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OZET

Gida dranlerinin birgogunda yer alan fitik asit, vicutta bulunan fazla miktardaki kalsiyum
ile kompleks olusturarak kalsiyum tuzlarinin kristalizasyonunu engeller, bébrekte ve idrar
yolunda tas olusum riskini azaltir. Ayrica, dogal bir antioksidan 6zellige sahip olmasi nedeniyle
demir katalizli oksidatif reaksiyonlari, serbest radikallerin ve dolayisiyla da bazi kanser tlrlerinin

olusumunu engeller.

Bu calisma kapsaminda, cesitli kuru yemis ve cay tlrlerinde bulunan fitik asit
miktarlarinin tayini igcin HPLC-Vis ve UV- Vis ydntemleri kullaniimistir. Fitik asidin UV-Vis
bélgede karekteristik bir absorpsiyon spektrumunun olmamasi, demir-fitik asit kompleksinin
karali ve olusum sabitinin yiksek olmasindan dolayi tayinler; fitik asit ilavesiyle UV-Vis
yonteminde  demir(lll)-5-silfosalisilat, HPLC  yénteminde ise  demir(lll)-tiyosiyanat
komplekslerinin  absorpsiyonlarindaki azalmanin 500 ve 460 nm’de d&lgiimesiyle
gerceklestirilmigtir. HPLC y&nteminde &6rnekler, demir(lll)-tiyosiyanat kompleksi ile muamele
edildikten sonra dogrudan sisteme enjekte edilmistir. Hareketli faz olarak 0,1 M HNOs iceren %
30’luk asetonitril karigimi ve akis hizi da 1 mL dak'. olarak ayarlanmigtir. Bu sartlarda gergek
allkonma zamani 2,8 dakikadir. Kuru yemis, cay ve demlenmis caydaki fitik asit miktarlari
sirasiyla 1.54 —9.74, 20.49 — 28.82 ve 26.53 — 29.84 mg g'! olarak bulunmustur.

Spektrofotometrik  yéntem, HPLC-Vis ydnteminin dogrulugunu ve sonuglarini
karsilastirmak amaciyla paralel olarak kullaniimistir ve her iki yéntemle elde edilen sonuglar

birbirleri ile uyumludur.

Anahtar Kelimeler : Fitik asit, demir(lll)-tiyosiyanat,kuru yemis, cay, HPLC, UV-Vis



ABSTRACT

Phytic acid which exists in many natural products, and prevents to develop the calcium
oxalate crystals (kidney stones) in kidney and urine by formation a complex with excess of
calcium ions. Phytic acid also plays an antioxidant role to inhibit of iron-catalyzed oxidative

reaction and formation of free radicals and reduce some cancers spices.

The scope of this study, HPLC-Vis and UV-Vis methods were used for the determination
of phytic acid in some type of nuts and tea leaves. Phytic acid does not have a characteristic
absorption spectrum in UV-Vis region, but it forms a stably complex with iron, therefore the
determination of phytic acid was performed by measurement of the absorption of the ion(ll1)-5-
sulfosalicylatecomplex in UV-Vis method and ion(lll)-tiocyanide complex in HPLC method at
500 and 460 nm, respectively. Samples were treated with the iron-tiocyanide complex than
directly injected into the HPLC system. Flow rate of the mobile phase, which was 30 %
acetonitril/water consists of 0.1 M HNOs, was adjusted at 1 mL min-'. The real retention time
was 2.8 min. in these conditions. The level of phytic acid in nuts, tea leaves and cooked tea are
ranged between 1.54 — 9.74, 20.49 — 28.82 and 26.53 — 29.84 mg g, respectively.

UV-Vis technique was used as a confirmation technique for the HPLC and both
techniques were used in parallel. The results obtained for both techniques were in agreement

with each other.

Keywords : Phytic acid, ion(lll)-tiocyanide, nuts, tea leaves, HPLC, UV-Vis



GiRiS

Fitik asit, her bir karbona bagh alti fosfat gruplari ile basit bir halka formunda olan
inositoliin fosforik asitlerle olusturdugu esterlerdir[1,2]. Molekil agirligr 660 olup sistematik adi
myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hegzakisfosfat (dihidrojen fosfat)'tir [3,4]. Miyo-inositolhekzafosfattan
bahsederken; fitik asit terimi serbest asit igin, fitat terimi serbest tuz i¢in ve fitin terimi Ca/Mg

tuzu i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir [5].

Tohum ve tahil tanelerinin kdk ve yumrularinda bulunan, bitkide temel depo fosfor
bileseni olan ve toplam fosforun %70’inden fazlasini teskil eden fitik asit (myo-
inositol1,2,3,4,5,6—hexakisdihydrogenphosphate, IP6), ilk olarak 1800’l0 yillarin ortalarinda
kesfedilmistir [6]. Hartig adli arastirmaci 1855-1856 yillarinda yaptigi ¢alismalar sonucunda bitki
tohumlarindan nisasta yapisinda olmayan, tohumun g¢imlenmesi ve bitkinin blylimesi sirasinda
6nemli rol oynayan kiglk taneleri ekstrakte etmistir. 1872 yilinda Pfeffer bu partikilleri
globoidler olarak adlandirmis ve bunlarin temel bileseni olan fitikasidi ilk kez saf olarak izole
etmistir [7].

Suzuki ve ark. tarafindan 1906 yilinda fitikasitin bugink( yapisinin temelini olusturan ilk
model gelistirilmistir. Ayni arastirmacilar, fitikasiti, inositolinhekzafosfat esteri olarak
tanimlamiglardir. Diger yandan 1908 yilinda Starkenstein fosforun, fitikasitin yapisinda
pirofosfat formunda bulundugu gérisini savunmustur. Tim bu bulgular fitik asit i¢in dnerilen iki
farkli yapiya zemin olusturmustur. Bunlardan bir tanesi 1914 yilinda Anderson tarafindan ileri
surllen hekzaortofosfat yapisi, digeri ise 1908 yilinda Neuberg tarafindan tanimlanan pirofosfat
ester modelidir [7]. iki yapi arasindaki temel fark, fosfat gruplarinin izomerik konformasyonu ile
yapida kuvvetli baglarla baglanmis su moleklllerinin - bulunup  bulunmamasindan
kaynaklanmaktadir [8].

Johnson ve Tate adli arastirmacilar 1969 yilinda yaptiklari ¢alismalar sonucunda
¢ogunlukla tahil tanelerinde bulunan fitikasitin 1914 yilinda Anderson tarafindan &nerilen
simetrik yapidaki myo-inositolhekzaortofosfat modeline uygun oldugunu gdéstermiglerdir [7].
Anderson yapisinda, basit bir seker olan myo-inositole alti adet fosforik asit molekuli bagli
bulunmaktadir (Sekil 1.1.). Bunlardan bes tanesinin dikey birinin ise yatay dizlemde
bulunmasindan dolayi bu yapi (5a-1e) konformasyonu olarak da adlandiriimaktadir [8].

Biyolojik dlzenleyici rolleri ve besleyici 6zelliklerinin 6tesinde insan sagligina olumiu
katkilari bulunan fonksiyonel bilesenlerden en &nemlilerini antioksidanlar olusturmaktadir.

Antioksidan bilesenlerin en &énemli kaynaklari bitkisel gidalar oldugu igin diyetle alinan



antioksidanlar genellikle fitokimyasal antioksidanlar olarak da adlandiriimaktadir [9]. Fitik asit bir

fitokimyasal oldugundan dogal bir antioksidan’dir [5].

Sekil 1.1. Anderson tarafindan énerilen fitik asit modeli [8].

Fitik asit, Ozellikle demir ile olusturdugu kompleks formu sayesinde demir
katalizlioksidatif reaksiyonlari, *OH radikalinin olusumunu, bunu takiben meydana gelen
lipidperoksidasyonunu ve DNA'nin zarar gérmesini engeller [10-15]; kolon kanseri ve diger
iltihapll bagirsak hastaliklarinin olusum riskini azaltir[16,17]. Bunun yani sira fitatlar vicuttaki
fazla miktardaki kalsiyum ile kompleks olusturarak kalsiyum tuzlarinin kristalizasyonunu
engelleyerek, bdbrekte ve idrar yolunda tas olusum riskini azaltir [18-21]. Fitik asidin kansere ve
bébrek tasi olusumuna karsi koruyucu olmasi disinda, kolesteroli dizenleyerek kalp
hastaliklarinda, «-amilazin sindirimini engelleyerek kan glikoz dizeyinin azalmasinda ve

bdylece diyabet hastalarinin klinik tedavisinde de etkili olabilecegdi disinilmektedir [11,18].

Kuruyemis ve ¢ay Urinleri toplumumuzun ginlik beslenmesinde ¢ok buyik bir yeri olan
besin grubudur. Bu nedenle kuruyemis ve ¢ay drlnleri toplumumuz agisindan biyik bir dneme
sahiptir. Bu c¢alisma ile &dncelikli olarak cesitli cay ve kuruyemis Urlnlerindeki fitik asidin
miktarlarinin spektroskopik ve kromatografik ydntemlerle saptanmasi amaclanmistir. Birgok
gida Grininde bulunan fitik asidin analiz edilmesi amaciyla daha énceden Tokul ve Dost
tarafindan gelistirilen bir HPLC yéntemi kullaniimistir [22]. Bu gergevede gida Urlinlerinde

mevcut olan fitik asidin analizleri ile gelistirilen bu metodun uygulanabilirligi gerceklestirilmistir.

Bunun disinda, tiketilen gesitli kuruyemis ve ¢ay Grtnlerinin fitik asit icerikleri arasindaki
farklar ile kuruyemis CGrinlerinin kavrulmasi ve c¢ay Urinlerinin demlenmesiyle fitik asit
miktarindaki degismeler de gdésterilmeye ¢alisiimistir.



1. FITIK ASIT

1.1. Fitik Asitin Meydana Gelisi

Fitik asit tahillarda fosfat ve inositolin temel depo formu olup tanenin olgunlasmasi
sirasinda olusan bir bilesiktir. Fitik asit(myo-inositolhegzakisdihidrojen fosfat) bir organik
fosfattir, kisacasi fitik asit icin siklik seker alkoltiniin fosforlanmis hali de denebilir [23]. inositol
ise; bir trioz seker olan gliseraldehitin alkole indirgenmesi ile meydana gelen gliseroliin
tamamen hidroksile hale gelmesi ile olusan sikloheksan tiirevi bir bilesiktir. inositoliin kalsiyum
ve magnezyum tuzlari olan fitin blyUk bitkilerin hiicreler arasi sivisinda destek materyali olarak
bulunmaktadir.

1.2. Fitik Asitin Yapisi

Fitik asit, myo-inositol1,2,3,4,5,6-hekzakis dihidrojen fosfat; her karbona 6 fosfat
grubunun baglandigi basit halkali bir hidrokarbondur [24-26]. Fitik asit molekill; 6 tanesi
kuvvetli (pKa<3,5) ve 6 tanesi zayif (pKa>4,6-10)olarak ayrisan 12 yer degistirebilir protona
sahiptir [24,27]. Sekil 1.2. fitikasitin kimyasal yapisini géstermektedir.

Sekil 1.2. a.Fitikasitin sandalye konformasyonu, b. Fitikasitin agik yapisi [28].

pH 0.5-9.0 araliginda ikinci pozisyonda bulunan karbona bir fosfat grubu eksenel
pozisyondan, diger bes fosfat grubu da ekvatoryal pozisyondan baglanarak yapiy! sterik olarak
kararli hale getirmektedir [ 27-29].



1.3. Fitik Asidin IR Spektrumu

Fitikasitin FTIR spektrumu incelendiginde;3439 cm' molekiler arasi OH gerilimine,
2935 cm'siklik halka C-H gerilme titresimine, 2403 cm deki pikin P-O-H (fosforik asit O—H)
geriime titresimine, 1664 cm™ siklik halka C-C gerilme titresimine, 1202 cm-' P=0 gerilme
titresimine, 1063 cm-' P-O-C gerilme titresimine, 923 cm' P-OH gerilme titresimine, 671 cm™!
C-H diizlem disi egilim titresimine ve 514 cm pikin de dizlem disi O-P-O gerilim titresimlerine
ait oldugu gérilmektedir. Bu pikler Fitik asitin karakteristik pikleridir (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Fitik asidin FT-IR spektrumu.

1.4. Fitik Asidin Kaynaklari

Fitik asit tahil Grinlerinin tohumlarinin ve ¢ekirdeklerinin olgunlasmasi sirasinda olusan
dogal bir bilesiktir [30]. Gunlik diyette tuketilen gidalarda yaygin olarak bulunan fitik asitin
Ozellikle sert kabuklu yemigler, baklagiller ve tahillardaki miktari olduk¢a yiksektir [4,27,31].
Olgunlagsma periyodu boyunca tanede nisasta, yad gibi diger depo maddeleriyle birlikte hizla
birikir [32]. Tahillardaki fitik asit orani tanenin morfolojik acidan farkh kisimlarinda homojen bir
dagilim gdstermemekte [8,33]; tanenin aléron kisminda fazla miktarda bulunurken, tanenin
riseym kisminda daha az miktarlarda bulunmaktadir [34].

Fitik asit bitkisel tohumlarda ve tanede, kék ve yumruda, kus ve kaplumbagalarin
eritrositlerinde ve organik topraklarda, polen ve sporlarda da bulunmaktadir [35]. Fitik asit en
yiksek oranda; hububat, baklagiller ve sert kabuklu yemislerde, orta dlizeyde; enginar, incir,

patates ve cilekte, iz miktarda; elma, brokoli, havu¢ ve yesil fasulyede bulunur [33,36]. Muz,



kereviz, turunggiller (elma, kayisi, muz, armut, seftali, ananas, 1spanak, sogan, marul, mantar

ve erikte), mantar ve kuru erikte fitik asit bulunmaz [4,33]. Tablo 1.1 de bazi besin maddelerinin

fitik asit icerikleri goérilmektedir. Bitkisel besinlerin fitik asit igeridini etkileyen pek ¢ok faktor

bulunmakla birlikte; iklim kosullari, toprak yapisi, yil, ¢esit, sulama ve lokasyon bunlarin

baslicalaridir [34].

Tablo 1.1. Bazi besin maddelerininfitik asit igerikleri (mg g') [5,8,28]

Uriin Fitik Asit Oriin Fitik Asit
Miktar (mg g™) Miktar (mg g™)

Sert kirmizi bugday kepegi 66.80 Beyaz ekmek 0.30

vumusak - beyaz - bugday | 5 4, Badem 10.00

kepegi

Tam bugday unu ekmegi 5.60 Ceviz 16.00

Bugday ekmegi 0.60- 2.30 Yer fistigi 17.00

Kraker 3.70- 5.80 Soya Fasulyesi 1.00- 1.47

Biskuvi 1.10- 10.50 Fasulye 0.74- 2.10

Bugday gliteni 21.30 Bezelye 1.20

Tritikale kepegi 3.10-9.80 Bakla 1.80

Misir ekmegi 1.36 Boérilce 0.44

Cavdar ekmegi 410 Nohut 0.28

1.5. Fitik Asidin Bitki Uzerindeki Etki Sekli

Bitkilerdeki
[10,11,23,24,32]. Bunlar;

fitik asitin

1. Yedek fosfor deposu,

2. Enerji deposu,

(fitatlarin)

5 onemli fizyolojik role sahip olduklari

bilinir

Filizlerin olgunlasmasi igin biyosentez esnasinda ATP ye karsi yarisir, metabolizma

inhibitord,

Hucre islemlerinin kontroli igin gerekli olan 2 degerlikli katyon kaynag.

Tohumdaki inorganik fosfat diizenleyicisidir.

Bununla beraber fitik asit oksijen ve demirin zararl etkilerine karsi tohumu koruma gibi

hayati bir 5Sneme de sahiptir.

1.6. Fitik Asidi Parcalayan Enzim: Fitaz Enzimi

Fitaz [myo-inositolhegzafosfathidrolaz] fosfataz enzimleridir [23]. Bitkiler, hayvanlar ve

mikroorganizmalarda genis bir dadihma sahip olan bu enzimler, fitikk asitin inositol ve



ortofosfatlara (IP5’den IP1’e) hidrolizini katalize ederek daha diisik yapidaki fosforik esterlerinin
ortaya ¢lkmasina yol agar [37]. Bu reaksiyon serbest miyositolliin agiga ¢ikmasini saglar. Fitaz
enzimi, tritikale, bugday, misir, arpa, pirin¢; bazi baklagiller ve hayvansal kaynaklardan izole
edilip karakterize edilmistir. Kimi mantar ve bakterilerde de fitaz varligi gérGlmustir [32].

Sekil1.4'de fitaz enzimi ile fitik asitin hidrolizi gérilmektedir [23].

(A)

OPOH,  OPOH,

OPO_H,
6-Fitaz Enzimi Myo-inositol-penta, -tetra, -tri, -di,
(E.C.3.1.3.8) and -mono phosphate
> +
+H:0 pHS.0 inorganik Ortophosphate

(B)

Myo-inositol- se D-myo-inositol-
1,2,3,4,5,6-hekzakisdihidrojen 4| 1,2,4,5,6-pentakisdihidrojen fosfat

Sekil 1.4. (A) Fitik asidin mikrobiyal kaynakli fitaz enzimi ile hidrolizi (3-fitaz) [23]
(B) Fitik asidin bitkisel kaynakl fitaz enzimi ile hidrolizi (6-fitaz).

Arastirmalar sonucunda kesin olarak iki tir fitaz eziminin var oldugu belirlenmistir
[23,24]. Bunlar sirasiyla 3-fitaz ve 6-fitazdir. Bu enzimler, fitik asitin defosforilasyonunu, inositol

zincirinde farkli pozisyonlardan baslatmasiyla birbirlerinden ayriimaktadirlar ve sonug olarak



daha az fosforlanmis olan inositollerin farkli izomerlerini olustururlar. 3-fitaz enzimi Gglnci
pozisyonda fitik asitin defosforilasyonunu baslatarak 1,2,4,5,6-pentakis fosfat ve inorganik fosfat
ardnlerini olusturur. 6-fitaz enzimi ise, altinci pozisyonda fitik asitin defosforilasyonunu
baslatarak 1,2,3,4,5-pentakis fosfat ve inorganik fosfat Grlnlerini olustururlar. Bunun yani sira
aralarindaki diger bir farklilk ise; 3-fitaz enziminin genellikle mikroorganizmalar tarafindan
Uretilmesi, 6-fitaz enziminin ise genellikle bitkilerden elde edilmesidir. Bu duruma bazi istisnalar
da s6z konusudur. Ornegin; 3-fitaz aktivitesine sahip bir enzim soya fasulyesi tohumlarinda, 6-
fitaz aktivitesine sahip bir enzim ise, Escherichia Coli adi verilen bir mikroorganizmada
goérilmustar. 6-fitaz enzimi fitik asiti tam olarak defosforile edebilirken (yani myo-inositol
monofosfat ve inositollere kadar defosforile edebilir), 3-fitaz enzimi tam olarak defosforile
edemez [23].

Fitazlar esas olarak tahillarin aléron tabakasinda bulunur ve aktiviteleri pH’a bagli
olarak degisir. Mikrobiyal fitazlarin aktiviteleri pH 2-6 arasinda en yiiksekken, bitki kaynakli
fitazlarin aktiviteleri icin optimum pH 5 tir. Bunun yani sira fitaz aktiviteleri igin optimum sicaklik
fitaz kaynagina goére degismekle beraber 45-60 °C araligindadir [32].

Fitaz aktivitesi, genellikle 37°C ve pH5.5 de 5.1 mmol sodyum fitattan 1 dakikada 1
pumol inorganik fosforu agiga cikaran enzim miktari, bir Unite fitaz aktivitesi olarak tanimlanir
[38]. Yaygin olarak (¢ ¢esit fitaz aktivite birimi kullaniimaktadir. Bunlar; FTU, PU ve U’dur [4].

1.7. Fitik Asidin insan Saghigi Acisindan Onemi

Kendisi besin olmayan, ancak besin gibi yararlari ve iglevleri olan ve fonksiyonel,
saglikli, tibbi, duzenleyici, 6zel beslenme amagh veya farmakolojik besinler olarak adlandirilan
yiyeceklerin yapisinda yer alan, bitkisel kaynakli biyolojik aktif bilesiklere "fitokimyasallar"
denilmektedir.

Sebze ve meyveler; vitaminler, mineraller ve fitokimyasal bakimindan zengindir. Tam
tahil GrOnleri ve diger bitkisel besinlerde de bulunan ve biyoaktif besin bileseni olarak kabul
edilen fitokimyasallar; kanser, diyabet, osteoporoz, vaskiler ve metabolik sendrom gibi
hastaliklarin olusum riskinin azalmasinda potansiyel bir etki goésterirler. Bu sebeple bir

fitokimyasal olan, fitik asit Gzerine birgok arastirma yapilmistir [5].

Yapilan son ¢alismalarda diyetle alinan fitikasitin faydal etkilerine iliskin veriler elde
edilmistir [39]. Fare ve si¢anlarda yapilan arastirmalarda fitik asitin, kan lipitlerini distrdiga,

kan glikoz cevabini ve kanser riskini azalttigi gibi saglik tzerine olumlu etkileri tespit edilmistir.



Ayrica dis curUklerinin 6nlenmesinde, trombosit agregasyonunda, hiperkalsitiri tedavisinde,
bdbrek tasi olan kisilerin beslenmesinde ve akut kursun zehirlenmesinde panzehir aktivitesine
karsi yuksek fitath diyet 6nerilmektedir [40-42].

Fitik asit; bu olumlu etkilerine karsin her antioksidanin sahip oldugu bir takim olumsuz
etkilere de sahiptir. Fitik asit; ¢inko, demir, kalsiyum, magnezyum ve bakir gibi minerallerle
proteinleri direkt ya da indirekt olarak baglayip bunlarin ¢dzinirlik, fonksiyonellik ve

sindirilebilirliklerini degistirdiginden anti-besinsel bir 6e olarak tanimlanmaktadir [33].

1.8. Fitik Asidin insan Sagligina Olumlu Etkileri

1.8.1. Fitik Asidin Antioksidan Fonksiyonu

Biyolojik dlzenleyici rolleri ve besleyici 6zelliklerinin tesinde insan sagligina olumiu
katkilari bulunan fonksiyonel bilesenlerden en &nemlilerini antioksidanlar olusturmaktadir.
Antioksidan bilesenlerin en &énemli kaynaklari bitkisel gidalar oldugu igin diyetle alinan
antioksidanlar genellikle fitokimyasal antioksidanlar olarak da adlandiriimaktadir [9]. Fitik asit bir
fitokimyasal [5] oldugundan dogal bir antioksidan’dir. Antioksidanlar zararli molekuller olan
serbest radikallerin vicuda verdikleri zararlarin engellenmesi acgisindan blylk bir éneme
sahiptir.

Son yillarda yapilan calsmalar fitik asitin antikanserojenik ve antimutajenik 6zellikleri
oldugunu gdOstermektedir. Yapilan in vitro ve in vivo deneyler fitik asitin kanseri dnleyici ve
iyilestirici role sahip olduguna dikkatleri ¢ekmektedir [43]. Vejeteryan tipi beslenen
populasyonlarda disik kanser vakalarina rastlanmasi bir antikanserojen olarak distnulen fitik

asit Uzerine yapilan son ¢alismalari desteklemistir [5,14].

Fitik asit inositoldan sentez edilmektedir. inositol da fitik asitten daha disiik seviyede
olmak (zere antikanserojenik 6zellige sahiptir. Fitatlarin farelerde meme ve kolon kanserinin
O6nlenmesinde ve kemoterapisinde etkili oldugu gdsterilmistir. Fitik asitin antikanserojen etkisini
belirlemek i¢cin yapilan bir calismada, farelere kanserojen azoksi metan siringa edildikten 8 ay
sonra, kontrol gruplarinin % 43’0 bagirsak kanserine yakalanirken %2 fitat iceren su igirilen
grubun sadece % 10’'unda kanser gelismistir. Fitatli su verilmesinin kesilmesinde dahi kalintinin
faydal etkisi gérilmustdr. Ayrica ¢alismada fitath suyun nétral pH’a dogru ayarlanmasi oldukga
iyilestirici etki géstermistir [44].



Fitik asitin  tOmoérd baskilanmasi hicrelerin  dodal savunma mekanizmasini
glclendirmesiyle agiklanmaktadir. Ayrica Fitik asitin insanlarda kanserli hiicrelerin gogalmasini

azalttidi in vitro olarak birgok calismada gdsterilmistir [10,14,40].

Fitik asidin antioksidan fonksiyonu demir ile gicli bir kompleks olusturmasi sonucu
gergeklesir. Cozundr Fe(ll) iyonlarinin girdigi redoks reaksiyonlariyla bircok serbest radikalin
olusumuna yol agarak kanseri tesvik ettigi bilinmektedir. Oysa fitik asit vicuttaki demiri, Fe(lll)
formunda tutarak onun olumsuzluklarini énlemektedir [10]. Fitik asit Gzerinde bulunan 1,2,3
(ekvatoryal, aksiyal, ekvatoryal) fosfat gruplari demir ile spesifik etkilesim saglayacak essiz bir
konformasyon olustururlar [10,14]. Dolayisiyla fitik asit Fe(lll) ile kompleks olugturarak serbest
radikallerin, aktif oksijen tirlerinin ve bu reaksiyonlari takip eden lipid peroksidasyonun, protein
ve DNA hasarinin olusumunu engeller [10,11,13,14,15,30,45].

Fitik asidin demir ile olusturdugu birkag kompleks mevcuttur. Bu komplekslerden biri,
Fe(lll)1-(fitat) seklindedir [11,46]. Bu kompleks fitik asidin kismen yiiksek konsantrasyonlarinda
olusur. Ug degerlikli demirin 6 koordinasyonunun geri kalani ise su ile tamamlanir. Kompleks
[Fe(ll)1-(fitat)-(H20)s] yapisina sahip olur. Bu kompleksteki su sayisi sodyum azid ile
spektroskopik titrasyon yapilarak tayin edilebilir ve bdylece komplekste kag fitatin bulundugu
hesaplanir [11]. Ayrica kompleksin olusumu igin i1s1 gereklidir. Evans ve ark. (1991) Fe ve Cr ile
fitik asidin etkilesimlerini arastirmis ve kompleks olusumlarinin endotermik olarak gergeklestigini
gostermistir [46]. Fitik asidin olduk¢a disik konsantrasyonlarinda Fe(lll)s-(fitat) veya Fe(lll)s-
(fitat) kompleksleri olugabilir [46-47].

Agiri demir ile yiklenen insan ve hayvanlarda kolon ve diger kanserlerin olusum
risklerinin arttigr ortaya cikmistir [48]. Bu olusum demirin kolayca indirgenip ylUkseltgenmesi
sonucu gergeklesir. Serbest e¢OH radikalinin olusumunu gésteren reaksiyonlar asagidaki
gibidir[10,49].

O, + Fes —> Fe2 + O2
20, + 2H" —> HO, + O,
H,O, + Fe*? —> Fe®® + OH + *OH

Fitik asit askorbik asidin olusturacag: serbest radikalleri azaltir. Oksijen Fe(ll)'nin
yUkseltgenmesini ve askorbik asitte Fe(lll)’iin indirgenmesini sagdlayarak demirin redoks
potansiyeli sirdirmesini saglar ve sonug¢ olarak serbest radikaller olusur. Fitik asit bu olusumu
engeller [14,30]. (AH2 = askorbik asit).
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Fe* + AH, — P8 5 Fe2y A 4+ H,0,

4Fe?+ O+ 4HIPE — %5 4Fess 2H,0

1.8.2. Fitik Asidin Bébrek Hastaliklari ve Bébrek Tasi Olusumundaki Etkisi

Bobrek taslari, c¢esitli minerallerin ve baska maddelerin bdbrekte toplanip, kat
parcaciklar halinde ¢ékmesi sonucu olusur. Normal kosullarda idrarda bulunan cesitli
kimyasallar bu ¢okmeyi engeller. Fakat bazi durumlarda bu koruyucu mekanizma etkisini yitirir.

Eger olusan pargaciklar kiigikse herhangi bir yakinmaya neden olmadan idrarla atilirlar [50].

Tdm boébrek taslarinin yaklasik %70-80’i kalsiyum oksalat monohidrat (CaC204 .H20),
kalsiyum oksalat dihidrat (CaC204 .2H20 ), kalsiyum fosfat (Caio (POa)s (OH)2) ya da bunlarin
bilesimlerinden olusurken [51,52];%15-20 magnezyum amonyum fosfat (MgNH4. POas. 6H20),
%5-10 Urik asit,%5 kalsiyum fosfat, %2 oraninda sistin taglari gérilir. Bdbrek taslarinin en

yaygin olani kalsiyum oksalat monohidrattir [52,53].

Fitik asit, kalsiyum tasi olusumunda rol oynayabilen bir besin bileseni olmasiyla
arastirmalarin konusu haline gelmistir. Uriner sistem taslarinin %80’inden fazlasi kalsiyum igerir.
Gergekte fitik asit kalsiyum okzalat ve kalsiyum fosfat gibi kalsiyum tuzlarinin kristallegsmesi
Uzerinde gUglu bir engelleyici etkiye sahiptir [54]. Fitik asidin kalsiyum oksalat kristallesmesini
azaltma yetenegi, kalsiyum oksalat kristalizasyonu inhibitér kapasitesinin kombinizasyonu ve
koruyucu antioksidan etkisinden kaynaklanmaktadir. Besinlerle alinan fitik asit, idrar ve
yumusak dokularda kalsiyum tuzlarinin kristallesmesini ve bdbrek taslarinin olusumunu engeller
[55,56].

Grases ve ark. (1998) fitatlarin bébrek tasi olusumunda &nemli bir roli oldugunu,
kalsiyum tuzlarinin kristalizasyonunuénleyerek idrar ve bdbrekte tas olusumunu engelledigini
yayinlamistir. Calismalarinda, serbest radikallerin neden oldugu kalsiyum okzalat gelismesine
kars fitik asit kullanildiginda okzalat kristallenmesinde énemli bir azalis oldugu ve dolayisiyla

tas olugum riskinin azaldigi géralmuastar [57].

Bobrek tasi olusumunda fitatin etkisi arastirilan bir calismada; fitatla beslenen farelerin
aksine, fitatla beslenmeyen farelerde bébrek kanallarinda dnemli derecede kalsiyum tortusu
gelistigi gdzlenmistir. Bu bulgular fitatin kristalizasyon inhibitérii olarak gérev yaptigini

gbstermektedir [55].
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Yagslanma sirasinda kardiyovaskiler kalsifikasyonda, diyetle alinan fitatin etkisini
degerlendiren bir ¢calismada; fitatla beslenen farelerin aortlarinda kalsiyum ve ¢inko miktarinin
fitatla beslenmeyen farelerle kiyaslandiginda énemli derecede daha disik dizeyde oldugu
gorilmUstar. Bu sonug; fitatca zengin diyetle beslenildiginde, yaslanmaya bagli olarak aortta

meydana gelen kireglenme ve ¢inko birikiminin énemli dlgiide azaldigini géstermektedir [54].

[Ca] (ng/cm? mg)

10 T T T T T T T
0 100 200 300 400

Fitik asit (x10- M)

Sekil 1.5. pH=5.5 ta hiperkalsitrik yapay idrar kullanildiginda fitikasitin domuz mesane

epitel hicrelerindeki kristal gelisimine etkisi [57].

1.8.3. Fitik Asitin insan saghgi Acisindan Diger olumlu Etkileri

Bitkisel kaynakl besinlerde fazla miktarda nisasta ve fitat bulunmaktadir. Fitik asidin
nisastaya baglanmasi H bagi olusumu ile meydana gelir. Nisasta ve fitat kompleksi, nisastanin
sindirim oranini azaltir. Galismalar disik nisasta sindiriminin, disik kan glukoz cevabina
neden oldugunu gdstermistir (Sekil 1.6). DisUk kan glukoz cevabi da diyabetin tedavisinde
faydalidir [58-61]. Bu durumda diyabet hastaliklarinin klinik tedavisinde fitik asidin kullanilabilir

oldugunu gdstermektedir.

Fitik asit hipokolesterolemik etkiye sahiptir; bu etkisinin antioksidan 6zelliginden
kaynaklandigi dUsUnilmektedir. LDL kolestroliin  oksidasyonunu &énlemesi kalp-damar
hastaliklari riskini azaltmaktadir [62]. Fitat antioksidan, antikarsinojenik ve hipokolesterolemik
Ozellige sahip olmasi ve kan glukozunu azaltmasindan dolayi kronik hastaliklarin 6nlenmesinde

yararli olabilir.
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Sekil 1.6. Fitik asidin nisasta ile etkilesimi [61].

1.9. FitikAsitin Mineraller ve Proteinler Uzerine Olumsuz Etkisi

1.9.1. Fitik Asidin Mineral Absorpsiyonunu Engellemesi

Temel minerallerin biyolojik yarayisliliklarini azaltarak yetersiz beslenmeye yol agmasi
nedeniyle, fitatlarca zengin gidalarin tiketimine yoénelik ilgi ve arastirmalar her gecen gin
yogunlasmaktadir [8]. Fitikasitin neden oldugu beslenme problemleri, fitatin sindirimi,
biyoyarayislihdi ve fitatin mineral metabolizmasi izerine olan etkisi ile iligkilidir. Fitik asit; ¢inko,
demir, kalsiyum, magnezyum ve bakir gibi minerallerle proteinleri direkt ya da indirekt olarak
baglayip bunlarin ¢6zin(rlik, fonksiyonellik ve sindirilebilirliklerini degistirdiginden anti-besinsel
bir 6ge olarak tanimlanmaktadir [33]. Fitik asidin minerallerin biyoyarayishligi Uzerine etkisi
bircok faktére baghdir. Bunlar; pH, gidalardaki fitik asit konsantrasyonu ve dagilhimi, gidalardaki
minerallerin yapisi ve kalitesi, fitik asidin minerallerle olan iligkisini etkileyen diger maddelerin
varhdl (drnegin diyet lif, polisakkaritler, okzalatlar, polifenolik bilesikler vb.), fitatin fitazlar
tarafindan hidrolizi, 6gindeki diger gidalarin yapisi, bagirsaktaki absorbsiyon kosullari ve
adaptasyon etkisidir [8,33,34].

Fitikasitin yapisinda bulunan 6 fosfat grubu negatif yikli oldugundan; grubun anyonik
karakteri, pozitif yUkli mineral ve proteinlere karsi aktif durumdadir. Fitik asit 6zellikle Ca, Mg,
Zn ve Fe gibi mineraller ile kuvvetli kompleks olusturabilmektedir. Fitik asitin katyonlarla
olusturdugu fitatlarin ¢dzindrliik karakteristikleri beslenme Gzerindeki olumsuz etkilerinin temel
nedeni olarak goérilmektedir [8]. Bu bilesikler normal gastrointestinal pH (fizyolojik pH) da yani

pH 4-8 arasinda en az ¢6zinirlige sahiptir [34].
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Fitat-mineral komplekslerinin kararlihgi UGzerine yapilan caligmalarda, fitat-mineral
komplekslerinin kararllik sirasi bazi arastirmacilar tarafindan Cu*2> Zn+2> Ni*2> Co*2> Mn*2>
Ca+2 verilirken, bazilari Zn+?> Cu*?> Mn*2>Co*2 [8], bazilari ise Cu*?>> Zn*2> Cd*2> Ni*2 = Co*?
[63] vermistir. Ekholm P. Ve ark. (2003) yaptiklar ¢calismalarda fitik asidin mineral elementlere
baglanma yeteneginin ¢bzeltinin pH’'ina bagh olarak degistigini belirterek pH = 7,4te
fitat-mineral kompleksinin kararllik sirasinin Cu*?> Zn*?>> Co*?> Mn*2> Fe*?> Ca*? geklinde
oldugunu bildirmigtir [64]. N6tr pH da birlestikleri bu 2 ve 3 degerlikli katyonlarla (Zn+2, Cu*?,
Co*2, Mn+2, Ca*? ve Fet?) ¢bzlinmez nitelikte kompleks tuzlar meydana getirirler ve yine bu

siraya gore ¢6zlinmezligi giderek disen bilesikler olustururlar [39].

Metallerin fitik asitle baglanmalarinda iyon yarigcaplari énemlidir. Cinko iyonlarinin
yarigaplari daha kiglUk oldugundan daha gicli bir sekilde fitat anyonuyla baglanmaktadir.
Cinkonun fitik asitle yaptigi kompleksler digerlerine gére daha kararli ve ¢ézlinmeyen formda
oldugundan, yiksek fitik asit konsantrasyonundan en fazla etkilenen mineral ginkodur [36].
Cinko fitik asit emilimi arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla yapilan bir calismada da glinde

ortalama 1000 mg fitat alimiyla ¢inko ihtiyacinin 2 kati arttigi sonucuna varilmistir [65].

Kalsiyum eksikligi cocuklarda blyumeyi engellerken blylklerde osteoporoz
yapmaktadir [39]. Fitatlar ile kalsiyum da ¢dzinmez bilesikler olusturur ve bunun sonucu
kalsiyumun da absorpsiyonunu azalir [66]. Olusan Ca-fitat kompleksleri ayni zamanda Zn ve Fe
gibi diger metallerin absorpsiyonu da azaltir. Zn veya Fe, Ca-fitat kompleksine baglanabilir ve

bdylece daha az ¢dziinen kompleksler olusur [10,30].

insan ve hayvan denekler lzerinde yiritiilen gesitli calismalar, gidalara fitat ilavesinin
ya da yuksek fitat icerikli besin tiketiminin demirin biyoyarayiglihgini azalttigini géstermektedir
[67]. Hemoglobin, myoglobin ve birgok enzimin yapitaslarindan biri olan demirin yetersizliginin
ileri durumlari anemi gibi rahatsizliklara neden olabilmektedir [32]. Fitik asit insanlarda demir
emilimini énemli miktarda inhibe etmektedir. Bu nedenle gidadaki fitik asit miktari demir
¢6zUnarldligindn azalmasiyla yakindan iliskilidir [5]. Yapilan arastirmalarda mercimek, fasulye
vb baklagiller, tahillar ve yagh tohumlar gibi fitatca zengin gidalardaki demirin disik
biyoyarayishlikta oldugu saptanmistir [34]. Demir dengesini karsilastirmak igin yapilan bir
calismada ginlik demir aliminin 21.5 mg oldugu diyete giinde 0.3 g ve 1.9 g fitat eklendiginde
demir dengesinin distigid ve demir absorbsiyonu sirasiyla 2.5 mg ve 0.5 mg oldugu
bulunmustur [68].
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1.9.2. Protein-Fitik Asit iligkisi

Fitik asit protein ve amino asitlerin sindirimi Gzerine negatif bir etkiye sahiptir ve sindirim
sistemi kosullarinda pepsin ve tripsin gibi proteolatik enzimlerin aktivitesini engeller [4].
Proteinler izoelektrik noktalari altindaki pH degerlerinde pozitif yikli oldugundan; elektrostatik
cekimle fitik asitin ana fosfat gruplarindaki bir hidrojen vasitasiyla lisin, histidin ve arginin gibi

amino asitlerin amino gruplari ile kompleksler yapabilirler.[8, 33, 69].
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Sekil 1.7. Fitik asidin proteinlerle ve minerallerle etkilesimleri [53], a) Ca ile etkilesimi
b) Proteinlerle etkilesimi ¢) Fitik asit ve proteinler arasinda Ca iyonunun metal
képrisl olusturmasi

Proteinlerin katyonik gruplari, fitat anyonlari ile diisiik pH’ da dogrudan baglanmakta ve
bu noktada iki bilesigin de ¢dzinirligd cok disik olmaktadir [70]. Katyonlar, nétral ya da
yUksek pH’ da pozitif yikli protein gruplari ile negatif yiklG fitatlar arasinda kdpri olusumuna
neden olmaktadirlar [7]. Bu sayede olusan fitat-protein veya fitat-mineral- protein kompleksleri
proteinin yarayigliigini azaltabilmektedir [39].

Sonugta olusan fitat-protein ve fitat-mineral-protein  kompleksleri  proteinlerin
sindirilebilirlik ve biyoyarayisliliklarini olumsuz yénde etkileyebilmektedir.
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2. CAY VE KURUYEMIS URUNLERI
2.1. Cay ve Cay Bitkisi

Dlnyada en yaygin olarak tiketilen iceceklerden birisi olan ve ayrica tibbi dzelliklerinin
oldugu bilinen gay bitkisi [71], Theaceae familyasinin Camellia cinsine (Camelliasinensis)

[72,73] ait her mevsim yesil olan, ¢ok yillik bir bitkidir.

Cay bitkisinden ticari kullanima uygun, temel olarak 3 gesit cay Uretmektedir. Bunlardan
yesil cay fermantasyona ugramadan, oolong cay! yari fermante edilerek ve siyah cay tam

fermantasyonla elde edilmektedir [73-75].
2.1.1. Yesil Cay

Yesil ¢cay, Camellia sinensis ¢ay bitkisinin tepe tomurcugu ve onu takip eden iki yaprak
esasina goére hasat edilmis taze sirglnlerinden Uretilen [76] ve ayni bitkiden elde edilen siyah
caydan farkli olarak kurutulurken oksijenle tepkimeye girmesine izin verilmeyen bitkisel
caylardandir [77]. Yesil cayin rengi oksidasyona ugramamasi nedeniyle oolong ve siyah ¢aydan

farkl olarak tamamen yesildir [71].
2.1.2. Oolong Cay

Oolong cay, esas olarak Cin ve Tayvan'da yaygin olarak tlketilen bir cay cesididir.
Oolong gayin Uretiminde kompleks bir yari fermentasyon islemi uygulanmakta olup, yogun bir

aromaya ve dogal cicek kokusuna sahiptir [71].
2.1.3. Siyah Cay

Siyah cay, Camellia sinensisL. bitkisinin geng filizlerinin soldurma, kivirma,
fermentasyon (oksidasyon) ve kurutma islemlerinden sonra elde edilen bir ¢ay c¢esidi olup
demlenerek icilen sulu ekstrakti elde edilir [78]. Uretimi; soldurma, kivirma, fermentasyon ve
kurutma/derecelendirme olarak 4 farkli asama sonucunda gergeklestiriimektedir [71].

2.1.4. Cayin Genel Bilesimi

islem gdrmemis cay yapraginin kimyasal bilesimi, yapilan islem farklliklari, gevresel

etkiler, toplama standardi ve (retim ydntemleri gibi faktdrlere bagli olarak degisiklik
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gbstermektedir. Ancak genel olarak taze ¢ay yapraginin yaklasik % 80’i sudur. Kuru agirliktaki
bilesenlerin dagilimi Tablo 2.1’de verilmistir. Gayin bilesenleri arasinda en blyilik éneme fenolik
maddeler ve aralarinda kafeinin de yer aldigi alkaloidler sahiptir. Ayrica, ¢cayda 26 ¢esit amino

asit bulunmaktadir [71].

Tablo2.1. islenmemig cay yapraginin kimyasal bilesimi (kuru agirlikta %) [71]

Bilesik Miktar Bilesik Miktar
Polifenol 23-39 Pigment 0,50-1,30
Kafein 3-4 Vitamin 0,60
Aminoasit 2-4 Mineral madde 1,00
Karbonhidrat 3-5 Sellloz 6-80
Organik asit 0,50-2 Lignin 4-60
Sponin 0,04-0,07 Polisakkarit 4-10
Ucucu bilesik 0,01-0,02 Lipid 2-4

Khanchive ark. (2007) ve Zuove ark. (2002) cesitli yesil ve siyah cay yapraklarinda
kafein miktarini sirasiyla 12.32-19.60 mg g' [79] ve7.44-29.60 mg g' [80] gibi genis bir aralikta
saptamiglardir. Khokhar ve Magnusdottir (2002) ise yesil kafein i¢erigini ¢caylarda 11.50-19.50
mg g, siyah caylarda ise 22.10-28.00 mg g olarak belirlemiglerdir [81]. Tablo 2.2 ¢cay Uretimi
asamalarinda siyah ¢aydaki kafein miktarinin degisimi verilmistir. Cay ve ¢ay drUnlerinin fitik asit

icerigi ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmamistir.

Tablo 2.2. Uretim asamalarinda siyah ¢ayin kafein icerigindeki degisimi [71].

Uretim Asamasi Kafein (%)
Taze yaprak 3,18
Soldurma 3,57
CTC kivirma 3,75
Fermentasyon, 60 dk 3,65
Kurutma 3,58

2.1.5. Cay ve Saglik iligkisi

Cay lezzetli bir icecek olmasinin yani sira, bilim ¢evreleri, son yillarda ¢ayin tedavi edici
potansiyelini tekrar kesfetmigstir [82]. Yesil cay yuzyillar boyunca dlnya ¢apinda birgok Ulkede
¢cokca tiketilen icecek olmustur. Kalp-damar hastaliklari ve bazi kanser tlrleri riskini azaltmasi,
damar sertlesmesine ve gen mutasyonuna karsi koruma saglamasi nedeniyle saglik igin yararli
oldugu bildirilmistir [83]. Ayrica yesil cayin dis c¢lrimeleri énledigi, kolesteroll distrdaga,
gastrointestinal sistemde lipitleri absorbe ederek, bireyleri kardiyovaskuller hastaliklardan

korudugu belirtilmistir [75].
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Hem vyesil hem de siyah cayin tiketimiyle basta felg, kalp damar hastaliklari,
hipertansiyon, cesitli kanser tlrleri olmak Uzere, artirit, antiviral ve antiinflamatuar gibi
hastaliklara karsi koruyucu ve kemik yogunlugunu dlzenleyici etkilerin gézlemlendigi yapilan
arastirmalarca saptanmistir. Brown ve ark.’nin (1993), yaptiklari olgu-kontrol g¢alismasinda,
bilinen klasik kardiyovaskdler risk faktorleri elimine edildikten sonra, her gin 1 fincandan daha

¢ok icilen cayin, koroner kalp hastaliklarina karsi koruyucu etki sagladigini belirtmislerdir [75].

2.1.5.1. Cay ve Kanser

Cay tdrlerinin kolon, mide, 6zefagus ve akciger kanserleri basta olmak (izere birgok
kanser tOrine karsi koruyucu gorev yaptigi bilinmektedir. In-vitro hiicreler ve in-vivo hayvan
modelleri kullanilarak yapilan deneysel ¢alisma sonuglari, hem yesil hem de siyah gayin

kolerektal kanser gelismesine karsi koruyucu oldugu hipotezini desteklemektedir [78,83].

Yapilan bir calismada, 55-69 yas aras! postmenapozal kadinlar, 8 yil boyunca ginlik
cay tiketimi ve kanser gelisimi agisindan incelenmiglerdir. Melanon, meme, solunum sistemi,
yumurtalik ve lenf gibi bazi kanserlerin ¢ay i¢imi ile ilgisi oldugu, sindirim sistemi, genital, Griner
sistem kanserleri ve 16semi gelisiminin gay igimi ile ters oranti gésterdidi saptanmistir. Galisma,
gunde iki bardak ya da daha fazla ¢ay icen kadinlarda, hi¢ ¢ay icmeyenlere gore sindirim

sistemi kanserlerinin % 60, Uriner sistem kanserlerinin % 32 oraninda azaldigi gostermistir [84].

Jian ve ark.’nin (2004) Gineydogu Cin bélgesinde, 130 prostat kanserli hasta grubu ile
274 kisiden olusan kontrol grubu Uzerinde yaptiklari ¢alismada, yesil ¢ay tiketiminin artisiyla

prostat kanser riskinin azaldidini bulmuslardir [85].

2.1.5.2. Cay ve Bébrek

Alessio ve ark.’nin (2002) sicanlarda yaptiklari ¢alismalarda, yesil ¢ayin vicutta
Ozellikle bobrekte koruyucu etkiler yaptiginibulmuslardir. Giinde 2-3 fincan cay i¢iminin bdbrek

tas! olusumunu %31 oraninda engelledigi gosterilmistir [75,86].

GUnlik 240 mL cay tliketen erkeklerde % 14, bayanlarda % 8 oranda bdbrek tasi
olusum riski azaldigi yapilan arastirmalarca saptanmistir. Kalsiyum okzalat tasinin olusum
mekanizmasinin tam olarak aydinlatilamamasiyla birlikte, yiksek sivi tiketiminin (sivinin baydk
bir kismi1 ¢ay olmak Uzere) bbbrek taslarini énlemedeki en etkili ve ekonomik yéntem oldugu
belirtiimektedir.
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2.2. KURUYEMiS

Protein, karbonhidrat ve doymamis yagd orani yiksek olan, mineral, vitamin, antioksidan
ve fenolik maddelerce zengin kuruyemigler insan beslenmesinde énemli bir besin kaynagidir.
Ulkemizde tiiketilen cerez gidalar arasinda kavrularak Gretilen kuruyemis tirli gerezlerin dnemli
bir yeri olup, ¢ogunlugu geleneksel yollarla ve minimum isleme teknolojileri kullanilarak
Uretilmektedir. Yaygin olarak Uretilen ve tiketilen kavrulmus ¢erezler arasinda kavrulmus findik,
antepfistigi, badem, yerfistigi, aycicegi ¢ekirdegdi, kabak cekirdegdi, sari leblebi, beyaz leblebi,
misir, bugday ve kizartiimis (soslu) misir yer almaktadir [9]. Tablo 2.3. ¢alismada kullanilan

bazi kuruyemis tarlerinin besin degderlerini géstermektedir [87].

Tablo 2.3. Bazi kuruyemis tirlerinin besin degerleri (100 g igin).

Findik Fistik Ceviz Badem
Enerji (Kcal) 628 567 654 575
Karbonhidrat (g) 16,70 16,30 13,71 21,67
Protein (g) 14,95 25,80 15,23 21,22
Toplam yag (g) 60,75 49,24 65,21 49,42
Diyetsel lif (g) 9,70 8,50 6,70 12,20
Vitamin B3 (mg) 1,80 12,066 1,125 3,385
Vitamin B5 (mg) 0,918 1,767 0,570 0,47
Vitamin B6 (mg) 0,563 0,348 0,537 0,143
Vitamin B2 (mg) 0,113 0,135 0,150 1,014
Vitamin B1 (mg) 0,643 0,640 0,341 0,211
Vitamin A (IU) 20 0 20 1
Vitamin C (mg) 6,30 0 1,30 0
Vitamin E (mg) 15 8,33 20,83 26
Sodyum(mg) 0 18 2 1
Potasyum(mg) 680 705 1,5 705
Kalsiyum(mg) 114 92 98 264
Bakir(mg) 1,725 1,144 1,5 0,996
Demir(mg) 4,70 4,58 2,9 3,72
Magnezyum(mg) 163 168 158 268
Mangan(mg) 6,17 1,934 3,4 2,285
Fosfor(mg) 290 76 346 484
Ginko (mg) 2,45 3,27 3,09 3,08
Selenyum (ug) 0 7,20 4,90 2,50
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2.2.1. Kuru yemislerin insan Saghgi Acisindan Onemi

Kuruyemisler; dizeyleri ¢esitleri arasinda farklihk gésteren, basta doymamis yag asitleri
olmak Uzere protein, lif ve fitokimyasallar agisindan zengin bir besin grubudur [88]. Bu nedenle
kuruyemigler iyi bir fitokimyasal kaynagi olarak adlandirilir. Bazi destekleyici ¢calismalar, sik
findik tiketimiyle koroner kalp hastaligi riskinin azalmasinin birbiriyle iligkili oldugunu bildirmistir
[89].

The Adventist Health Study’ nin findik tiketimi ile koroner kalp hastaligi arasindaki
iliskiyi 6 yilik bir takip ile inceleyen c¢alismasi, ilk epidemiyolojik calisma olmustur. Bu
¢alismada, haftada 5 kez veya daha fazla findik tiketilmesiyle dnemli élgide 6limcil kroner

kalp hastaligi ve 6limcil olmayan miyokardinfarktls risklerinde disis gézlenmistir [89]

Prineas ve ark (1993), haftada 2-4 kez findik tiketen kadinlarda 6limcul kroner kalp
hastaligi riskinin azaldigini belirtmislerdir [90]. Haftada bes kez findik tiketen 80.000 'den fazla
kadinin, % 35 oraninda kalp hastaligi riskinin ve %27 oraninda tip 2 diyabet riskinin distigu

Harvard Nurses' Health Study’de raporlanmistir [89].

Physicians' Health Study, 17 yillik bir takibin ardindan, ABD de haftada iki veya daha
fazla kez findik tiketen erkek hastalarda ani kardiyak 6limiin, hic veya nadiren findik tiketen
erkeklerle karsilastirildiginda % 47 daha disiOk risk ve toplam kroner kalp hastaligi 6lim

oraninin % 30 daha disik oldugunu belirtmistir [89].

Seventh-Day Adventists study, haftada, 1-4 kez findik tiketenlerle hi¢ tiketmeyenler
kiyaslandiginda kolorektal kanser riskinde % 33 azalma oldugunu belirtmistir. 10 Avrupa
Ulkesinde yapilan EPIC kohort galigmasinda, ginlik 6,2 g'dan daha fazla findik ve tohum

tiketen kadinlarda % 31 oraninda kolon kanseri riskinin azaldigi gésterilmistir [91].

Ayrica findik, ceviz, fistik yada badem bakimindan zengin bir diyet, LDL kolesterol(

dasardr ve HDL kolesterol toplam oranini azaltir [92].
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3. ULTRAVIYOLE-GORUNUR BOLGE (UV-VIS) MOLEKULER ABSORPSiIYON
SPEKTROSKOPISI

Elektromanyetik 1sinin atom, molekil ya da iyonlarla etkilesimi sonucu, bunlarin disik
enerjili dizeylerden daha yiksek enerji dizeylere veya tersi gegisler sirasinda absorplanan
veya yayillan isinlarin 6lgilmesi ve yorumlanmasi Uzerine kurulmus olan bilim dalina
spektroskopi adi verilir. Elektromanyetik 1sinin 170-780 nm dalga boyu araligindaki isinlarin
iyon veya molekillerle etkilesimi esnasinda absorplanan isinin dlgilmesi ve yorumlanmasi
Uzerine kurulmus olan spektroskopi dalina ise UV-Vis molekller absorpsiyon spekiroskopisi
denir. Uygulanan spektroskopik yéntem ile séz konusu maddenin yapisini, fiziksel ve kimyasal

Ozelliklerini inceleyerek kalitatif veya kantitatif analiz yapmak mimkindar [93].

3.1. ISININ ABSORBBIYONU

Cesitli dalga boylarinda olusan elektromanyetik 1sin saydam ve seffaf bir ortamdan
gegcirilirse, elektromanyetik 1sinin i¢cinden bazi dalga boylarinin segici olarak kayboldugu gérdlir
ve bunun sonucu olarak 1sin siddetinde bir azalma meydana gelir. Bu olaya isinin absorbsiyonu

denir.

Bir maddenin elektromanyetik isini absorblamasi iki basamakta meydana gelir. Birinci
basamakta i1sin enerjisi, maddenin iyon veya molekillerine aktarilarak daha ylksek eneriji
seviyelerine cikartilir. ikinci basamakta ise madde fazla enerjisini 1si veya isima seklinde

vererek tekrardan temel enerji seviyesine iner [94].

M+ hv 5 M M S M + sl

Elektromanyetik 1sinin seffaf ¢dzelti ortamindan gegerken siddetindeki azalmanin
nedeni 1sin ile madde etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Seffaf ortama lo siddeti ile gelen 1sinin
blyuk bir kismi madde tarafindan absorblanir (la), ki¢Uk bir kismi ise ¢bzelti tarafindan dagitilir
(Is), bir Kismida cam veya kuvars hiicrenin yiizeyinde yansir (ly), geri kalan kisim ortami | siddeti
ile terk eder. Gelen 1sinin siddeti madde tarafindan absorplanan ve diger kayiplarin siddetinin
toplamina esit olmalidir.

|o=|+|a+|s+|y

Is ve ly’den kaynaklanan kayiplar dizeltmek igin, analit ¢dzeltiden gecen isinin gicu
yalnizca ¢6zlcl bulunan eslenik bir hiicreden gegirilir (referans) ve kiyaslanir. Dolayisi ile
deneysel calismalarda;

lo= 1 + la olarak degerlendirilir.



21

Absorpsiyon olayinda madde tarafindan absorplanan isinin glct direk olarak
hesaplanamaz. Dolayisi ile absorplanan isin giicl, gelen ve ortami terk eden isinlarin gicu ile
iliskilendirilmelidir. CUnk{ lo ve | deneysel olarak 6lgulebilir. Ortam tarafindan gegirilen isinin
siddetinin, gelen 1sinin siddetinin oranina gegirgenlik denir (T).

T =Il , gecirgenlik genellikle yiizde olarak verilir, %T =le 100

[¢] (o]

Absorbans, gecirgenligin eksi (- log) logaritmasidir ve absorbans ile gegirgenlik
arasindaki iligki asagidaki gibidir;
I
=-logT= —IoglL = Iog%

[¢]
Normal olarak absorbans analitin derisimi ile dogrusal olarak degisir [93].
3.2. BEER YASASI

Beer Yasasi, elektromanyetik i1sinin | cm (genellikle 1 cm) kalhnhgindaki bir ¢dzelti
ortamindan gecerken, gegcen monokromatik 1sin siddetinin ¢dzelti konsantrasyonuyla Ustel
olarak azaldigini ifade eder. Bu azalma, ¢ézelti icerisindeki 1sin ile etkilesen analit molekUllerinin

birim hacimdeki sayisi ile yani konsantrasyonu ile dogru orantili olarak degismektedir

A=—IogT=Iog|l= elc

(o]

Burada c, ¢Ozelti igerisindeki analitkonsantrasyonunu (mol L) ve ¢ ise ilgili maddenin

molarabsorpsiyon katsayini (L mol* cm) ifade eder.

Beer yasasinda, konsantrasyon ile absorpsiyon arasindaki dogrusal iliskiden sapmalarla
sik sik karsilasilir. Bu sapmalarin bazilari olayin dogasindan ileri gelir ve Beer yasasinin gergek
sinirlamalarini gésterir. Yiksek konsantrasyonlarda (genel olarak>0,01 M) absorpsiyon yapan
molekdiller arasindaki uzaklik ¢ok azalir ve molekdller, komsularin yik dagihmini etkiler. Bu
etkilesim sonucu molekillerin absorplama 6zelligi degisir. Etkilesim dizeyi derisime bagl
oldugu igin bu olayin olusumu derisim ve absorbans arasindaki dogrusal iliskiden sapmalara
neden olur. Digerleri absorpsiyon Olgiimlerinin yapilis tarzi veya konsantrasyon degistikce
olusan kimyasal degisim sonucu olugmaktadir. Son ikisi, bazen sira ile aletsel veya kimyasal

sapmalar olarak adlandirilirlar [93].
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3.3. ULTRAViIYOLE-GORUNUR BOLGE SPEKTROFOTOMETRESI

UV-Vis spektrofotometrelerde élcimler igin dar bir 1sin bandi elde etmek amaciyla, bir
optik ag veya prizma tipi monokromatérler kullanilir. Spektrofotometrelerin dlgimlerde kullanilan
1Isinin dalga boyunu surekli sekilde degistirme Ustinltgi vardir ve bu sayede bitiin bir spektrum
tayin etmeyi mimkiin kilar. UV-Vis spektrofotometreler 1sin gegtigi yola gére tek i1sin yollu ve ¢ift

1sin yollu cihazlar olmak (izere iki sekilde dizayn edilirler.

Tek 1sin yolu UV-Vis cihazinda i1gin tek bir yoldan gdnderilir ve referans ¢dzeltinin ve
analit ¢ézeltisinin dlgiimleri arda arda gergeklestirilir. Tek 1sin yollu cihazlarin daha fazla enerji,
daha iyi sinyal/gurdlti orani ve daha derli toplu numune bdlmesi gibi dogasindan gelen
avantajlar vardir. Fakat 1sin kaynaginda ve detektérdeki sapma ve salimlar nedeniyle referans
ve analit ¢Ozeltisi icin ard arda detektér cevaplari kaydederek absorbans veya gegirgenlik

hesaplamalari ¢ok basarili degildir.

Cift 1sin yolu UV-Vis cihazinda ise 1sin zamana karsi iki esit parcaya ayrilarak iki koldan
goénderilir. Bu 1sinlardan biri referans ¢6zeltiden gecgerken digeri analit ¢bzeltisinden gegerek
Olcimler ayni anda gergeklestirilir. Cift 1sin yollu UV-Vis cihazlarin ¢ok kisa sireli degisimler
hari¢ 1sin siddetindeki sapmalarin, detektdr ve ylkselticideki salinimlarin sonuglara etkisini
O6nleme avantajlan vardir. Ayrica dalga boyu ile 1sin siddetindeki blylk degisimlerin etkisini de
Onler ve gegirgenlik veya absorbans spektrumlarinin sdrekli kayit edilmesine de uygundur.
Cihazin analiz performansi tek 1sin yollu cihaza gére ¢ok daha iyidir. Bu nedenle, modern UV-

Vis spektrofotometrelerinin ¢ogu ¢ift 1sin yolludur.

3.3.1. Spektrofotometre cihazinin kisimlar

UV-Visbdlge absorpsiyon spektroskopisi kisimlari asagida verilmistir.

1. Isin kaynagu,

2. Isinlan dalga boyuna gbre ayiran dalga boyu ayirici (monokromatér),

3. Gozelti ve ¢dzlclyl koymaya yarayan seffaf kaplar ve bu kaplari hareket ettiren
diizenek,

4. Isin enerjisini elektrik enerjisine dénustiren dedektor,

5. Dedektdrde ddnusturilen enerjinin siddetini gésteren bir sinyal ¢ikti cihazi.

Molekdiler aborpiyon élcimleri igin, oldukga genis bir dalga boyu arahdinda gtci ani
olarak degismeyen bir strekli 1sin kaynagi tercih edilir [93]. Déteryum ve hidrojen lambalari;160-

380 nm dalga boyu araligi (UV ve goériinir bdlgede) sirekli 1sin kaynagi olarak kullanilir.
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Tungusten telli lambalar; goérinlr bélge isinlar i¢cin en yaygin kullanilan kaynaktir. Tungusten
lambalar 320-2500 nm dalga boyu ararhidinda kullanilabilmektedir. Tungusten-halojen
lambalari, telin bulundugu kuvars muhafaza i¢cinde az miktarda iyot igerir, bu kuvartz lambanin
3500 °K sicakta kullanimini ve bdlgede hem 1sin siddetinin artisini, hem de kullanim arahgdinin
UV bélgeye kadar genislemesini saglar. Ksenon ark lambalari; ksenon atmosferinden gecen
elektrik akimi siddetli 1sin olusturur. Spektrum 200-1000 nm arasinda sireklidir ve 500 nm
civarinda en yiksek siddete ulasir [93,95]. Dalga boyu ayiricisi olarak genellikle, prizmal veya
optik aghh monokromatdrler kullanilir. Optik aglh monokromatdrler ayirma performanslari
bakimindan, prizmalimonokromatérlere kargi avantajlari vardir. Numune kapilari olarak,
calisilan spektrum bdlgesinde 1sini gegiren maddelerden yapilir. UV-Vis bdlgede kuvars ve
erimis silisten yapilan numune kaplari kullanilir. Sadece Vis bdlgede ¢alisilacaksa cam ve seffaf
plastikten yapilmis numune kaplari da kullanilabilir. Detektdr olarak genellikle fotovoltaik,

fototlip, fotongogaltici ve silisyum diyotlu detektdrler kullaniimaktadir.

3.4. ULTRAVIYOLE VE GORUNUR BOLGE SPEKTROSKOPISINiN KALITATIF
UYGULAMALARI

Kalitatif élgcimlerde, veriler cesitli sekillerde grafie gecirilebilir. Burada dikey eksen
¢odu kez gegirgenlik, absorbans, log absorbans veya molarabsorptivitedir. Yatay eksen
genellikle dalga sayisi veya dalga boyu olmakla birlikte zaman zaman frekans da kullanilabilir
[95]. Elde edilen spektrumlar, standart maddelerin spektrumlari ile karsilastirilarak kalitatif

analizler gergeklestirilebilir.

3.5. ULTRAVIYOLE VE GORUNUR BOLGE SPEKTROSKOPISININ KANTITATIF
UYGULAMALARI

Kantitatif analizler i¢in en yaygin ve elverigli olan ydntemlerden biri UV-Vis
spektroskopisidir. UV-Vis spektroskopisinin kantitatif analizde tercih edilmesinin sebeplerinden

bazilari;
1. Hem organik, hem de inorganik maddelere uygulanabilmesi,
2. 10%10% M, bazen de 10-%-107 M duyarhga sahip olmasi,
3. Oldukga spesifik olmasi,
4. Dogruluk derecesinin yiksek olmasi (%1-3 gibi bagil hatayla sonuglanmasi),
5. lstenilen analiz bilgilerine kolaylikla ulagilabilmesi sayilabilir.
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Bir spektrofotometrik analiz, ilk adim olarak calisma sartlarinin (¢6zlcUnin cins,
sicaklik, pH vs) olusturulmasi ve konsantrasyon ile absorbans arasinda bir kalibrasyon egrisinin
olusturulmasina dayanir. Normal olarak spektroskopik absorbans élgimleri analitin maksimum
absorpsiyon yaptigi bir dalga boyunda yapilir. Glnk0 birim degisim basina absorbans degisimi

bu noktada en fazladir, bu sekilde maksimum duyarhlik saglanmis olur [96].

Analize uygun kosullar verildikten sonra, numuneden beklenen derisim araligini igine
alacak sekilde bir seri standart ¢dzeltiden bir kalibrasyon egrisi hazirlamak gerekir. ideal olarak
numunedeki ¢esitli bilesenlerin dlgulen absorbans Gzerindeki etkilerini en alt diizeye ¢gekmek igin
sadece analit derisimi yoniinden degil, ayni zamanda numune matriksinde yer alan diger tlrlerin
konsantrasyonlar agisindan da kalibrasyon standartlari, analizlenecek numunenin bilesimine
benzemelidir. Ancak bazi analizlerde, bilesimi numunelerle tam uyum iginde standartlar
hazirlamak olanaksiz ya da ¢ok gictir. Bu durumla karsilasildiginda matriks etkilerini

dengelemek i¢in standart ilave ydntemini uygulamak ¢ogunlukla iyi sonug verir [96].

Standart ilave etme metodu gesitli sekillerde uygulanabilir. Bunlardan spektrofotometrik
analizlerde en fazla secilen yéntem, ayni miktardaki numune kisimlarina standart bir ¢ézeltinin
giderek artan miktarlarini ilave etmektir. Daha sonra her bir ¢bzelti, absorbans dlciminden
6nce sabit bir hacme seyreltilerek absorbanslari 6l¢ilir. Analizlenen numunenin miktari cok ise,
ayni numune ¢ozeltisi Gzerine art arda standart ¢ézelti kisimlari ilave etmek ve absorbans
6lcimUni orijinal ¢dzeltide ve her ilaveden sonra yapma yoluna gidilir. Bu tarz islem ¢ogunlukla

voltammetri igin uygundur [95].
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4. KROMATOGRAFIK METOTLARA GiRi$

Kromatografi; iki veya daha fazla maddenin, birbiri ile karismayan iki faz arasinda farkli
oranlarda dagiima 6zelliginden yararlanilarak ayrilmasi esasina dayanir. Daha acik bir tanim
getirilirse, kromatografi; kompleks karisimlardaki c¢esitli maddeleri birbirinden ayirmaya ve

tanimlamaya olanak veren bir seri ayirma teknigidir [95].

Kromatografik ayirmalar, biri sabit 6teki hareketli olan iki faz arasinda gerceklestirilir.
Sabit faz bir kolon igerisine doldurulmus veya diiz bir zemin (zerine yayillmis herhangi bir kat
veya kati Uzerine emdirilmis bir sivi, hareketli faz ise sivi, gaz veya sUperkritik bir akiskan
olabilir. Hareketli faz bir kolon iginde, ya normal gravitasyon (yer g¢ekimi) kuvvetiyle veya
basingla kolondaki sabit faz Gzerinden gegirilir. Bu gegis esnasinda hareketli fazda ¢éziinmus
halde bulunan maddelerle sabit faz arasinda fiziksel ve kimyasal bazi ¢ekim kuvvetleri meydana
gelir. Bu ¢ekim kuvvetleri her madde igin ayridir. Bundan dolayi hareketli faz, sabit faz
Uzerinden gegerken, hareketli faz i¢erisinde bulunan maddelerin kolon i¢indeki hizlari farkli olur.
Sabit fazla arasindaki ¢ekim kuvveti en az olan kolon iginde hizli yol alirken (kolonda en énce

cikarken), sabit fazla arasindaki ¢ekim kuvveti en ¢ok olan, yavas yol alir [94].

4.1. KROMATOGRAFIK YONTEMLERIN SINIFLANDIRILMASI

Kromatografik yoéntemler farkli kriterlere gbére siniflandirilabilir. Bunlardan birinde,
hareketli ve sabit fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettikleri esas alinir. Bu esasa gore
kromatografi kolon ve dizlemsel kromatografi olarak ikiye ayrilir. Kolon kromatografide, sabit
faz ince bir kolona igerisine doldurulur ve hareketli faz basin¢ altinda bu sabit faz Gzerinden
gecmeye zorlanir. Dizlemsel kromatografide, sabit faz diiz bir plaka (zerine veya bir kagidin
gbzenekleri arasina tutturulur ve bu durumda hareketli faz sabit faz arasindan kapiler etkisiyle
veya yer ¢ekimi etkisiyle hareket eder. Dizlemsel kromatografi yéntemleri de, TLC, PC ve

elektroforez ile elektrokromatografiyi icermektedir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Dizlemsel kromatografinin siniflandiriimasi [95].

Adi Hareketli faz | Sabit faz Sabit faz tutma yéntemi
ince-tabaka S Svi-kats Bir (I:_am.levhadak| ince toz halindeki
kati Gzerinde
Kagit Sivi Sivi Kalin bir kagidin gdzenekleri iginde
Elektroforez ve Elektrik alanda molekdl agirhigr ve
Sivi Sivi-kati

Elektrokromatografi elektrik ylklerine gbre bir kati izerinde
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Kromatografik ydéntemlerin bir baska siniflandirmasi ayirma mekanizmasina goére
yaplilabilir. Bunlar ise (1) adsorpsiyon, (2) dagilma, (3) iyon degistirici, (4) jel kromatografisidir.
Kromatografinin daha temel bir siniflandirmasi kullanilan durgun ve hareketli fazlarin tipleri ve
fazlar arasinda madde aktarimini saglayan dengelerin cinslerine gore yapilir. Tablo 4.2
kromatografinin UG¢ genel tipini gdstermektedir: Sivi kromatografisi, gaz kromatografisi ve
sUperkritik akiskanli kromatografi. Bu isimlerde de gectigi gibi, bu U¢ teknikte hareketli faz sira
ile sivi, gaz ve superkritik akiskandir. Sadece sivi kromatografisi hem kolonlarla hem de diiz
ylzeyler Uzerinde gerceklestirilebilir. Gaz kromatografisi ve sUperkritik sivi kromatografisi

yalnizca kolonlarda gergeklestirilir [93].

Tablo 4.2. Kolon kromatografik yontemlerin siniflandiriimasi [93].

Genel Sinif

Ozel Yontem

Sabit faz

Denge Tipi

Sivi-sivi veya

Kati Gizerine

Karismayan sivilar

(hareketli faz :

SIvi)

tarler

Dagilma adsorplanmis sivi arasinda dagilma
Kati ylzeyine
) Sivi ve bagli ylizey
Sivi-baglh faz baglanmis organik
: arasinda dagilma
Sivi kromatografi tirler
(LC) (hareketli Sivi-kati veya
. Kati Adsorpsiyon
faz: sivi) adsorpsiyon psty
iyon degisimi iyon degistirici regine | Iyon degisimi
Boyut eleme Polimer bir katinin
Dagilma/eleme
gbzeneklerindeki sivi
Kati ylzeyine Gaz ve sivi arasinda
Gaz-sivi
adsorplanmis sivi dagiima
Gaz kromatografi —
. Kati ylzeyine
(GC) (hareketli ) Sivi ve bagli faz
Gaz-bagh faz baglanmis organik
faz: gaz) ) arasinda dagiima
tarler
Gaz-kat Kati Adsorpsiyon
Saperkritik-
akiskanli o ) N
) Kati ylzeyine Superkritik akigkan ve
kromatografi bagi " badh vi d
aglanmis organi agl ylzey arasinda
(SFC) g $org gl yuzey

dagiima
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4.2. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiISI

4.2.1. HPLC'NINKAPSAMI

Yiksek performanshi sivi  kromatografi analitik teknikler arasinda en yaygin
kullanilanidir. Yéontemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri, duyarliligi, dogru kantitatif
tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tirlerin veya sicaklikla kolayca
bozunabilen tirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve hepsinden de énemlisi sanayinin, birgok bilim
dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu
gibi maddelere &rnek olarak; amino asitler, proteinler, nlkleik asitler, hidrokarbonlar,
karbonhidratlar, ilaglar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik tirler ve

cesitli inorganik bilesikler sayilabilir.[93,95].

Sekil 4.1, sivi kromatografi islemlerinin, uygulama alanlari bakimindan birbirini
tamamlama egiliminde oldugunu géstermektedir. Ornegin, mol kiitlesi 1000°’den daha biiyiik
maddeler igin, her ne kadar simdilerde bu gibi maddeleri ters-faz dagilma kromatografisi ile de
incelemek mumkin ise de, eleme kromatografisi daha ¢ok kullanilir. Daha kigik mol kdtleli
tarler icin, iyon degistirme kromatografi yaygin sekilde kullanilir. Kiglk, polar, ancak iyonik
tarler, en iyi dagiima yontemleri ile incelenebilir. Ayrica, bu islem, homolog serilerin ayriimasi
icin cogu zaman kullanighdir. Adsorpsiyon kromatografi zaman, polar olmayan tirlerin, yapisal
izomerlerin ayrilmasi ve alifatik hidrokarbonlar gibi bilesik siniflarinin alifatik alkollerden
ayrilmasi igin secilir [93,96].

Artan polarhik

Suda gcziliinme=z . Suda ¢o=ziliniir

A polar ; ' ) Ivonik

Iyvonik olmayan polar

Dagilmma
=
10 Adsorpsivon
T s fax
{da? :;r::; (INormadl
= dagilbmal)
10 —
=
==
2 10 —
=
105
(JTel-gegirgenlik) (Jel-silizme)
10° |—

Sekil 4.1.Sivi kromatografinin uygulamalari.
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4.2.2. HPLC CiHAZI

Modern cihazlarda normal bir akis hizi elde etmek icin, 3-10 um’ lik dolgu maddeleriyle
doldurulmus kolonlarda birkag yiz atmosferlik basing uygulamalari yapilir. Bu ylUksek basing
uygulamasi nedeniyle, yiksek performansl sivi kromatografi cihazlari, diger kromatografi
cihazlarina goére daha pahali ve daha karmasiktir [95]. Bir yiksek basing kromatografi cihazi
Sekil 4.2 de sematik olarak gdsterilmistir. Cihazin bdlimleri séyle siralanabilir:

e (o6zlcl (hareketli faz) kaplari (rezervuar),

e Yiksek basing pompasi, gradiyent yiritme sistemi,

e Basing ve akis hizi kontrol sistemleri, kontrol vanalari, basing gdstergeleri, filtreler,
basing dlizenleyici, sivi karistirict, hava bosaltma vanalari, vb.

e Enjeksiyon bélmesi, vana, otomatik érnek verici,

e Kolon sistemi, filtre, 6n kolon, analitik kolon, iyon tutucu kolon, vb.

e Dedektor,

e Yazici, integratdr veya bilgisayar [98].
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Sekil 4.2. Bir HPLC cihazinin sematik gérintsi (PerkinElmer).

4.2.2.1. Hareketli Faz Kaplan ve Coziicii Muamele Sistemleri

Modern bir HPLC cihazi, bir veya daha fazla, her biri 200-1000 mL ¢6zici iceren
camdan veya celikten yapilmis hazne igermektedir. Bu hazneler ¢gogu zaman, kolonda ve
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dedektér sisteminde gaz olusturarak bant genislemesi ve ¢ogu zaman detekt6rin
performansinda bozucu etkilere sebep olan ¢béziinmus gazlarin (genellikle oksijen ve azot)
giderilmesi igin bir cihazla donatiimistir. Gaz giderme diizenegi, vakum pompasi ve ¢6zlclyl
Isitip karigtiran bir sistem olacagi gibi, Sekil 4.2 ’deki gibi disik ¢dzinurlUkteki inert bir gazin

geciriimesiyle, ¢6ziinmUs gazlar sirikleyen basit bir fleyici de olabilir [93].

Sabit bilesimdeki tek bir ¢dziict kullanilarak yapilan bir ayirma izokratik ellisyon olarak
adlandirilirken, polariteleri dnemli derecede birbirinden farkli, iki veya U¢ ¢dzicl sistemi
kullanilan ayirma gradiyent ellisyon olarak adlandirilir. Gradiyent ellisyonda ¢6zlcller, ayirma
kolonuna girmeden 6nce karistirilirlar. Burada elisyon bagladiktan sonra, belli bir programa
gobre, bazen sirekli bazen de bir seri basamaklar halinde, ¢éziicilerin orani degistirilir. [95].

4.2.2.2. Pompalama Sistemleri

Bir HPLC cihazinda pompanin gérevi hareketli fazin kolon boyunca akisini saglamaktir.
HPLC sisteminde kullanilan G¢ tip pompa vardir. Bunlar; pistonlu pompalar, siringa veya

sUrguli pompalar ve pndmatik veya sabit basing pompalaridir.

4.2.2.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Sivi kromatografide numune vermek igin en yaygin kullanilan yéntem, Sekil 4.3 de
gorildugd gibi, numune giris sarimlarinin kullaniimasi esasina dayanmaktadir. Birgok sivi
kromatografi cihazinin ayrilmaz bir par¢asi olan bu sarimlar, degistirilebilir nitelikte olup 5 ul'den
500 pl'ye kadar degisen hacimlerde numune hacmi sec¢imine olanak tanimaktadir. Bu tipteki
numune alma halkalari, numunenin 7000 psi basinca kadar, binde birka¢ bagil hata verecek
kesinlikle numunenin kolona uygulanabilmesini saglamaktadir. Hacmi 0,5-5 pl arasinda olan

loplar bulunan mikro numune enjeksiyon musluklari da mevcuttur [ 93,95].

akig yonu akig yoni
*

I,{ Ul enjektdr badlanti portu
pompa % akig yond pompa akig yoni
2 Q}. 4 o

enjektir baglanti portu
3

L [ —
kolon Kolon
pozisyon A (yikleme) pozisyon B (injeksiyon)

Sekil 4.3. Sivi kromatografide enjektdr sisteminin ¢alisma prensibi [97].
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4.2.3. Sivi Kromatografi Kolonlar

Sivi kromatografi kolonlari normal olarak diizglin i¢ ¢capl paslanmaz celik borulardan
yapilir. Gesitli Ureticilerden, boyutlari ve dolgu maddesi farkl, yizlerce dolgulu kolon temin
etmek mimkandar.

4.2.3.1. Analitik Kolonlar

Sivi kromatografi kolonlarinin blylUk bir ¢ogunlugu 3-30 cm arasindadir. Normalde
kolonlar diizdir ve gerektigi yerlerde iki veya daha fazla kolonun birbirine eklenmesiyle kolonun
boyu arttirilabilir. Bazen sarmal kolonlar da kullanilir, ancak bu konfigiirasyonda kolon
etkinliginde bir miktar kayip s6z konusudur. Sivi kromatografi kolonlarinin i¢ ¢api gogu zaman
1.3-10 mm; yaygin olarak kullanilan bir¢gok kolon dolgu maddesinin tanecik blyUkligid 2-10 pm
arasindadir. Ginimizde belki de en ¢ok kullanilan kolon, 250 mm uzunlugunda, 4,6 mm ic
¢apinda ve 5 pm tanecik blyikligine sahip dolgu maddesi doldurulmus kolondur. Bu tip
kolonlar 40000-60000 tabaka/metre igerirler [93,95].

4.2.3.2. Koruyucu kolonlar

Analitik kolonun édmrini arttirmak amaciyla, analitik kolondan énce genellikle kisa bir
kolon yerlestirilir. Bu kolonun gérevi, sadece partikil halindeki maddeleri ve ¢6zici igindeki
yabanci maddeleri tutmak degil, ayni zamanda numune iginde bulunan ve durgun faza

tersinmez olarak baglanan bilesenleri de tutmaktir [93].

4.2.3.3. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

Sivi kromatografide temel olarak iki tip kolon dolgu maddesi kullaniimaktadir. Bunlar,
film dolgular ve gbézenekli dolgulardir. Film dolgular; kuresel, gézeneksiz, ¢aplari 30-40 ym olan
cam veya polimer tanelerinden olusur. Bu tanelerin yuzeyine, silis, alumina, polistirendivinil
benzen sentetik reginesi veya bir iyon degistirici regineden olusan ince gdzenekli bir film
kaplanir. Bazi uygulamalar igin, bu ylzeye, absorbsiyon ile ylzeye tutunan uygun bir sivi,
durgun faz olarak ilave bir katman halinde kaplanir.

Sivi kromatografide kullanilan gézenekli dolgu maddeleri; caplari 3-10 um arasinda olan
gbzenekli partikillerdir. Partikdller, silis, alumina, polistiren-divinil benzen sentetik reginesi veya
bir iyon degistirici regcineden meydana gelmigtir. Silis, sivi kromatografide en yaygin kullanilan

bir dolgu maddesidir. Silis partikllleri, mikron alti silis partikdllerini olduk¢a uniform yarigapta
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daha blylk partikuller olusturacak kosullarda bir araya toplanmasiyla hazirlanir. Elde edilen
partiklller cogu zaman, ylzeye kimyasal olarak veya fiziksel olarak baglanan, ince bir organik
film ile kaplanir.

4.2.3.4. Bagh-Faz Dolgu Maddeleri

Bagli faz dolgu maddelerinin ¢ogu bir organoklorosilanin, sicak seyreltik hidroklorik asit
¢Ozeltisinde hidrolizlenerek ylzeyine OH grubu baglanmis silisyum dioksit ile reaksiyona
sokulmasiyla hazirlanir. Bu reaksiyon sonucunda olusan 0rin bir organosiloksandir. Kati
parcacik ylzeyinde bulunan bdyle bir SiOH ile meydana gelen reaksiyon asagdidaki gibi
yazilabilir:

/CH3 / /CH3

——Si—OH + Cl—Si—R - Si—0—Si—R
AN AN AN
CHs CH3

Orgonosiloksan

Sekil 4.4. Kolon dolgu maddesinin temel yapisi [97].

Burada R, genellikle diiz zincirli oktil- veya oktildesil- grubudur. Silis ylzeylerine
baglanan diger organik fonksiyonlu gruplar alifatik aminler, eterler, nitriller, aromatik
hidrokarbonlar ve siyano gruplaridir. Béylelikle ¢ok farkli polaritede durgun faz elde etmek

mumkanddr.

Bagh faz dolgu maddeleri, fiziksel olarak ylizeye tutturulmus dolgulara gére daha kararli
olma gibi bir Ustlnlige sahiptir. Ylzeye fiziksel olarak tutturulmus dolgular, zamanla hareketli
fazda ¢6zUnerek slriklendikleri icin sik sik yeniden kaplanmalari gerekir. Ayrica bu dolgularda,
hareketli fazdaki ¢6ziinme problemi nedeniyle, gradiend elisyon teknigi uygulamak pratik
degildir. Bagh faz dolgularinin baslica sakincasi, biraz sinirh numune kapasitesine sahip
olmalaridir.

4.2.3.5. Normal-Faz ve Ters-Faz Dolgu Maddeleri:

Durgun faz ile hareketli fazin bagil polaritelerine gére normal faz ve ters faz dagiima

kromatografileri olmak Uzere iki tip dagiima kromatografisinden s6z edilir.
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4.2.3.5.1. Normal-Faz Dagilma Kromatografisi

Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz (dolgu malzemesi) polar (silika veya polimer
yapi Uzerine baglanmis -Diol, glikol, -CN, -NO:z veya -NHzfonksiyonel gruplu dolgu maddeleri)
yapiya sahip olup, hareketli faz apolar yada kolon dolgu malzemesinden diisik polariteye sahip

(etileter, kloroform, hekzan vb.) ¢dzlcller ve karigimlarini icermektedir.

Normal faz sivi koromatografisinde dislk polariteye sahip maddeler kolondan ilk ¢ikar.
Benzer 6zelliklere sahip maddelerin birbiri icinde dagiima 6zellidi yliksek oldugu i¢in dusuk
polariteye sahip maddeler hareketli fazda ¢ok iyi ¢bziinir ve kolon dolgu malzemesi ile
etkilesimi disik oldugunda kolonda kisa sireli tutularak kolondan ilk énce ¢ikar. Bu durumda,
hareketli faz polaritesinin degistiriimesi ile allikonma zamani Gzerinde oynanabilir. Alikonma
zamanini kisaltmak icin hareketli fazin polaritesi azaltilirken, alikonma zamanini arttirmak igin

hareketli fazin polaritesi artirilabilir.

4.2.3.5.2. Ters-Faz Dagilma Kromatografisi:

Ters faz sivi kromatografisinde, sabit faz (dolgu malzemesi) apolar (silika veya polimer
yapi lzerine baglanmis -C3, -C8, -C18, -CsHs, -NH2 gruplu dolgu maddeleri) yapiya sahip olup,
hareketli faz polar (metanol, etanol, asetonitril, tetrahidrofuran gibi gig¢li organik ¢dziculerin

zayif ¢6zlcl olan sulu veya tamponlanmis, pH ayari yapilmis karigimlari) ¢ézicdler igerir.

Ters faz sivi kromatografisinde yitksek polariteye sahip maddeler kolondan ilk ¢ikar.
Benzer 6zelliklere sahip maddelerin birbiri icinde dagiima 6zelligi oldugu igin yiksek polariteye
sahip maddelerhareketli fazda ¢ok iyi ¢6zinir ve kolon dolgu malzemesi ile etkilesimi disik
oldugunda kolonda kisa sireli tutularak kolondan ilk dnce ¢ikar Bu durumda, hareketli faz
polaritesinin degistiriimesi ile allkonma zamani Uzerinde oynanabilir. Alikonma zamanini
kisaltmak icin hareketli fazin polaritesi azaltilirken, alikonma zamanini arttirmak icin hareketli

fazin polaritesi artirilabilir.

4.2.4. Dedektorler

HPLC sisteminde en &nemli bilesenlerden biri dedektérdiir. Kromatografik yéntemle
ayrilan herhangi bir molekile iliskin anlamh sonug¢ Uretebilmek icin nitel ve nicel ydnden
degerlendirilmesi gerekir. Bir dedektorin islevi érnegin derisimiyle orantili olacak sekilde elektrik
sinyali Gretmektir. ideal bir dedektdr, yaygin olarak kullanilan eluentler icin (tampon, organik

modifiyerler, vb) ya ¢ok az ya da hi¢ sinyal Uretmemelidir. Bu nedenle hareketli fazda ve



33

kromatografik sinirlar icinde segimlilik ve duyarliik agisindan en iyi saptanabilen bdlge
secilmelidir [99].

4.2.4.1. ideal Bir Dedektoriin Ozellikleri

Sivi kromatografi igin ideal bir dedektdr; yeterli duyarlik, iyi bir kararhlik ve
tekrarlanabilirlik, genis bir dogrusal calisma arahdi, akis hizindan bagimsiz kigik cevap
zamani, yuksek guvenilirlik ve kullanim kolayligi, her tirden analite benzer cevap alinmali veya
belirli sinif maddelere karsi tahmini kolay ve segici cevap verme 6zelligi olmali, numuneyi

parcalamamali, bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacimde olmaldir.
HPLC de kullanilan dedektérler;

e Ultraviyole/ Goértnar Bolge (UV-Vis) dedektérleri,
e Kinlma indisi (RL) dedektorleri,

e Fluoresansdedektorleri,

e Elektrokimyasal dedektorler,

e Isik saclimasina dayall dedektérler olarak siniflandirilabilir.

UV-VisDedektorler: Kolondan gelen hareketli faz birkag mikrolitre hacimli bir hiicreden
gecirilir. Bu hlicre Uzerine gorinidr bblge veya ultraviyole 1sini dusurilir. Meydana gelen
absorpsiyon elektronik sinyal haline dénusturdlir. Bu elektronik sinyalin zamana karsi grafik
halinde cizilmesi ile kromatogram elde edilir. 200-800 nm araliginda isinlarin absorplanabilmesi
icin 6rnek kromofor gruplar icermelidir. Bu gruplarin bulunmamasi halinde uygun bir reaktifle
tepkimeye sokularak kromofor grup baglanir. Kromofor grup baglanma islemine derivatizasyon
adi verilir. Ultraviyole dedektorlerin en kiglk tayin sinir 10-80 pug mL" diizeyine inerken

dogrusal galisma bdlgesi 10° dolaylarindadir.

Kolondan gelen

|

Kuvars
pencereler

av aL / }_.D

.

Disan atilan

Sekil 4.5. UV dedektdr.
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4.3. KROMATOGRAFININ UYGULAMALARI

Yiksek Performansli Sivi Kromatografi analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygin
kullanilan cihazdir. Kullaniima sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir
olmasi, ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina
uygunlugudur. En 6nemlisi ise sanayinin bir¢cok bilim dalinin ve toplumun birinci derecede

ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir.

4.3.1. Kalitatif Analiz

Bir kromatogram, bir numunedeki her bir tir hakkinda kalitatif bilgi saglar. Bu bilgi s6z
konusu maddenin alikonma sidresi ya da belli bir eliisyon siresinden sonra sabit fazda
bulundugu yerdir. Gergekte kromatografi ne olduklari bilinen sinirli sayidaki olasi maddeleri
iceren karisimlarin bilesenlerinin var olup olmadigini belitmede siklikla kullanilan bir aractir.
[93,97].

Kromatogramlar bir maddenin varlhigini kesin olarak géstermeseler bile, bunlarin
yoklugunu kesin olarak g0sterirler. Buna gbre aranan bir madde ayni sartlarda standardin
gosterdigi alikonma zamaninda pik vermiyorsa, bu madde numunede yok veya konsantrasyonu

kromatografik tayin sinirinin altinda demektir [93,97].

4.3.2. Kantitatif Analiz

Kromatografide kantitatif analiz, analiz yapilan maddenin pik yuksekliginin veya pik
alaninin bir veya birkag standardin yUkseklikleri veya pik alanlariyla kiyaslanmasina dayanir.

Sartlar iyi ayarlanabilirse, bu sekilde bulunan alanlar konsantrasyonla dogru orantilidir [93,97].

4.3.2.1. Pik Yiksekligine Dayali Analizler

Bir kromatografi pikinin ylksekligi, pikin her iki tarafindaki taban ¢izgilerinin diiz bir gizgi
ile birlestirilmesi ve bu c¢izgiden pik tepesine dikey mesafesinin &l¢iimesi ile elde edilir. Bu
Olcim genellikle yiksek kesinlikle yapilabilmektedir. Bununla birlikte pik yiksekliklerinin pik
geniglikleriyle ters orantili olduguna dikkat etmek gerekir. Bu nedenle pik yiksekliklerini
kullanarak dogru sonuglar ancak kolon kosullarindaki degisikliklerin numunenin ve standartlarin
kromatogramlarini elde etmek icin gerekli olan sirede pik genisliklerini degistirmedigi durumda
elde edilir. Bu degiskenler; kolon sicakligi, eluent akis hizi ve numune enjeksiyon hizidir. Ayrica

kolonun asiri yiklenmemesine de dikkat edilmelidir. [93,97].
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4.3.2.2. Pik Alanina Dayali Analizler

Pik alanlari, pik yiksekligine dayal analizlerde s6z konusu olan degiskenlere baglh olan
bant genislemesi etkilerinden bagimsizdir. Bu bakis acisina gére, alanlar pik yUksekliklerine
gbre daha iyi bir analitik degiskendir. Diger ydnden pik yikseklikleri daha kolay 6él¢ilir ve dar
pikler icin daha dogru bir sekilde tayin edilebilir.

Modern kromatografi cihazlarinin ¢odu pik alanlarinin kesin olarak bulunmasina olanak
saglayan dijital elektronik integral hesabi yapan cihazlarla donatiimistir. Bdyle bir donanim
yoksa elle hesap yapilabilir. Uygun geniglikleri olan simetrik pikler i¢in iyi sonu¢ veren basit bir
yontem pik yiksekligini, pik yari yiksekligindeki pik genisligi ile ¢arpmaktir. Genellikle elle
yapilan integral hesabi teknikleri % 2 ile % 5 diizeyinde tekrarlanabilen alanlar saglar, dijital

integral hesaplayicilar en az bir ondalik mertebesinde daha kesindir [93,97].

4.3.2.3. Kalibrasyon ve Standartlar

Kantitatif analizler i¢in en dolaysiz yéntem, bilinmeyenin bilesimine benzeyen bir seri
standart ¢ozelti hazirlanmasini igerir. Bundan sonra standartlarin kromatogramlari alinir ve pik
yUksekleri veya alanlan derisimin bir fonksiyonu olarak grafie gegirilir. Analizler bu grafige
dayandirilir. Yiksek dogruluk icin sik sik yeniden kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi
gereklidir [93,97].

4.3.2.4. ic Standart Yontemi

En kesin Kromatografik kantitatif degerler, i¢ standart kullaniimak suretiyle elde edilir.
Bu metotta iyi ¢bzilmls ayni miktarda i¢ standart hem numuneye hem de standartlara ilave
edilir. Analitin i¢ standardin pik yiksekligine veya alanina orani bir analitik parametre olarak
kullanilir. Bu metottan iyi sonu¢ alabilmek icin i¢ standardin pikinin, numunede bulunan diger
maddelerin piklerinden iyi ayrilmis ( Rs> 1,25 ) ve analitin pikine ¢ok yakin olmasi gerekir.

Uygun bir i¢ standart kullanilarak kesinligi %1’den daha diisik degerlere indirmek mimkinddar.

4.4. HPLC Kullanirken Alinmasi Gereken Onlemler

4.4.1. Hareketli Faz Céziiciileri icin Onlemler
1. Coziciiniin degaze edilmesi: HPLC'de, eder hava, hareketli fazda ylksek basing
altinda ¢dzinirse, pompa basinda veya dedektér hicresinde, dogru analize imkan vermeyen

hava kabarciklari olusturur. Bu ylzden mobil faz olarak kullanilan ¢6ziici tamamen degaze



36

edilmelidir. Degaze islemi 6zellikle, gazlarin kolayca ¢6zindigdu su, alkol ve asetonitril veya

bunlarin karigimi i¢in gereklidir.

2. Coziicliniin siziilmesi: HPLC ¢ozeltileri, kullaniimadan énce daima slzulmelidir. Eger
stzilmeden kullanilirlarsa, kolon filiresi ve kolon basi tikanabilir. Bunun sonucunda duyarligin
azalmasi, basincin artmasi ve kolon 6mriniin azalmasi gibi degisik problemler ortaya ¢ikabilir.
Sulu ortamda sizme seliiloz ester karisimi 0.22 ym gbzenek biyikligine sahip filtrelerle,

organik ortamda ise 0.2 ym gdzenek biyukligundeki politetrafloroetilen filtrelerle yapilir.

3. Cozicilerin degisimi: Eger ¢6zlicl degistirilecek olursa, diger ¢ozelti ilkiyle iyi karisabilir
olmahdir. Bu durum yalnizca pompanin diizensiz ¢calismasina yol agmaz, ayni zamanda kolon
ve dedektdri de kararsiz hale getirir. Bir tampon kullanildiktan hemen sonra organik bir ¢ézicu
kullanilirsa, HPLC sistemi tuzlarin ¢ékmesi yizinden ¢alisamaz hale gelir. Bu kolonun émriini
de etkileyebildiginden, organik ¢dzicl kullanilmadan énce sistem su veya ara polaritede bir

¢6zicl ile temizlenmelidir.

4.4.2. Kolon Kullanimi igcin Onlemler

1. Koruyucu Kolon Kullanimi: Hareketli faz, pompa c¢ikisindan sonra, ayirmayi saglayan
kolon ile ayni sabit fazi igceren bir 6n-kolondan gegirilir. Bu uygulamanin amaci, hareketli fazdaki
safsizliklar toplamak ve hareketli fazi sabit faz ile doygunluga getirmek ve analitik kolonlarin

6mrind uzatmasidir.

2. Kolon Teorik Plaka Sayisinin Bozulmasi: HPLC sistemi calistirlmaya baslaninca akis
hizi yavas yavas arttinlmalidir. Ayni uygulama sistem kapatilirken de izlenmelidir. Boylece

kolon teorik plaka sayisi bozulmaksizin kolon basincinin artmasi saglanir.

3. Kolonun Korunmasi: Kolonlar rutubetli ve ¢ok yiksek veya ¢ok dusik sicakliklarin
oldugu yerlerde saklanmamalidir. Kolonlarin ézel bir ¢dzici ile saklanmasi, kirlenmeyi azaltir
ve kolon émrin0 artinr. Bazi tamponlar (6zellikle halojen tuzlarini iceren tamponlar) kolonun
paslanmaz g¢elik duvarini agindirir. Bu nedenle kolon saklanmadan dnce uygun bir ¢ézicuyle

temizlenmelidir.

4, Kolonun Rejenerasyonu (yenilenmesi): Kolon performansi azaldiginda en iyisi kolonu
rejenere etmektir. Normal faz kolonlari kullanildiginda, kolon énce ¢ok az polarlikta bir ¢ézicu
gecirilerek yenilenebilir ve sonra tekrar hareketli fazla dengeye getirilir. Ters faz kolonlari

metanol, THF, CH2Cl2 gibi ¢ézlicllerle yenilenebilir [95].
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. UV-VIS BOLGESPEKTROSKOPISIILE FiTiK ASIT TAYINi

5.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Deneylerde, UV-VisSpektrofotometre (Perkin EImer Lambda 35 ve Jasco V-530) ve 1
cm’lik kuartz kovetler, Synergy Water Prufication System (Millipore, Elix 5), homojenizator
(Homogenizer Standart Unit) ve santrifdj cihazi (EBA 20 Hettich Zentrifugen) kullaniimigstir.
Deneylerde kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup, demir(lll) klorir (FeCls.6 H20), 5-
stlfosalisilik asit (HO3SCeHs-2-(OH)CO2H-2H20), hidroklorik asit (HCI) Merck'ten, fitik asit
(Inositolhezga fosforik asidin sodyum tuzu, IP6, CsH18024Ps) ve kafein (CsH1oN4O2) Sigma’dan

temin edilmistir.

Sekil 5.1. Perkin EImer Lambda 35 UV-Vis Spektrofotometre.

5.1.2. Materyal

Deneysel calismalarda kullanilan, kabuklu findik, i¢ findik, kavrulmus findik, i¢ fistik,
kavrulmus fistik, ic badem, kavrulmus badem, ceviz, kestane gibi kuruyemis Grlnlerinin yani
sira; ¢ay yapragl, yesil cay, poset yesil ¢cay, turist ¢ay, altinbas cay, filiz ¢cay gibi ¢ay Urinleri
marketlerden satin alinmistir.

5.1.3. Materyalin Hazirlanmasi

Kuruyemis ve kuru gay 6rnekleri ilk dnce uygun bir bigak yardimi ile kiicUk parcaciklara
ayrilir ve bir havanda ince toz haline gelinceye kadar &6gutilerek homojen hale getirilir.
Demleme cay 6rnekleri ise; kuru gay Urilnlerine 25 mL 100 °C ultra deiyonize saf su eklenerek

100 °C’ de 20 dakika demlenmeye birakilarak hazirlanmistir.
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5.1.4. Deney Uygulamalari

5.1.4.1. Orneklerin Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon ¢dzeltisinin segiminde Camire ve ark. (1982) ve Tokul ve Dost'un (2006)
yapmis oldugu calismalardan yararlaniimistir [22,100]. Bu ¢alismalarda, fitik asidin ektraksiyonu
icin en uygun c¢ozeltinin HCI c¢ozeltisi oldugu saptanmistir. HCI ¢oézeltisi ile ektraksiyon
yapildiginda hem santrifujleme islemi daha kisa bir siirede gergeklestirilerek ayrilma tam olarak
saglanabilmekte, hem de bekletiime gibi ek bir isleme de gerek kalmamaktadir. Yani HCI
cOzeltisi ile ekstraksiyon islemi daha kisa slrede gergeklestirilebilmektedir. Bu g¢alismalardan
esinlenerek, galismamizda fitik asitin kuruyemis ve ¢ay Urlinlerinden ekraksiyonu i¢in 0.5 M HCI

¢cOzeltisi kullaniimistir.

Deneylerde; kuruyemis UOrUnleri icin 1 g’ lik, ¢ay drUnleri i¢in ise 0,5 g’ ik 3 paralel
érnekile calisilmistir. Ug ayri érnek 50 mL’lik beher igerisinde tartilir, her bir drnegin tizerine 0,5
M 25 mL HCI ¢ozeltisi ilave edilerek oda sicakhiginda 1 saat sire ile manyetik karnstirici ve bar
kullanilarak karistiriimistir. Demleme cay érnekleri ise; 100 °C’de 20 dakika demlenen kuru cay
arinlerinin demlerinin toplam hacmi 25 mL, ortam asitligi 0,5 M olacak sekilde derisik HCI
¢cOzeltisi ile asitlendirilip oda sicakliginda 1 saat slre ile manyetik karistirici ve bar ile
karistirilarak hazirlanir. Daha sonra drnekler 5 dakika su banyosunda bekletilip, karistiriimaya
devam edilmistir. Ornekler cam tiiplere alinarak 4000 rpm’de 15 dakika santrifij edilir. 0,2 pm

¢apindaki filtreden sizilerek sipernatant ayrilir ve kahverengi siselerde buzdolabinda saklanir.

5.1.4.2. Standartlarin Hazirlanmasi ve Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Deneylerde 500 mg L"'lik stok ¢ozeltiden 2; 3; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 125 mg L "lik fitik

asit icerecek sekilde hesaplanip hazirlanan fitik asit standartlari kullaniimistir.
Stok Fitik Asit Gozeltisi: 0,1250 g fitik asit tartilarak 250 mL‘ye tamamlandi.

Wade ayiraci (Demir(lll)-5-siilfosalisilik asit kompleksi): 60 mg L' Fe3+ igerecek sekilde
hesaplanan FeCls. 6H20 tuzundan 0,1448 g 100 mL’lik bir beher i¢inde tartihr ve 100 mL kadar
ultra deiyonize saf suda ¢ozillr. Gozelti igerisinde bulunan 60 mg L"’lik demirin tamaminin 5-
sUlfosalisilikasit ile kompleks olusturabilmesi amaciyla tartilan demir miktarinin 10 kati kadar 5-
sulfosalisilikasit alinmalidir. Bu nedenle 1,6869 g 5-sulfosalisilikasitdihidrat 100 mL’ lik bir beher
icinde tartilir ve yaklasik olarak 100mL ultra deiyonize saf suda ¢6zilir. Daha sonra 500 mL‘lik

bir balon igerisine hazirlanan her iki ¢ézelti de bosaltilir ve 750 pL derigik HCI ilave edilerek
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¢Ozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlanir. Hazirlanan g¢ézelti 60 mgL" demir(lll)-5-silfosalisilik

asit kompleksi icermektedir.

Hazirlanan her fitik asit standardindan belirlenen hacimlerde mikro pipet yardimiyla
cekilir ve 10 mL’lik cam tupler icerisine alinir. Her bir tiipln Gzerine 2 mL 60 mg L' Fe3* iceren
Wade ayracindan eklenerek son hacim 5 mL olacak sekilde ultra deiyonize saf su ile
tamamlanir. Daha sonra her tlpin agzi sikica kapatilarak hizli bir sekilde birka¢ dakika
calkalanir ve 2,5 saat demir(lll)-fitat kompleksinin olusmasi icin 40 °C’lik su banyosunda
bekletilir. Demirin fitik asit ile kompleks olusum reaksiyonu endotermik bir reaksiyondur.
Kompleks olusumu igin ortama is1 verilmesi gerekmektedir. Ancak fitaz enzimlerinin aktif hale
gegmesini dnlemek amaciyla sicakhgin 50 °C’nin Uzerine gikmasi engellenmelidir. Bu nedenle
sicakligl arttirmak yerine reaksiyon sdresinin arttiriimasi uygun bulunmustur. TUplerdeki karisim
oda sicakligina kadar sogutulup 4000 rpm’ de 15 dakika santrif(lj edildikten sonra 500 nm dalga
boyunda fitik asit ilavesi ile demir(lll)-5-silfosalisilik asit kompleksinin derisimindeki dolayisiyla

da absorpsiyondaki azalma él¢ildr.

5.1.4.3. Orneklerin Analizi

Her bir 6rnek ekstraktindan 10 mL’lik cam tlpler igerisine 0,2 mL’lik kisimlar bir mikro
pipet yardimiyla alinir, izerlerine 2.8 mL ultra deiyonize saf su ve 2 mL 60 mg L' Fe3* igerecek
sekilde hazirlanan Wade ayiracindan ilave edilir. Birka¢ dakika iyice galkalanir ve 2,5 saat
demir(lll)-fitat kompleksinin olugmasi icin su banyosunda 40 °C civarinda bekletilir. Tiplerdeki
karisim oda sicakligina kadar sogutulup 4000 rpm’de 15 dakika santriflj edildikten sonra 500
nm dalga boyunda 6rnek ekstraktlarinin ilave edilmesi ile demir-5-sllfosalisilik asit kompleksinin

derisimindeki dolayisiyla da absorpsiyondaki azalma &lgulir.

5.1.4.4. Kafein Analizi:

Kafein ¢dzeltisinin hazirlanmasi (M: 194,2 g mol') : 0.0250 g kafein az miktardaki saf

su ile ¢6zillr ve yine saf su ile 50 mL’ye seyreltilerek 500 ppm kafein ¢dzeltisi hazirlanir.

ik agsamada 50 ppm kafein cozeltisi icerecek sekilde 500 ppm kafein ¢dzeltisinden
belirlenen hacimde mikro pipet yardimiyla gekilir ve 10 mL’lik cam tipler igerisine alinir. ikinci
asamada ise10 mL’lik cam tUp igerisine 50 ppm kafein ¢dzeltisi icerecek sekilde 500 ppm kafein
¢cbzeltisinden ve 50 ppm fitik asit icerecek sekilde 500 ppm fitik asit ¢ézeltisinden belirlenen
hacimlerde alinir.
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Her bir tlbln Gzerine 2 mL 60 mg L' Fe3+ iceren Wade ayracindan eklenerek son
hacim 5 mL olacak sekilde ultra deiyonize saf su ile tamamlanir. Daha sonra her tipin agzi
sikica kapatilarak hizlh bir sekilde birka¢ dakika calkalanir ve 2,5 saat demir(lll)—kafein veya
demir(lll)-fitat kompleksinin olusmasi igin su banyosunda 40 °C’ye kadar isitilir. TUplerdeki
karisim oda sicakligina kadar sogutularak 500 nm dalga boyunda fitik asit ilavesi ile demir(lll)-5-

sulfosalisilik asit kompleksinin derisimindeki dolayisiyla da absorpsiyondaki azalma 6lgulir.

5.2. HPLC ILE FiTiK ASIT TAYINi

5.2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

HPLC deneylerinde, Perkin Elmer Series 200 Marka HPLC cihazi kullaniimistir. Cihaz;
Spherisorb S5 CN; siyanopropil kolon (kolon uzunlugu: 250 mm, kolon i¢ ¢api: 4.6 mm, tanecik
blyuklagu: 5 um), Perkin Elmer Series 200 UV-VIS dedektdr, Perkin Elmer Series 200 izo-kritik
akis pompasi, 7725 i Rheodyne enjektdr sistemi ve 50 pL’lik loop icermektedir. Ayrica Synergy
Water Prufication System (Millipore), Homojenizator (Homogenizer Standart Unit) Santrifuj
cihazi (EBA 20 Hettich Zentrifugen) Evaporasyon cihazi (IKA Werke RW 06-ML) da
calismalarda kullaniimigtir. Mobil faz; 0,1 M HNO3 iceren % 30’luk asetonitril ¢bzeltisidir. Bu
amagla 300 mL saf asetonitril ¢dzeltisine der HNOs ¢bzeltisinden 7 mL ilave edilir ve ultra saf su
ile 1000 mL’ye tamamlanir. HPLC cihazinin akis hizi; 1 mL dak', kullanilan UV-Vis dedektdriin

dalga boyuda 460 nm’dir. Deneylerde kullanilan kimyasallar analitik safliktadir ve bunlar; FeCls.

6H20 (Merck), HCI (Merck), Fitik asit (Inositolhezga fosforik asidin sodyum tuzu,
IP6):CeH18024Ps (Sigma), Amonyum tiyosiyanat (Merck), Asetonitril (Merck), HNOs (Merck),
kafein, CsH10N4Oz2 (Sigma) dir.

Sekil 5.2. Perkin Elmer Series 200 Marka HPLC cihazi.
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5.2.2. Materyal

Deneysel calismalarda kullanilan, kabuklu findik, i¢ findik, kavrulmus findik, i¢ fistik,
kavrulmus fistik, ic badem, kavrulmus badem, ceviz, kestane gibi kuruyemis Grinlerinin yani
sira; cay yapragl, yesil cay, poset yesil cay, turist ¢cay, altinbas ¢ay, filiz cay gibi ¢cay GrUnleri

marketlerden satin alinmistir.

5.2.3. Materyalin Hazirlanmasi

Kuruyemis ve kuru ¢ay 6érnekleri ilk dnce uygun bir bigak yardimi ile kiiglk pargaciklara
ayrilir ve bir havanda ince toz haline gelinceye kadar &gutilerek homojen hale getirilir.
Demleme cay 6rnekleri ise; kuru gay Urlnlerine 25 mL 100 °C ultra deiyonize saf su eklenerek

100 °C’de 20 dakika demlenmeye birakilarak hazirlanilir.

5.2.4. Deney Uygulamalari

5.2.4.1. Orneklerin Ekstraksiyonu

HPLC 6rnek ekstratlari, UV-Vis Spektroskopisi yénteminde belirtildigi gibi 0,5 M HCL

¢cOzeltisi ile hazirlanmistir.

5.2.4.2. Standartlarin Hazirlanmasi ve Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Stok Fitik Asit Cozeltisi: 1.0000 g fitik asit tartiip az miktarda saf suda ¢ézildikten
sonra 1 L'ye saf su ile tamamlanarak hazirlanir. Deneylerde 1000 mg L"lik stok ¢6zeltiden
hazirlanan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 125 mg L "lik fitik asit standartlari kullaniimigtir.

Demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin hazirlanmasi: 100 mg L' Fe®* icerecek sekilde
hesaplanan FeCls.6H20 tuzundan 0,0483 g, 50 mL’lik bir beher icerisinde tartilir ve 25 mL kadar
ultra deiyonize saf suda ¢ozillr. Gozelti icerisinde bulunan 100 mg L"lik demirin tamaminin
tiyosiyanat iyonlari ile kompleks olusturabilmesi amaciyla tartilan demirin mol miktarinin en az 5
kati kadar amonyum tiyosiyanat alinmalidir. Bu nedenden dolayi 0,1358 g amonyum tiyosiyanat
50 mLlik bir beher i¢ersinde tartilir ve 25 mL kadar ultra deiyonize saf suda ¢6zulir. Daha sonra
100 mL’lik bir balon igerisine hazirlanan her iki ¢dzeltide bosaltilir ve 200 pL derisik HNO3 ilave
edilerek ¢ozeltinin hacmi 100 mLye tamamlanir. Hazirlanan ¢ézelti 100 mgL" demir(lll)-

tiyosiyanat kompleksi icermektedir.
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Hazirlanan her fitik asit standardindan 1 mL’lik kisimlar mikro pipet yardimiyla ¢ekilir ve
10 mL’lik cam tlpler igerisine alinir. Her bir tlpln Uzerine 2 mL 100 mgL' Fe3+ igeren
demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinden ilave edilir. Daha sonra her tlpin agzi sikica kapatilarak
hizh bir sekilde birka¢ dakika ¢alkalanir ve 2,5 saat demir(lll)-fitat kompleksinin olugsmasi igin su
banyosunda 40 °C’ye isitilir. Tiplerdeki karisim oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra
4000 rpm’de 15 dakika santrif(ij edilerek HPLC’ye enjekte edilir ve 460 nm dalga boyunda fitik
asit ilavesi ile demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin derisimindeki dolayisiyla da absorpsiyondaki

azalma él¢alar.

5.2.4.3. Orneklerin Analizi

Her bir 6rnek ekstraktindan 10 mL’lik cam tdpler igerisine 0,2 mL'lik kisimlar bir mikro
pipet yardimiyla alinir, Gzerlerine 800 uL ultra deiyonize saf su ve 2 mL 100 mgL-! Fe3+ icerecek
sekilde hazirlanan demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinden ilave edilip iyice ¢alkalanir ve 2,5 saat
demir(lll)-fitat kompleksinin olusmasi igin su banyosunda 40 °C civarinda bekletilir. Oda
sicakligina kadar sogutulan érnekler 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek HPLC sistemine
enjekte edilir ve 460 nm dalga boyunda 6rnek ekstraktlarinin ilave edilmesi ile demir(lll)-

tiyosiyanat kompleksinin derigsimindeki dolayisiyla da absorpsiyondaki azalma él¢ulr.

5.2.4.4. Kafein Analizi:

ik agsamada 50 ppm kafein ¢dzeltisinden 1 mL mikro pipet yardimiyla ¢ekilir ve 10 mL
lik cam tiipler icersine alinir. ikinci agamada ise 1 mL ¢dzeltide 50 mg L' kafein ve 50 mg L
fitik asit olacak sekilde belirlenen hacimlerde alinip 10 mL’lik cam tUp i¢ersine konulur. Her bir
tipln (Ozerine 2 mL 100 mg L' Fe® igeren demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinden ilave edilir.
Daha sonra her tliplin agzi sikica kapatilarak hizli bir sekilde birka¢ dakika calkalanir ve 2,5
saat demir(lll)-kafein veya demir(lll)-fitat kompleksinin olusmasi i¢in su banyosunda 40 °C’ye
kadar 1sitiir. TOplerdeki karisim oda sicakhdina kadar sogutulduktan sonra 4000 rpm’de 15
dakika santrif(ij edilerek HPLC’ye enjekte edilir ve 460 nm dalga boyunda fitik asit ilavesi ile

demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin derisimindeki dolayisiyla da absorpsiyondaki azalma élgdldr.

5.2.4.5. Sabunlagsma

Findik, fistik, ceviz gibi yagh tohumlarda bulunan yag, kolon dolgu maddesinde
tikanmaya sebep oldugundan kolon i¢i basincin artmasina, kolonun bozulmasina sebep olur.
Bu sebepten dolay! yagin uzaklastiriimasi gerekir. Calismada ideli ve Dost'un (2007) kullandig
metottan yararlanarak sabunlastirma yapiimistir [96]. Yonteme gbére 10 mL 6érnek ekstrati, 7 g
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NaOH iceren 50 mL metanol:toluen (2:1 v/v) ortaminda 60-70 °C de 3 saat karistirilir. Karisim
sogutulduktan sonra sabun fazi ayrilir. 70-80 °C’de evaporasyon islemi gergeklestirilir. Elde
edilen ¢bzeltiden 1 mL’lik kisim alinip, 10 mL’lik cam tdp igersine konulur. Her bir tipln Gzerine
2 mL 100 mg L' Fe®* igeren demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinden ilave edilir. Daha sonra her
tipln agzi sikica kapatilarak hizli bir sekilde birkag dakika ¢alkalanir ve 2,5 saat demir(lll)-fitat
kompleksinin olusmasi igin su banyosunda 40 °C’ye kadar isitilir. TUplerdeki karisim oda
sicakhgina kadar sogutulduktan sonra 4000 rpm’de 15 dakika santriflij edilerek HPLC’ ye

enjekte edilir. Kolon i¢i basing degisimi él¢alar.

5.2.4.6. Sicaklik Kontrolii

100 °C'de 45 dakika bekletilen 50 ppm fitik asit standardi ve oda sicakligindaki 50 ppm
fitik asit standardindan 1 mL’lik kisimlar mikro pipet yardimiyla ¢ekilir ve 10 mL’lik cam tupler
icerisine alinir. Her bir tipln Gzerine 2 mL 100 mg L' Fed* iceren demir(lll)-tiyosiyanat
kompleksinden ilave edilir. Daha sonra her tlpin agzi sikica kapatilarak hizli bir sekilde birkag
dakika galkalanir ve 2,5 saat demir(lll)-fitat kompleksinin olugsmasi igin su banyosunda 40 °C’ye
kadar isitilir. TUplerdeki karisim oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra 4000 rpm’de 15
dakika santrifij edilerek HPLC’ ye enjekte edilir ve 460 nm dalga boyunda fitik asit ilavesi ile
demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin derigsimindeki dolayisiyla da absorpsiyondaki azalma
Olcilurek sicakhgin fitik asit Gzerindeki etkisi incelenir.
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6. SONUCLAR VETARTISMA

Kuruyemis ve cay Urlinlerindeki fitik asit miktarlarinin tayinlerinde Ultraviyole ve Géran(r
Boélge Spekiroskopisi (UV-Vis) ve Yiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) ydntemleri
kullanilmistir. Fitik asidin UV-Vis bdélgede absorpsiyonu olmadigi igin, her iki ydntemde de
analizler metal yer degistirme reaksiyonu zerine kurulmustur. UV-Vis yénteminde, demir(lll)-5-
silfosalislik asit, HPLC’de ise demir(lll)-tiyosiyanat renkli kompleksleri Uzerine fitik asit
ilavesiyle, renkli komplekslerdeki demir(lll) iyonunun yer degistiriimesiyle demir(lll)-fitik asit
kompleksi olusturulmaktadir. S6z konusu komplekslerde ki metal yer degistirme reaksiyonlari
sematik olarak agagidaki gibi gosterilebilir.

Demir(lll)-5-silfosalisilik asit + fitik asit <—————= demir(lll)-fitat + 5-sllfosalisilik asit

Demir(lll)-tiyosiyanat + fitik asit <———>demir(lll)-fitat + tiyosiyanat

Absorpsiyon degerleri; fitik asit ilavesiyle, UV-Vis’de demir(lll)-5-stlfosalisilik asit,
HPLC’de ise demir(lll)-tiyosiyanat komplekslerinde ki demir(lll) iyonunun fitik aside baglanmasi
sonucu komplekslerin konsantrasyonlarindaki azalma ve bunun sonucu olarak renkteki

degisimlerin 500 ve 460 nm’de 6lcllen degerleridir.

6.1. UV-VIS BOLGESPEKTROSKOPISI ILE FITiK ASIT TAYINi

UV-Vis spektroskopi ydnteminde, kuruyemis ve cay UrUnleri igerisindeki fitik asit
miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafigini olusturmak igin, 2-100 mg L
araliginda degisen standart fitik asit ¢ozeltiler kullanilmistir. Yedi farkl fitik asit standart
¢cOzeltilerinin  demir(lll)-5-sllfosalisilik asit ¢bzeltisi ile muamelesinden sonra elde edilen
¢Ozeltilerin (son hacim igerisinde 2, 5, 10, 25, 50, 75, 100 mg L fitik asit olacak sekilde) UV-Vis
dalga boyu taramalarina ait spektrum Sekil 6.1 ve okunan absorpsiyon degerleri ise Tablo

6.1°de verilmigtir.

UV-Vis spektrumlarinda, fitik asit konsantrasyonu artisi ile absorpsiyonu d&lgilen
demir(lll)-5-silfosalisilik asit kompleksi absorpsiyonundaki azalmalar orantii bir sekilde
meydana geldigi gérllmektedir. Elde edilen bu absorpsiyon degerleri ile fitik asit
konsantrasyonlarinin grafige alinmasi ile olusturulan kalibrasyon grafigi (Sekil 6.2) calisilan

konsantrasyon araliginda yéntemin dogrusalliginin oldukga iyi oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 6.1. Fitik asit standartlarinin ilavesi ile demir(lll)-5 sulfosalisilik asit kompleksinin

absorpsiyonundaki degisim.

Tablo 6.1. Fitik asit standartlarinin ilavesiyle demir(lll)-5 sullfosalisilik asit kompleksinin

absorpsiyonu degerleri.

Derisim (mg L) Absorpsiyon
2 0.786
5 0.756
10 0.727
25 0.624
50 0.452
75 0.249
100 0.111
0,900
0,800 y =-0,0070x + 0,7957
0,700 R2 = 0,9981
o 0,600
£ 0,500
2
: o
i 0,200
0,100
0,000 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Konsantrasyon, mg L1

Sekil 6.2. Fitik asit standartlarina iligskin kalibrasyon egrisi.
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Tablodaki degerlerle R2 degeri 0,9981 olan bir kalibrasyon grafik elde edilmistir. Bu
deger ydntemin dogrusalidinin g¢alisilan konsantrasyon araliginda oldukga iyi oldugunu ve

hesaplamalarda kullanilabilecegini g6stermektedir.

Orneklerin analizine gegmeden dénce, UV-Vis ydntemin &lgiim tekrarlanabilirligini tespiti
amaclyla iki ayrn deney tipine alinan ve standartlarin absorpsiyon él¢ciimleri icin uygulanan
islemlerden gegirilen 100 mg L' ve 50 mg L lik standart fitik asit ¢dzeltilerinin demir(lll)-5-
sulfosalisilik asit kompleksi ile muamelesi sonucunda elde edilen ¢dzeltilerin 500 nm dalga
boyunda on kez alinan absorpsiyon degerleri ile 6lgimlerin standart sapmasinin ve bagil
standart sapmasinin hesaplanmasinda kullanilan ilgili veriler Tablo 6.2 ve Tablo 6.3'de

gosterilmigtir

Tablo 6.2. 100 mg L' fitik asit standardi igin UV-Vis yontemin 6lgiim tekrarlanabilirliginin

hesaplanmasina iligkin veriler.

Olgumler Xi Xort = Xi (Xort - Xi)?
1 0.111 0.121-0.111 1.0x 104
2 0.111 0.121-0.111 1.0 x10°
3 0.115 0.121-0.115 3.6x10°%
4 0.118 0.121-0.118 0.9x10°
5 0.117 0.121-0.117 1.6 x 10°
6 0.123 0.121-0.123 0.4x 10°®
7 0.126 0.121-0.126 2.5x 10°
8 0.128 0.121-0.128 4.9x 10
9 0.128 0.121-0.128 49x10°
10 0.130 0.121-0.130 8.1 x10°

Xort = 0.121 >=46.90 x 105

2 _
2\X X. 5
Standart Sapma = % ise Standart Sapma:#% ise

Standart Sapma (SD) = 7.21 x 108

7.21x10°3
Standart Sapma , 444 ise RSD = =21 X197 100

Bagil Standart Sapma (RSD) = 0121

ort

RSD=5.95 %
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Tablo 6.3. 50 mg L fitik asit standardi igin UV-Vis ydntemin 06lcim tekrarlanabilirliginin

hesaplanmasina iligkin veriler.

Ol¢iim Sayisi Xi Xort = Xi (Xort - Xi)?
1 0.4612 0.4605-0.4612 49 x 107
2 0.4612 0.4605-0.4612 49 x 107
3 0.4610 0.4605-0.4610 25x 107
4 0.4607 0.4605-0.4607 4.0x108
5 0.4608 0.4605-0.4608 9.0x 108
6 0.4604 0.4605-0.4604 1.0x 108
7 0.4604 0.4605-0.4604 1.0x 108
8 0.4602 0.4605-0.4602 9.0x 108
9 0.4598 0.4605-0.4598 49x 107
10 0.4593 0.4605-0.4593 1.4x 10
Xort = 0.4605 >=3.4x10°

2 -6
X = X / 4 x1
Standart Sapma = % ise Standart Sapma = % ise

Standart Sapma (SD) =6.15x 104

-4
Standart Sapma %100 ise RSD = 6.15x10 <100

Xort 0.4605

Bagil Standart Sapma ( RSD) =

RSD=0.13 %

Bu iki RSD degerleri g6z Ondnde bulunduruldugunda daha disik fitik asit
konsantrasyonlarinda yontem tekrarlanabilirliginin daha iyi oldugu gérilmektedir. Genel olarak,

yontem tekrarlanabilirligini RSD olarak % 6’dan daha dislk oldugu gorilmektedir.

Yer degistirme reaksiyonunun tekrarlanabilirliginin bulunmasi igin tg¢ ayri tlp igerisinde
hazirlanan 50 mg L' fitik asit ¢ozeltisi ydntem prosediriinde belirtildigi gibi demir(lll)-5-
sUlfosalisilik asit kompleksi ile muamele edilerek yer degistirme reaksiyonu gergeklestirilmis ve
sonucta elde edilen ¢bzeltinin UV-Vis dlcimleri gerceklestiriimistir. Bu amag¢ elde edilen
degerler Tablo 6.4°de, hesaplamalarla ilgili veriler Tablo 6.5’de verilmistir.
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Tablo 6.4. U¢c ayn 50 mg L' fitk asit standardinin ilavesiyle demir(lll)-5-siilfosalisilik asit

kompleksinin absorpsiyon degerleri.

Numune Absorpsiyon Ortalama Absorpsiyon
Standart 1 0,4580
0,4578 0,4579
0,4580
Standart 2 0,4600
0,4601 0,4600
0,4600
Standart 3 0,4612
0,4610 0,4610
0,4609

Tablo 6.5. Yer degdistirme reaksiyonunun tekrarlanabilirligine iliskin veriler.

Olciim Sayisi Xi Xort - Xi (Xort = Xi)?
1 0.4579 0.4596 — 0.4579 2.89x 106
2 0.4600 0.4596 — 0.4600 1.60 x 107
3 0.4610 0.4596 — 0.4610 1.96 x 106
Xort = 0.4596 >=5.01 x 10

2 -6
SIX .. — X, 5.01x10
Standart Sapma = % ise Standart Sapma:wf% ise

Standart Sapma (SD) = 1.58 x 108

ndar m 1.58 x 1073
StandartSapma 164 ise RsD = 20X 19" | 100
X0 0.4596

Bagil standart sapma =
RSD= 0.34 %
RSD’ye gore yer degistirme reaksiyonunun etkin bir sekilde gerceklestigi gérilmektedir.
UV-Vis Spektroskopi ydnteminin dogrulugunu tespit etmek amaciyla 50 mg L"lik

standart icin alinan absorpsiyon degerleri Sekil 6.2‘deki kalibrasyon egrisine ait denklem

kullanilarak konsantrasyon ve buna bagli olaraktan bagil hata bulunmustur.
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Kalibrasyon Grafiginin Denklemi— y=-0.0070 x + 0.7957

50 mg L-""lik standart icin alinan absorpsiyon élcim( sonucu —
Olgim ortalamasi = 0.4596
0.4596 = - 0.0070 x + 0.7957
X =48.01mg L

(GD. DD.)
—X

Bagil Hata = 100

G.D. = gergek deger ; D.D. = deneysel deger olarak ifade edilmistir.

(50 —48.01)
—X

Bagil Hata= 100

Bagil Hata = % 3.99
Yontem dogruludu, fitik asit miktarinin tayini icin glvenilir bir sekilde kullanilabilir dizeydedir.
6.1.1. Numune icerisindeki Fitik Asit Miktarlarinin Hesaplanmasi

Numune igerisindeki fitik asit miktarlarinin hesaplanmasinda ayni gin igerisinde
olusturulan kalibrasyon grafigi kullanilmistir. Ornek olmasi amaciyla yesil cay numunesi igin
yapilan hesaplama asagida verilmistir. Diger hesaplamalar da ayni sekilde yapilmis olup her bir

ornege ait spektrofotometrik 6lgiim sonuglari Tablo 6.6‘da mg g cinsinden verilmistir.

Yesil ¢ay icin alinan él¢im sonuglari: 0.161; 0.161; 0.158

o (0.161+o.1361+ 0.158) —0.160

y=- 0.0070 x + 0.7957 ise 0.160 = - 0.0070 x + 0.7957
x=90.798 mg L

1000 mL’de 90.798 mg fitik asit bulunuyorsa 0.2 mL numunede ki madde miktari,

90.798 mg x 0.2mL =0,018 mg

1000 mL 0,2 mL

25 mL ekstraksiyon ¢dzeltisinde ki madde miktari,

0.018 mg;x 25 mL =2.27 mg
0.2 mL

Numuneler 1/5 oraninda seyreltildiginden dolayi 6rnekteki madde miktari,



2.27mgx5=11.35mg

Tablo 6.6. Tim drneklerin UV-Vis spektrofotometre 6lgimu ile hesaplanan fitik asit miktarlari.

o o 11.35mg
1 g numunede ki fitik asit miktari; Tg
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= 22.70 mg.g *' olarak bulunur.

Uriin Adi Fitik Asit Miktarlari, mg g™
Kabuklu findik 6.95+0.16
i¢ findik 6.55+0.10
Kavrulmus findik 3.35+0.09
i fistik 3.79 £ 0.06
Kavrulmus fistik 2.70 £ 0.05
ic badem 5.97 +0.01
Badem 5.95 + 0.01
Ceviz 6.61 £ 0.04
Kestane 2.56 + 0.03
Cay yapragi 25.01 £0.02
Yesil cay 22.70 £0.002
Poset yesil cay 21.68 £ 0.01
Altinbas cay 17.76 £ 0.002
Turist gay 17.42 £ 0.002
Filiz cay 15.89 £+ 0.01
Demlenmis cay yapragi 21.14 £ 0.01
Demlenmis yesil cay 22.49+0.01
Demlenmis poset yesil cay 20.01+£0.41
Demlenmis altinbas ¢ay 17.15 £ 0.01
Demlenmis turist cay 15.83 £ 0.02
Demlenmis filiz gay 15.68 =+ 0.004

6.1.1.1. Kafein analizi

Gay dranleri igerisinde bulunan kafeinin kullanilan dalga boyunda bir girisim yapip
yapmadigini belirlemek amaciyla, ayrag ¢ozeltisi icerisine, hazirlanan kafein ¢ozeltisi ve fitik asit
standardi eklendigindeki demir(lll)-5-stlfosalisilik asit kompleksinin absorpsiyonundaki degisimi
degerleri Tablo 6.7'de verilmektedir. ilgili analizin absorpsiyon spektrumu Sekil 6.3'te
gorilmektedir. Buna gb6re c¢ayin igersinde bulunan kafein; demir(lll)-5-silfosalisilik asit

kompleksinin absorpsiyon degerindeki degisim analizin gergeklestirildigi dalga boyunda bagil
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hata cinsinden %1’den daha digiktir. Bu sonug, ¢ay icerisindeki kafeinin fitik asit tayini Gzerine

O6nemli bir girisim yapmadigini géstermektedir.

Tablo 6.7. Standart fitik asit ¢ozeltisi ve kafein ilavesiyle demir(lll)-5-silfosalisilik asit

kompleksinin absorpsiyonundaki degisimi.

Numune Absorpsiyon
Ayirag (koér) 1.6258
50 ppm kafein + Ayirag 1.6261
50 ppm fitik asit + Ayirag 1.0040
50 ppm kafein + 50 ppm fitik asit + Ayirag 0.9974
2
——
e 50 mg L' kafein
.&
q W50 mg L~ fitikasit
~ + 50 mg L kafein
1.0
o e —
/,w/
&
1 %“.‘- . ‘\‘
s *\x'\ \
350 nm 800

Sekil 6.3. Kafein ¢dzeltisi ile fitik asit standardinin ilavesi ile demir(lll)-5-silfosalisilik asit

kompleksinin absorpsiyonundaki degisim.
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6.2. HPLC ILE FiTiK ASIT TAYINi

Kuruyemis ve g¢ay urlnlerinde bulunan fitik asidin tayinine yénelik uyguladigimiz ikinci
yontem HPLC ydntemidir. Dost ve Tokulun (2006) [22] kullanmis oldugu yéntemden
faydalanarak uygulanan HPLC ydnteminde, mobil faz olarak 0.1 M HNOs igeren % 30’luk
asetonitril ¢ozeltisi kullaniimis ve akis hizi 1 mLdak™. olacak sekilde ayarlanmistir. Dedektor
UV-Vis dedektdrdir. Bu sartlar altinda demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin alikonma siresi 2.82
dakika olup; fitik asit ilavesi ile demir(lll)-tiyosiyanat kompleksindeki azalma 460 nm dalga
boyunda 8lglilmistiir. Alikonma siiresinin 2.8 £ 0.2 dak. gibi cok kisa siire almasi, klasik HPLC
¢bzgenlerinden biri olan asetonitril ¢dzeltisinden yalnizca %30’luk oraninda kullaniimasi ve
¢bzelti kanisimlarinin yiksek miktarlarini gerektirmemesi gibi ydnleriyle yéntem Ustlnlik
tasimaktadir. Sekil 6.4'de optimum sartlarda elde edilen demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin piki
gorilmektedir. Pik; istenildigi sekilde keskin, simetrik ve 3 dak. gibi kisa bir analiz zamanini
gerektirmektedir.

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5

Sekil 6.4. Demir(lll)-tiyosiyanat kompleksine fitik asit ilavesi sonucu elde edilen

kromatogrami.

Sekil 6.5. yesil gay 6rnegine ait pikini géstermektedir. izlenen pik demir(lll)-tiyosiyanat
kompleksine ait oldugundan pikin gériinim( standartlarinki ile ayni sekildedir. Segilen dalga

boyunda 6érnegin diginda herhangi bir maddenin varligi gérilmemektedir.
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Sekil 6.5. Yesil cay drnedine ait kromatogrami.

Calismada 6ncelikle HPLC cihazinda déteryum lamba kullaniimis sonrasinda ydntemin

hassasiyetini arttirmak amaciyla Vis lamba kullaniimigtir.

Calismada kullanilan fitik asit standartlarin konsantrasyonlari 1-150 mg L' arasinda
degismektedir. Dokuz farkli standart (son ¢ézelti igerisinde fitik asit konsantrasyonu 1, 5, 10, 25,
50, 75, 100, 125, 150 mg L) fitik asit ¢ozeltilerinin demir(lll)-tiyosiyanat ¢ozeltisi ile muamelesi
ile metal yer degistirme reaksiyonu sonrasi demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin ve bunun sonucu
olarak renk degisimi ile déteryum lamba ve Vis lamba kullanildiginda él¢ilen absorpsiyon
degerleri Tablo 6.8'de gdsterilmistir. Sekil 6.8 ve Sekil 6.9.de elde edilen absorpsiyon degerleri
ile fitik asit standartlarinin grafige gegirilmesi ile elde edilen kalibrasyon egrileri ¢alisilan
konsantrasyon araliginda, ydntemin dogrusalligini géstermek amaciyla verilmistir. Olgiimler Vis
lamba kullaniminin iki bakimdan avantaj sagladigini gdstermektedir. Birinci olarak, calisilan
dogrusallik arahiginin daha genis olmasina ve ikinci olaraktan duyarhdin artmasina neden
olmustur. Bunun igin dlgiimler Vis lamba kullanilarak gerceklestiriimistir. Numuneler icerisindeki

fitik asit miktarlari, analizin yapildigi giin olusturulan kalibrasyon grafikleri ile hesaplanmistir.



Tablo 6.8. Fitik asit standartlarinin pik alanlari.
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Déteryum Lamba Vis Lamba
Derisim (mg/L) Pik Alanlan Derigsim (mgL-") Pik Alanlan
1 1278184.00
5 952965.62 5 1265749.67
10 945885.06 10 1147875.00
25 904479.11 25 1097219.33
50 805114.27 50 891564.11
75 714891.53 75 596528.67
100 623341.45 100 408344.33
125 555235.88 125 232101.33
150 63705.00
10,00 -
y = -0,0345x + 9,7832
9,00 - R2 = 0,9973
8,00 -
)
X 7,00
c
8
<<
6,00 -
5,00 T T T T

20 40

60 80

Derisim (mg L)

120

Sekil 6.6. Déteryum lamba kullanildiginda fitik asit standartlarina iliskin kalibrasyon egrisi.
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14,0

y =-0,0835x + 12,7762
R2 = 0,9938

S 70 -
3
c
S
<
*
0,0 .

0 50 100 150 200
Derisim (mg L")

Sekil 6.7. Vis lamba kullanildiginda fitik asit standartlarina iliskin kalibrasyon egrisi.

Tablodaki degerlerle R? degeri 0,9938 olan bir grafik elde edilmistir. Bu deger yéntemin
dogrusaliginin ¢alisilan konsantrasyon araliginda oldukg¢a iyi oldugunu ve hesaplamalarda
kullanilabilecegini géstermektedir. Sekil 6.8.°de kalibrasyon grafigi elde etmek icin kullanilan
standartlara ait piklerin ¢akistiriimis HPLC kromatogramlari gésterilmistir.

1.6 18 20 22 24 26 238 3.0 32 3.4 3.6 338

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12 14

Sekil 6.8. Fitik asit standartlarinin ilavesi ile demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin
absorpsiyonundaki degisime ait HPLC kromatogrami.
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Orneklerin analizine gegcmeden énce HPLC ydntemin tekrarlanabilirligini tespit etmek
amaciyla 50 mg L' ve 5 mg L fitik asit gozeltileri ayri ayri iki deney tlipline alinarak yontem
prosedirinde belirtildigi gibi demir(lll)-tiyosiyanat ¢ézeltisi ile muamele edilerek standartlarin
kromatogramlarinin elde etmek icin yapilan islemler tekrar edilir. Ard arda alinan 10 él¢iim ile
pik alanlar tiriinden standart sapma, bagdil standart sapma degerleri hesaplanir. 460 nm dalga
boyunda demir(lll)-tiyosiyanat kompleksindeki azalmadan elde edilen pik alanlari degerleri ile
yontemin standart sapmasinin ve bagil standart sapmasinin hesaplanmasinda kullanilan ilgili

veriler Tablo 6.9 ve Tablo 6.10°’da gésterilmistir.

Tablo 6.9. 50 mg L' fitk asit standardi igin HPLC ydntemin tekrarlanabilirliginin

hesaplanmasina iligkin veriler.

Ol¢iim Sayisi Pika Alani, X; Xort = Xi (Xort - Xi)?
(50 mg L)
1 775978 662685,4-775978 1.28 x 1010
2 735711 662685,4-735711 5.3 x10°
3 665534 662685,4-665534 8.1 x 106
4 652771 662685,4-652771 9.8 x 107
5 639754 662685,4-639754 5.3 x 108
6 646322 662685,4-646322 2.7x 108
7 641882 662685,4-641882 4.3x 108
8 637924 662685,4-637924 6.1x 108
9 616307 662685,4-616307 2.2x10°
10 614671 662685,4-614671 2.3x 109
Xort : 662685.4 2=2.46 x 10"

2
2ot — X 24610
StandartSapma= % ise; Standart Sapma = +

Standart Sapma (SD) =52281.29

Bagil Standart Sapma (RSD)= Standart Sapma x 100 ise RSD :w x 100
Xort 662685

RSD = % 7.88
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Tablo 6.10. 5 mg L' fitk asit standardi icin HPLC y&ntemin tekrarlanabilirlidinin

hesaplanmasina iligkin veriler.

Ol¢iim Sayisi Xi Xort = Xi (Xort - Xi)?
(5mg L)
1 1136889 1022655.5-1136889 1.3 x 1010
2 1048430 1022655.5-1048430 6.6 x108
3 1042394 1022655.5-1042394 3.9 x108
4 1031150 1022655.5-1031150 7.2x107
5 1020468 1022655.5-1020468 4.8x 108
6 996075 1022655.5-996075 7.1x108
7 996216 1022655.5-996216 6.9x 108
8 999574 1022655.5-999574 5.3x 108
9 979221 1022655.5-979221 1.8 x10°
10 976138 1022655.5-976138 2.2x10°
Xort=102265.5 >=2.02x 100

Xort = Xi PP 2.02x10"
Standart Sapma = W ise; Standart Sapma= TX

Standart Sapma (SD)= 47375.57

Standart Sapma _ 47375.57

x 100 ise RSD = —————
1022655.5

RSD = x 100

ort

RSD= 4.63%

Bu iki RSD degerleri géz 6ndnde bulunduruldugunda daha dusuk fitik asit

konsantrasyonlarinda yontem tekrarlanabilirliginin daha iyi oldugu gorilmektedir.

Yer degistirme reaksiyonunun tekrarlanabilirliginin bulunmasi i¢in G¢ ayr tUp icerisinde
hazirlanan 50 ve 5 mg L fitik asit ¢6zeltisi ydontem prosedlriinde belirtildigi gibi demir(lll)-
tiyosiyanat ¢6zeltisi ile muamele edilerek yer degistirme reaksiyonu gergeklestiriimis ve sonucta
elde edilen ¢ézeltinin HPLC analizleri gergeklestiriimistir. Bu amac elde edilen degerler Tablo
6.11 ve Tablo 6.13’de verilmistir.
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Tablo 6.11. Ug ayr 50 mg L' fitik asit standardinin ilavesiyle demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin

pik alani degerleri.

Numune Pik alani Ortalama Alan
893560
Standart 1 888825 887125.67
878992
926447
Standart 2 890851 902571.67
890417
891841
Standart 3 883312 884995.00
879832

Tablo 6.12. Yontemin tekrarlanabilirligine iliskin veriler.

Olclim Sayisi Xi Xort = Xi (Xort = Xi)?
1 887125.67 891564.11-887125.67 1.97x107
2 902571.67 891564.11-902571.67 1.21x108
884995.00 891564.11-884995.00 4.32x107

Xort = 891564.11 >=1.84 x 108

SIX o — X, , 8

Standart Sapma (SD) = 7831.97

Standart Sapma x100 ise RSD — 7831.97 %100

Bagil Standart Sapma ( RSD) =
X ont 891564.11

RSD=0.88 %
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Tablo 6.13. Ug ayri 5 mgL! fitik asit standardinin ilavesiyle demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin

pik alani degerleri.

Numune Pik alani Ortalama Alan
Standart 1 1271916
1252314 1262789.33
1264138

Standart 2 1289584
1264152 1274621.00
1270127

Standart 3 1271275
1261477 1259838.67
1246764

Tablo 6.14. Yontemin tekrarlanabilirligine iligskin veriler.

Olcilim Sayisi Xi Xort - Xi (Xort - Xi)?
1 1262789.33 1265749.67-262789.33 8.8x10°
1274621.00 1265749.67-1274621 7.9x107
3 1259838.67 1265749.67-259838.67 3.5x107

Xort = 1265749.67 >=1.2x108

X .- X f 8
Standart Sapma = Z(C,’\;’t—1')2 ise Standart Sapma = 123)(—110 ise

Standart Sapma (SD) = 7823.17

Standart Sapma «100 ise RSD — 7823.17 %« 100

X or 1265749.67

Bagil Standart Sapma ( RSD) =
RSD= 0.62 %
RSD’ye gbére yer degistirme reaksiyonunun etkin bir sekilde gerceklestigi gériimektedir.
HPLC yonteminin dogrulugunu tespit etmek amaciyla 50 mgL-"’lik standart icin alinan

absorpsiyon degerleri, analiz gunine ait kalibrasyon egrisine ait denklem kullanilarak

konsantrasyon ve buna bagl olaraktan bagil hata bulunmustur.
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Kalibrasyon Grafiginin Denklemi— y=-8349.99 x + 1277623.84

50 mgL-"lik standart i¢in alinan absorpsiyon él¢iimi sonucu — Olglim ortalamasi = 884995

884995 =-8349.99 x + 1277623.84
X =47.02 mg L

(G.D.- D.D) X

Bagil Hata = 100

G.D. = gergek deder ; D.D. = deneysel deger olarak ifade edilmistir.

(50 — 47.02)
50

Bagil Hata = x 100

Bagil Hata = % 5.96

Yontem dogruludu, fitik asit miktarinin tayini icin glvenilir bir sekilde kullanilabilir dizeydedir.
6.2.1. Numune icersindeki Fitik Asit Miktarlarinin Hesaplanmasi

Numune analizine gegcmeden dnce; ¢ay Urlnleri icerisinde bulunan kafeinin, kullanilan
dalga boyunda bir girisim yapip yapmadigini belirlemek amaciyla ayra¢ ¢Ozeltisi igerisine,
hazirlanan kafein ¢ozeltisi ve fitik asit standardi eklenip pik alani degerleri dl¢tlmustir. Bulunan
degerlere gére cayin igerisinde bulunan kafein; demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin pik alani
degerini 6nemli 6lcide degistirmediginden calisilan dalga boyunda bir girisim yapmadigi
sdylenebilir.

Numuneler icerisindeki fitik asit miktarlarinin hesaplanmasi igin ekstrakte edilen
Orneklere ait pik alanlar 6lgtlerek ayni gun igerisinde olusturulan kalibrasyon grafigi denklemi
yardimiyla konsantrasyon hesabi yapilir. Ornek olmasi amaciyla yesil cay numunesi igin yapilan

hesaplama asagida verilmistir. Diger hesaplamalar da ayni sekilde yapilimistir.

Yesil cay i¢in alinan 6lgim sonuglarinda, U¢ ayri ekstraktan elde edilen piklerin ortalama
pik alani alani 158958,50 dir.

y=- 14632.25 x + 1845599.74

158958.50 = - 14632.25 x + 1845599.74
X=115.27 mg L

1000 mL’de 115.27 mg fitik asit bulunuyorsa 3 mL ¢ézeltide,
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115.27 mg————x3 mL =0.3458 —M9_
1000 mL 3mL
0.3458 mg

0.2 mL’lik numunede ki madde miktari,
3mL

x 0.2 mL =0.0231 mg
25 mL ekstraksiyon ¢dzeltisinde ki madde miktari; % x25mL =2.88 mg
2m

Numuneler 1/5 oraninda seyreltildiginden dolayi 6rnekteki madde miktari,
2.88x5=14.41mg

1441 m
1 g numunede ki fitik asit miktari; ng = 28.82 mg.g "' olarak bulunur.

Tablo 6.15. TUm 6rneklerin HPLC &l¢im ile hesaplanan fitik asit miktarlari.

Uriin Adi HPLC Ol¢iimii Sonucu mg g"'
Kabuklu findik 9.74 + 0.29
i¢ findik 9.57 +0.09
Kavrulmus findik 7.49 +0.09
i fistik 5.79+0.17
Kavrulmus fistik 1.54 £0.18
ic badem 3.69 +0.29
Badem 3.39+0.16
Ceviz 8.74 £ 0.17
Kestane 3.83+0.22
CGay yapragi 28.33 £ 0.01
Yesil cay 28.82 £ 0.01
Poset yesil cay 27.67 £ 0.01
Altinbas cay 21.96 £0.10
Turist gay 21.31 £ 0.01
Filiz cay 20.49 + 0.01
Demlenmis cay yapragi 29.49 £ 0.03
Demlenmis yesil cay 29.84 + 0.001
Demlenmis poset yesil cay 29.51 £0.04
Demlenmis altinbas ¢ay 27.40 £ 0.02
Demlenmis turist cay 27.39 £ 0.02
Demlenmis filiz gay 26.53 £ 0.04
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6.2.1.1. Fitik AsitinSicaklikla Bozunmasi

Demirin fitikk asit ile kompleks olusum reaksiyonu endotermik bir reaksiyondur.
Kompleks olusumu igin ortama 1si verilmesi gereklidir. Ancak i1sitma sicakliginin 50 °C'yi
gegmemesi gerekmektedir. GUnki bu sicakhiginin (zerindeki sicakliklarda fitik asit gida
Orneklerinden gelebilecek fitaz enzimleri tarafindan pargalanarak miktarlarinda 6nemli
azalmalara neden olacaktir. Bu nedenle sicaklidi ylkseltmek yerine reaksiyon suresini arttirmak
daha uygun olmaktadir.

Fitik asidin ylksek sicaklikla bozunmasini kontrol etmek amaciyla, hazirlanan 50 mgL-"
lik iki ayri fitik asit ¢bzeltisi 100 °C’de ve oda sicakliginda 45’er dakika bekletildikten sonra,
prosedurinde belirtildigi gibi demir(lll)-tiyosiyanat ¢6zeltisi ile muamele edilmis ve sonugta elde
edilen ¢dzeltinin HPLC analizleri gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda 100 °C ‘de 45 dakika
bekletilen standart fitik asit ¢dzeltisinin, ayni derisimdeki oda sicakliginda bekletilen standart fitik
asit ¢bzeltisinden %6’lik bir oranda daha az miktarda fitik asit icerdigi gértilmektedir. Bu durum

da fitik asidin sicaklikla bozundugunu kanitlar niteliktedir.

6.2.1.2. Sabunlagma ile basin¢ degisimi:

Findik, fistik, ceviz gibi yagh tohumlarda bulunan yag, kolon dolgu maddesinde
tikanmaya sebep oldugundan kolon i¢i basincin artmasina, kolonun bozulmasina sebep olur.
Bu sebepten dolay! yagin uzaklastiriimasi gerekir. Galismada, ideli ve Dost’un (2007) kullandig
metottan yararlanarak [96] sabunlastirma islemi sonucunda hazirlanan numuneler, yéntem
prosedirinde belirtildigi gibi demir(lll)- tiyosiyanat ¢dzeltisi ile muamele edilmis ve sonucta elde
edilen ¢dzelti HPLC sistemine enjekte edilmis ve enjeksiyon sirasinda kolon basincinda disme
meydana geldigi goérilmuistir. Dolayisiyla, yag orani yiksek 6rneklerde HPLC analizine

gecmeden dnce yagin uzaklastiriimasi kolon basincinin kontroll agisindan olduk¢a dnemlidir.
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UV-Vis spektroskopisi ve HPLC ile analiz edilen gay ve kuruyemis Grlnlerindeki fitik

asit miktarlari Tablo 6.16°de birlikte verilmistir.

Tablo 6.16. UV-Vis ve HPLC ydntemleri ile kuruyemis ve ¢ay Urlnlerinde tayin edilen fitik asit

miktarlar.
Oriin Adi UV-Vis Spektrofotometre HPLC
Fitik Asit Miktari, mg g Fitik Asit Miktari, mg g
Kabuklu findik 6.95+0.16 9.74 + 0.29
i¢ findik 6.55+0.10 9.57 £ 0.09
Kavrulmus findik 3.35+£0.09 7.49 +0.09
i fistik 3.79 £ 0.06 5.79+0.17
Kavrulmus fistik 2.70 £0.05 1.54 £0.18
ic badem 5.97 £ 0.01 3.69 £ 0.29
Badem 5.95 £+ 0.01 3.39+0.16
Ceviz 6.61 £ 0.04 8.74 £ 0.17
Kestane 2.56 +0.03 3.83+0.22
Gay yapragi 25.01 £0.02 28.33 £ 0.01
Yesil cay 22.70 £ 0.002 28.82 £ 0.01
Poset yesil cay 21.68 £ 0.01 27.67 £ 0.01
Altinbas cay 17.76 £ 0.002 21.96 £0.10
Turist ¢cay 17.42 + 0.002 21.31 £ 0.01
Filiz cay 15.89 £ 0.01 20.49 £ 0.01
Demlenmis cay yapragi 21.14 £ 0.01 29.49 £ 0.03
Demlenmis yesil cay 22.49+0.01 29.84 + 0.001
Demlenmis poset yesil cay 20.01+0.41 29.51 £0.04
Demlenmis altinbas ¢ay 17.15 +0.01 27.40 £0.02
Demlenmis turist cay 15.83 £ 0.02 27.39 £ 0.02
Demlenmis filiz gay 15.68 + 0.004 26.53 £ 0.04

Tablo 6.16’te gérildigu gibi fitik asit miktarlarinin en ylUksek oldugu ¢ay Urlnleri; cay
yapragl, yesil ¢cay ve poset yesil caydir. Bu irlnlerde HPLC ile saptanan fitik asit miktarlari
sirayla 28.33, 28.82 ve 27.67 mg.g™' olarak belirlenmigtir. Buna kargin islenmis olan altinbas,
turist ve filiz ¢caylardaki fitik asit miktarlari yesil caya nazaran daha disik olup sirasiyla 21.96,
21.31 ve 20.49 mg.g' olarak belirlenmistir. Yesil ve siyah gaylar arasindaki fitik asit miktarlari
arasindaki fark % 22-26 olarak hesaplanmistir. Buradaki farkin cay isleme prosesinden

kaynaklandigi dustnitlmektedir. Yesil ve siyah caylardaki fitik asit miktarlari, her bir degerin
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standart sapmalari gbz énline alinip degerlendirildiginde arada ¢ok énemli farkliliklarin olmadigi
distnulmektedir. Literatlirde caylarda fitik asit miktarlarinin tayini ile ilgili herhangi bir veri

olmadiginda degerlerin karsilastirimasi ile ilgili bir calisma yapilamamistir.

Kuruyemis GrOnlerindeki en ylksek fitik asiti miktarinin kabuklu findik, i¢ findik ve
cevizde oldugu gortlmektedir. Bu drlnlerdeki fitik asit miktarlari sirasiyla 9.74, 9.57 ve 8.74
mg.g! olarak bulunmustur. Bu Grtnlerin kavrulmus hallerindeki fitik asit miktarlari beklenildigi
gibi daha dusUk cikmigtir. Aradaki fark % 25’ler civarindadir. Bu durum, fitik asitin kavurma

esnasinda bozundugunu géstermektedir. Ayni durum bademde de gérilmektedir.

Daha once yapilmis olan ¢alismalarda ceviz, badem ve fistik 6rneklerinde fitik asit
miktarlar 16.0, 10.0 ve 6.68 mg.g™' [5,101] olarak bulunmus, elde ettigimiz veriler bu ¢alismayla

tutarlilik géstermektedir.

Demlenmis c¢aylarda HPLC ile tayin edilen fitik asit miktarlarina bakildiginda, yesil
caylarda c¢ok oOnemli degisim olmadigi siyah caylarda ise fitik asit miktarinin arttig
gb6zlemlenmistir. Bu durum fitik asitin sicaklikla bozundugu gérisi ile tezatlik géstermektedir.
Fakat, UV-Vis sonuglari beklenilen dogrultuda fitik asitin, sicaklikla bozunma c¢alismasinda
oldugu gibi % 6-15 araliginda bozundugunu gdstermektedir. HPLC sonuglarinin da benzer
sonuclar vermesi beklenirken aksi bir durum ortaya ¢ikmistir. Bunun nedeni, ayni seri Grinler
ayni gin icerisinde ekstrakt ve analiz edildiginden, demlenmis caylarin analizine baslanmasi
icin yaklasik 1.5-2 saatlik bir zaman gecikmesi olmaktadir. Bu zaman gecikmesi slresinde
demir(lll)-tiyosiyanat kompleksinin bir miktar bozundudu dusUnulmektedir. Bu durumla
tekrarlanabilirlik calismasindada karsilagiimigtir. Her bir enjeksiyon sonunda demir(lll)-
tiyosiyanat pikinin pik alaninda disme gézlemlenmistir. Siyah ¢ayda ise demir(lll)-tiyosiyanatin
bozunmasinin yaninda bekleme ile c¢ayin rengindeki koyulasmanin da etkili oldugu

distniImektedir.

Bundan dolayr demleme caylarin tayini icin UV-Vis ydnteminin daha dogru sonuclar
verdigi goértlmektedir. Diger bir hususda HPLC analizlerinin ekstraksiyondan hemen sonra

beklemeden yapiimasi 6énem arz etmektedir.

Cay ve kuruyemis orneklerindeki fitik asit miktarlarinin UV-Vis spektroskopi ve HPLC
yontemleri ile hesaplanan sonuglar birbiriyle karsilastinldiginda, iki ydntemde elde edilen
degerler kabul edilebilir diizeyde birbirleri ile uyum icerisindedir. Bazi sonuglar arasindaki fark
oldukga yiksek ve dolayisiyla hata oranida yiksek gbézikmektedir. Bunun nedeni, HPLC

analizlerinin UV-Vis analizlerinden sonra yapilmasindan kaynaklanan zaman gecikmesi ve bu
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slre icerinde demir(lll)-tiyosiyanat kompleksindeki bozunma olarak dislndlebilir. Sonuglar,
HPLC yénteminin tekrarlanabilirlik ve duyarlik bakimindan UV-Vis ydntemine gére ustiinliik
sagladigini géstermektedir. Fakat elde edilen sonuglar dogrultusunda, dogruluk bakiminda UV-
Vis ydntemi Ustinlik saglamaktadir. Bu durum analizlerin ekstraksiyondan hemen sonra

yapiimasi ile ¢ok rahatlikla giderilebilecektir.

6.3. SONUC

Uygulanan HPLC ¢alismasi 2,8 dak gibi kisa bir analiz siresi icermesi, mutlak hatasinin
ve RSD degerinin disUk olusu ve ayrica UV-Vis spektroskopi yéntemi sonuglarinin HPLC
sonugclarini desteklemesiyle, HPLC yénteminin ¢ay ve kuruyemis UrUnlerindeki fitik asit tayinleri

icin kabul edilebilir bir uygulama olmustur.

HPLC ile elde edilen sonuglara gore degerlendirme yapildiginda, en fazla fitik asit
iceren CUrdnlerin yine UV-Vis spektroskopisi ydnteminde oldugu gibi ¢cay yapradi oldugu
gorilmektedir. HPLC ydntemi hesaplanan ¢ay yapraklarindaki fitik asit miktarlari 27.65 - 28.33
mg.g™', ayni Urlnlerin UV-Vis analizlerinde ise 21.7- 25.15 mg.g'olarak bulunmustur. Siyah
caylarda fitik asit miktarlari HPLC ile 20.49— 21.96 mg.g', UV-Vis ile 15.89-17.76 mg.g™.
Kuruyemis Griinlerinde ise en ylksek fitik asit miktari hem HPLC hem de UV-Vis ile kabuklu
findikta gérilmustar. Diger Grinlerdeki fitik asit miktarlari Tablo 6.16’de gérilmektedir. Her ne
kadar, fitik asit miktarlart HPLC’de UV-Vis’e goére bir miktar yiiksek ¢iksada, fitik asit miktarlar

artis ve azalig bakimindan parallelik géstermektedirler.

Cig badem ve kavrulmus bademdeki fitik asit miktarlari karsilastirildiginda, kavrulan
bademdeki fitik asit miktari, ¢ig badem &rneklerinin miktarinin altinda bulunmus ve pisirme
etkisiyle fitik asit miktarinin azaldigini ortaya koymustur. Ayni sekilde c¢ay yapraginin
islenmesiyle elde edilen ¢ay Urlnlerinde, cay yapragina gére daha disik miktarda fitik asit
bulunmasi; fitik asitin, mekanik ve isisal islemlere ugratildiginda bozundugunu kanitlar

niteliktedir.

Literatlr verileri, uygulanan UV-Vis ve HPLC yodnteminden elde edilen verilerin
birbirleriyle tutarli olmasi, uygulanan HPLC prosedarinin de fitik asit analizleri igin kullanilabilir

oldugunu dogrulamaktadir.

Gay Urunleri igersinde bulunan kafeinin, fitik asit tayini Gzerinde etkisini arastirmak igin

yapilan c¢alismada kafeinin kullanilan dalga boyunda bir girisim yapmadigini gdéstermistir.
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Kafeinin metal iyonlariyla baglanmasini inceleyen bir ¢calismada da demir ve kafeinin gok distk

oranda kompleks yaptigi belirtilmistir [102].

Gay yapraginin fitik asit miktarinin saptanmasi, fitik asitin bébrek tasi olusumuna karsi
engelleyici bir etki gdstermesinden dolayi, insan saghgina yarariyla tip alaninda ilag sanayisinde

kullanilabilir.

Bazi yazarlar fitik asitin antibesinsel faktérlerini nitelendirirken bazilar da fitik asitin
tedavi amaciyla kullanilabilecegini savunmustur. Sonu¢ olarak c¢alisma, toplumca ¢ok sik

rastlanan ¢ay ve kuruyemis Urlnleri tiketimi icin bir rehber olabilir.
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