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OZET

Mantarlarda Niikleik Asit Bilesiklerinin
Sivi Kromatografisi Yontemi ile Tayini

Amagc: Mantarlardaki dikkat c¢ekici nikleosit rezervuart nedeniyle, son
zamanlarda bunlarin dagiliminin nitel ve nicel olarak belirlenmesi 6nem kazanmistir. Bu
calismada Tekirdag yoresinden toplanan yenilebilir mantar turlerindeki bazi niikleosit

ve niikleobazlarin HPLC sistemi ile analiz edilmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Analizi yapilan mantar tiirleri sirasiyla Trif (Tuber borchii),
Truf (Tuber aestivum), Borazan (Craterellus fallax), Kuzu Gobegi (Morchella esculenta),
Porgini (Boletus edulis), Sigir Dili (Hydnum repandum), Sar1 Kiz (Cantharellus cibarius)
ve Kanlica (Lactarius Salmonicolor) mantarlaridir. Mantarlar liyofilize edildikten sonra
-20°C’de muhafaza edilmislerdir. Mantarda bulunan niikleotidler ters faz sivi
kromatografisi yontemi ile analiz edilmistir. Bilesiklerin ayrilmasi gradient eliisyonla
SWEA Cyg kolonu (4.6 mm x 250 mm, 5um) ile gerceklestirilmistir. A ¢6ziiciisii olarak
pH’s1 3.7 olan MeOH: 50 mM sodyum fosfat tamponu (1:99, h/h) karisimi; B ¢oziiciisii
olarak pH’s1 6.2 olan MeOH: 50 mM sodyum fosfat tamponu (20:80) kullanilmustir. ¢
standart 3-metil ksantindir. Yntem valide edilmistir. Liyofilize edilen mantar 6rneklerini
ekstrakte etmek icin ses dalgalar1 destekli sivi ekstraksiyonu ve basingli sivi
ekstraksiyonu olmak tzere iki farkli ekstraksiyon yontemi ile kullanilmistir. Ekstraksiyon
¢oziiciisii olarak deiyonize su kullanilmistir. Sicaklik, zaman gibi parametreler optimize
edilmistir.

Bulgular: 14 niikleotit 25 dakika siirede 254 nm dalgaboyunda es zamanli olarak
ayrilmigtir. Ses dalgalar1 ekstraksiyon yonteminin daha etkin oldugu saptanmistir. Bunun
sebebi basingli s1v1 ekstraksiyonu sisteminin kapali bir sistem olmasi1 ve matriks ¢oziicii
etkilesiminin yetersiz kalmasi olabilir. Calisilan yenilebilir mantar tiirleri arasinda en

yuksek nikleotit miktarina sahip olan tiir in Kuzu Gobegi oldugu bulunmustur.

Sonug: Calisilan tim mantarlarda en fazla bulunan bilesiklerin adenosin,

guanosin ve liridin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: HPLC-DAD, niikleobaz, nlkleosit, yenilebilir mantarlar, ses

dalgalar1 destekli s1v1 ekstraksiyonu

Vi



ABSTRACT

Determination of the Nucleic Acid Constituents in Mushrooms
by Liquid Chromatography

Aim: The remarkable reservoir of nucleotides in mushroom has led to a recent
interest in the qualitative and quantitative determination of their distribution. In the
present research, it was intended to analyse some nucleosides and nucleobases in edible
mushroom species collected from Tekirdag region by HPLC system.

Material and Method: The analyzed mushroom species are Truffle (Tuber
borchii), Truffle (Tuber aestivum), Black Trumpet (Craterellus fallax), Lamb Belly
(Morchella esculenta), Porcini (Boletus edulis), Sigir Dili (Hydnum repandum),
Chanterelle (Cantharellus cibarius) and Kanlica (Lactarius salmonicolor) mushrooms,
respectively. After the mushrooms were lyophilized, they were stored at -20°C. The
nucleotides in the mushrooms were analyzed by the reverse phase liquid chromatography
method. Separation of compounds was accomplished by gradient elution on a SWEA
C18 column (4.6 mm x 250 mm, 5um). A mixture of MeOH: 50 mM sodium phosphate
buffer (1:99, v/v) at pH 3.7 as solvent A; MeOH: 50 mM sodium phosphate buffer (20:80)
at pH 6.2 was used as solvent B. The internal standard is 3-methyl xanthine. The method
has been validated. Two different extraction methods were used to extract the lyophilized
mushroom samples, namely, sonication-assisted liquid extraction and pressurized liquid
extraction. Deionized water was used as the extraction solvent. Parameters such as
temperature and time have been optimized.

Results: The 14 nucleotides were simultaneously separated at a wavelength of
254 nm in 25 minutes. Sonication-assisted liquid extraction method has been found to be
more effective. This is because the pressurized liquid extraction system is a closed system
and matrix-solvent interaction is insufficient. Among the edible mushroom species

studied, Lamb's Belly was found to have the highest nucleotide content.

Conclusion: Adenosine, guanosine and uridine were found to be the most

abundant compounds in all mushrooms studied.

Keywords: HPLC-DAD, nucleobase, nucleoside, edible mushrooms, sound wave

assisted liquid extraction
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1. GIRIS

Mantarlar ¢ok eski tarihlerden beri tuketilmektedir. Eski Yunanlilar mantarlarin
savasgilar i¢in gii¢c sagladigina inantyordu. Romalilar "Tanrilarin Yemegi" olarak kabul
ettiler.  Yizyillar boyunca, Cin kiiltiirii mantarlar1 saglikli bir gida, bir “yasam iksiri”
olarak gormistiir. Giliniimiizde mantarlar, kalori, karbonhidrat, yag ve sodyum
bakimindan diisiik olduklar1 i¢in popiiler degerli gidalardir, ayrica kolesterol igermezler
(2).

Mantarlar yiiksek besleyici ve fonksiyonel degere sahip énemli besin kaynaklar
olarak kabul edilmektedirler. Organoleptik degeri, tibbi 6zellikleri ve ekonomik 6nemi
nedeniyle oldukca ilgi cekmektedirler (2). Yuksek protein, lif, vitamin, mineral igerikleri,
diisiik yag seviyeleri ve onemli yag asidi igerigi yenilebilir mantarlarin besin degerini
olusturmaktadir (3).  Yemek mantarlar1 vejetaryen diyetler i¢in ¢ok faydalidir. Cunki
yetigkinlerin gereksinimleri i¢in gerekli amino asitlerin cogunu saglarlar. Besin agisindan
o6nemli miktarda riboflavin (B2 vitamini), niasin ve folat ve eser miktarlarda C, B1, B12,
D ve E vitaminleri igerirler (4). Yabani mantarlar kiiltiir mantarlarindan farkli olarak iyi
bir D2 vitamini kaynagidir. Ciinkii kiiltiir mantarlar1 karanlikta yetistirilir ve D2 vitamini
uretmek icim UV-B 1s181na ihtiyag vardir (5). Mantarlar ayn1 zamanda kalsiyum, potasyum,
fosfor ve bakir mineralleri icerir (6). Ayrica, ¢cevresindeki agir metalleri biriktiren ¢ok etkili
bir mekanizmaya sahiptir. Bu yiizden c¢evre kirliligi seviyesini belirlemek igin
kullanilabilirler (7).

Yenilebilir mantarlar polisakkaritler, steroidler, fenoller, terpenoidler ve
nukleositler gibi birgok farkli biyoaktif bilesik igerir. Bunlarin insan sagligina sagladigi
cesitli yararlar1 bilinmektedir (1). Son zamanlarda mantarlarin, antioksidan, antikanser,
prebiyotik, immunomodile edici, antiinflamatuar, kardiyovaskiler, anti-mikrobiyal ve
anti-diyabetik 6zellikleri ortaya ¢ikmustir (8-13).

Sitidin, uridin, adenosin, guanosin, timidin and inosin gibi niikleositlerin purinerjik
ve / veya pirimidin reseptorleri araciligiyla insan viicudundaki gesitli fizyolojik siireglerin
diizenlenmesinde ve modiilasyonunda yer aldigi bildirilmistir (14). Hemen hemen tim
hiicresel islevlerde hayati 6nem tasiyan DNA ve RNA sentezinde 6ncul molekdller olarak
hareket ederler. Ayrica niikleositler ve / veya niikleotidler beyin fonksiyonunu

gelistirdigi, bagisiklik cevabini artirdigl, yag asitleri metabolizmasini etkiledigi, bagirsakta



demir emilimine katkida bulundugu ve hasardan sonra gastrointestinal sistem onarimint
iyilestirdigi rapor edilmistir (15).

Saglikli insanlar viicutlarinda niikleotitleri iiretebilir ve geri doniistiirebilir. Ayrica,
nlkleotitce zengin gidalardan saglanan nukleositler, hastaliklarin iyilesmesi ve bagisiklik
sistemi problemleri gibi durumlarda faydali olabilirler. Mantarlardaki dikkate deger
niikleosit rezervuari nedeniyle, bilim insanlar1 son zamanlarda bunlarin mantarlardaki
dagilim1 i¢in nitel ve nicel analiz metotlar1 gelistirmislerdir (16).

Calismamizda yenilebilir mantar tiirlerinde niikleik asit bilesiklerinin ters faz sivi
kromatografisi yontemi kulanilarak ve iki farkli ekstraksiyon yontemiyle tayin edilmesi
amaglanmistir. Caligilan mantar tlrleri Trif (Tuber borchii), Truf (Tuber aestivum),
Borazan (Craterellus fallax), Kuzu Gébegi (Morchella esculenta), Porgini (Boletus edulis),
Sigir Dili (Hydnum repandum), Sar1 Kiz (Cantharellus cibarius) ve Kanlica (Lactarius
Salmonicolor) mantarlaridir. Literattrde Trif (Tuber borchii) ve Trif (Tuber aestivum) ile

ilgili ¢aligma bulunmaktadir. Diger tiirlerle ilgili calismaya rastlanmamastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ses Dalgalari-Destekli S1ivi Ekstraksiyonu (Sonication-Assisted Liquid
Extraction, SAE)

Ultrasonik ekstraksiyon olarak da adlandirilan ses dalgalart destekli sivi
ekstraksiyonunda o6rnege 20 kHz tstiindeki frekanslarla akustik titresimler gonderilir.
Bdylece kavitasyon (bosluk olusumu) meydana gelir. Kavitasyon etkisiyle sivi ortamda
onemli dl¢iide kabarcik olusur. Bu kabarciklar sayesinde katilar mekanik olarak sarsilir ve
partikiillerin kopmasina neden olur. Ses dalgalar1 sayesinde ¢oziicii ve katt maddenin etkin
olarak temas etmesi ve analitin yiiksek oranda geri kazanimi saglanir (17).

Bu yontemde laboratuvarlarda en fazla kullanilan ve ekonomik olan cihaz

ultrasonik banyodur (18). (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1. Sonikator cihazinin sematik gosterimi
Bu amagla silindirik bir prob da kullanilabilir (19). (Sekil 2.2). Prob kullanilirsa

ekstraksiyon icin harcanan zaman azalir. Fakat daha pahali ve kisa oOmiirliidiirler.

Ultrasonik banyo ile ayn1 anda bir ¢ok 6rnek analiz edilebilir (20).
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Sekil 2.2. Silindirik problu sonikasyon sistemi

Sicaklik, sonikasyon zamani, 6rnek miktari, 6rnegin partikiil biytikligi, ¢oziici
hacmi, sonikasyon genligi gibi parametreler optimize edilerek ekstraksiyon verimi artirilir.

Bu yontemin avantaji, matriksten bagimsiz, hizli ve ekonomik olmasidir.

2.2. Basin¢h Siv1 Ekstraksiyonu (Pressurized Liquid Extraction, PLE)

Hizlandirilmis ¢Oziicti ekstraksiyonu olarak da bilinir. Ornege yiiksek basing
uygulanir. Coziiciilerin daha yiiksek sicakliklarda sivi halde kullanilmasina olanak saglar.
Sicaklik verimi etkileyen onemli bir parametredir. Yiiksek sicakliklar analit ve Ornek
matriksi arasindaki etkilesimleri bozarak ekstraksiyon verimini artmasina neden olur (21).
Sicakligr yiikselmesi ¢oziicii, analit ve 6rnek matriksinin ylizey geriliminin diismesini ve
boylece O6rnegin daha fazla i1slanmasini saglar. C6zucinin viskozitesini azaltarak 6rnek
matriksiyle etkilesimini ve difiizyon hizin1 artirir. Bu ekstraksiyon hizinin da artmasi
demektir (22). Artan sicaklik ve basing ekstraksiyon kinetigini hizlandirir ve daha etkin bir
ekstraksiyon gergeklesir (23). Basing uygulanmasi, 6rnek matriksinde bulunan hava
kabarciklarinin olugsmasini engelleyerek ¢oziiciinlin analite daha kolay ulagsmasini saglar
(24). Kullanilan ¢oziicti miktar1 geleneksel yontemlere gore azdir. Bununla birlikte termal
olarak kararli olmayan 6rneklerin ekstraksiyonu i¢in uygun degildir.

Ekstraksiyon verimini sadece uygulanan basing ve sicaklik etkilemez. Ekstraksiyon
zamani, ¢OzUcl se¢imi, ¢Oziict hacmi, yiklenen drnek miktari, 6rnegin partikiil boyutu da
onemli parametrelerdir (25).

PLE sisteminin bilesenleri; firin, ekstraksiyon hiicresi, pompa ve basing altinda

tutan sistem, ve toplama kaplaridir (Sekil 2.3).



Ekstraksiyon basamaklari; 6rnegin ekstraksiyon hiicresine yiiklenmesi, ¢ozicu ile
doldurulmasi, ekstrakte edilmesi, ekstraktin toplama kaplarina ulagsmasidir.
Toplanan hacim genellikle 10-100 mL arasindadir. Ekstrakti deristirmek i¢in

buharlagtirma basamagi gerekebilir.

— Kontrol Paneli
Firin
i
fe—o—— A
Pompa
Ekstraksiyon
ISy
N2 Hicreleri
[ ]
Solvent Toplama kaplari

Sekil 2.3. PLE sistemi (26)

2.3. Yiiksek Basin¢gh Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)

HPLC yonteminde kolonda kullanilan dolgu maddelerinin partikiil boyutu
kuculttlir. Bdoylece sabit faz yiizey alaninin artmasiyla birlikte kolonun etkinligi artar.
Sabit fazin tanecik boyutunun g¢ok kiigiik olmasi nedeniyle hareketli fazin kolondan
gecirilebilmesi icin belli bir basing uygulanmasi gerekir.

HPLC es zamanli ayirma ve analiz i¢in pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Nikleik
asitler, proteinler, amino asitler, terpenoitler, pestisitler, antibiyotikler, steroitler,
hidrokarbonlar, karbonhidratlar, metal organik bilesikleri ve bazi inorganik maddeler
metodun uygulanabildigi baslica alanlardir.

Bir HPLC sistemi alt1 ana bilesenden olugsmaktadir. Bu bilesenler; ¢ozicl hazneleri,

pompa, enjeksiyon blogu, kolon, dedektor ve veri isleme-kaydedicidir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. HPLC sistemi

2.3.1. Cozicu Hazneleri

HPLC’de kullanilan sabit faz kisitlidir. Bu nedenle sabit faz1 degistirmek yerine,

hareketli fazin bilesimini degistirerek 1yi bir ayirma gerceklestirebiliriz.

Hareketli fazin safligi: Hareketli faz i¢cinde bulunabilecek cok diisiik oranlardaki
safsizliklar kolonda biiylik hasarlara neden olabilir. HPLC’de hareketli faz olarak
kullanilacak ¢oziiciiler:

a) Ugurulduktan sonra ¢ok az artik birakmalidir.

b) Partikil icermemelidir.

c) Kimyasal olarak saflig1 % 99.5’den fazla olmalidir.
d) Nem oran diisiik olmalidir.

Filtrasyon: HPLC’de hareketli faz olarak kullanilan tiim solventler, sistemde
kullanilmadan 6nce mutlaka siiziilmelidir. Filtrasyon isleminde her HPLC laboratuvarinda

bulunmasi gereken 6zel stizme sistemi kullanilmalidir (Sekil 2.5).



Sekil 2.5. HPLC 6zel sizme sistemi

Filtrasyonda kullanilan {i¢ tip membran vardir: Su ile ge¢imli olanlar, organik
cozlcu ile gecimli olanlar ve her ikisi ile gecimli olanlar. Seluloz ester filtreler sulu
cozeltiler icin, politetrafloroetilen (PTFE) filtreler organik ¢6ziiciiler igin kullanilir. Naylon
filtreler yuksek hem sulu cozeltilerle hem de organik c¢ozeltilerle kullanilabilir. Bu
membranlarin por biiyiikliigii 0.2-0.45 um arasindadir. Ozellikle tampon ¢ézeltiler, etanol
ve metanol i¢in siizme islemi ¢ok dnemlidir. Asetonitril siiziilmeden de kullanilabilir.

Coziinmiis oksijen: Hareketli faz icerisinde ¢6ziinmiis olan hava HPLC’de
karsilasilan 6nemli bir problemdir. Bu hava kabarciklari, basingta dalgalanmaya ve
dedektorden gectiklerinde, yalanci pikler neden olurlar. Bu sebeple ¢6ziinmiis havanin
sistemden uzaklastirilmasi gerekir. Bu isleme degaze islemi denir.

Degaze iglemi: Isitma ve ultrasonik karistiricilarda karigtirma onerilmistir, ancak

yetersizdir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6 . Ultrasonik banyo ¢6ziinmiis havanin uzaklastirilmasi
Coziicliden azot veya helyum gibi inert bir gaz gecirerek yapilan degaze islemi
pahali ama etkili bir yontemdir. Helyumun ¢oziiniirligii ¢ok diisliktiir. Tablo 2.1°de

oksijen, helyum ve azot gazinin sudaki ¢ozlintirligii karsilastirilmstir.



Tablo 2.1. Gazlarin sudaki ¢oziiniirliikleri

Cozanirlik
Gaz | (mL/100 mL su), 15°C
He 0.94
N> 2.37
O 4.89

Sekil 2.7’de on-line vakum degazoriinii sematik olarak gosterilmektedir. Bu
sistemde cozictdeki kuglk gaz molekilleri, yar1 gegirgen polimer membranlardan

olusmus bir vakum ¢emberinin iginden gecerek elimine edilir.

HPLC
pompasi
Basing Q _______
sensori '
Kanal A 5 Kontrolér
Kanal B 3 ,
Kanal C .
Kanal D S 8
Vakum
A Vakum cemberi  pompasi

-
.

Cozucu A Cozlcl B Gozucu C Cozucu D

Sekil 2.7. On-line vakum degazori

Analizden 6nce siiziilmiis ve degaze edilmis mobil fazla sistem purge edilerek,
baglant1 noktalarinin yikanmas1 saglanmalidir. Purge islemi daha 6nce kullanilan ¢oziicii
veya ¢Ozlicli karistmimin ve hava kabarciginin sistemden atilmasini saglar. Purge islemi

yiiksek akis hizinda (5-10 ml/dakika) 2-3 dakika siireyle yapilir.

HPLC’de, iki tiir ayirma gerceklestirilir: Izokratik eliisyon ve gradient eliisyon.
Izokratik eliisyonda ¢oziicti bilesimi ayirma islemi boyunca degisiklige ugramaz. Bu da

uzun analiz siiresi ve zayif ayiricilik demektir (Sekil 2.8).



Metanol/su (60:40, h/h)

A N Uzun analiz siiresi

Zay1f ayirm Metanol/su (80:20, h/h)

Dedektor sinyali

Sekil 2.8. izokratik eliisyon Zaman
Gradient ellisyonda ayirma esnasinda hareketli fazin bilesimi veya pH’si
degistirilir.
Iki tiir ¢ozlicli programlayici vardir:

1) Diistik basing gradient programlayici
2) Yiiksek basing gradient programlayici

1) Diisiik basing gradient programlayici: Bu sistemlerde, karistirma islemi
pompadan Once gerceklesir. Farkli c¢oziicliler atmosfer basincinda

karistirildiktan sonra yiiksek basingla pompalanir.

Kolon

Kromatogram
rb —
Cozucu Cozucu
En':ektdr
Cozicl Al Cozici D U
> <+
& Omek Dedektor

Gradient valfi Pompa

[

Atk
Sekil 2.9. Diisiik basing gradient sistemi



2) Yiiksek basing gradient programlayici: Yiksek basing gradient sistemlerde, her
bir ¢oziicii ayr1 yiiksek basing pompasiyla taginir ve yiiksek basingta karistirilir; yani
karistirma pompadan sonra gergeklesir. Bu Sistemin avantaji, kesin ve tekrarlanabilir bir

karigtirma saglamasi ve konsantrasyon degisikliklerine hizli cevap vermesidir.
-/ \ AN

-( olon )- Kromatogram
N\ ;7

Coziicii B En'!ekt('jr
aristir
Lo
Coziicii A - — v
—ai Ornek
Dedektor

Pompalar
Atik
Sekil 2.10. Yiiksek basing gradient sistemi

2.3.2. Pompa

LC sisteminde baslica iki tip pompa kullanilir:
1. Stirgiilii pompalar (Siringa tipi pompalar)
2. Pistonlu pompalar
1. Surgdlt pompalar: Siringa tipi bir pistondan olusur. Avantaji geri basing ve

viskoziteden bagimsiz olarak bir akis vermesi ve vurusuz ¢iktt Uretmesidir. Sinirli ¢ozlcl

kapasitesine sahip olmasi ise dezavantajidir (27-29).

Giris Cikis
vanasi vanasi
Hareketli faz haznesi —1=_(e) — | (e)___—1+—> Kolon
Hareketli L —  Vida hareketli piston
faz odasi

Iel

Sekil 2.11. Siringa tipi pompanin sematik diyagrami (30)
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2. Pistonlu pompalar: Bu sistemde motor kontrollt ileri-geri hareket eden bir piston
yardimiyla ¢6zici kuclk bir b6lmeden pompalanir (Sekil 2.12). Dezavantaji vurulu bir
akis iiretmeleridir. Modern cihazlarda, ¢ift yonli pompa basliklar1 kullanilarak bu vurular
azaltilmistir. Gradient elusyona uyumlu olmalari, ¢ozlcl kapasitesinin fazla olmasi

avantajlarindan bazilaridir (27, 29).

Hareketli faz

odasi
Girig Cikis
vanasi vanasi
Hareketlifaz_|_, O (ey —}+— Kolon
haznesi | |
I l Safir piston

Cevirme mili

2 AN
&/

Sekil 2.12. Pistonlu pompa (30)

2.3.3. Enjeksiyon Sistemi
Yaygin kullanilan luplu enjektorlerde, enjeksiyon valfi ve numune lupundan olusan
enjeksiyon portlart araciligiyla numune uygulanir. Luplu enjektorlere bir 6rnek olarak

(Rheodyne marka) 6 girisli (six-port) bir valf asagida goriilmektedir

Rheodyne valf

Siringa

L | (F—"

Mandal

Ornek halkasi

Sekil 2.13. Rheodyne marka luplu manuel enjeksiyon sistemi

Y Uikleme pozisyonunda, numune, bir siringayla 6rnek halkasinin i¢ine enjekte edilir
(Port 1). Bu esnada hareketli faz pompadan kolona dogru gegcmeye devam eder ve
dedektorde sabit bir taban ¢izgisi olusturur (Port 6 ve 7). Valfin enjeksiyon pozisyonuna
cevrilmesiyle, hareketli fazin akis yolunu hizla degistiririz (Port 5 ve 6). Pompadan gelen

11



hareketli faz 6rnek halkasinin i¢cinden gecerek drnegi kolona tasir (Port 6 ve Port 7) (Sekil
2.14).

Pompa Pompa

Kolon

Atik Atik
Yukleme Enjeksiyon

Sekil 2.14. Lupa 6rnegin enjekte edilmesi ve hareketli fazin 6rnegi

kolona dogru tasimasi (31).

Gunumuzde otomatik 6rnek enjeksiyon sistemleri, kisa siirede ve yuksek kesinlikle
cok sayida 6rnegin analiz edilmesine olanak saglar (28).

2.3.4. Kolon Sistemi

Kolon, bilesiklerin ayrilmasindan sorumlu oldugu icin yiiksek performansli sivi
kromatografisinin analizindeki temel bilesendir. Ornek ¢ozelti, hareketli faz ile birlikte
kolon boyunca hareket eder ve bilesenlerine ayrilmis olarak kolonu terk eder.

HPLC Kolon Turleri

Bilesimlerine ve ayirma sistemlerine bagli olarak sivi kromatografisi igin ¢esitli
HPLC kolon tipleri mevcuttur.

Ters faz HPLC kolonlari: Ters fazli kromatografide, apolar bir sabit faz ve polar
bir hareketli faz bulunur. C8 ve C18 gibi bagli hidrokarbonlar ve diger polar olmayan
hidrokarbonlar, ters faz kolonlarinda sabit faz olarak kullanilirken, asit, tampon, metanol,
asetonitril gibi sulu bir organik ¢oziicii veya bunun uygun bir karigimlar1 hareketli faz
olarak kullanilir.

Normal faz HPLC kolonlari: Bu tip kolonlar, hareketli fazdan daha fazla polar
sabit faza sahiptir. Ornegin Silika polar bir materyaldir. Fakat su silikadan daha polar
oldugu igin hareketli faz olarak kullanilamaz. Bunun yerine metilen Klorlr, hekzan,
kloroform gibi ¢oziiciiler kullanilabilir.

Iyon degistirici HPLC kolonlar: Kolay iyonlasan molekiillerin analizinde bu

kolonlar kullanilir. Céziinmeyen matrikse kovalent baglarla baglanmis olan iyon degistirici
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gruplar analitin yikine gore pozitif veya negatif yikli olurlar. Hareketli faz sulu bir
tampondur. Eliisyon zamani1 hareketli fazin pH’sina ve iyonik giiciine baghdir.

Boyut eleme HPLC kolonlari: Bu kolonlar tipik olarak gozenekli polistiren
divinilbenzen veya silika partikuller ile doldurulur. Gozenekli sabit faz, analitlerin
boyutlarina gore ayrilmasi saglar. Kicuk ¢apli molekiiller, gozeneklere girerek daha
uzun surede kolonda kalmis olurlar. Biiyiik ¢apli molekiiller ise gézeneklere girmeden
kolonu daha cabuk terkederler (28).

Mekanik Ayirim Giicii

Daha iyi bir ayirim igin, daha uzun ve ince bir kolon ve ayn1 zamanda daha kuiguk
partikil boyutu gerekir. Kolonun etkinligi ve teorik tabaka sayisi artacagindan mekanik
ayirma giicli artar. Bununla birlikte kolonun boyunun uzatilmas: ile analiz siiresi, ¢oziicii
titketimi ve kolonun geri basinci artar. Kolon boyunun kisaltilmasi, mekanik ayirim giiclinii
azaltarak, analiz siiresini kisaltir, geri basinct diigliriir. Geri basinca uygun bir pompa
kullanilmasi gerekir.

50 mm 100 mm

- pes - — A g

j| |

Sekil 2.15. Kolon boyunun ayirima etkisi (32)

Kullanilan hareketli faz ve kolon boyu ayni kalmak sartiyla, dolgu materyalinin
partikiil biiylikliigii kiigiiltiildiigiinde kolonun mekanik ayirim giicii artar; geri basing

yukselir.

Sekil 2.16. Partikiil boyutunun ayirima etkisi (32)
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Kimyasal Ayirim Giicii
Kimyasal ayirim giiciinii partikiiliin kimyasi1 ve hareketli fazin bilesimi tayin eder.
Iki bilesigin ayirimini yapabilmek icin kullanilacak ¢ok sayida hareketli faz kombinasyonu
olabilir.
Sabit fazin {i¢ karakteristigi onemlidir:
1. Partikiil biyikligi
2. Ylzey alani
3. Polarite 6zelligi
Partikiil biiyiikliigii: Blytk partikillii olanlarin ¢ap1 35-125 um, kigik partikalli
olanlarin ¢ap1 ise 5-10 pm’dur. Son yillarda partikiil biyiikligi 2-3 pm olan kolon
materyalleri gelistirilmistir.
Yiizey alami: Partikiiller porlu (gézenekli) veya pellikiiler (kabuklu) yapidadir.
Porlar mikro veya makro olabilir ve partikiiliin ylizey alanin1 genisletir. Porlu yapiya sahip
kolon dolgu materyalleri preparatif amagla, pellikiiler yapiya sahip olanlar ise analitik
amagla kullanilir.
Polarite ozelligi: HPLC ile analiz yapabilmek i¢in numunenin belli bir ¢oziictide

cozlinmesi ve belli polar veya apolar 6zellikleri tasimasi gerekir.

Polar Molekiil

Eterler
' Numune | >
Asitler  Ketonlar Halojenli
hidrokarbonla

< Tuzlar Alkolle

Sekil 2.17. Numunenin kromatografik polarite spektrumu (33)

Molekiiliin yapisina ve elektron yiikii dagilimina dayanarak, molekiillerin bazilar
polar, bazilar1 apolar, bunlarin disinda kalanlar ise farkli polarite derecelerine sahip
olacagindan, bir polarite siras1 s6z konusudur. Ornegin su ¢ok polar sivilara, parafin yag
ise ¢ok apolar sivilara ornektir.

HPLC’de ayirimlarinda alikonma mekanizmalarinin olusturulmasinda kimyasal
bilesiklerin polarite 6zelliklerinden yararlanilir. Kromatografik ayirim sistemi olusturmak
icin, farkli polarite 6zelliklerine sahip sabit faz ve hareketli faz kullanilarak, farkli numune
molekiilleri i¢in bir yaris olusturulur. Numune i¢indeki bilesenler farkli polarite 6zelligine

sahip oldugundan, kolon dolgu materyali ile ayn1 polarite 6zelligine sahip olanlar sabit
14



fazla etkilesmeye gireceginden, kromatografide yavas ilerleyeceklerdir. Hareketli fazla
ayni polariteye sahip olan bilesikler, daha hizli ilerler. Her bir bilesigin goreceli
etkilesimini degistirerek, kromatografide ayirim saglanabilir.

Numune karigimlariin HPLC ile bilesenlerine ayirimi igin gerekli yarigmay1

saglamak i¢in hareketli fazin ve sabit fazin polariteleri dikkatli secilmelidir.

Polar Molekal Apolar Molekil

Mobil fazlar

Su Alkol Asetonitril THF Hekzan (

Sekil 2.18. Hareketli fazin kromatografik polarite spektrumu (33)

Sekil ’de gosterildigi gibi su polar, hekzan ise apolar bir ¢oziiciidiir. Birbiri ile
karigabilir ¢oziiciiler farkli oranlarda karistirilarak, istenilen ayirim performansi

saglanabilir.

Polar Apolar

Sabit
Silika CN C8  C18(0ODS) O

Sekil 2.19. Sabit fazin kromatografik polarite spektrumu (33)

Sekil 2.20°de, sabit fazin yani paket materyalinin polaritesi gosterilmektedir. Saf
silika, serbest hidroksil gruplarina bagl siibstitiient bulunmamasi nedeniyle, ¢ok polardir.
Kolon iireticileri silikanin ylizeyini kimyasal olarak modifiye ederek, polaritesini
degistirebilirler. Ornegin silika yiizeyine 18 karbonlu alkil zinciri baglayarak (Cis) silikaya
hidrofobik 6zellik kazandirilabilir (oktadesilsilan, ODS). Giiniimiizde C1sg alkil bagli-silika
kolonlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Numune i¢inde bulunan bilesenlerin polaritesi
farkli olacagindan, hareketli fazla sabit faz arasindaki yaristan yararlanarak numuneyi

bilesenlerine ayirmak miimkiindiir.
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Kolon Kullanimi i¢in Onlemler

Kolon igerisinde bulunan sabit faz spesifik bir kimyasal yapida olup, kolon
materyalini tastyan paslanmaz c¢elik kadar dayanikli degildir. Kolon 6mrii sinirli olup,
kullanan kisinin bilgisine, kullanim sekline baglidir. Kolon dmriinii uzatmak i¢in kolonla
enjektdr arasina guard kolon (prekolon, 6n kolon, protektdr kolon, koruyucu kolon)
baglanmalidir. Guard kolon analitik kolonla ayni dolgu materyalini tasimalidirAnalitik
kolona tersinmez olarak baglanabilecek kirliliklerin 6n kolona baglanmasi saglanarak,
analitik kolonun omrii uzatilmis olur.

Eger kolon bakimi dikkate alinmazsa analitik kolon bozulabilir; zaman ve para
gereksiz yere israf edilmis olur. Uygun kolon bakimu ile bir kolon en az 6-12 ay dayanikli
kalabilir. Kolonun dmriinii bittigini gdsteren belirtiler:

1. Yiiksek geri basing,

2. Pik seklinin bozulmasi (yarilmis pikler, omuzlar) veya kaybolmasi,

3. Zayif ayiricilik, yayvan pikler,

4. Kisalan veya yok olan alikonma ile seyreden diisiik kapasitedir.

Kolon performansim1 artirmak ve kolon Omriinii uzatmak i¢in alinmasi gereken
onlemler:

1. Fritlerin tikanmasin1 6nlemek icin tiim numune ve standartlarin enjeksiyondan once
stzulmelidir. Numune ve standartlar tamamen ¢6ziinmiis olmalidir; aksi takdirde
pikler yayvan ve kuyruklu olur.

2. HPLC saflikta ¢oziiciiler kullanilmalidir. Numune ve mobil faz kolondan gegirilmeden
once siiziilmelidir. Bir c¢oziicii karisimindan digerine gegciliyorsa, gec¢imli olup
olmadiklar1 dikkate alinmalidir. Sabit fazin kimyasal bir sokla karsilasmasini1 énlemek
icin ¢oziicliler kademeli olarak, dikkatle karistirilmalidir.

3. Analitik kolonun numune ile kirlenmesini 6nlemek icin sisteme mutlaka koruyucu
kolon takilmalidir. Koruyucu kolon kirli numunede ve mobil fazda bulunan partikiilleri
ve kuvvetli alikonan bilesikleri tutarak analitik kolonun émriinii uzatir.

4. Analize baslamadan 6nce kolonun tamamen dengeye gelmesi saglanmalidir. Ters faz
kolonu yaklasik 20, adsorpsiyon kolonunu ise yaklasik 100 kolon hacmi ¢dziicii
dengeye getirir. Kolon hacmi kolonun igerdigi mobil faz hacmi olup, alikonmamis

bilesigin alikonma hacmi ile akis hizinin ¢arpilmasi ile bulunur.
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5. Kolon saklanmadan énce uygun mobil fazla yikanmal1 ve dengeye getirilmelidir. Ozel

tasima kutusunda soguk bir yerde saklanmali ve kurumamasi i¢in her iki ucu sikica

kapatilmalidir.

6. Kolon mekanik sarsintilardan korunmalidir. Diistirmek veya siddetli bir yere ¢arpmak

paket yataginin yapisini bozabilir ve kolon performansini zayiflatir.

7. Silika kokenli ters faz kolonlar, polar bagh fazlar ve iyon degistirici kolonlarda pH<2

veya pH>7.5 olan ¢oziiciilerin kullanilmasi kolon émriinii kisaltir.

8. Kolon basincindaki hizli degisiklikler veya 4000 psi’den yiiksek basinca maruz kalma

kolon dmriini kisaltir.

2.3.5. Dedektorler

S1vi kromatografide dedektorler iki gruba ayrilirlar.

1. Maddeye Yonelik Dedektorler: Mobil faz icinde bulunan maddenin absorpsiyon,

floresans veya diflizyon akimi gibi 6zelliklerini tayin ederler.

2. Cozeltiye Yonelik Dedektorler: Mobil fazin 6zelliklerindeki degismeye bagli olarak

madde tayin edilir. Bu 6zellikler hareketli fazin kirilma indisi veya iletkenligi gibi
genel bir 6zelligidir (28, 29).

Tablo 2.2. Yaygin olarak kullanilan HPLC dedektorleri (34)

Kesin tespit

Dedektor Analit/Ozellikler Duyarhlik
UV/GB absorbans Maddeye Yonelik: UV kromofor gruplu bilesikler ng
Diyot dizisi Maddeye Yone||!<: UV/GB dedektorleriyle ayni, UV ng

spektrumu da saglar
Eloresans Maddeye Yonelik: Dogal floresans maddeler veya faen

floresan etiketli bilesikler g-ng

. Cozeltiye Yonelik: Polimerler, sekerler, trigliseritler, )

Kinlma indisi organik asitler, ila¢ katki maddeleri. 0.1-10 1g
Evaporatif 1g1k- Cozeltiye Yonelik: Ugucu olmayan veya yar1 ugucu ng’dan
sacma bilesikler, gradiente uyumludur diisiik
Elektrokimyasal Maddeye Yonelik: Elektro-aktif bilesikler pg
. . Maddeye Yonelik: Anyonlar ve katyonlar, organik ng
Iletkenlik . i .

asitler, yizey aktif maddeler ppm-ppb
Radyoaktivite Maddeye Yonelik: Radyoaktif-etiketlenmis bilesikler dgg‘lir
Kiitle spektrometre Hem Maddeye Yonelik hem Cozeltiye Yonelik: fg-pg-ng
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UV/GB Absorbans Dedektorleri

UV dedektorii, giivenilirligi, kullanim kolayligi ve ¢ogu ilac molekilu de dahil
olmak tiizere kromoforik bilesiklere cevabi nedeniyle ginimizde en fazla kullanilan
dedektordr.

Sekil 2.20’de siv1 akis hiicresi sematik olarak gosterilmistir. Kivet hacmi 1-10

ML ’ye azaltilarak pik genislemesinin Oniine gegilmistir.

Elljent
—

Kuartz ~ [

~—_" Dedektor

UV Lamba

\/
L

v

Atik

Sekil 2.20. Siv1 akis hiicresi (28)

Fotodiyot Dizisi Dedektort (PDA)

Bir UV-GB dedektorii yalnizca bir numune alma boliimiine sahipken, fotodiyot
dizisi dedektoriiniin 6zelligi coklu (512-1024) fotodiyot dizisine sahip olmasi ve boylece
tek seferde genis bir dalga boyu araliginda bilgi verebilmesidir (Sekil 2.22). (34). PDA’nin
UV-VIS dedektorlerinden farki, lambalardan gelen 1518in dogrudan akis hiicresine
yansitilmasi, akis hiicresinden gegen 1s18in kirmim 1zgarasi tarafindan dagitilmasi ve

dagilan 15181n miktarinin fotodiyot dizisindeki her dalga boyu igin tahmin edilmesidir (35).

. Akls hiicresi

Slit

Doteryum Diyor senst
lambasi

Sekil 2.21. PDA’nin sematik gosterimi
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Floresans Dedektorleri

Bu dedektoriin kullanimi UV-GB dedektorii kadar yaygin degildir. Belirli bir
molekiil i¢cin hem uyarma hem de emisyon dalga boylar spesifik oldugundan, floresan
dedektorleri cok secici olabilir. Genellikle ylksek hassasiyet ve segicilige sahip olmasi
nedeniyle eser analizi i¢in uygundur (28,34). Her molekilin floresans vermemesi
dezavantajidir. Floresans dedektor kullanilarak steroidler, ¢ok sayida vitamin, flavanoitler,

proteinler, penisilin ve prokain gibi maddeler tayin edilebilir.
1

Floresans 1sima
1

/M
|L;\n/1ba i E‘/

UV 1s1masina [ y
kars1 90°de Kuartz .

A |
pencere / IJ
Dedektor ] [

Bilgisayar Atik

A}

Sekil 2.22. Floresans dedektdriin sematik gosterimi

Kirilma Iindisi Dedektorleri
Bir kirilma indisi dedektoriiniin ¢alisma prensibi, saf hareketli faz ile 6rnek

bilesenini i¢eren hareketli faz arasindaki kirtlma indisi farkini 6lgmektir. Mobil faz analit

icerdiginde iki ¢ozelti arasinda kirilma indisi farki olacag: i¢in gelen 1sinda kirilma olur
(28,29,34).

Referans cikis
Referans giris
A

Dedektor

Ornek giris
Sekil 2.23. Kirilma indisi dedektorii
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Elektrokimyasal Dedektorler

Elektrokimyasal dedektorler, olduk¢a duyarli dedektérlerden bir tanesidir.
Yikseltgenebilen ve indirgenebilen maddeler bu dedektorle tayin edilebilir (36).
Maddenin yukseltgenme-indirgenme reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan akimin 6lgiilmesi
esasina gore tayin yapilir (Sekil 2.25). Hareketli faz elektrolit igermeli ve iletken olmalidir.
Akimin miktart maddenin konsantrasyonu ile orantili oldugundan kantitatif analiz igin
uygundur. Secicilik ve hassasiyet yiiksektir. Basit ve ucuz bir dedektordiir. Uygulama alani
yiikseltgenebilen ve indirgenebilen maddelerle sinirhidir. Elektrokimyasal tayin igin
amperometri, voltametri, kulorimetri ve kondiktometriden faydalanilabilir. Bu

dedektorlerin baslica dezavantaji, gradient eliisyona uyumlu olmamasidir (28,29).

Calisma
elektrotu

Referans
elektrot

Karsit
elektrot

Sekil 2.24. Elektrokimyasal dedektor

Evaporatif Isik Sagma Dedektorii (ELSD)

Bu dedektorde, {i¢ ana islem vardir: (1) sislestirme, (2) buharlagsma ve (3) tayin.
Sislestirmede kolondan gelen eluent, inert bir gazla karistirilir ve homojen bir sis
olusturmak i¢in bir nebiilizoriin dar agzindan geger. Bu ince sis, ilgilenilen bilesigi igeren
hareketli faz damlaciklarindan olugur. Buharlastirma basamaginda nebulize edilmis eluent,
hareketli fazi buharlastirmak i¢in 1sitilmis bir siiriiklenme borusundan geger. Tayin
basamaginda kat1 pargaciklarin akisi, bir 151k kaynagi ve bir fotogogaltici veya bir fotodiyot
iceren bir akis hiicresine girer. Parcaciklar tarafindan sacgilan 15181in siddeti, ayristirilan

bilesigin kiitlesi ile dogrudan iligkilidir (Sekil 2.26) (34,35).
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Sekil 2.25. Evaporatif 151k sagma dedektoriinlin sematik gosterimi

uife| ewsepeyng JwsaysI§

Kutle Spektrometresi (MS)

Sivi kromatografisinin ayirma giicii ve ve Kutle spektrometresinin teshis giicii
birlestirilmistir (34). Fakat kiitle spektrometresi igin, drnegin gaz fazinda olmasi gerekir.
Bu yizden ilk olarak sivi kromatografisinden gelen ¢6ziicli buharlastirilmalidir. Fakat
olusan gaz hacmi kutle spektrometresi igin fazla oldugunda dolayi, biiyiik bir kisminin
MS’e girmeden Once uzaklastirilmasi gereklidir. Son yillarda, iki veya daha fazla kitle
analizorl baglanarak, tandem kiitle spektrometreleri olusturulmustur (29).

2.4. Sistem Uygunluk Parametreleri

Analiz yaparken sistemin dogru bir sekilde ¢alistigin1 gostermek igin sistem

uygunluk parametreleri hesaplanmalidir (37).

2.4.1. Dagilma Katsayisi
Analizi yapilacak maddelerin her iki fazdaki madde derisimi 6nemlidir. Maddeler

bu iki faz arasinda dagilir ve bir siire sonra bir dengeye ulasir. Buna gére, A turinin

hareketli faz ile sabit fazdaki derisimleri arasinda,
A (hareketli faz) «=——= A (sabit faz)

seklinde bir denge olusur.
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Bu dengenin sabiti, K dagilma katsayisi olarak adlandirilir.

Cs(sabit fazdaki madde derisimi)
Cp (hareketli fazdaki madde derisimi)

K(dagilma katsayis1) =

2.4.2. Alikonma zamani

Kromatografik bir pik alikonma zamani (tr), pik genisligi (w) ve pik yiliksekligi (h)
ile tanimlanir. Numunenin kolona enjekte edilmesinden dedektore ulasmasina kadar gegen
zamana alikonma zamani (tr) denir. Bir kolondan bir bilesigin elue edilmesi i¢in gereken
hareketli fazin hacmine, allkonma hacmi (Vr) denir. Ol zaman (to) kolonda tutulmayan
maddenin dedektore ulagsmasina kadar gecen zamandir (Sekil 2.26). Baska bir deyisle
kolonda tutulmayan tiriin kolonda ilerleme hizi, hareketli faz molekiillerinin ortalama

hizina esittir.

tR or VR

Dedektor Cevabi

v

Zaman veya hacim

Sekil 2.26. Ornek kromatogram

2.4.3. Kapasite faktori
Bir bilesenin, sabit ve hareketli fazlardaki mol sayilarinin oranina kapasite faktord,
K', denir. Asagidaki formiille hesaplanir.
KV Ve Vi ti—tg

k' =
Vm Vm t0

K= Analitin dagilma katsayis1
Vs=Kolondaki sabit fazin hacmi
Vm=Mobil fazin hacmi
Vr=Analitin alikonma hacmi
tr= Analitin alikonma zamani

to= alikonmayan bilesiklerin alikonma zamant
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tr Ve to degerleri bir kromatogramdan kolaylikla bulunabilir. Eger, bir tlr igin
kapasite faktord, k', 1°den kiigiikse, eliisyon siiresi ¢ok kisa olur. Bu durumda tirin
alikonma zamani tr dogru olarak olgllemez. Tam tersine, kapasite faktérinin 10-15
civarinda olmasi ellsyon suresinin ¢ok uzun oldugunu gosterir. Uzayan eliisyon siiresi,
genisleyen pikler demektir. ideal bir kromatografik ayirma igin kapasite faktorlerinin 2 ila
5 arasinda olmas1 beklenir.

2.4.4. Secicilik faktori:
Segicilik faktorii a ile gosterilir. Iki bilesenli bir numunenin segicilik faktorii,

_Kp  (tr)a—to

‘- Ky (tr)s — to

formaliyle hesaplanir. Kg sabit faz tarafindan daha kuvvetle tutulan ve daha yavas eliie
olan B tiiriine ait dagilma katsayisidir. Ka ise sabit faz tarafindan daha zayif tutulan ve daha
hizli kolonu terkeden A tirline ait dagilma katsayisidir. Bu durumda o daima 1°den blyuk
olmalidir.

2.4.5. Kolon Ayirma Giicii

Bir kolonun ayirma giicii R ile gosterilir. Bir numunede bulunan her bir bilesenin
birbirinden yeterince ayrilip ayrilmadiklarini  g6steren kantitatif  bir  ifadedir.
Kromatogramdan kolaylikla hesaplanabilir (Sekil 2.29)
_Ks _ (tr)a—(tr)s _ 24t

R = = =
K, (wg+wg)/2 wy+wg

— At

«——
<
>
(]
@)
St
Q
R/
Q
.S
(]
o)

Wa Wpg

\

t=0 ,
Zaman veya hacim

Sekil 2.27. Iki bilesenli bir karisimdan elde edilen kromatogram

Kromatografik ayirma giicli kolon etkinligi, secicilik ve kapasite faktoriiniin bir

fonksiyonudur.
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Rs =1/4VN (a ; 1) (k'I:L 1)

R degerinin 1.5 olan iki bilesik birbirinden tamamen ayrilmis demektir.

2.4.6. Kromatografik Kolon Etkinligi

Pik genisligi, kolon etkinligini gosterir. Dar pikler veren kolonlar etkinligi yiiksek
olan kolonlardir. Cuinkii bu kolonlarda maddeler birbirinden daha kolay ayrilabilir. Iyi bir
kromatografik metot gelistirmek demek, dar kromatografik bantlar elde etmek demektir.
Kromatografik kolon etkinligini kantitatif olarak ifade etmek amaciyla genel olarak iki
terim kullanilmaktadir. Bu terimler:

1. Tabaka yiiksekligi, H

2. Teorik tabaka sayisi, N
dir.
Tabaka yliksekligi ve tabaka sayis1 arasinda,

N=L/H
seklinde bir esitlik vardir.

L=Kolon uzunlugu

Bir kromatografik kolonun etkinligi tabaka sayisinin artmasiyla artar. Tabaka
sayisinin artmasi da, tabaka yiiksekliginin azalmasi anlamina gelir. Kolon etkinliginin

Olcusi olan kolonun esdeger kuramsal tabaka sayist N,

N =16 (%)2 —55 (Wt—/)z

esitligi ile hesaplanir.

N degeri, kromatogramlardan kolaylikla hesaplanabilir. Kromatogram iizerinden
okunan alikonma zamani ve pik genisligi degerleri formiilde yerine konulur. Ideal olarak
N degerinin 2000’den daha biiyiik olmasi istenir. Kolon etkinligi, hem kolon uzunlugunun,
hem tanecik boyutunun hem de akis hizinin bir fonksiyonudur.

Kuyruklanma Faktort (T) ve Asimetri Faktori

Kuyruklanma faktori pik asimetrisini gosterir.

Pik kuyruklanma faktori=(A+B)/2A ‘dir.

Pik kuyruklanma faktoriiniin 1 olmasi pikin simetrik oldugunu gosterir. Bu deger,
0.5< T <2 araliginda olmalidir,

Pik asimetri faktorii = B/A
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ile hesaplanir.
Pik asimetri faktorii degerinin 1.5 dan daha biiyiik olmasi durumunda artik kolonun

degismesi gerekir.

Pik yiiksekliginin
Al B %10’u

Dedektor Cevabi

Zaman

Sekil 2.28. Kuyruklanma ve asimetri faktoriiniin hesaplamasi igin

parametrelerin kromatogram (zerinde gosterilmesi

2.4.  HPLC ile Nicel Analiz

2.5.1. Ornek hazirlanmasi

Enjeksiyonu yapilacak numunenin hazirlanmasi: énemlidir. Numune ideal olarak
hareketli fazda ¢dziinmelidir. Eger ¢ozlinmiiyorsa, hareketli faz ile karisabilir diger bir
¢oziiciide coziinmelidir. Enjeksiyondan once kolona ¢dziinmeyen maddelerin girisini
onlemek icin numunenin suzulmesi tavsiye edilir. Aksi takdirde ¢tziinmeyen maddeler
hareketli faz akisinin diismesine, kolon geri basincinda artisa, kolon veriminde azalmaya
ve piklerin boliinmesine neden olurlar. Bu amagla piyasada bulunan ufak, tek kullanimlik,

siringa ile igne arasina yerlestirilen 6zel disk filtreler kullanilir (Sekil 2.29).

Sekil 2.29. Ornek siizme filtresi
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Biiyiik hacimde veya asir1 konsantre numune tatbiki onerilmez. Siringaya cekilen
numune c¢ozeltisinde hava kabarcigi olmamalidir; eger varsa enjeksiyondan Once
uzaklastirilmalidir.

Eger ornekler istenen ¢oziicii iginde degilse veya derisimi ¢ok diisiik oldugundan
enjekte edilse bile pikler gézlenemiyorsa, ¢ozlcl ucurulmahidir.  Ucgurularak kurutulan
madde, diisiik hacimde hareketli faz icinde tekrar ¢ozilerek onderistirme yapildiktan
sonra sisteme enjekte edilmelidirler.

2.5.2. Kalibrasyon Teknikleri

HPLC ile nicel analizde, analiz edilecek bilesenin olabildigince saf olarak ayrilmasi
igin en uygun tiketme yontemi bulunur. Tlketme yontemine karar verildikten sonra, analiz

icin uygun kolon, hareketli faz bilesimi, akis hiz1 ve dedektor se¢ilmelidir.

Kullanilan standart yiiksek saflikta olmali ve kromatogramda tek pik gézlenmelidir.
Standardin alikonma zamani belirlenir. Analiz edilecek ¢ozelti sisteme standart ile ayni
kosullarda enjekte edilir. Kromatogramda degisik zamanlarda gelen birden fazla pik
olabilir. Ancak, standardin alikonma siiresi ile ayni alikonma siiresine sahip olan pik
kromatogramda aradigimiz piktir.

Once derisimi bilinen standart pikinin altinda kalan alan veya pik yiiksekligi
kromatogramdan bulunur. Numune kromatogramindan da yeri belirlenen bilesen pikinin
altinda kalan alan veya pik yiiksekligi hesaplanir. Derisimi bilinen standardin alani ile
numunenin alani karsilastirilarak derigim tayin edilir.

Genel olarak biitiin analitik calismalarda oldugu gibi HPLC’de de kalibrasyon
egrisi kullanilarak, numune ¢6zeltisi i¢in hesaplanan alandan derisim hesaplanir. Miktar
tayini i¢in dogrudan kalibrasyon, i¢ standart kalibrasyon ve standart ekleme olmak iizere
kalibrasyon teknikleri vardir.

Dogrudan Kalibrasyon Teknigi

Analiz edilecek maddeyi igeren standart ¢ozeltisi degisik derisimlerde hazirlanir.
Bunlar i¢in hesaplanan alan degerleri, derisimlere karsi grafige gegirilerek kalibrasyon
dogrusu olusturulur. Numune ¢6zeltisi i¢in hesaplanan alan degeri bu grafikte yerine

konarak, numunedeki analiz maddesinin derisimi bulunur.
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Sekil 2.30. Kromatogramdan kalibrasyon egrisinin olusturulmasi

I¢ Standart Kalibrasyon Teknigi

I¢c standart kalibrasyon tekniginde, analizi yapilacak Ornege yapisal olarak
benzeyen bir madde belirlenir. Bu maddenin alikonma zamani 6rnekten farkli olmalidir.
Bilinen miktardaki madde standart ve numune ¢ozeltilerine eklenir. Bu metotla numune
enjeksiyonunda, akis hiz1 ve kolon sartlarindaki degisimlerle olusan belirsizlikler, numune
hazirlama stirecinden, cihazdan kaynaklanan hatalar en aza indirilir. Standartin pik alan
(veya yiikseklik) degerinin i¢ standart pik alani (veya yiiksekliginin) degerine orani

kalibrasyon egrisini hazirlamada kullanilir.

Bir i¢ standart icin gerekli kosullar sunlardir:

1. Tek bir maddenin analizi yapilacaksa, i¢ standart piki numunedeki diger bilesen
piklerinden belirgin sekilde ayrilmali, alikonma zamani, ama numunenin
alikonma pikine de yakin alikonma zamanina sahip olmalidir.

2. Numunedeki maddelerle reaksiyon vermemelidir.

3. Numune piki ya da pikleri ile benzer derisime sahip olmalidir ve yakin dedektor
cevab1 vermelidir.

4. Yiksek saflikta olmal1 ve kolayca temin edilebilmelidir.

I¢ standart yonteminde, bilinen derisimlerde standart ¢dzeltilerin her birisine ayni
oranda ve bilinen derisimlerde i¢ standart ilave edilir. Daha sonra enjeksiyon islemine
gecilir. Standartin pik alaninin, i¢ standart pik alanina orani, derisim degerlerine karsi
grafige gecirilir. Numune c¢Ozeltisine de ayni derisim ve miktarda i¢ standart eklenir.
Kalibrasyon dogrusu kullanilarak, elde edilen pik alanlari oranindan, numune miktar

hesaplanir.
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Standart Ekleme Teknigi

Bazi numuneler i¢in standart ¢6zeltiyi numune ¢ozeltisi ile tamamen ayni sartlarda
hazirlamak ¢ok zordur. Bu durumda bazi maddeler girisime sebep olabilir. Standart ekleme
tekniginde, numune ¢ozeltisi esit hacimlerde birkag tiipe konur. Bunlardan birincisi haric,
digerlerine artan derisimlerde standart ¢ozelti eklenir. Toplam hacim ¢oziicii ile sabit bir
degere tamamlanir. Biitlin ¢6zeltilerin absorbans degerleri Olgiilerek, eklenen standart
derisimlerine kars1 grafige gegirilir. Egrinin absisi kestigi nokta, numunedeki analiz
elementinin derisimini verir. Bu teknikte, matriks etkisi numunedeki ile ayni olacagindan

gelecek girisimler engellenmis olacaktir.

e
[yed
-
o
g — 3
3 <
o
34
<
1| Eklenen
Standartlar o
Bilinmeyen
] Ornegin
Analit Der|§|m|/ < Bilinmeyen Ornek Sinyali
Zaman Eklenen Standart Derigimi .

Sekil 2.31. Standart ekleme teknigi

2.6. Analitik Yontem Validasyonu Parametreleri

Biyoanalitik yontem gelistirmenin amaci, yontemin tasarimini, ¢alisma kosullarini,
sinirlamalarini ve amacina uygunlugunu tanimlamak ve yontemin validasyon i¢in optimize
edilmesini saglamaktir (38).

Bir biyoanalitik yontem gelistirilmeden Once, ilgilenilen analitin fizikokimyasal
oOzellikleri, in vitro ve in vivo metabolizmasi ve proteinlere baglanma 6zelligi arastiriimali
ve uygulanabilir 6nceki analitik yontemler dikkate alinmalidir. Yontem gelistirme, analitin
ekstrakte edilmesi ve tayin edilmesiyle ilgili prosediirlerin ve kosullarin optimize
edilmesini igerir. Biyoanalitik metot validasyonu; kan, plazma, serum veya idrar gibi
biyolojik matrikslerdeki analitlerin nicel 6l¢timii i¢in kullanilan, giivenilir ve 0zel bir
metodu gosteren, tim prosedurleri icerir (39,40). Biyolojik bir matriksteki ilag¢larin veya
bunlarin metabolitlerinin analizi, matrikse referans standartlar1 ilave edilerek hazirlanan

kalibrasyon cozeltileri ve kalite kontrol (QC) numuneleri kullanarak gerceklestirilir. Bu
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nedenle kullanilan referans standardin safligi, ¢aligma verileri i¢in ¢ok dnemlidir. Bilinen
derisimlerde ¢oOzeltilerin hazirlanabilmesi i¢in, ayniligi ve saflig1 belgeyle dogrulanmis
analitik referanslar kullanilmalidir.

Metot gelistirme, metodun validasyona uygun olmasini saglamak bazi biyoanalitik
parametrelerin optimizasyonunu igerir.

2.6.1. Secicilik, Ozgunluk

Biyolojik bir matrikste potansiyel girisim yapan maddeler metabolitler, bozunma
urinleri gibi endojen matriks bilesenleri ile gergek ¢alismada kullanilan ilaglar ve diger
ksenobiyotiklerdir. Ornek toplama sirasinda bir stabilizatér veya enzim inhibitorii
kullanilacak ~ olursa, analitin miktar tayininde girisim yapip yapmayacagi
degerlendirilmelidir. Eger bu metot, birden fazla analitin nicel analizini amagliyorsa, her
bir analit igin, girisim olup olmadig1 saptanmalidir (41). Bir metodun segiciligi, kompleks
bir karisimda istenen analit ve/veya analitlerin, karisimdaki diger bilesenlerin girigimi
olmaksizin tayin edilebilmesidir. Bir analit veya analit grubu ig¢in tamamen segici olan bir
metodun, spesifik (6zgiin) oldugu ifade edilir (42).

2.6.2. Kesinlik

ICH (Uluslararasi Uyum Konferansi) Q2 (R1) (Analitik Yontemlerin Validasyonu:
Metni ve Metodolojisi)’e gore kesinlik, “aynt homojen 6rnekten alinan ¢oklu 6rneklerden
elde edilen bir seri 6l¢lim arasindaki uyusmanin yakinlig1” olarak tanimlanir. Biyoanalitik
bir metodun kesinligi, rastgele hatanin bir 6l¢iisiidiir. Yiizde varyasyon katsayis1 (CV) veya
tekrarlanan 6lglimlerin relatif standart sapmasi olarak ifade edilir (43-45).
%CV= ( standart sapma/ ortalama)x100

Tekrarlanabilirlik (Repeatability); ayni ¢alisma kosullarinda kisa bir zaman
araligindaki kesinlik olarak ifade edilir. Tekrarlanabilirlik, ayni analizcinin, ayni
metodolojiyi, ayni ekipmani ve ayni reaktifleri kullanarak, ayn1 zaman araliginda, 6rnek
olarak gun icinde tekrar etme kabiliyetini olarak tanimlanir. Tekrarlanabilirlik, deneme igi
kesinlik (intra-assay (batch) precision) olarak da tanimlanir (46).

Ara Kesinlik (Intermediate precision); laboratuvar i¢i degisiklikler (varyasyonlar)
olarak ifade edilir. Farkli glinler, farkli analizciler, farkli ekipman gibi, aynit metodolojinin
farkli kosullarda tekrarlanma kabiliyetidir.

Tekrar uretilebilirlik (Reproducibility); laboratuvarlar arasi kesinlik olarak ifade

edilir. Tekrar tiretilebilirligin gerceklestirildigi durumlarda, ara kesinlige ihtiya¢ olmaz.
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FDA dokiimani, tek bir analitik ¢alisma esnasindaki kesinligi “within-run, intra-batch
precision veya repeatibility” olarak ve farkli zamani, farkli analizcileri, farkli ekipmani,
farkli reaktifleri ve farkli laboratuvarlari kapsayan kesinligi “between-run, inter-batch
presicion veya reproducibility” olarak ayirmustir.

Kesinlik hesaplanirken, derisim basina minimum 5 tayin yapilmalidir. Calisilan
konsantrasyon araliginda en az 3 derisim Onerilir. Her bir derisim seviyesinde tayin edilen
kesinlik %15 CV’i gegmemelidir (43,47).

2.6.3. Dogruluk
ICH Q2R1 dokiimaninda; dogruluk (accuracy), ylizde geri kazanim olarak veya
giiven araligiyla birlikte ortalama ve kabul edilen gergek deger arasindaki fark olarak rapor
edilmistir. Dogruluk, analitin bilinen miktarlarin1 iceren Orneklerin analizinin
tekrarlanmasiyla tayin edilir. Dogruluk, konsantrasyon basimna en az 5 tayin yapilarak
Ol¢iilmelidir. Ortalama deger gergek degerin %15°1 igerisinde olmalidir (43, 48).
Dogruluk i¢in gercek deger birgok farkli yoldan elde edilebilir:
= Sertifikal1 referans materyal (CRM) ile,
= Yeterlilik testi 6rnegi ile,
= “spiked” o6rneklerle (geri alma-recovery testleri) yapilabilir.
2.6.4. Geri Kazamim
Analitin geri kazanimi, yiiksek saflikta, giivenilir , dogru konsantrasyonda bir
standartin dedektor cevabi ve matrikse eklenen, oradan Ozitlenen analitin  dedektor
cevabinin mukayese edilmesidir. Analitin geri kazanimi tutarli, kesin ve tekrarlanabilir
olmaldir.

Matrikse eklenen analitin cevabi (islem gormiis)

Geri k =
erl kazanim Saf standart analitin cevabi(islem gérmemis)

2.6.5. Kalibrasyon/ Standart Egrisi

Bir kalibrasyon egrisi, bilinen konsantrasyonlardaki analitin ve cihazin okudugu
sinyal arasindaki iliskidir. Kalibrasyon egrisi olusturmak igin en az bes veya daha fazla
sayida standart kullanilmalidir. Olgiim aralig1; yontemin kesinlik, gerceklik gibi kriterleri
kabul edilebilir diizeylerde karsilayabildigi analit konsantrasyonu araligidir. Bir
kalibrasyon egrisi ornekteki her bir analit i¢in olusturulmalidir. Cevap ve konsantrasyon
arasindaki iliskiyi tanimlamak i¢in yeterli sayida standart kullanilmalidir. Bir kalibrasyon

egrisi bir kontrol 6rnegi (blank veya bos 6rnek, islemden ge¢mis, standart icermeyen
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matriks O0rnegi), standart eklenmis islemden ge¢cmis matriks ornegi ve alt tayin sinirini
(LLOQ) da iceren 6-8 érnegi kapsamalidir. Olgiim araligimin alt sinir1 LOQ’dur (49).
2.6.6. Hassasiyet
Analitik bir metodun hassas olup olmadigi kalibrasyon egrisinin egiminden tayin
edilir. incelenen analitin konsantrayonundaki kiigik artislar, cihazin okudugu sinyalde
daha buyuk artislara neden oluyorsa, metodumuz hassastir.

Olgiim sinyali

Hassasiyet =
y Konsantrasyon

2.6.7. Saptama Alt Simir1 (LOD)

LOD’nin tayini, gorerek sinyal:giiriiltii oraninin 6l¢iilmesiyle veya blank 6rneginin
cevabinin standart sapmasinin dlglilmesiyle gergeklestirilir. 3:1 ve 2:1 arasindaki sinyal:
giiriiltii oran1 genellikle kabul edilebilir olarak diisiiniiliir.

Kabul kriteri: Saptama alt siniri, sistemin giiriiltii seviyesinin {izerinde sinyal
olusturan en diisitk madde derisimidir. Genellikle giiriiltii diizeyinin {i¢ kat1 olarak kabul
edilir. Kesinligi (%CV) nin %20’den kiiclik veya esit olmasi gerekir. Elde edilen pikler,
uygun pik sekli ve pik simetrisine sahip olmalidir (50).

LOD kromatografi gibi siirekli kayit alan teknikler i¢in, giiriiltii seviyesinin 3 kat1
olarak alinir. Diger taraftan [IUPAC’a goére LOD,

YLop= Yhbiank + 3Cblank

esitligini kullanarak hesaplanir (51).

Yblank = blank sinyalinin ortalama degeri

oblank = blank sinyalinin standart sapmasi

Bu degerler en az 10 bagimsiz blank 6rneginden alinan 6lgiimler kullanilarak
hesaplanir. Eger blank 6rnegi, herhangi bir sinyal vermiyorsa (6rnegin voltametri), kabul
edilebilir en diisiik analit derisimine getirilen 10 bagimsiz blank 6rnegi 6l¢iiliir.

Yiop=30
olarak hesaplanir. ¢ alinan bir set 6l¢iimiin standart sapmasidir.

LOD’nin sinyal birimi olarak ifade edilmesi dogru degildir. LOD’nin derigim
biriminde kullanilmas: Onerilir. Bu yuzden, Yiop degerleri, kalibrasyon fonksiyonu
kullanilarak Ziop ye gevrilir.

Y=a+bZz
a: kesim noktasi
b: egim
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Yiop —a

Z = —
LOD b
LOD degeri, dogrunun sifir noktasindan gectigi diisliniilerek hesaplanir.
30plank
yA =
LOD b

dir (52).

2.6.8. Alt Tayin Sinir1 (LOQ)

Genellikle giiriiltii diizeyinin 10 kati olarak kabul edilir. Burada temel problem
sudur: Olgiilen sinyal, analitin miktarmi tayin etmek igin kullamlan sinyal degildir.
Ormegin, kromatografide spektral tayin yapiliyorsa, lgiilen sinyal absorpsiyon birimini
yani sinyal yiiksekligini gosterir; fakat nicel analiz i¢in genellikle alanlar kullanilir. Bu
ylizden, tayin sinir1 analitin en diisiik seviyesi degil, nicel olarak oOlciilen en diisiik
absorbanstir (52).

ICH Q2RI tarafindan onerilen diger yaklasimlar “6rnegin standart sapmasi ve

egim” e dayanir. Alt tayin siniri,
100

ZLOQ = b
olarak ifade edilir.

o= cevabin standart sapmast
b= kalibrasyon egrisinin egimi

2.7. Literattr Ozeti

Liu ve arkadaslar1 11 nukleositi (urasil, sitidin, GUridin, inosin, adenin, timin,
adenosin, guanosin, 2’-deoksiuridin, 2’-deoksiadenosin ve 3’-deoksiadenosin) tibbi bir
makrofungus olan Cordyceps taii’de es zamanli olarak tayin etmek icin ters faz-yiksek
performansh sivi  kromatografisi-diyot dizisi dedektéri (RHPLC-DAD) metodu
gelistirmislerdir (53). Ayirma islemi 14 dakika siirede metanol/su hareketli faziyla gradient
eliisyonla yapilmistir. 0.1 g kurutulmus toz mantar 5 mL metanol:su (1:5, h/h) ¢ozeltisi ile
ultrasonik prob kullanarak oda sicakliginda 10 dakika ekstrakte edilmistir. Gelistirilen bu
yonteme gore en fazla bulunan nukleotitlerin adenosin, {iridin ve urasil oldugu
bulunmustur.

Peng ve arkadaslar1 13 niikleosit ve niikleobazin (sitozin, urasil, sitidin,

hipoksantin, Gridin, timin, 2'-deoksidridin, adenin, inosin, guanozin, timidin, adenosin, 2'-
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deoksiadenosin) Ganoderma lucidum ve ilgili turlerde es zamanl tayini icin HPLC-DAD
metodu gelistirmistir (54). Analiz Phenomenex C18 kolonda (250 mm x 4.6 mm i.d., 5
pm) asetonitril /su mobil faziyla 0.6 mL/dak akis hizinda 260 nm dalgaboyunda gradient
olarak gergeklestirilmistir. Analiz siiresi yaklasik 45 dakikadir. Baslica niikleositler inosin,
guanosin ve adenosin olarak belirlenmistir.

Ranogajec ve arkadaslar1 11 nikleosit ve mono fosfat nuleotiti (sitidin 5’-
monofosfat, Uridin 5’-monofosfat, ksantozin 5’-monofosfat, guanosin 5’-monofosfat,
inosin 5’-monofosfat, sitidin, Uridin, adenosin 5’-monofosfat, ksantosin, guanosin ve
adenosin) mantarda tayin etmek i¢in ters faz HPLC metodu gelistirmislerdir (55).
Hirvatistan’in 2 farkli bdlgesinden 10 yabani mantar 6rnegi toplanmustir. Ornekler gdlgede
kurutulmugstur. Homojenize edildikten sonra 500 mg’t 50 mL su ile 100°C’deki su
banyosunda 1 dakika ve vorteks ile 30 s ekstrakte edilmistir. 0.20 pm’lik naylon membran
filtre ile siiziilen 6rnekler HPLC sistemine enjekte edilmistir. Ayirirm 0.05 M fosfat
tamponu ve metanol hareketli faziyla, 0.4 mL/dak akis hizinda, gradient olarak 254 nm
dalgaboyunda gergeklestirilmistir.

Yang ve arkadaslari, Cordyceps’de niikleotidlerin, niikleositlerin ve bunlarin
dontigim Grdnlerinin belirlenmesi igin iyon cifti ters faz sivi kromatografisi-ktle
spektrometresi metodu gelistirmislerdir (56). Pentadekaflorooktanoik asit iyon ¢ifti ajani
olarak kullanilmistir. Kullanilan hareketli faz, iyon cifti ajani iceren su ve asetonitrildir.
Ayirim 0.5 mL.dk? akis hizinda, 50°C’de Zorbax SB-Aq kolonunda, gradient ellisyon
yapilarak, 260 nm dalgaboyunda (5 pm, 4.6 mm x 250 mm) ve 60 dakikada
gerceklestirilmistir. Ug niikleotit, Gridin-5-monofosfat (UMP, 0.638-10.200 pg.mL™),
adenosine-5"-monophosphate  (AMP,  0.24-7.80 upg.mL?') ve guanosine-5 -
monophosphate (GMP, 0.42—-13.50 pg.mL™); yedi niikleosit adenosin (0.55-8.85 pg.mL"
1, guanosin (0.42—6.75 pg.mL™?), uridin (0.33-10.50 pg.mL™?), inosin (0.21-6.60 pg.mL-
b, sitidin (0.48-15.30 pg.mL™Y), timidin (0.20-6.30 pg.mL™) and kordisepin (0.09-1.50
ug.mL?1) ve alti niikleobaz, adenin (0.22-6.90 pg.mL™), guanin (0.26-4.20 pg.mL™),
urasil (0.38-12.15 pug.mL™1), hipoksantin (0.13-4.20 pg.mL™Y), sitozin (0.39-12.45 pug.mL"
1y ve timin (0.26-8.25 ug.mL™) olmak iizere 16 bilesik verilen derisim araliklarinda es
zamanl1 olarak ayrilmistir.

Ying ve arkadaslari, Tricholoma matsutake (Tm) mantarinin sulu ekstraktindaki
ana bilesenleri, HPLC-DAD/TOF-MS ve HPLC-DAD/Trap-MSn yodntemleriyle tayin

etmislerdir (57). Tirozin, sitidin, Gridin, eritadenin, fenilalanin, nikotinamid, inosin,
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guanosin, triptofan, adenosin, 5" deoksi- 5 metiltiyoadenosin ve riboflavin dahil olmak
tizere 12 bilesen tanimlanmustir. Ayirim hareketli faz olarak amonyum asetat ve asetonitril
¢ozeltileri ve C18 kolon kullanilarak, 1mL/dak akis hizinda 60 dakikada
gerceklestirilmistir.

Ikeda ve arkadaslari, Cordyceps tirlerinde adenosine, Kkordisepin, 2'-
deoksiadenosin, guanosin ve dridin tayini icin HPLC-UV metodu gelistirmislerdir.
Adenosin, kordisepin, 2'-deoksiadenosin ve guanosin C18 kolonda 1 mL.dk* akis hizinda,
asetonitril-su (5:95, h/h) hareketli faz1 kullanilarak; hipoksantin ve Gridin ise, hacimce
2:98  asetonitril-su kullanilarak 260 nm dalgaboyunda ayrilmiglardir. Adenosin,
kordisepin, 2'-deoksiadenosin, guanosin ve uridin miktarlari sirasiyla 0.28-14.15; 0.006—
6.36; 0.01-0.14; 0.68-14.79 ve 0.19-20.29 mg.g* olarak bulunmustur (58).

Liu ve arkadaslari, Tuber tlirlerinin meyve veren gdvdesinde ve fermante
koklerinde, adenin, hipoksantin, Gridin, adenosin, guanin, guanosin ve inosin tayini igin
dispersif kat1 faz ekstraksiyonuna (DSPE) dayali LC-MS yontemi gelistirmislerdir (59).
DSPE’nin kullanilmasinin amaci 6rnek c¢ozeltilerine protein girisimini engellemektir.
DSPE sorbent olarak D3520 makro gozenekli regine se¢ilmistir. Bunun nedeni protein
girisimlerini yliksek oranda uzaklastirma kabiliyeti ve analitler lizerinde diisiik adsorplama
oranidir. Hareketli fazda hacimce 1:99 olacak sekilde metanol ve pH’s1 formik asitle 2’ye
ayarlanmis 5 mM amonyum asetat karistirilarak izokratik eliisyon yapilmistir. Ayirma
30°C sicaklikta, 1mL.dak™ akis hizinda 254 nm dalgaboyunda 15 dakika siirede
gerceklestirilmistir.

Gao ve arkadaslar1 Lingzhi'deki 11 niikleosit ve niikleobazin kalitatif ve kantitatif
analizleri icin bir HPLC-DAD-MS yontemi gelistirmiglerdir (60). Ayirma Agilent
ZORBAX Eclipse XDB C18 kolonda (3.5 um, 4.6 mm x 150 mm), 5 mM amonyum asetat
ve metanol mobil fazlariyla gradient eliisyon yapilarak 26 dakika gergeklestirilmistir. Akis
hiz1 0.5 mL.dk}, sicaklik 25°C, dalgaboyu 254 nm ve enjeksiyon hacmi 10 uL’dir.

Yuan ve arkadaslari yedi niikleosit (adenosin, kordisepin (3’-deoksiadenosin),
sitidin, guanozin, timidin, liridin ve inosin) ve bes niikleobazin (adenin, sitozin, timin,
urasil ve hipoksantin) yenilebilir mantarlarda (Cordyceps sinensis, Cordyceps militaris,
Ganoderma lucidum, Agrocybe aegerita, Termitornyces albuminosus ve Lentinus edodes)
tayini i¢in ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi
geligtirmiglerdir (61). On iki nikleosit ve nikleobaz, ZORBAX Eclipse XDB-C18
kolonunda ve 20 mmol.L? sodyum dihidrojen fosfat ve 20 mmol.L disodyum hidrogen
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fosfat ve ve metanol hareketli fazi kullamlarak 1mL.dk? akis hizinda 260 nm

dalgaboyunda yaklasik 30 dakikada ayrilmislardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Reaktif ve Materyaller
Calismamizda kullanilan etken maddeler Tablo 3.1 ve reaktifler Tablo 3.2’de

verilmisgtir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan etken maddeler

Reaktifin Adi Ozellikler Firmammn Adi Cas No
Adenin 9699 1&K 73-24-5
Guanin 9699 Boston USA 73-40-5
Chemistry

Hipoksantin %699 Boston USA 68-04-0
Chemistry

Timin 9698 Bosi@cISA 65-71-4
Chemistry

Sitozin 9699 Boston USA 71-30-7
Chemistry

Urasil 9699 Boston USA 66-22-8
Chemistry

Adenosin 9699 Boston USA 58-61-7
Chemistry

Guanosin 9699 Boston USA 118-00-3
Chemistry
Sitidin %99.90 BLD pharm

Uridin 9699 Boston USA 58-96-8
Chemistry

Inosin >0/98 Alfa Aesar 58-63-9

Tirmidin 9699 Boston USA 50-89-5
Chemistry

Ksantosin 0699 Boston USA 5068-90-1
Chemistry
2-deoksiadenosin %99.9 Chem-Impex 16373-93-6
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Analizi yapilan niikleotidlerin kimyasal yapilar1 Sekil 3.1°de verilmistir.

NH,
N N N
</ | XN </ | NH </ | NH
NT ) N ) N )\
H N H N H N NH,
Adenin Guanin Hipoksantin
o) NH, o
H3C
N Y N 6] N/g 0
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</ | XN </ | NH
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Sekil 3.1. Niikleotidlerin kimyasal yapilar1
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Tablo 3.2. Calismada Kullanilan Reaktifler

Reaktifin Adi Ozellikler Firmanin Adi CAS No

Metanol HPLC saflikta Supelco 67-56-1
NaH:P04.2H20 >%99 ISO Lab 231-449-2
NazHPO4.2H20 >%99.5 AFG Bioscience 10028-24-7

Formik asit %98-%100 Sigma Aldrich 64-18-6
NaOH %99-%100 Supelco 1310-73-2

Analizini yaptigimiz mantarlar Tekirdag ilinden sakliorman.com araciligtyla temin

edilmistir. Analizi yapilan mantar tiirleri sirastyla Trif (Tuber borchii), Truf (Tuber
aestivum), Borazan, Kuzu Gobegi, Porgini, Sigir Dili, Sar1 Kiz ve Kanlica mantarlaridir.

Mantarlar liyofilize edildikten sonra -20°C’de muhafaza edilmislerdir (Sekil 3.1).

Truf (Tuber Aestivum)

Trif (Tuber Borchii)
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Borazan (Craterellus fallax) Sigir Dili (Hydnum repandum)

Porgini (Boletus edulis) Kuzu Gobegi (Morchella esculenta)

Sarikiz ( Cantharellus cibarius) Kanlica (Lactarius salmonicolor)

Sekil 3.2. Analizi yapilan mantar tiirleri
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3.1. Cihazlar

Calismada kullanilan HPLC sistemi Agilent 1100 G serisi yiiksek performansli sivi
kromotografi cihazidir. Cihaz G1379A model degazér, G1311A model dortli pompa,
G1315B model diyot dizisi dedektort (DAD), 20 pL enjeksiyon halkasina sahip 7725l
model Rheodyne enjeksiyon blogu ve kolon firini ile donatilmistir. Ayirma isleminde,
SWEA C18analitik kolon (4.6 mm x 250 mm, 5um) kullanilmustur.

Analiz esnasinda kullanilan diger cihazlar sunlardir:

e pH metre (Hanna instruments pH 211 microprocessor)

e Dionex ASE 200 basingli s1v1 ekstraksiyonu sistemi

e Sicaklik ve zaman ayarli sonikatdr ( Sonorex dijital 10p, Bandelin)

e Vorteks karigtirict (Velp scientifica)

e Magnetik karistirict (RO5 power IKA-Werke)

e Hassas terazi (Sartorius AX 224)

e Su saflastirma sistemi (New Human Power |, Korea)

o Liyofilizator (Christ Alpha 1-2 LC)

e Sogutmali santrifiij cihaz1 (Sigma 2-16KL)

3.2.  Yontem

3.3.1 Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Analitik safliktaki standart maddeler hassas terazide 0.01 g tartilmistir. Hacimce
1:1 (h/h) formik asit:su ¢Ozicusinde ¢ozuldikten sonra balon jojede su ile 10 mL’ye
seyreltilmistir. Boylece 1000 ppm konsantrasyonda ana stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Stok
cozeltiler buzdolabinda +4°C’de saklanmistir. Ara stok c¢oOzeltileri gunlik olarak,
hazirlanmistir. Ara stok c¢ozeltileri hazirlanirken seyreltmeler mobil faz ¢ozeltisi
kullanilarak yapilmistir.

3.3.2. Kromatografik Sartlarin Optimizasyonu

Mantarda bulunan niikleotidlerin analizi ters faz sivi kromatografisi yontemi ile
gerceklestirilmistir. Piirin ve pirimidin bazlarmin amfiprotik ozellikleri ve ¢oziicii ile
reaksiyonlar1 nedeniyle hareketli faz i¢in uygun pH sec¢imi ¢cok énemlidir.

Etken maddelerin ayrilmasi1 gradient eliisyonla gerceklestirilmistir. A ¢dziiciisii
olark pH’s1 3.7 olan MeOH: 50 mM sodyum fosfat tamponu (1:99, h/h) karisimi; B
¢ozlcust olarak pH’s1 6.2 olan MeOH: 50 mM sodyum fosfat tamponu (20:80, h/h)
kullanilmistir (Tablo 3.3).
Tablo 3.3. Optimum ayirma kosullari
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Cihaz Agilent 1100G serisi
Kolon SWEA Cigkolonu (4.6 mm x 250 mm, 5um)
Dedektor Diyot dizisi dedektort (DAD)

A: MeOH: 50 mM sodyum fosfat tamponu
(1:99, h/h) (pH:3.7)
B: MeOH: 50 mM sodyum fosfat tamponu

Hareketli Faz

(20:80, h/h)
Dalgaboyu 254 nm
Akis Hizi 1 mL. dak™
Analiz Suresi 25 dakika

Enjeksiyon Hacmi 20 L

3.3.3. Mantar Orneklerinin Ekstraksiyonu

Liyofilize edilerek saklanan 6rnekler, ekstraksiyon oncesinde havanda 6giitiilerek
toz haline getirilmistir. Ekstraksiyon verimi 6rnek yiizey alaninin artmastyla artmaktadir
(58).

Ses dalgalar1 destekli s1vi ekstraksiyonu ve basinglt siv1 ekstraksiyonu olmak iizere
iki farkli ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.

Ultrasonik Ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde ultrasonik banyo kullanilmistir (Sekil 3.2).
Liyofilize edilen ve havanda toz haline getirilen 1 gramlik mantar 6rneklerine sirasiyla 10
mL deiyonize su, asitlendirilmis su, MeOH:H20 (30:70, h/h) ilave edilmistir. En iyi
sonuclar su ile alindigindan, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak su kullanilmistir. Sicaklik ve
zaman taranarak ekstraksiyon yontemi optimize edilmistir. Isitma sicakligi ve suyun
ornege orani ekstraksiyonda kritik ve dnemli bir faktérdur. Bilesiklerin verimlerini ¢arpici
bicimde etkilemistir. Ekstraksiyon zamani arttik¢a islemin hiicre duvarini kirarak veya
hizlandirarak bilesiklerin ekstraksiyonunu iyilestirecegi beklenmektedir.

Ekstraksiyon isleminden sonra numune 12.000 rpm hizinda santrifiij edilmistir.
Daha sonra supernatant 0.20 pm gozenek capina sahip bir membran yardimiyla

stizuldukten sonra HPLC sistemine enjekte edilmistir.
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Basingh Siv1 Ekstraksiyonu

Dionex ASE 200 basingli sivi ekstraksiyonu sistemi kullanilmigtir. Bu sisteme
ultrasonik ekstraksiyonda optimize edilen kosullar uygulanmstir. Liyofilize edilen ve toz
haline getirilen 1 gramlik mantar ornekleri Sekil 3.3’de gosterilen ¢elik ekstraksiyon
hiicrelerine konulmustur. Orneklerin alt ve iist kismina silika boncuklar yerlestirilmistir.
Bu boncuklar ekstraksiyon hiicresi ¢ikiginin ve baglantilarin (tubing) tikanmasina engel
olmaktadir Ornekler ¢ok kiigiik tanecik boyutlarina sahiplerdir ve su ile birlikte
sismektedirler. Yiiksek basing altinda birbirlerine sikica yapisabilirler. 1500 psi basing
altinda, 70°C sicaklikta ve yarim saatlik siirede ¢Ozucu olarak su kullanilarak ekstraksiyon

Sekil 3.4.’de gosterilen cihazda gergeklestirilmistir.

Sekil 3.3. Celik ekstraksiyon hicreleri

Sekil 3.4. Dionex ASE 200 basingli s1v1 ekstraksiyonu sistemi

43



4. BULGULAR

4.1. Etken Madde Ayrmmmmin Foto Diyot Dizisi Dedektori Kullanarak
Optimize Edilmesi

Nikleotidlerin ayrilmasi igin ters faz sivi kromatografisi yontemi kullanilmistir.
Hareketli faz metanol ve 50 mM sodyum fosfat tamponu karisimidir. ilk olarak sitosin,
urasil, sitidin, guanin, hipoksantin, adenin, ridinin ve timinin ayrilmasi i¢in hacimce 1:99
oraninda metanol ve tampon ¢ozelti igeren hareketli faz hazirlanmistir.  Sitidin, guanin,
hipoksantin, adenin ve Uridinin tam olarak ayrilmadigi gozlemlenmistir. Daha sonra bu
cozeltinin pH’s1 formik asit ¢ozeltisiyle sirasiyla 3.5, 3.7 ve 4.0 olacak sekilde
ayarlanmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.1°de gosterilmektedir.

DADI. C, Sig=254,4 Ref=0if (TEST\28102020000000.D)

mAU
pH=3.5
175-|
150 = =
N -
= ]
D °
125 c
o .=
_— .E _9— G.C)
8 S T
100+ — > <
) O]

DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\28102020000003.D)

pH=3.7
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DADL C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\28102020000002.0)

pH=4.0

100+

i )]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 mi

Sekil 4.1. Hareketli fazin pH’sinin ayrima etkisi

pH 3.5°’da sitidin ve guanin ayrilamazken, pH 4’de ise adenin ve iiridinin
ayrilmadigi gozlemlenmisir. pH 3.7’ye ayarlandiginda ise 8 bilesik de ayrilmistir. Daha
sonra. inosin, guanosin, ksantosin, timidin, adenosin, 2-deoksiadenosin (2-DAO) gibi daha
apolar olan bilesiklerin ayrilmasi i¢in metanol orani arttirilmistir. Bunun i¢in gradient
eliisyon yapilmistir. A ¢ozeltisi bilesimi hacimce 1:99 oraninda pH’s1 3.7 olan metanol-
tampon karisimidir. B ¢ozeltisinin bilesimi ise 20:80 oraninda olan metanol-tampon

karisimidir (pH =6.2). Tablo 4.1°de uygulanan gradient programi verilmistir.

Tablo 4.1. Gradient programi

Zaman | Mobil faz pH

0 MeOH: 50 mM sodyum fosfat tamponu (1:99, h/h) 3.8

35dak | MeOH: 50 mM sodyum fosfat tamponu (20:80, h/h) | 6.2
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Uygulanan gradient programu ile sitosin, urasil, sitidin, guanin, hipoksantin, adenin,
uridin, timin, inosin, guanosin, ksantiosin, timidin, adenosin, 2-deoksiadenosin olmak
lizere 14 niikleotit 25 dakika siirede 254 nm dalgaboyunda es zamanli olarak ayrilmistir. I¢
standart olarak 3-metil ksantin kullanilmistir. Sekilde niikleotitlere ait kromatogram

gorulmektedir.

DADL C, Sg=254,4 Ref=if (TEST\12022021000003.D)
A
1
2
m,
5 6
60 4
8
40,
7 9 10
14
] 3
2 11 13
12 15
1
o s T s Ty T s w

Sekil 4.2. Etken maddelerin kromotografik ayriminin gésterimi (A= 254 nm)
1. Sitosin, 2. Urasil, 3. Sitidin, 4. Guanin, 5. Hipoksantin, 6. Adenin, 7. Uridin, 8. Timin,
9. Inosin, 10. Guanosin, 11. I¢ standart, 12. Ksantin, 13. Timidin, 14. Adenosin,
15. 2-deoksiadenosin
Bagil alikonma zamanlar1 hesaplanirken, her bir etken maddenin alikonma zamani,

i¢ standardin alikonma zamanina oranlanmistir (n=5)(Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Nukleotitlerin bagil alikonma zamanlari (n=5)

Bagil
Pik Standartlar Alikonma % BSS
zamani
1 Sitozin 0.171 1.015
2 Urasil 0.278 3.026
3 Sitidin 0.362 2.794
4 Guanin 0.392 1.308
5 Hipoksantin 0.423 0.657
6 Adenin 0.468 3.253
7 Uridin 0.529 0.596
8 Timin 0.610 0.367
9 Inosin 0.838 0.249
10 Guanosin 0.886 0.229
11 Ksantosin 1.053 0.177
12 Timidin 1.128 0.0629
13 Adenosin 1.346 1.601
14 2-Deoksiadenosin 1.431 1.376

4.2. Sistem Uygunluk Parametrelerinin Hesaplanmasi

4.2.1. Kapasite Faktorii (k')

Hareketli fazdan gelen pik to zamani olarak kabul edilmistir ve 2.212 + 0.045 dk

olarak bulunmustur. Tablo 4.3’ de goriildiigii gibi her bir madde igin kapasite faktorleri

hesaplanmustir. Sitozin haricinde kapasite faktorleri 0.4<k’<10 araliginda bulunmustur.
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Tablo 4.3. Kapasite Faktorleri

Standartlar F:!\T(?g?s izi,)
Sitozin 0.358
Urasil 1.225
Sitidin 1.884
Guanin 2.102
Hipoksantin 2.341
Adenin 2.770
Uridin 3.185
Timin 3.818
Inosin 5.645
Guanosin 6.033
I¢ standart 6.935
Ksantosin 7.338
Timidin 7.960
Adenosin 9.795
2-Deoksiadenosin 10.462
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4.2.2. Segicilik Faktorii (o) ve Ayiricilik (R)

Tablo 4.4’ de hesaplanan segicilik faktorii ve ayiricilik degerleri gosterilmistir.
Tablo 4.4. Secicilik faktorleri ve ayiricilik degerleri

Standartlar Secicilik Ayiricihik
Faktorii(a) | (R)
Sitozin-Urasil 3.54 5.63
Urasil-Sitidin 1.54 3.09
Sitidin-Guanin 1.12 1.6
Guanin-Hipoksantin 1.11 1.07
Hipoksantin-Adenin 1.18 3.8
Adenin-Uridin 1.15 1.27
Uridin-Timin 1.20 2.44
Timin-Inosin 1.48 6.27
Inosin-Guanosin 1.07 1.18
Guanosin-ISTD 1.15 2.69
ISTD-Ksantosin 1.06 1.24
Ksantosin-Timidin 1.09 2.00
Timidin-Adenosin 1.23 4.82
Adenosin-2-deoksiadenosin 1.07 1.61

4.2.3. Teorik Tabaka Sayis1 (N), Kuyruklanma ve Asimetri Faktori

Kuyruklanma faktori degerleri tim maddeler icin 0.5< T <2 araliginda
hesaplanmistir. Asimetri faktorii degerlerinin tim maddeler igin 1.5” den kiigiik oldugu
bulunmustur. Teorik tabaka sayisi degerleri 2000’den biiyiik olarak hesaplanmistir (Tablo
4.5).
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Tablo 4.5. Teorik tabaka sayis1 ve asimetri faktorii degerleri

Standartlar Teorik Tabaka Asim_gtr_i

Sayis1 (N) Faktori
Sitozin 2368.4 1.30
Urasil 2227.84 1.25
Sitidin 2567.11 1.28

Guanin 2546.37 1

Hipoksantin 3287.11 1.16
Adenin 2089.79 1.22
Uridin 3951.02 1.13
Timin 6060.02 1.30
Inosin 6666.24 1.25
Guanosin 7456.83 1.00
I¢ standart 8464.00 1.20
Ksantosin 11826.56 1.20
Timidin 10862.27 1.40
Adenosin 11500.01 1.16
2-deoksiadenosin 11302.05 1.16

4.3. Metot Validasyonu
4.3.1. Kalibrasyon Egrisi
Her bir maddenin, ¢aligsma araliklar1 tespit edilmistir. Pik alanlar1 g0zOnuine alinarak
kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Sekil 4.3’de farkli derisimlerde hazirlanmis bilesiklerin
kromatogramlar1 st iste cakistirilarak gosterilmektedir. Kalibrasyon egrilerinin
denklemleri Tablo 4.5° de gosterilmektedir. Bu denklemler, 5 farkli giinde, bes farkli
konsantrasyonda gergeklestirilen enjeksiyonlar sonucu elde edilmistir. Kalibrasyon

egrilerinin agiklayicilik katsayilar1 R? >0.99 olarak hesaplanmustir.
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(TEST\12022021000001.D)
(TEST\12022021000002.D)
( )
( )

)

T T T T T T T T T T
2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 225 25 min

Sekil 4.3. 1-40 ppm derisim araliginda elde edilen kromatogramlar

Tablo 4.6. Niikleotid bilesiklerinin kalibrasyon egrileri (DAD dedektor)

(;ahsl}m Kalibrasyqn Y %BSS | LOQ LOD
Standartlar Arah@ Denklemi R -
(mg.L Y (y=mx+b) (Egim) | (mg/L) | (mg/L)
Sitozin 1-40 y=69.816+8.5639 0.9998 | 0.421 1 0.4
Urasil 1-40 y=87.932x+2.4355 | 0.9997 | 3.186 1 05
Sitidin 5-40 y=24.052x-1.7189 | 0.9960 | 4.209 5 15
Guanin 1.5-40 y=80.848+0.5189 0.9999 | 5.655 15 05
Hipoksantin 1-40 y=92.545+7.8753 0.9988 | 3.496 1 0.4
Adenin 1-40 y=106.849x- 20.40 | 0.9987 | 1.264 1 0.5
Uridin 3-40 y=47.673x+4.8551 | 0.9996 | 2.329 3 1
Timin 2-40 y=60.871x-4.1036 | 0.9996 | 1.921 2 0.7
Inosin 4-40 y=51.802x-1.7167 | 0.9993 | 4.183 4 1
Guanosin 4-40 y=57.685x+4.375 0.9996 | 1.479 4 1
Ksantosin 10-40 y=25.738+7.239 0.9998 | 7.136 10 2
Timidin 5-40 y=31.655-11.487 0.9992 | 3.427 5 2
Adenosin 5-40 y=58.939+0.5663 0.9996 | 1.293 5 1
2-Deoksiadenosin 5-40 y=57.501x-0.3624 0.9993 | 1.569 5 15

Nikleotid bilesikleri, S/G orani yaklasik olarak 3 olacak sekilde seyreltilerek, her
bir tlriin saptama alt sinir1 belirlenmistir. Ayn1 sekilde, S/G oran1 yaklasik olarak 10 olacak

sekilde seyreltilerek, her bir tiir i¢in alt tayin sinir1 belirlenmistir. Etken maddelerin LOD
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ve LOQ degerlerinin belirlenmesi i¢in; her bir madde tekrar sayis1 5’tir ve % BSS degerleri

%1.50’nin altinda bulunmustur.
4.3.2. Kesinlik ve Dogruluk

Yontemin dogrulugu Trif’deki niikleosit bilesiklerinin analiz edilerek %geri

kazaniminin hesaplanmasiyla belirlendi. Mantar 6rnegine ekstraksiyondan once 10 ppm

olacak sekilde standart analitler eklendi. Ekstrakte edilmis 6rnekteki her bir niikleosit

bilesiginin toplam miktar1 kalibrasyon egrisinin konsantrasyon araligindaydi ve 3 tekrar

yapildi. Nikleosit bilesiklerinin elde edilen ortalama igerikleri, eklenmis geri kazanimlarini

hesaplamak i¢in "gercek degerler" olarak kullanildi. Tablo 4.7°de elde edilen gerikazanim

degerleri goriilmektedir.

Tablo 4.7. Etken maddelerin dogruluk degerleri (n=3)

Analit Orijinal Eklenen Bulunan Geri Kazammm | %BSS
(mg.L?) (mg.L?)

Sitozin - 10 10.46 104.60 3.76
Urasil 23.76 10 32.45 96.12 4.28
Sitidin - 10 10.87 108.70 5.73
Guanin - 10 10.96 109.60 4.72
Hipoksantin 10.24 10 19.79 97.78 6.31
Adenin 5.59 10 14.67 94.10 5.27
Uridin 28.02 10 39.41 103.66 4.95
Timin - 10 9.73 97.30 7.44
Inosin 20.41 10 29.54 97.14 6.56
Guanosin 22.66 10 32.06 98.16 8.93
Ksantosin - 10 10.23 102.30 5.96
Timidin - 10 9.50 95.00 7.68
Adenosin 23.07 10 32.71 98.91 8.21
2-DAO - 10 11.68 116.80 3.59

Kesinlik degerlerini hesaplamak igin 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan kontrol

ornekleri 5 farkli giinde enjekte edilmistir. Elde edilen degerlerin bagil standart sapmast

hesaplanarak (%BSS) kesinlik bulunmustur (Tablo 4.8). Kesinlik igin %BSS degerlerinin

%10’un altinda oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.8. Etken maddelerin kesinlik degerleri (giinlerarasi) (n=5)

Bilesik Derisim (ug/mL) Kesinlik (% BSS)
2 6.47
Sitozin 5 2.31
10 2.92
2 7.91
Urasil 5 2.49
10 5.29
5 8.46
Sitidin 10 8.61
20 4.49
2 5.82
Guanin 5 1.59
10 5.44
2 3.96
Hipoksantin 5 3.52
10 7.93
2 4.38
Adenin 5 5.13
10 6.38
5 6.97
Uridin 10 7.86
20 5.74
2 5.57
Timin 5 5.59
10 4.07
2 8.50
Inosin 5 5.85
10 3.91
2 6.33
Guanosin 5 5.85
10 3.90
Ksantosin 10 2.63
20 8.09
40 9.34
5 2.45
Timidin 10 1.34
20 6.08
5 5.29
Adenosin 10 8.44
20 7.36
10 8.49
2-deoksiadenosin 20 8.91
40 8.48
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4.4. Mantar Orneklerindeki Nikleotidlerin Tayini

Piyasadan alinan mantar 6rnekleri liyofilize edildikten sonra, ses dalgalar1 destekli
stv1 ekstraksiyonu ve basingli sivi ekstraksiyonu olmak iizere iki farkli ekstraksiyon
yontemi ile ekstrakte edilmistir.

4.4.1.Ses Dalgalar1 Destekli Sivi Ekstraksiyonun Yonteminin Optimize

Edilmesi

1 gram liyofilize edilmis mantar 6rnegine (Tuber aestivum) 10 mL deiyonize su
ilave edilerek ultrasonik banyoya konulmustur. 30°C ve 70°C’de 30 dakika boyunca
ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon isleminden sonra numune 12.000 rpm hizinda santrifiij
edilmistir. Daha sonra siipernatant 0.20 pm goézenek ¢apina sahip bir membran filtre
yardimiyla siiziildiikten sonra HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Sekil 4.2. de iki farkli sicaklikta elde edilen kromatogramlar iist iiste ¢akistirilmistir.
30°C sicaklikta gozlenmeyen guanosin ve iridinin pikleri 70°C’de ekstraksiyon

sicakliginda gézlenmistir. Bu yiizden ekstraksiyon sicakligi 70°C olarak belirlenmistir.

AD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\07012021000001.D)
C. Sig=254,4 Ref=off (TEST\07012021000002.D)

mAU
900 —f
800 —f

400 o
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0 /

Sekil 4.4. Sicakligin ekstraksiyona etkisi

Daha sonra ekstraksiyon zamani taranmigtir. Mantar numunesi (Tuber Aestivum)
70°C’de 30 dakika ve 45 dakikalik stirelerle ultrasonik banyoda ekstrakte edilmistir. Sekil
4.3’de goriildiigl gibi 30 dakika ve 45 dakikalik siirelerde elde edilen kromatogramlar

arasinda bir fark yoktur. Zamanin 30 dakika olmasina karar verilmistir.
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=of
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=of

(TEST\08012021000001.D)
(TEST\08012021000002.D)

T
f

1000 —

800

600 —f

400

200

Sekil 4.5. Zamanin ekstraksiyona etkisi (30-45 dakika)

4.4.2. Basinch Sivi Ekstraksiyonu Yonteminin Uygulanmasi

1 gramlik mantar 6rnekleri ¢elik ekstraksiyon hiicrelerine konulmusgtur. 1500 psi
basing altinda, 70°C sicaklikta ve yarim saatlik siirede su kullanilarak ekstraksiyon
gerceklestirilmistir.

Sekil 4.6da Porgini (Boletus edulis)’ye ait sirasiyla ses dalgalar1 ve basingli sivi
ekstraksiyonu yontemleri uygulanarak elde edilen kromatogramlar gosterilmektedir.

Kromatogramlardan goriildiigli Por¢ini’de urasil, adenin, iiridin, guanosin ve
adenosin bulunmaktadir. Her iki ekstraksiyon yontemi ile bulunan bilesikler ayni olmasina
ragmen, basingli sivi ekstraksiyonundan elde edilen derisim degerleri ultrasonik
ekstraksiyona gore oldukga diisiiktiir. Bunun nedeni basingli sivi ekstraksiyonunun kapali
bir sistem olmas1 ve ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin matriksle etkin bir etkilesime girememis

olmasiyla aciklanabilir. Grafikte iki yontem karsilastiriimistir (Sekil 4.5).
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\20042021000001.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\20042021000002.D)
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\08042021000001.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\08042021000004.D)
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Sekil 4.6. Porcini (Boletus edulis) A. Ultrasonik ekstraksiyon B. Basingli sivi
ekstraksiyonu
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Sekil 4.7. iki yontemden elde edilen sonuglarm gosterilmesi

Sekil 4.8’de Sarikiz (Cantharellus cibarius)’a ait ultrasonik ve basingli sivi
ekstraksiyonu yontemleri uygulanarak elde edilen kromatogramlar gosterilmektedir.
Sarikiz’da Porgini’de  bulunan urasil, adenin, dridin, inosin, guanosin ve

adenosinden farkli olarak sitidin ve hipoksantin bulundugu saptanmuistir.
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST122012021000001.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\22012021000000.D)
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DADLI C, Sig=254,4 Ref=off (TEST106042021000007.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\06042021000002.D)
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Sekil 4.8. Sarikiz (Cantharellus cibarius) A. Ultrasonik ekstraksiyon B. Basingli sivi

ekstraksiyonu

Sekil 4.9’de Kanlica (Lactarius Salmonicolor)’ya ait ultrasonik ve basingli sivi
ekstraksiyonu yontemleri uygulanarak elde edilen kromatogramlar gosterilmektedir.

Kanlicada diger iki tiirden farkli olarak 2-deoksiadenosin bulunmustur.
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\27042021000001.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\27042021000000.D)
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\06042021000008.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\06042021000002.D)
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Sekil 4.9. Kanlica (Lactarius Salmonicolor) A. Ultrasonik ekstraksiyon B. Basingli sivi

ekstraksiyonu

Sekil 4.10’de Borazan (Craterellus fallax)’ya ait ultrasonik ve basingli sivi
ekstraksiyonu yontemleri uygulanarak elde edilen kromatogramlar gdsterilmektedir.

Borazan’da diger tiirlerden farkli olarak Guanin bulundugu saptanmaistir.
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\27042021000003.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\27042021000000.D)
Norm
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o
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\02042021000007.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\02042021000005.D)
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. ,ﬁﬂ
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Sekil 4.10. Borazan(Craterellus fallax) A. Ultrasonik ekstraksiyon B. Basingli siv
ekstraksiyonu

Sekil 4.11°de Kuzu Gobegi ((Morchella esculenta)’ne ait ultrasonik ve basingh

stv1 ekstraksiyonu yontemleri uygulanarak elde edilen kromatogramlar gosterilmektedir.
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DADL C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\17032021000000.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\17032021000003.D)
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\06042021000002.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\06042021000004.D)
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0 5 10 15 20 25 m

Sekil 4.11. Kuzu Gobegi (Morchella esculenta) A. Ultrasonik ekstraksiyon B. Basingli sivi

ekstraksiyonu

Kuzu Gobegi’'nde diger mantar tiirlerinden farkli olarak sitozin ve timin oldugu

saptanmistir.
Sekil 4.12’da Sigir Dili (Hydnum repandum)’ne ait ultrasonik ve basingli sivi

ekstraksiyonu yontemleri uygulanarak elde edilen kromatogramlar gosterilmektedir.
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\11022021000003.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\11022021000001.D)
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\06042021000002.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\06042021000005.D)
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Sekil 4.12. Sigir Dili (Hydnum repandum) A. Ultrasonik ekstraksiyon B. Basingli sivi

ekstraksiyonu

Sekil 4.13’da Triif (Tuber Aestivum)’ e ait ultrasonik ve basingl s1vi ekstraksiyonu
yontemleri uygulanarak elde edilen kromatogramlar gosterilmektedir. Tuber Aestivum 'da

diger tiirlerden farkli olarak Timidin oldugu gorilmiistiir.

62



DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\14012021000001.D)

DADL C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\27042021000000.D)
Norm.
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\02042021000008.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\08042021000001.D)
Norm. 7
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Sekil 4.13. Trif (Tuber Aestivum) A. Ultrasonik ekstraksiyon B. Basmgli sivi
ekstraksiyonu
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Sekil 4.14°da Triif (Tuber Borchii)’ e ait ultrasonik ve basingli sivi ekstraksiyonu
yontemleri uygulanarak elde edilen kromatogramlar gosterilmektedir.

DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST127042021000004.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\27042021000000.D)
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DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\08042021000001.D)
DAD1 C, Sig=254,4 Ref=off (TEST\08042021000003.D)
mAU A

120 - B

100

Sekil 4.14. Triif (Tuber Borchii) A. Ultrasonik ekstraksiyon B. Basingli s1v1 ekstraksiyonu.

Ultrasonik ekstraksiyon ve basingli sivi ekstraksiyonu ile ii¢ tekrarli olarak analiz

edilen yenilebilir mantarlar turlerinin niikleosit ve niklobaz icerikleri Tablo 4.9 ve 4.10’da

verilmistir.
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Tablo 4.9. Mantarlarda ultrasonik ekstraksiyon ydntemiyle bulunan niikleosit ve niikleobaz miktarlar1 (ug.g™)(n=3)

Bilesik Porgini Sarikiz Kanlhca Borazan Kuzu Gébegi Sigir Dili Trof Trof
(Boletus edulis) | (Cantharellus (Lactarius (Craterellus (Morchella (Hydnum (Tuber (Tuber
cibarius) salmonicolor) fallax) esculenta) repandum) aestivum) borchii)
Sitozin - = - - 57.01+1.22 - - -
Urasil 144.05+5.16 22.55+2.67 20.04+1.03 38.74+1.29 478.10+8.29 50.51+5.42 280.04+24.76 237.61+15.78
Sitidin - 114.97+10.52 114.67+13.87 - - + - +
Guanin - - - 78.22+7.64 - 32.04+1.61 - -
Hipoksantin - 19.10+1.98 42.93+4.53 34.24+5.66 - + 18.39+2.32 102.44+8.64
Adenin 684.37+£114.05 26.77+3.15 157.04+14.24 124.50+9.32 462.69+17.45 436.95+8.56 67.18+0.92 55.93+6.82
Uridin 2335.38+121.46 | 472.27+£50.39 | 1605.20+67.10 | 387.46+25.27 | 1130.74%+45.02 | 707.38+£56.60 | 943.14+37.43 280.16+21.66
Timin 55.49+4.27 - - - 248.85+£12.51 - - -
Inosin 164.80+£26.18 156.65+11.68 367.66+49.89 190.63+£10.34 359.12+23.56 90.91+6.65 63.10+4.78 204.07£10.17
Guanosin 1333.94+56.42 | 218.87+32.90 943.05+43.88 586.40+£5.03 1980.14+47.64 | 673.93£25.01 | 490.91+44.32 226.65+16.02
Ksantin - - - - - - - -
Timidin - - - - - - 276.60+19.65 -
Adenosin 2054.10+145.33 | 640.48+93.81 | 1210.93+104.05 | 742.91+54.51 | 2291.05+135.27 | 944.03+98.23 | 865.82+75.87 | 230.66+25.92
2-DOA - - 119.23£13.72 252.67+£27.47 - 96.58+7.34 277.39£33.43 +
Toplam 6772.13 1671.66 4580.75 2435.77 7007.70 3032.33 3282.57 1337.52

NOT: + ile belirtilen bilesikler mantarda mevcut olan, fakat S/G oran1 <10 oldugu i¢in miktar1 hesaplanamayan bilesiklerdir.
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Tablo 4.10. Mantarlarda basingli s1v1 ekstraksiyonu yéntemiyle bulunan niikleosit ve niikleobaz miktarlar1 (pg.g™)(n=3)

Bilesik Porgini Sarikiz Kanhe Borazan Kuzu Gobegi Sigir Dili Truf Truf
(Boletus (Cantharellus (Lactarius (Craterellus (Morchella (Hydnum (Tuber (Tuber
edulis) cibarius) salmonicolor) fallax) esculenta) repandum) aestivum) borchii)
Sitozin - - - - 64.03+3.84 - - -
Urasil 29.22+1.98 + + + 65.19+6.81 + 81.66+5.32 +
Sitidin - + + - - + - -
Guanin - - - + - + - -
Hipoksantin - + + + - + + -
Adenin + + + + 66.95+4.72 44.09+5.37 77.39+7.47 79.26x7.14
Uridin 575.02+£7.95 + 289.49+33.41 149.87+21.32 125.60+£8.33 | 234.39+£16.34 50.32+4.76 51.70+6.34
Timin - - - - + - - -
Inosin - + + + + 45.39+4.10 63.10+4.78 +
Guanosin 521.01+10.10 + 207.474£9.63 241.57+12.54 94.83+5.09 146.35+14.23 90.38+8.54 +
Ksantin - - - - - - - -
Timidin - - - - - - - -
Adenosin 693.67 + 252.29+13.76 395.46+£18.45 | 278.26+8.57 380.42+33.46 | 289.68+32.65 +
2-DOA - - + + - + + +




5. TARTISMA

Liu ve arkadaslar1 Tuber tirlerini dondurarak kurutmus ve toz haline getirilen
numuneler 250 um’lik elekten gegirilmistir (59). 100.0 mg numune tartilmig ve ardindan
ultrasonik hiicre pargalama aparati ile 120 s (400W giig, 2 s ultrason, 2 sn aralikli ve 60
kez) ekstrakte edilmistir. Fermantasyon misellerindeki toplam niikleosit ve nikleobaz
miktar1 4881.5 - 12.592.9 ug g araliginda iken, meyve veren govdeler bu miktar 498.1-
2274.1 pg.g™°dir. Aralarinda 2-25 katlik bir fark vardir. Tablo 5.3°de Tuber tirlerinin

meyve veren gdvdesinde niikleosit ve niikleobaz miktarlar1 verilmistir.

Tablo 5.1. Tuber tlrlerinin meyve veren govdesindeki nikleosit ve nikleobaz

icerikleri (ug.g™%)

Analit Meyve veren gévdesinde

T.sinense T.indicum T.himalayense | T.aestivum T.borchii var
Adenin 318.3+179 |172.3+3.3 346.3+7.1 265.0+12.1 n.d
Hipoksantin | 161.2 +2.1 37.0+22 31.8+1.6 126.2+6.7 1759+ 2.3
Uridin 2745+8.4 309.2+5.7 260.1+6.2 137.3+25 n.d.
Adenosin 241.8+10.9 | 415.6+10.0 | 542.1+9.6 50.1+24 58.6+1.3
Guanin 185.8+9.8 376.0+12.7 | 481.2+9.5 2000+ 7.1 49.1+3.6
Guanosin 238.6+7.2 4048+ 11.7 | 5445+£26 226.2+ 3.6 95.7+55
Inosin 85.9+34 77.2+5.3 68.1x2.1 2155+ 10.1 118.8+ 3.8
Toplam 1506.1 £64.2 | 1792.1+ 79.2 | 2274.1+ 106.5 | 1220.3+71.9 | 498.1 £24.7

Bu ¢alismadaki adenosin, guanosin ve {iridin miktarlar1 bizim ¢alistigimiz  Truf

(Tuber borchii), Triuf (Tuber aestivum) tiirlerine gore oldukca diisiiktiir. Bunun nedeni

ekstraksiyonu oda sicakliginda yapilmasindan ve protein girisimini engellemek igin

sorbent

olarak kullanilan

D3520 makro

adsorplamasindan kaynaklanabilir.

g6zenekli

recinenin

nikleotidleri
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Ying ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada Tricholoma matsutake (Tm) ultrasonik
destekli ekstraksiyon ile 10 dakika boyunca ekstrakte edilmis, ardindan 1 saat boyunca
60 °C'de su banyosu 1sitilmistir (57). Bulunan yabani ve kiiltiir mantarindaki bilesiklerin
icerikleri Tablo 5.1°de verilmistir. Burada da bizim ¢alismamizla paralel olarak en fazla

bulunan bilesiklerin {iridin, adenin ve guanosin oldugu goriilmektedir.

Tablo 5.2. Tm’nin sulu ekstraktindaki bilesiklerin igerikleri (mg/g)

Bilesikler Yabani Tm Kultir Tm
Tirosin 2.55+0.08" 1.78 £0.05
Sitidin 1.24 +0.03 0.73 £0.05
Uridin 198+0.11 2.01+£0.16
Fenilalanin 1.82 +0.07 1.06 + 0.05
Inosin 0.12+£0.01 0.09+0.01
Guanosin 1.58 +0.04 1.07 +0.08
Triptofan 0.54 +0.01 0.39+0.04
Adenosin 1.72 £ 0.04 1.23+0.02

*QrtalamaxSS (n=6)

Yang ve arkadaslar1 Cordyceps turlerinde adenosine-5"-monophosphate (AMP)
guanosine-5"- monophosphate (GMP), guanosin, uridin, inosin, sitidin, timidin,
kordisepin adenin, guanin, urasil , hipoksantin, sitozin ve timini olmak lzere 16 bilesigi
iyon ¢ifti ters faz sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi yontemiyle tayin etmislerdir
(56). 0.2 g toz halindeki 6rnek 10 mL kaynayan su (100 °C) ile Syncore Reaktoriinde geri
sogutucuyla 100 °C’de 30 dakika boyunca muamele edilmistir. 12 farkli mantar
numunesinde sitozin 88.1-195.2 pg.g?, sitidin 72.9-618.5 pg.g?, urasil 184.5-399.9
ug.g?, Uridin 182.6-6872.2 pg.g?, hipoksantin 33.9-220.2 ug.g?, guanin 98.2-1211.5
ug.g?, inosin 41.5-445.0 pug.g*, guanosin 150.3-4097.9 ug.g?, adenin 37.9-571.3 pg.g?,
timidin 41.1-160.1 pg.g* ve adenosin 339.6-5235.8 ug.g? araliginda bulunmustur. Bu
yontemin dezavantaji1 60 dakika gibi uzun bir analiz zamanina sahip olmasidir.

Liu ve arkadaslar1 0.1 g kurutulmus toz haline getirilmis Cordyceps taii ‘yi 5 mL
metanol:su (1:5, h/h) ¢ozeltisi ile karistirmis ve oda sicakliginda ultrasonik hiicre bozucu
ile 10 dakika aralikli olarak ekstrakte etmislerdir (53). Bu islem 2 kere tekrar edilmistir.
Daha sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. 0.22 pm gozenek boyutuna sahip
membranlarda slzulerek HPLC analizinden 6nce 4°C’de muhafaza edilmistir. Tablo

5.2°de pg.g* cinsinden niikleosit miktarlar1 verilmistir. En fazla bulunan tiiriin adenosin
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oldugu goriilmektedir. Genellikle mantarlarda en fazla bulunan bilesik olan tiridin bu
calismada tayin edilmemistir. Bulunan guanosin miktarinin literatiirdeki diger Cordyceps

tirlerinden daha diisiik olmasi ekstraksiyonun oda sicakliginda yapilmasina baglanabilir.

Tablo 5.3. Incelenen niikleositlerin Cordyceps taii’deki miktarlar:

Bilesik Miktar (ug.g?)
Urasil 1295.28+56.41
Sitidin 279.18+11.22
2"-deoksiridin 1600.66+52.04
Inosin 194.01+16.90
Guanosin 708.91+18.75
Adenin 141.19+13.08
Timin 233.81+11.31
Adenosin 2388.45+93.83
2"-deoksiadenosin 52.62+5.39

Ikeda ve arkadaslari, Cordyceps tiirlerini arastirmiglardir (58). Kiiltiirli
Cordyceps ornekleri 0.5 g tartilmis, dogal Cordyceps drnekleri ise meyve veren govdesi
ve tirtil kismi ayrilarak 0.1 g olacak sekilde tartilmistir. Siseye hacminin yaklasik %90'ia
kadar su ilave edilip ve 1 saat sonike edilmistir. 25°C'de 4000 g'de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra HPLC sistemine siiziilerek enjekte edilmistir. Adenosin, kordisepin, 2'-
deoksiadenosin, guanosin ve tiridin miktarlar1 sirasiyla 0.28-14.15; 0.006-6.36; 0.01—
0.14; 0.68-14.79 ve 0.19-20.29 mg.g? olarak bulunmustur. Yontemin dezavantaji
adenosin, kordisepin, 2’-deoksiadenosin ve guanosinin ayrilmasi i¢in asetonitril-su
(5:95, h/h) hareketli faz1 kullanilmis ve ayirim 20 dakikada gergeklesmistir. Hipoksantin
ve Uridinin ayrilmasi igin ise, hareketli faz olarak hacimce 2:98 asetonitril—su kullanilmis
ve aymrm 16 dakikada 260 nm dalgaboyunda gerceklesmistir. Mantar 6rneklerinin
nukleotid iceriklerini tayin etmek icin iki farkli izokratik eliisyon uygulanmis ve 6rnekler
iki defa enjekte edilmistir. Es zamanli tayin yapilmamustir.

Yuan ve arkadaglari mantarlar1 sapka, lamel veya sporlar ve sap olmak (lizere 3
boliime ayirarak analiz etmiglerdir. Kurutulmus ve toz haline getirilmis 0.1-0.3 g miktarda
yenilebilir mantar numunelerini 5 mL su ile karistirilarak 10 dakika sonikasyondan sonra
10000 g’de 5 dakika santrifiij etmislerdir (60). Ekstraksiyon islemi 3 kez tekrarlandiktan
sonra toplanan ekstraktlar HPLC’de analiz edilmistir. Analiz stiresi 30 dakikadir. A.

Aegerita tiriinde ana nukleositlerin guanosin, dridin ve sitidin oldugu ve toplam niikleosit
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ve niikleobazlarin %81.6’sindan fazla oldugu bulunmustur. Uridin, guanosin ve adenosin
T. albuminosus (>%77.6), L. edodes (>%72.9) ve C.sinesis (>%62.0).’deki baslica
nlkleositlerdir. C. militaris icin, kordisepin, Uridin, ve adenosin (>%86,9) ana
nlkleositlerdir. G. lucidum igin, Gridin ve inosin (>%60.1) ana nukleositlerdir. Spor
ureten hucreleri igeren kisimlardaki toplam nukleosit miktarinin diger kisimlara gore daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Yapilan analizle mantarlardaki nikleosit ve nilkleobaz
miktarinin sabit olmadigini, mantarin tiiriine ve gelisim asamasi bagli oldugunu
sOylemislerdir. Calismamizda dridin, adenosin, ve guanosin Por¢ini(>%84.5), Sarikiz
(>%79.6), Kanlica (>%82.06), Borazan (>%70.48), Kuzu Gobegi (>%77.09), Sigir
Dili(>%76.68), Tuber aestivum (>%70.06)’da ana niikleositlerdir. Tuber borchii’de
uridin, adenosin, ve guanosin yaninda urasil de ana niikleosittir (>%72.90).

Peng ve arkadaslar1 Ganoderma lucidum drneklerinin meyve kismini 1 g tartarak
ultrasonik banyoda 20 mL su ile 45 dakika ekstrakte etmislerdir (54). Ekstrakt 3000 g de
5 dakika santrifiijlendikten sonra, siipernatant 0.45 um’lik membran filte ile siiziilerek
HPLC sistemine enjekte edilmistir. Toplam nukleosit ve nikleobaz igerikleri 8.1 ila
216.94 mg.100g? olarak bulunmustur. Bu igerik farkli Ganoderma tirleri belirgin
farkliliklar gostermektedir. Baslica niikleositler inosin, guanosin ve adenosin olarak
belirlenmistir. Calismamizda da iki farkli Triif mantar1 olan Tuber aestivum ve Tuber
borchii arasinda toplam niikleosit igerigi bakimindan o6nemli fark vardir. Tuber
aestivum’da toplam niikleosit icerigi 3282.57 pg.g™ iken Tuber borchii 1337.52 pg.g™
olarak bulunmustur.

Chen ve arkadaslar1 16 niikleosit ve niikleobazin farkli Ganoderma tiirlerindeki
tayini igin zwitter iyonik hidrofilik etkilesim kromatografi (ZIC-HILIC) y&ntemini
gelistirmistir (61). 1 g mantar 6rnegi 20 mL bidistile su ile karistirilmistir. Ardindan oda
sicakliginda 10 dakika ultrasonik ekstraksiyon gergeklestirilmistir. 4000 g’de 30
dakikalik santrifiij isleminden sonra iist faz, 0.20 pm'lik bir membran filtreden suzilmiis
ve HPLC sistemine enjekte edilmistir. Analiz siiresi 40 dakikadir. Uzun analiz suresi

onemli bir dezavantajdir. Tablo 5.4°de elde edilen sonuglar gériilmektedir.
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Tablo 5.4. Farkli Genoderma tlrlerinin niikleosit ve niikleobaz icerikleri (ug.g?)

G.atrum G.lucidum G.sinense
Analitler Jiangxi | Zhejiang | Anhui | Shandong | Hubei dogal Fujian | dogal
Timin - - - - - - - -
Urasil 1.26 1454 62.87 210.65 406.12 | 645.43 | 2591 | 30.67
Timidin - 138.23 | 117.90 260.22 47444 | 23596 | 23.77 | 15.57
2-DAO - - - - - - -
2-deoksidridin - 25.15 28.75 52.83 173.05 | 105.66 6.10 10.99
Adenin - 56.54 46.80 67.65 147.29 | 202.80 | 12.27 | 11.25
Adenosin 39.76 26.32 8.17 17.14 53.87 - 25.67 7.40
Uridin 3.64 - - 8.40 - 41.42 4.36 -
Guanin 44.26 - - 21.03 - - 45.65 6.38
2-deoksinosin 10.23 - - - - - 24.78 | 18.49
sitozin 10.94 8.31 43.39 19.65 - 88.41 34.00 | 34.01
2-deoksisitidin 6.05 12.36 23.30 9.99 - - 7.91 13.97
inosin 3.25 13.48 27.55 42.65 - - 13.23 -

P-deoksiguanosin 3.36 - - - - 6.36 2.25 1.29

sitidin - - - - - - 5.39 291
guanosin 4.36 4.89 3.28 14.00 25.47 7.05 11.37 1.60
toplam 127.11 | 430.69 | 362.01 724.01 1270.24 | 1333.11 | 242.66 | 154.53

Gao ve arkadaglar1 1 gram toz haline getirilmis 6 ornegi, 15 mL Milli-Q su
ekleyerek 45 dakika ultrasonik islemci ile ekstrakte etmislerdir (62). Alinan
supernatantlar azot atmosferinde 1mL’ye kadar deristirilmis ve 0.45 um'lik bir filtreden
stiziilerek HPLC sistemine enjekte edilmistir. Uridinin, iki Lingzhi tiriinde (Ganoderma
lucidum ve G. sinense) tayin edilen bilesikler arasinda en fazla bulunan bilesik oldugu
bulunmustur. Tablo 5.5°de 6 tiiriin igerdigi bilesiklerin hangi araliklarda oldugu pg.g™*

olarak verilmistir.
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Tablo 5.5. Ganoderma lucidum ve G. sinense tlrlerinin meyve veren

govdesindeki niikleosit ve niikleobaz icerikleri (ug.g™)

Bilesik ug.gt
Urasil 7.38-73.11
Sitidin 3.04-200.57
Hipoksantin 1.33-110.83
Uridin 61.49-264.93
Timin 3.62-17.19
Inosin 1.83-96.06
Guanosin 4.18-214.62
Timidin 5.51-36.02
Adenosin 1.76-269.03

Bu calismada pg.g? olarak bulunan  nikleosit ve niikleobaz icerikleri
literatiirdeki degerlerden daha diisiiktiir. Bu durum mantar tiirlerinin farkli olmasindan
kaynaklanabilecegi gibi, ekstraksiyonun oda sicakliginda yapilmasindan da

kaynaklanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Farkl1 yenilebilir mantar tirlerinde niikleosit ve niikleobazlarin tayin edilmesi igin
ters faz sivi kromatografisi yontemi kullanilmistir. Analiz edilen mantar tiirleri Truf
(Tuber borchii), Trif (Tuber aestivum), Triuf (Tuber borchii), Trif (Tuber aestivum),
Borazan (Craterellus fallax), Kuzu Go6begi (Morchella esculenta), Porgini (Boletus
edulis), Sigir Dili (Hydnum repandum), Sar1 Kiz (Cantharellus cibarius) ve Kanlica
(Lactarius Salmonicolor)’ dir.

Sitosin, urasil, sitidin, guanin, hipoksantin, adenin, uridin, timin, inosin, guanosin,
ksantiosin, timidin, adenosin, 2-deoksiadenosin olmak tzere 14 niikleotit C18 kolon
kullanilarak, 1 mL.dak™® akis hizinda, 25 dakika siirede 254 nm dalgaboyunda es zamanl
olarak ayrilmistir. Hareketli faz olarak metanol ve 50 mM sodyum fosfat tamponu
kullanilarak gradient eliisyon yapilmistir. Bunun i¢in hareketli fazin pH’s1 ve organik
¢ozilicli miktar1 taranarak en iyi ayirma kosullarinda A ¢ozeltisi bilesimi hacimce 1:99
oraninda pH’s1 3.7 olan metanol-tampon karisimidir. B ¢ozeltisinin bilesimi ise 20:80
oraninda olan metanol-tampon karigimidir (pH =6.2).

Liyofilize edilen mantar 6rneklerini analiz etmek i¢in ses dalgalar1 destekli sivi
ekstraksiyonu ve basingli sivi ekstraksiyonu olmak tizere farkli ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir. Ses dalgalar1 destekli s1v1 ekstraksiyonunda yiiksek geri kazanim oranlari
elde edilmistir. Basingli s1v1 ekstraksiyonundaki diisiik geri kazanimin nedeni sisteminin
kapali bir sistem olmasi ve mantarlarin ekstraksiyon esnasinda sismelerinden dolay1
ekstraksiyon ¢Oziicisinin matriksle etkin bir etkilesime girememesi oldugu
diistiniilmektedir.

Mantarlarda en fazla bulunan tiirlerin adenosin, guanosin ve iiridin oldugu
saptanmistir. Calisilan mantar tiirlerinde ksantosine rastlanmamistir. En fazla nikleotit
igerigine sahip olan mantar tiirliniin Kuzu Gobegi oldugu bulunmustur. Daha sonra
Porgini gelmektedir. En disiik niikleotit igerigine sahip mantar tiirii ise Truf (Tuber
borchii)’diir. Calistigimiz mantarlarda adenosin miktar1 230.66 ve 2291.05 pg.g* ;
guanosin miktar1 218.87 ve 1980.14 pg.g?; iiridin miktar1 280.16 ve 2335.38 ug.g2;
inosin miktar1 63.10 ve 367.66 pg.g™%; urasil miktar1 20.04 ve 478.10 pg.g™*; 2-DOA 96.58
ve 277.39 1g.gL; hipoksantin miktar 18.39 ve 102.44 pg.g™* araliginda bulunmustur.
Sitidin yalniz iki mantar tiiriinde 114.97 ve 114.67 ug.g*; guanin iki mantar tiriinde 32.04
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ve 78.22 ug.gl;  timidin bir mantar tiriinde 276.60 pg.g™* ve sitozin bir mantar tiriinde
57.01 pg.g™* olarak bulunmustur.

Niikleositler ve / veya niikleotidler beyin fonksiyonunu gelistirdigi, bagisiklik
cevabin artirdigi, bagirsakta demir emilimine katkida bulundugu dair pek ¢ok ¢alisma
mevcuttur. Yiksek besleyici ve fonksiyonel degere sahip dnemli besin kaynaklart olan

mantarlarin diizenli olarak tiiketilmesi 6nemlidir.
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	Bir biyoanalitik yöntem geliştirilmeden önce, ilgilenilen analitin fizikokimyasal özellikleri, in vitro ve in vivo metabolizması ve proteinlere bağlanma özelliği araştırılmalı ve uygulanabilir önceki analitik yöntemler dikkate alınmalıdır. Yöntem ge...
	Metot geliştirme, metodun validasyona uygun olmasını sağlamak bazı biyoanalitik parametrelerin optimizasyonunu içerir.

