -
pHidA 1.07x10° M - -
KafA - 1.65x10"M -
PrtA - - -
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Sekil. 6.6. Yesil cay numunesinde IS yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu (pH
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Sekil 6.7. Yesil cay numunesinde o-KumA ve p-HidA’in yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm, 20 mM

boraks tamponu (pH 9.1)).
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Sekil. 6.8. 123C’de IS yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu (pH 9.1)).

20

10

mAL

Sekil 6.9. 123C’de KIA’nin yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu (pH 9.1)).
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Sekil 6.10. 123C’de tSinA ve pKumA’nin yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu
(pH 9.1)).
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Sekil 6.11. 123C’de KafA’nin yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu (pH 9.1)).
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Sekil. 6.12. 125C’de IS yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu (pH 9.1)).
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Sekil. 6.13. 125C’de oKumA 'nin yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu (pH 9.1)).
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10 12

Sekil. 6.14. 125C’de tSinA’nin yerinin belirlenmesi (18 kV, 200 nm, 20 mM boraks tamponu (pH 9.1)).

Bu tez ile yesil ¢ay ve bitki ekstrelerinde fenolik aist tayini icin bir CE yontemi
gelistirilmeye calisilmis, tayin 16 dk gibi kisa sayilabilecek bir siirede, giiven igersinde ve
az masrafla yapilmistir. Literatiirde yesil ¢ay numunesinde fenolik asit bilesiklerinin
tayini i¢in gelistirilmig bir CE yontemi olmadigi i¢in, yontemin bu numune i¢in yeni bir

yontem oldugu goriilmiistiir.
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