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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

YENI BiR ON-LINE HPLC INDIKATOR TAYIN YONTEMI GELISTIRILMESI VE MOR
LAHANA EKSTRAKTINA UYGULANMASI

Hacer DOGAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2015, 39 Sayfa

Zayif bir asit ve baz olan pH indikat6rleri asidik ve bazik c¢ozeltilerde farkli renk
gosterirler. Indikatorlerin belirlenmesinde kullanilan titrasyon ve spektrofotometrik yontemler
karisimlardaki indikator bilesikleri dogrudan belirlenmesinde kullanilmamaktadir. On-line HPLC
biyokimyasal dedeksiyon sistemleri (6rnegin on-line HPLC antioksidan tayin yontemleri) hizla
gelismektedir. Calismamizda karisimlardaki indikator ozellige sahip bilesenlerin belirlenmesi
amaciyla ilk defa bir on-line HPLC-indikator yontemi gelistirilmis ve mor lahana bitkisindeki
indikator 6zellige sahip bilesenlerin belirlenmesinde kullanilmustir. On-line olarak HPLC sistemine
kombine edilen ilave pompa ve dedektér yardimiyla, standart indikator olarak fenol kirmizisi ve
bromotimol mavisi kullanilarak yeni yontem gelistirilmis ve mor lahananin sulu ekstraktina
uygulanmigtir. Mor lahana kromatogramlarinin karsilastirilmasindan indikator olabilecek en az 3
bilesene sahip oldugu goriilmektedir. Gelistirilen yeni on-line HPLC indikatér yontemi dogal pH

indikatorlerinin daha kisa siiren ¢aligmalarla tespitini saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: indikatsér, On-Line HPLC, Mor Lahana
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Master Thesis

SUMMARY

DEVELOPMENT OF A NEW ON-LINE HPLC-INDICATOR DETERMINATION METHOD
AND ITS APPLICATION ON RED CABBAGE EXTRACT

Hacer DOGAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Science
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Murat KUCUK
2015, 39 Pages

The pH indicators, being a weak acid and base, show different colors in acidic and basic
solutions. The methods of titration and spectrophotometry used in the determination of indicators
are not used for the determination of indicators found in mixtures. On-line HPLC biochemical
detection systems, e.g. on-line HPLC-antioxidant methods, are being rapidly developed. In our
study, an on-line HPLC-indicator method was developed for the first time to determine indicator
components of mixtures, and the method was applied for the determination of the components of
red cabbage that have indicator potential. The new method was developed by using the standard
indicators phenol red and bromothymol blue and additional pump and detector on-line with HPLC
system. The method applied to aqueous redcabbage extract. The comparison of the chromatograms
of red cabbage extract revealed at least three components that have pH-indicator property. The new
on-line HPLC-indicator method will provide the determination of natural pH indicators within

shorter investigation times.

Key Words: Indicator, On-Line HPLC, red cabbage
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1. GENEL BiLGILER

1.1.Giris

pH degisimine gore renk degistiren asit-baz indikatorleri, iyonlasmamis tiirtiniin
rengi konjuge asidinin veya konjuge bazinin renginden farkli olan zayif bir organik asit
veya zayif bir organik bazlardir. Indikatorlerin belilenmesinde volumetrik ve
spektrofotometrik yontemler literatiirde yaygin olarak kullanilmaktadir (Giindogdu vd,
2008). Titrasyona dayali volumetrik yontem ¢ok hassas bir yontem degildir. Son yillarda
bir¢ok alanda oldugu gibi indikatorlerin belirlenmesinde de hassasiyetin arttirilmasi i¢in
HPLC sistemi kullanilmaya baglanmstir.

Bir¢ok yiiksek yapili bitkiden, ilag, boya, tarim ilaglari, tat ve koku maddeleri, gida
katki maddesi ve bocek ilac iiretilebilir. Siirdiiriilebilir biyogesitliligin akilc1 kullanimi ve
korunmasi, yeni bitkisel kaynakli kimyasallarin dogru kullanimi i¢in ¢aba gdsterilmelidir.
Bundan dolay1, dogal boyalara olan ilgi son yillarda olduk¢a artmistir. Giiniimiizde sentetik
boyalarin yerine gecen dogal iirtinlerin kullanimina yonelik farkindalik da artmaktadir.
Toksik olmayan o6zellikleri, diisiik kirlilik ve daha az yan etkilerden dolayi, gida
tirtinlerinde dogal boyalarin kullanimina ilgi fazlalasmistir. Dogal boyalar ayrica ¢evre
dostudur (Ramamoorthya, S. vd., 2009). Dogal kaynakl1 bilesiklerin ¢esitli biyoaktiviteleri
arastirildigr gibi indikator 6zellige sahip olanlarin tespit edilmesi ig¢in de arastirmalar
yapilmaktadir.

Glinlimiizde en yaygin bilinen ve dogal pH indikatorii olarak da adlandirilan
biktilerden biri de mor lahanadir. Mor lahananin indikator o6zelligi g6z Oniinde
bulundurularak gelistirilen yeni yontemlerle bir¢ok bitkideki pH-indikatorti  ozelligine
sahip bilesiklerin varlig1 tespit edilebilir. Boylece sentetik indikatorler yerine
kullanilabilecek dogal, toksik 6zelligi olmayan ve daha az yan etkiye sahip indikatorler

kullanilabilir.

1.2 indikatorler

Bir kimyasal tirtin, Ornegin asidik veya alkali bir ¢o6zeltinin, esik
konsantrasyonun varliginda ya da yoklugunda genellikle renk degisikligi ile isaret veren
maddelere indikator denir. Ornegin; metil saris1 bazik bir ¢ozelti igerisinde rengi saridr,

fakat lizerine yavas yavas asit ilave edilirse renk saridan kirmiziya doner.



Indikatorlerin ¢ogu diisiik konsantrasyonlarda bile renk déniistimiinii saglarlar. (URL-1)
Indikatorleri; asit-baz indikatorleri, yiikseltgenme/indirgenme (Redoks) indikatorleri,

ve ¢oktiirme indikatorleri (Adsorpsiyon indikatorleri) gibi gruplara ayirabiliriz.

1.2.1. indikatorlerin Cesitleri

Asit-baz indikatorleri; zayif asit ve zayif bazlardir. Bulunduklart ¢ézeltinin pH’sina
bagli olarak sentetik ve dogal indikator maddelerin bir¢ogu farkli renkler gosterir. Bu
maddelerin bazilar yiizyillar 6nce suyun asitliini veya bazligini gostermede kullanilmistir
ve halen de asit-baz indikatorii olarak kullanilmaktadir. Bu indikatorler ¢ozelti igerisindeki
H" iyonu (H30" iyonu) konsantrasyonuna (pH’a) bagli olarak renk degistirirler.

Bir asit-baz indikatorii, iyonlasmamus tiirtiniin rengi konjuge asitinin veya konjuge
bazinin renginden farkli olan zayif bir organik asit veya zayif bir organik bazdir. Asit tipi

bir indikatér olan HIn’nin davaranisi su sekilde gosterilebilir:

HIn+ H 0 & In+ H;0" (Esitlik 1)

Iyonlagma sirasinda molekiiliin i¢ yapisinda meydana gelen degisiklikler renk

degisimine neden olur. Baz tipi bir indikator olan In’nin davranis1 su sekildedir:

In+H0 S InH +OH (Esitlik 2)

Esitlik 1°den denge sabitini K, ile ifade edersek; asit tipi indikatdriin iyonlagmasi

icin su esitlik yazilabilir:

K= [H30'][In’] / [HIn] (Esitlik 3)

Bu esitlikten de goriildiigii tizere hidronyum iyonu derisimi, ¢dzeltinin rengini
kontrol eder. [HIn] / [In] oran1 10’dan biiyiik veya 0,1’den kiigiik oldugunda, insan gozii

In" ve HIn karisimini iceren ¢ozeltideki renk farkliliklarina duyarli degildir (Skoog vd.,
2002).



Tablo 1. Asit-baz indikatorleri

indikator
indikator Af:illgl Asit Rengi R]zillfgi Derisimi Coziiciisii
(g/100mL)
Timol Mavisi 1.2-28 Kirmizi Sar1 0.1 %95 Etanol
Metil Sar1 29-4.0 Kirmizi Sar1 0.5 %395 Etanol
Bromfenol Mavi 3.0-4.6 Sar1 Mavi 0.04 %20 Etanol
Metil Oranj 3.1-45 Kirmizi Sar1 0.1 Su
Bromkrezol Yesili 38-55 Sar1 Mavi 0.02 %95 Etanol
Bromfenol Kirmizis1 5.2 -7.0 Sari Kirmizi 0.04 7.8 ml 0.01 N NaOH + su
p-nitrofenol 56-7.6 Renksiz Sar1 0.25 %50 Etanol
Metil Kirmizisi 42-63 Kirmizi Sar1 0.1 %095 Etanol
Nitrazin Saris1 6.0-7.0 Sar1 Mavi 0.1 Su
Bromtimol Mavi 6.0-7.6 Sar1 Mavi 0.1 %350 Etanol
Fenol Kirmizisi 6.4-8.0 Sar1 Kirmizi 0.1 Su
Notral Kirmizist 6.8 -8.0 Kirmizi Sar1 0.1 70 ml %95 Etanol + su
Krezol Kirmizisi 7.2-8.8 Sar1 Kirmizi 0.1 Su
Timol Mavi 8.0-9.6 Sar1 Mavi 0.1 %095 Etanol
Fenolftalein 8.3-10.0 Renksiz ~ Kirmizi 1.0 %50 Etanol +0.0.1 N NaOH
Timolftalein 9.3-10.5 Renksiz Mavi 0.1 %95 Etanol
Alizarin Sarist 10.0-12.1 Sar1 Viyole 0.1 su

Bazi titrasyonlarda daha hassas sonug¢ alabilmek i¢in, daha dar pH araliginda
titrasyonun gerceklesmesi saglanir. Iki uygun indikator ¢alisilarak yakin pH araliginda
renk degistiren karisim elde edilir. Boyle indikatorlere karisik indikatorler (Universal

Indikatérler) denir. (URL-2)



Tablo 2. Karisik indikatorler

Konsantrasyon Baz |Gegis
indikatorler (g/100mL) Coziiciisii | Asit Rengi| Rengi |pH's1 Gecis Rengi
1 1I I I

Metilen Mavi,

Metil saris1  [mavisi 0,05 0,05 [%95 Etanol |viyol Yesil 3,2 Viole
c

Ksilen
Metil oranj  |cyano 0,02 0,28 (%50 Etanol [Kirmizi Yesil 3,9 Gri

1

indigo
Metil oranj  [karmin 0,1 0,25 [Su Viyole Sar1,yesil 4,1 Gri
Bromkresol Koyu
yesili Metil oranj 0,1 0,02 [Su Portakal  |yesil 4,3 Acik yesil
Bromkresol [Metil Sarap
yesili kirmizist 0,075| 0,05 [%95 Etanol |[kirmizis  |Yesil 5,1 -

1
Metil Metilen Kirmizi,
[kirmizisi mavisi 0,1 0,05 |%95 Etanol |viyole Yesil 5,4 Kirli mavi
Bromkresol [Klorfenol Mavi,
yesili kirmizisi 0,05 0,05 |Su Sart,yesil |viyol 6,1 -
e
Bromkresol [Bromtimol Viyole,m
jmoru mavisi 0,05 0,05 [Su Sar1 avi 6,7 Viole
INGtral Metilen Viyole,
[kirmizisi mavisi 0,05 0,05 [%95 Etanol |mavi Yesil 7,0 -
Bromtimol |Fenol Koyu
fmavisi kirmizisi 0,05 0,05 [Su Sar1 viyol 7,5 Acik viole
e

Kresol
[kirmizisi Timol mavisi|0,025| 0,15 [Su Sar1 Viole 8.3 Pembe
Fenolftalein [Metil yesili | 0,033| 0,067 %95 Etanol |Yesil Viole 8,9 Gri,mavi
Fenolftalein [Timol mavisi|0,075| 0,025 (%50 Etanol [Sar Viole 9,0 Yesil
Fenolftalein [Timolftalein | 0,1 0,1  [%95 Etanol [Renksiz Viole 9,9 -
Fenolftalein [Nil mavisi 0,033| 0,133 %95 Etanol |[Mavi Kirmizi 10,0  [Viole




Her bir indikator i¢in ayr1 ayr1 g/100 mL’lik ¢6zelti hazirlanir ve Tablo 3’teki
oranlarda karistirilir. (URL-2)

Tablo 3. Karisik indikatorlerin karisim orani

Indikatorler Karisim Oranlar
| II (Vi/ Vi)

Metil oranj Indigo karmin 1/1
Fenolftalein Timol mavisi 3/1
Bromkresol yesili Metil kirmizist 3/1
Notral kirmizisi Metilen mavisi 1/1
Bromtimol mavisi Fenol kirmizisi 1/1
Kresol kirmizisi Timol mavisi 1/3
Fenolftalein Nil mavisi 172
Metilen Kirmizisi Metilen Mavisi 1/1

Yiikseltgenme-indirgenme (redoks) indikatorleri; yiikseltgenmis ve indirgenmis
hallerinin renkleri farkli olan maddelerdir. Genel redoks indikatorlerinin renk degisimleri,
spesifik indikatorlerin aksine analit ve titrantin kimyasal yapisindan biiylik 6lciide
bagimsizdir. Titrasyon siiresince titrasyonun meydana geldigi sistemin elektrot
potansiyelindeki degismelere baglidir. Yiikseltgenme-indirgenme indikatorlerindeki renk

degisimi icin su yar1 reaksiyon yazilabilir:

Inyik + ne” & In"ing (Esitlik 4)

Pek cok indikatoriin indirgemesinde protonlar yer aldigi icin bir renk degisiminin

meydana geldigi potansiyel aralif1 (gegis potansiyeli) genellikle pH’yabaghdir.

Tablo 4. Yiikseltgenme-indirgenme indikatorleri

Indikator Yiikseltilmis  Indirgenmis Gecis Sartlar
Rengi Rengi Potansiyeli, V

5-Nitro-1,10 Soluk mavi Kirmizi- +1,25 1M H,SO,

fenantrolin menekse

demir(Il) kompleksi

2,3’-Difenilamindi-  Mavi- Renksiz +1,12 7-10 M H,SO,

karboksilik asit menekse




Tablo 4’in devami

1,10 —Fenantrolin Soluk mavi Kirmizi +1,11 1M H,SO,
demir (IT)

kompleksi

5-Metil-1,10 Soluk mavi Kirmizi +1,02 1M H,SO,
fenantrolin demir

(II) kompleksi

Erioglosin A Mavi-kirmizi  Sari-yesil +0,98 0,5M H,SO,
Difenilamin Kirmizi- Renksiz +0,85 Seyreltik asit
stilfonik asit menekse

Difenilamin Menekse Renksiz +0,76 Seyreltik asit
p-Etoksikrisoidin Sar1 Kirmiz1 +0,76 Seyreltik asit
Metilen Mavisi Mavi Renksiz +0,53 1 M asit
Indigo tetrasiilfonat ~ Mavi Renksiz +0,36 1 M asit
Fenosafranin Kirmizi Renksiz +0,28 1 M asit

Coktiirme indikatorleri; kimyasal bir indikatorle elde edilen doniim noktasinda,
genellikle bir renk degisimi goriiliir veya nadiren de titre edilen ¢6zeltide bulaniklik ortaya
cikar ve kaybolur. Bir ¢oktiirme titrasyonunda kullanilacak indikatoriin 6zellikleri; renk
degisimi analitin titrasyon sigrama bolgesinde ortaya ¢ikmalidir ve renk degisimi reaktifin

veya analitin p degerinin belirli bir araliginda goriilmelidir.

Coktiirme indikatorlerinin uygulamasinda ti¢ yontem kullanilir:

1. Mohr yontemi: Bu yontem ilk defa 1865°de K.F. Mohr tarafindan gelistirilmistir.
Klortiir, bromiir ve siyaniir iyonlarinin arjentometrik tayininde sodyum kromat indikator
olarak kullanilabilir. Mohr titrasyonu, kromat iyonu zayif kromik asitin konjlige bazi

oldugundan, pH 7-10 araliginda yapilmalidir.



Ag'+ CI" &= AgCl(k) (AgCl beyaz renkli) (Esitlik 5)

2Ag + CrO4* —— Ag:CrO4 (k) (Ag2CrO4 kirmuzi renkli ) (Esitlik 6)

2. Fajans yontemi: Bu yontem ilk defa 1926’da K. Fajans tarafindan bulunmustur.
Bir adsorpsiyon indikatorii, ¢oktiirme titrasyonunda katinin yiizeyine adsorplanabilen bir
bilesiktir. Adsorpsiyon, idealde esdegerlik noktasi yakininda meydana gelir ve sadece bir
renk degisimi ile degil ayn1 zamanda rengin ¢ozeltiden katiya gegmesi ile sonuglanir.
Ornegin; floresein giimiis nitratla kloriir iyonunun titrasyonu icin yararli olan bir

indikatordiir.

3. Volhard yontemi: Bu yontem 1874 yilinda Jacob Volhard tarafindan
gelistirilmistir. Bu yontemde demir (III) iyonu indikator gibi davranir. Bu yontemde analit

cozeltisinin kesinlikle asidik olmasi gerekir. Kloriir icin Volhard yontemi (Skoog vd, 2002)

Ag’ + ClI' <= AgCl (k) (AgCl (k) beyaz renkli) (Esitlik 7)
SCN + Ag" & AgSCN(k) (AgSCN (k) beyaz renkli) (Esitlik 8)
Fe’™ + SCN” &= Fe(SCN)*" (Fe(SCN)** kirmiz1 renkli) (Esitlik 9)

1.2.1.1. Dogal pH Indikatorleri

Asit-baz titrasyonlarinda sentetik indikatorler kullanilabilir. Cevre kirliligi, maliyet
ve bulunabilirlik agisindan asit-baz indikatorleri i¢in dogal bilesikler de aranmaya
baglanmigtir. Yapilan bazi c¢alismalar sonucunda dogal {iriinler standart — sentetik
indikatorler gibi kullanilabilecegi gortlmistiir. Bu tirtinler sentetik indikatorlerde oldugu
gibi dontim noktasinda renk degisimi gostermektedir. Dogal indikatorlerin ekonomik,
kullanish ve hassas titrasyon i¢in kullanilabilecekleri bulunmustur. (Patil vd, 2009)

Antosiyaninler, suda ¢6ziiniir ve pH’a gore kirmizi, mor veya mavi renk alirlar.
Antosiyaninler bitkilerin yaprak, kok, sap, ¢icek ve meyve de dahil olmak tizere biitiin

dokularda meydana gelebilir. Antosiyaninlerin pH indikatorii olarak kullanilma nedeni,



farkli pH’larda yapisindaki degisikliklerden dolay1 verdigi renk déniisiimiidiir. Ornegin;
asitte kirmizi, bazda ise maviye donerler (Bondre vd, 2012). Bu ylizden antosiyanin orani
yiiksek olan bitkiler dogal indikator olarak tercih edilebilir. Bu konuda literatiirde en ¢ok

dogal indikator olarak tercih edilen bitki mor lahanadir.

1.3. Cahgilan indikatorler

Bu ¢alismada bromotimol mavisi ve fenol kirmizisi indikatorleri kullanilmastir.

1.3.1. Bromotimol Mavisi

Bromotimol mavisi, zayif asit ve bazlar i¢in kullanilan bir pH indikatoriidiir. Notr
cozeltilerde yesil renktedir. Mikroskop altinda hiicre duvarlarin1 ve ¢ekirdeklerini
tanimlamak amaci ile biyolojik boya maddesi olarak ta kullanilir. Bitkilerin aktivitelerini
ve solunum hareketlerini incelemek i¢in de bromotimol mavisi kullanilir. Ayrica
havuzlarin ve akvaryumlarin sularinda bulunan karbondioksit miktarin1 (karbondioksit
zay1f asit 6zelligi gosterir) hesaplamak amaciyla da kullanilir.

Bromotimol mavisi, pH 6,0-7,6 arasinda renk degisimi gosterir ve renk saridan
maviye doner (Esitlik 10 (Klotz vd, 2011)). Molekiil kapali formiilii ise C27H2s8Br20OsS’dir.
Bu indikatoriin farkli pH’larda verdigi UV-Vis spektrumlar Sekil 1°de goriilmektedir.

HBB (sar1) BB’ (mavi)



Absorbans

Dalga Boyu

Sekil 1. Bromotimol mavisinin farkli pH’lardaki
spektrumlar1 (su i¢inde) (Zarei vd, 2009)

1.3.2. Fenol Kirmizisi

Fenol kirmisi, suda coziilebilen kirmizi kristal yapidadir. 6,8-8,2 arasinda renk
degistirir. Asidik rengi saridir, bazik rengi ise pembedir. Bunula birlikte pH 8, 11 ve 12 de
pembe renk gosterir. pH 3,5 ve 6 da ise sar1 renk verir (Tewodros, 2010). Fenol
kirmizisinin ¢esitli kullanim alanlar1 vardir. Bunlara gézyasi miktarimi belirlemek i¢in
yapilan test (Bingol, 2009), endoskopik fenol kirmizisi testi ( Oztiirk, 2008), TSG (Triple
Sugar Iron) Besiyeri Testi (Tibbi Laboratuvar, Mikroorganizmalarin Kiiltiir ve Dogrulama
Testleri -2, 2011) 6rnek gosterilebilir. Fenol kirmizisinin asit — baz denge reaksiyonu

Esitlik 11°de ve UV-Vis spektrumlari Sekil 2’de gosterilmistir.

HO . . O i}
- =~ . W (Esitlik 11)
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Absorbans

Sekil 2. Fenol kirmizisinin farkli pH’larda fenol
spektrumu (Tewodros, 2010)

1.4. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bagka yontemler ile ayrilmalar1 genellikle miimkiin olmayan karmasik
karisimlardaki  benzer bilesenlerin  ayrilmalarini  saglayan metodlar  grubudur.
Kromatografik ayirmalarda numune gaz, sivi ya da stiperkritik akiskan olabilen hareketli
bir fazda ¢oziiliir. Hareketli faz uygun bir sabit faz boyunca gegirilir. Sabit faz tarafindan
giiclii tutulan bilesikler hareketli fazin akisiyla yavas hareket ederler. Diger taraftan sabit
faz tarafindan zayif tutulan bilesikler ise hizli hareket ederler. Hareketlilikteki farkliliklar
sonucu numunenin bilesenleri kantitatif ve/veya kalitatif olarak ayrilirlar (Skoog vd., 1998;
Akytiz, 2007).

Kromatografi hareketli fazin 6zelliklerine gore ti¢ gruba ayrilabilir. Bunlar; gaz
kromatografisi, sivi  kromatografisi ve siiperkritik akiskan  kromatografisidir.
Kromatografik islermlere gore ise su sekilde siniflandirilir; adsorpsiyon kromatografisi,
dagilma (paylasim) kromatografisi, iyon-degisim kromatografisi ve boyut eleme
kromatografisi. Sivi kromatografisinde bu dort form uygulanabilirken, bilesenlerin
ucuculugunun gerekli olusundan gaz kromatografisinde adsorpsiyon ve paylasim

kromatografisi uygulanabilir. (Sandra, 2004; Akytiz, 2007)
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Hareketli faz

Sabit faz g

bilesenler

€K1 . omatografi ayirmanin ¢Ssasi
Sekil 3. Kr grafik ay
(Colak vd., 2011; Burnaz, 2013).

1.4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Uygulama Alanlan

Yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) farmakolojik, ¢evresel, endiistriyel
ve biyolojik v.b. numunelerdeki anorganik ve organik bilesiklerin ayrilmasi  ve
belirlenmesi i¢in uygulanan analitik bir tekniktir. Sivi hareketli faz ve sabit faz arasinda
dagilim davranislarindaki farkliliklardan dolayr numunedeki bilesikler kolon boyunca
farkli hizlarda gog ederler.

HPLC genel olarak bir hareketli faz deposu, bir enjektor, bir ayirma kolunu (se¢imli
on-kolon), bir pompa, bir kolon 1siticisi, bir dedektdr ve bir integratdr veya bilgisayarli
dijital sinyal kaydedicisinden olusur (Akyiiz, 2007). Ayrica on-line HPLC cihazlarina ilave
pompa ve dedektorler eklenerek kombine sistemlerle belirli etkiye sahip bilesenler i¢in

tayin yontemleri de gelistirilmektedir (Sekil 4).
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Sekil 4. HPLC cihazinin sematik gosterimi

Tipik bir HPLC ¢alismas1 bir lineer degisim kullanarak karistirilan iki ¢oziicii ve
kolon boyunca belli bir akis hizini igerir. Aymrmanin segiciligini optimize etmek i¢in
coziictilerde degisiklikler ve ilaveler yapilir. Coziiciilerin bulundugu hareketli faz depolari,
kolonda ve dedektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olacak ¢oziinmiis
gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir (Skoog vd.,
1998; Akytiz, 2007). Pompa yiiksek basingta sabit akisi saglar ve ayirma sirasinda
coziiciilerin gesitli kompozisyonlarina programlanabilir. Kolon i¢ ¢apina bagl olarak, akig
hiz1 ayarlanir. HPLC kolonlarinda kii¢iik i¢ ¢api, kiiciik akis hiz1 gerektirir. Analitik HPLC
icin tipik olarak 0,5-5 ml/dak akis hizi 400 bar’a kadar g¢alisan pompalar tarafindan
tiretilebilir (Akytiz, 2007).

HPLC sisteminde iki farkli eliisyon uygulanabilir: izokratik ve gradient. Izokratik
eliisyon tipinde, hareketli faz icerigi veya orani analiz siiresince degismez. Tek pompa ve
tek ¢oziicti kullanilir. Coziicii tek bilesen igerebilecegi gibi ¢oklu bilesenlerden olusan
homojen karisim da olabilir. Ancak c¢ok sayida pikin ayriminin gerektigi ¢alismalarda
genellikle yetersiz kalir bu durumda gradient eliisyon tercih edilir. Gradient eliisyonda,
hareketli faz igerigi veya orani analiz siiresince degisir. En fazla dort farkli hareketli faz
kullanilabilir (Tekeli, 2012; Burnaz, 2013).

HPLC sisteminde, farkli polarliktaki hareketli ve sabit faz kullanilir. Ornek
bilesenleri, hareketli ve sabit fazlarin bagil polarligina dayali olarak iki kolon tipinden biri

secilerek ayrilabilir (Skoog, 1998). Normal faz (NP) kolununda, sabit faz hareketli faza



13

gore daha polardir. Apolar veya diisiikk polariteli bilesener/analitler kolondan en 6nce
cikar, ilk eliie edilir. Hareketli fazin polaritesi arttik¢a, bilesenin kolonda tutunmasi
(elisyon zamani) azalir. Ters faz (RP) kolonunda, sabit faz hareketli faza gore daha
apolardir. Yiiksek polarliga sahip bilesenler kolondan ilk once c¢ikar. Hareketli fazin,
polarlig1 arttikca eliisyon zamani artar (Ercan, 2012; Akyiiz, 2011; Burnaz, 2013). Analitin
tutunmas1 hareketli fazin hidrofobikligi arttikca azalir ve en polar analitler ilk elie
edilirler. HPLC analizlerinin yaklasik olarak ytlizde seksen ters faz tipinde ger¢eklestirilir.
Silikon ters faz kolonlarina modifiye edilir. Silika jelde modifiye olan oktil (C8) ve
oktadesil (C18) en fazla kullanilanlaridir (Akytiz, 2007).

HPLC yaygin olarak bircok alanda kullanilmaktadir. Baglica kullanim alanlari;
kimyasal ayirma, saflastirma, tanimlama ve derisim tayinidir.

Kimyasal Ayirma; HPLC’de kimyasal ayirma islemi, belli bir sabit faz ve mobil faz
bilesiminden farkli ¢ikis siiresinin olmasindan yararlanilarak yapilmaktadir. Sabit faz ve
mobil faz se¢imi kimyasal ayirmanin dercesini belirler.

Saflastirma; hedeflenen bir maddenin diger maddelerden ya da atiklardan ayrilmasi
islemine denir. Belli kromatografik kosullarda her maddenin karakteristik bir piki bulunur.
Kosullar ayrilmasi istenen maddeye gore ve diger maddelerle olan iliskisine gore belirlenir.
Kromatografik saflastirma isleminde, kolon ¢ikisinda toplanan istenilen madde diger
fraksiyonlardan izole edilir ve bu ancak dogru bir mobil faz ile miimkiindiir. Herhangi bir
safsizlik veya istenmeyen bir maddenin karigmasini engellemek igin istenilen maddenin
kolondan ¢ikis siiresi kisa olmalidir.

Tanimlama; HPLC analizlerinin 6nemli bir pargasida bir maddenin HPLC ile
tanimlanmasidir. HPLC’de madde tanimlamasi, standarda ait alikonma siiresi ile
bilinmeyene ait olan pik alikonma siiresinin ¢akistirilmasi ile yapilabilir. HPLC ile
tanimalanacak herhangi bir madde i¢in Oncelikle dedektoriin dogru segilmesi gerekir.
Optimum kosullar ayarlandiktan ve dedektoér secildikten sonra bir ayirma analizi
yapilmalidir. Secilen dedektér ve analiz kosullarinda tanimlanmaya calisilan maddenin
kabul edilebilir bir ¢ikis siiresi ve belirgin bir piki olmalidir. Cikis siiresini kisaltmak i¢in
cesitli ayarlamalar yapilabilir. Bunlar kolon secimi, mobil faz se¢cimi ve akis hizidir.
Bilinen bir 6rnegin kullanilmasi kesin bir tanimlama icin gerekir. Giivenilir bir
tanimlama i¢in birden ¢ok metod kullanilmalidir.

Derisim tayini; HPLC’de tanimli bir maddenin, bir sivi ¢6zeltisinde derisimi tayin
edilebilir. istenilen maddenin degisik konsantrasyonlarda HPLC’ye enjekte edilmesi ile

gergeklestirilir. Bilinen konsantrasyonlari bir seri pik verir. Piklerin altinda kalan alanlar
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hesaplanir, derisime kars1 grafige gegirilir ve kalibrasyon grafigi cizilir. Bilinmeyen

derisime ait pik alani saptanarak, bilinmeyen derisim kalibrasyon egrisi  aracilifiyla

bulunur (Hasimi, 2013).

1.4.1.1. Yaygin Kullanilan HPLC Dedektorleri

Siv1 kromatografisinde en ¢ok kullanilan dedektorler, goriiniir 15181n absorpsiyonu
veya ultraviyole absorpsiyonuna dayanirlar. Cok ¢esitli dedektorler bulunmaktadir. Bunlar
arasinda absorbans, floresans, elektrokimyasal, kirma indisi, iletkenlik, kiitle, 1s1nin
sacilmasini 6l¢en dedektorler HPLC i¢in kullanilabilir. Bunlardan kirma indisi dedektorii
hemen hemen tiim maddelere cevap veren genel amagh bir dedektor olmasina ragmen
duyarligr diger detektorlere gore diistiktiir ve izokratik uygulamalarda kullanilabilir.
Elektrokimyasal dedektor olarak ise potansiyometrik ve voltmetrik gibi ¢esitli dedektorler
mevcuttur (Skoog vd, 1998). Elektrokimyasal ve floresans dedektorler, kirma indisi
dedektorlerine gore daha hassastirlar, fakat secici detektorlerdir. Kiitle spektrometri
dedektorleri ise giiglii, cok hassas ancak ¢ok karmasik ve pahali sistemlerdir. Ideal bir
dedektorde bulunmasi gereken oOzellikler; yiiksek duyarlik, hizli tepki, diisiik sinyal
gliriiltiisti, minimum pik yayilmasi, ayrilan bantlarin tekrar karismasini engelleyen hiicre
yapist ve ¢alisma kolayligidir (Hasimi, 2013).

On-line HPLC c¢alismalarinda sisteme yaygin olarak UV-Vis, DAD ve MS
dedektorleri kombine edilir (Burnaz, 2013). Bu calismada UV-Vis ve DAD dedektorleri
kullanildigi i¢in bu dedektorler hakkinda bilgi verilecektir.

1.4.1.2. Ultraviyole (UV) Dedektor

HPLC’de en ¢ok tercih edilen dedektér UV dedektordiir. Bir civa ya da déteryum
lambasindan ¢ikan 1gimalardan, istenilen dalga boyu secildikten sonra kolondan ¢ikan
tiirlere gore gonderilir ve numundeki bilesenlerden bu 1s1may1 absorplayanlar belirlenir.
Cok kiiciik derisimlerdeki bilsenleri belirleyebilen UV dedektorlerin segicilikleri de
oldukca yiiksektir (Emir, 2011). Ayrica UV-Vis spektrofotometre; organik bilesenlerin
miktarin1 ultraviyole ve gorlintir bolgede absorbans olgiimiine dayali belirlemede uzun
siiredir kullanilmaktadir (Tsao ve Deng, 2004; Burnaz, 2013). Genis uygulama alanina
sahip olmasit ve ekonomik olmasindan dolayr en sik kullanilan detektordiir (Tekeli,

2012;Burnaz, 2013).
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190-1100 nm arasinda absorpsiyon yapan, anorganik kompleks ve kromofor gruba
sahip anorganik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesinde UV-Vis
spektrofotometre kullanilir. Ozellikle diger cihazlarla belirlenemeyen anyonlarin tayini igin

uygundur (URL-10; Burnaz, 2013).

1.4.1.3. Diyot Serili Dedektor (DAD)

Diyot serili dedektor (DAD/PDA), UV ve goriintir bolgedeki absorpsiyonu algilar.
Bu sitem UV-Vis dedektoriinden farklidir. DAD dedektorii bir defada belirlenen dalga
boyu aralig1 igerisinde genis bir bilgi elde etmek i¢in ¢oklu fotodiyot diziler icerir. Bu
sekilde her diyod ayri bir dalga boyundaki absorbansi es zamanli olarak 6lgebilir. Bu
sayede istenilen her pikin c¢ok hizli spektrum taramasini gorebilmek ve ii¢ boyutlu
kromatogramlar almak miimkiindiir. Bu dedektér ile istenilen dalga boyu araligi
caligilabilmektedir. Isin kaynagi olarak doteryum veya tungsten lamba kullanilir (Akyiiz,
2011; Burnaz, 2013). HPLC-DAD kombine sistemi ile yiiriitilen numunelerin igerdigi
bilesiklere ait piklerin HPLC ile alikonma zamanlarina ek olarak es zamanli alinabilen

spektrumlari ile bilesikleri tanimlamak miimkiindiir (Burnaz, 2013).

1.5. Ekstraksiyon

Bir siispansiyon ya da c¢ozelti i¢indeki maddeyi ¢6zen, fakat siipansiyon ya da
cozeltideki ¢ozici ile karigmayan bir baska organik ¢oziicii yardimiyla ayirmaya
“ekstraksiyon” denir. Kimyada saflastirma degil daha ¢ok ayirma yontemi olarak kullanilir.
Cesitli organik bilesiklerin (asidik, bazik ve nétral) ayrilmasinda ya da saflastirilmasinda
kimyasal aktif ekstraksiyon yontemi kullanilir. Buna gore asidik bir madde uygun bir baz
ile, bazik madde de uygun bir asit ile tepkimeye sokularak tuz olusturulur ve su
fazina ¢ekilmesi saglanir. Ekstraksiyondan sonra notral bilesik organik fazda ve sulu faz

ayirma hunisinin alt kisminda kalacaktir.

1.5.1. Ekstraksiyon Cesitleri

Kati —s1v1 ekstraksiyon ve sivi-sivi ekstraksiyon olmak {izere yaygin iki ¢esit

ekstraksiyon vardir. Sivi-sivi ekstraksiyon, yogunluk farkindan yararlanilarak ayirma
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hunisi kullanilarak yapilir. Kati —s1v1 ekstraksiyon dogal ve biyolojik orneklerle ilgili
uygulamalarda kullanilir.

Ekstraksiyon yonteminde, bitkisel materyalden etken maddeleri elde etmek ig¢in
cesitli polaritede ¢oziiciiler kullanilir ve ¢6ziicii maddenin cinsine gore ti¢ farkli sekilde
yapilabilmektedir. Ekstraksiyon yontemlerinden biri organik ¢oziicii ile ekstraksiyondur.
Bu yontemde benzen, hekzan, kloroform, petrol eteri gibi ugucu yagi, bitkisel
materyallerdeki ugucu yagi kolaylikla ¢ozebilen organik ¢oziicliler, ya da daha polar
bilesikleri ¢dzen metanol, etanol, dimetilsiilfoksit gibi organik coziiciiler kullanilir. Bir
diger yontem ise, sabit yag ile ekstraksiyondur. Damitma yontemlerinin uygun olmadigi
veya ucucu yag miktarinin az oldugu durumlarda tercih edilir. Bu yontemde bitkisel
materyal ile bir sabit yag belli bir siire temasta birakilir. Son yontem ise, siiper kritik
akiskan ekstraksiyonudur. Bilinen ekstraksiyon yontemlerine karsi alternatif bir metottur.

Bu metot da basamak sayis1 ve ¢oziicii tiikketimi azalmakta, analiz stiresi kisalmaktadir.

1.5.1.1. Kati-S1vi Ekstraksiyonu

Kati-s1v1 ekstraksiyonunda, uygun bir ¢oziicii ile katinin igerdigi maddelerden biri
veya bir boliimii ekstrakte edilir. Siirekli ve kesikli ekstraksiyon uygulamalart mevcuttur.
Katilarin ekstraksiyonunda siirekli ekstraksiyon yontemleri daha c¢ok tercih edilir. Ciinkii
katilarin ekstraksiyonu genellikle uzun zaman alir. Maddenin ¢6zgenle daha fazla
temasinin saglanmasi i¢in kat1 6rnek ince toz haline doniistiiriiliir. Boylece maddenin kati
icinden ¢ozeltiye difuzlenmesi de hizlandirilir ve ayni1 zamanda etkilesim ylizeyi artirilmis

olur. Kati-siv1 ekstraksiyonda siirekli sistemde Soxhlet Ekstraktorii kullanilir.

1.5.1.2. Sivi-Siv1 Ekstraksiyon

Sivi-sivi ekstraksiyonu ayirma hunisi kullanilarak iki sivinin yogunluk farkindan
yararlanilarak uygulanir. Karisim ayirma hunisine konuldugunda yogunlugu biiyiik olan
siv1 altta, kiiclik olan sivi istte ise toplanir. Yogunluklar1 birbirine yakin olan maddeler
kolay ayrilmaz. Bu durumda su fazini, NaCl gibi bir tuzla doyurup yogunlugunu arttirmak
gerekir ya da ayirma hunisini ¢alkalayarak ayrilma saglanir. Su i¢indeki organik maddeyi,
organik ¢oziicii fazina alabilmek i¢in ayirma hunisi ¢alkalanirken ¢alkaladik¢a olusan gazin
cikmasi i¢in musluk hafifce agilir. Gaz ¢ikis1 bitene kadar bu islem devam ettirilir. Daha

sonra iistteki faz muslugun hizasina gelinceye kadar alt faz huniden bosaltilir. Sonra iist faz
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ist kapaktan alinir. Ciinkii bu faz da musluktan akitilirsa altta az da olsa kalmis olan diger

madde tist faza karisip safsizlik olusturabilir.

1.6. Mor Lahana (Brassica oleracea var. capitata f. Rubra)

Mor lahana, turpgillerden genis ve kalin kat kat yapraklari olan bir giiz sebzesi olarak
yetistirilir. Besin degeri yiiksek bir sebzedir. Mor lahana, saglik agisindan yararli oldugu
kadar 1yi bir gida renklendiricisidir. Mor lahanin antosiyanin orani ¢ok yiiksektir. Belli pH
degerlerinde antosiyaninler renk karakterlerini belirler. Mor lahana antosiyaninleri ortamin
pH’sina gore kirmizidan maviye degisim gosteren genis bir renk spektrumu sergiler
(Ahmadiani vd, 2014). Bununla birlikte mor lahana genis pH araliklarinda kararh
kalabildigi i¢in ayn1 zamanda gida boyasi olarak da siklikla kullanilmaktadir (URL-3).

Sekil 6. Mor lahana ekstraktinin farkli pH’lardaki renk degisimi (URL-4)



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde kullanilan madde ve malzemeler KTU Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
Laboratuvarlari’ndan temin edildi. Kullanilan cihazlar ve satin alindiklar1 firmalar:

gosteren bilgiler Tablo 5’°de verilmistir.

Tablo 5. Deneylerde kullanilan cihazlar

Cihaz Adx Markasi

UV-Vis Spektrofotometre ATI Unicam UV2
Analitik terazi Mettler Toledo MS204
Siringa ucu filter RC 0,45 um

HPLC Agilent 1100 series
HPLC siringa Hamilton

pH metre Hanna

2.2 Kullanilan Kimyasallar

Denemelerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar1 Tablo
6’da, deneysel c¢alismalarda kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlaniglari Tablo 7’de ve

calismada kullanilan indikatorlere ait bilgiler Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 6. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Madde Ad1 Firmasi
Amonyak Sigma-Aldrich
Asetik asit Carlo Erba
Asetonitril Sigma-Aldrich
Metanol Merck

Etanol Carlo Erba
Fenol kirmizisi Sigma-Aldrich
Bromotimol mavisi Sigma-Aldrich

Tablo 7. Kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlaniglar

Cozelti

Hazirlanisi

1 M NH3

15 mL derisik (%26°lik) NH; 185 mL saf su ile hacmi

200 mL’ye tamamlanmustir.

%?2’lik CH3COOH-Saf su

2 ml derisik (%99,5’lik) CH;COOH 98 ml saf su

hacmi 100 mL’ye tamamlanmaisgtir.

%0,5 CH3COOH-Asetonitril:Su (1:1)

0,5 mL derisik (%99,5°1ik) CH;COOH 49,75 mL saf
sut 49,75 mL asetonitril ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

1 M CH;COOH

1,1 mL derisik (%99,5’lik) CH;COOH 18,9 mL saf su

ile hacmi 20 mL’ye tamamlanmigtir.

1,3 mM Fenol kirmizisi

4,6 mg fenol kirmizist 10 mL saf suda ¢oziilmiistiir.

1,3 mM Bromotimol mavisi

8,1 mg bromotimol mavisi az miktarda etanolde
coziildiikkten sonra hacim saf su ile 10 mL’ye

tamamlanmustir.
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Tablo 8. Caligmada kullanilan indikatorlerin molekiil sekilleri ve molekiil agirliklari

Indikatoriin Ad Indikatoriin Molekiil Sekli Indikatoriin Molekiil
Agirh@ (g/mol)
354.377
1 | Fenol Kirmizis1
624,38

2 Bromotimol mavisi

2.3 Mor Lahana Ekstraktinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan numune segilirken literatiirde dogal indkatorler {tizerinde

siklikla calisilan numune olan mor lahana tercih edilmistir. Calismada kullanilan mor

lahana 2015 yilinda Trabzon’daki bir manavdan temin edilmistir. Mor lahanadan 10 g

alinarak blender ile parg¢alandiktan sonra 50 mL saf su ile iki saat siire magnetik karistirict

ile ekstraksiyon islemi gerceklerstirildi. Ekstraksiyon isleminden sonra ekstrakt once adi

stizge¢ kagidi, ikinci asamada ise mavi siizge¢ kagidindan stiztilmiistiir. Ekstrakti daha

berrak hale getirmek ve HPLC’de analiz yapmak i¢in son olarak siringa yardimiyla

filtreden (NY 0.45 pum) gegirilmis ve analiz i¢in hazir hale getirilmistir.

Calismada kullanilan indikatorler (fenol kirmizisi ve bromotimol mavisi) 1,3 mM

konsantrasyonda ¢alismaya hazirlanmistir.
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2.4. HPLC-UV-DAD Kosullan

Analizler Agilent 1100 serisine ait 4’lii ¢oziicli pompast ve ultra viyole dedektor
(UV) ile 1200 serisine ait diyot serili dedektér (DAD) ile yapilmistir. Chem Station
programi (Agilent) ile cihaz kontrol edilmistir. Tim analizlerde Hichrom C18 kolon
(250 mmx 4.6 mm i.d., 5 pm partikiil; UK) ve Hamilton siringa (25 pL) kullanilmistir.
Analizler i¢in yeterli numune miktar1 20 pL’dir.

[k olarak indikatérlere ait piklerin olabildigince ayrilabilmesi i¢in HPLC-UV-DAD
sisteminde uygun ¢oOziicii programi gelistirilmistir. Daha sonrasinda mor lahana
ekstraktindaki bilesenlere ait piklerin NHz ve asitli (CH3;COOH) pik alanlarimin
belirlenebilmesi i¢in bir on-line-HPLC-UV-DAD-Indikator sistemi gelistirilmis (Sekil 4)
ve bazi parametrelerin bu sistem {iizerine etkisi incelenmistir. Bu asamada kolon 6ncesi
hareketli faz olusturan 4’lii pompanin ve siringa pompanin akis hizlari, kolon sonrasi

pompadan gelecek olan NH3 konsantrasyonu ve kolon sonrasi tubing boyu belirlenmistir.

2.4.1. HPLC Coziicii Sistemi

HPLC sisteminde hareketli faz1 olusturmak {izere 2 farkli ¢oziicti kullanilmistir. Bu
coziiciiler;

A ¢oziictisii: %50-50 asetonitril-su (%0,5 asetik asit igeriyor)

B ¢oziiciisii: Sulu %2’lik asetik asit
HPLC sisteminde uygulanan gradient ¢6ziicii programinda baslangigta %20 A ve %80 B
coziictisti ile basglanmis ve 10. dakikaya kadar lineer degisiklik yapilarak A %90’a, B ise
%10 dontistiiriilmiis ve bu oranlarda 17. dakikaya kadar devam edilmis, sonra 20. dakikada
%10 Ave %90 B olacak sekilde yine lineer degisiklik yapilmis ve kromatogram kaydi 20.

dakikada sonlandirilmigtir.
2.4.2. pH indikatérleri ile Yapilan Optimizasyon
Belirlenmis olan indikatérlerden 1,3 mM’lik ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu indikatorler

hareketli faz ¢o6ziici programu kullanilarak tek tek HPLC-UV-DAD  sisteminde

yliriitiilmiistiir. Indikatorlerin ikili karismm da  yiiriitilmiistiir. Piklerin  birbirinden



22

olabildigince ayrilmasi i¢in hareketli faz ¢oziicii programinda bir¢ok degisiklik yapilmis ve
uygun program ile ikili karigim tekar yiriitilmustiir. Ayrilan piklere ait DAD’da sekiz
farkli dalga boyunda (280, 390, 430, 500, 515, 550, 617 ve 650 nm) kromatogramlar elde

edilmistir.

2.5. pH Indikatorlerinin On-line HPLC-indikatér Analizleri

Indikatérlerin alikonma zamam belirlendikten sonra gerekli optimizayonlar yapilip
indikator karigimi asitli ve bazli yuritiilmistir. Ayrica 1. dedektoér sonrasi 2. pompa ile
uygulanan ¢ozeltinin etkinliginin tubing boyuna bagimliligin1 belirlemek amaciyla farkli
tubing boyu (250 cm, 100 cm, 80 cm, 60 cm, 50 cm, 40 cm, 30 cm, 20 cm, 10 cm)
kullanilarak asitli ve bazl yiirtitmeler yine indikator karisiminda ylriitmeler yapilmistir.
Bununla birlikte bazin uygulanmasi gereken konsantrasyonunu belirlemek amaciyla da
degisen amonyak konsantrasyonlari1 (0,1 M, 0,5 M, 1 M, 1,5M,2 M, 2,5M,3 M, 4 M) ile

de ikili indikator karisim yiirtitiilmiistiir.

2.5.1. Mor Lahana Ekstraktimin On-line HPLC-indikator Analizleri

Indikatorlerde oldugu gibi mor lahahana ekstraktininda ilk olarak asitli ve bazli
spektrofotometrik olarak UV-Vis spektrumlar1 alinmistir. Indikatérler ile HPLC sisteminin
programi belirlendikten sonra su ile hazirlanan mor lahana ekstrakti asidik ve bazik olmak

lizere sistemde ylriitilmiistiir.



3. BULGULAR VE TARTISMALAR
3.1.  pH indikatérlerinin On-line HPLC-Indikator Analizleri

Indikatorlerle yaptigimiz galismada ilk 6nce spektrofotometreden indikatorlerin tek
tek spektrumlari alinmistir. Daha sonra fenol kirmizist ve bromotimol mavisi tek tek
ylritilmustiir.

Fenol kirmizisinin UV-Vis spekturumu Sekil 7°da, asidik kromatogrami Sekil 8’da
ve 3D kromatogrami Sekil 9de verilmistir. Ilk olarak fenol kirmizisinin spektrofotometre

cihazi ile UV-Vis spektrumu alindi. Alinan sonuglar HPLC ile teyit edildi.

D500

Sekil 7. Fenol kirmizist i¢in spektrofotometre ile elde edilen asidik ve bazik formlarin UV-
Vis spektrumlari
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Sekil 9. Fenol kirmizist 3D asidik kromatogrami

Bromotimol mavisinin UV-Vis spektrumu Sekil 10’de, bazik kromatogrami Sekil
11°te ve 3D kromatogrami Sekil 12’te verilmistir. ilk olarak bromotimol mavisinin

spektrofotometre cihaz1 ile UV-Vis spektrumu alindi. Aliman sonuglar HPLC ile teyit
edildi.
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Zaman (dk)

Sekil 11. Bromotimol mavisi asidik kromatogrami
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Sekil 12. Bromotimol mavisi 3D asidik kromatogrami

Ikili indikator karisim icerisindeki fenol kirmizi ve bromotimol mavisinin asidik
kromatogramlarin cakistirilmasi ve fenol kirmizist ve bromotimol mavisine ait DAD ile
elde edilen spektrumlar Sekil 13‘te, karisimin asidik 3D kromatogrami sekil 14°da

verilmistir.

6 8 10 12 14 16 18
Zaman (dk)

Sekil 13. ikili indikator karisimi asidik kromatogramu; fenol kirmizisi ve bromotimol
mavisine ait DAD ile elde edilen spektrumlar sekilde gosterilmistir.
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Sekil 14. Ikili indikatér karisimi asidik 3D kromatogrami

Ikili indikatér karisimi igerisindeki fenol kirmizi ve bromotimol mavisinin bazik
kromatogramlarinin ¢akistirilmasi ve fenol kirmizis1 ve bromotimol mavisine ait DAD ile
elde edilen spektrumlar Sekil 15°de, karisimin bazik 3D kromatogrami Sekil 16’de

verilmistir.

Zaman (dk)

Sekil 15. Ikili indikatér karisimi bazik kromatogrami; fenol kirmizisi ve bromotimol
mavisine ait DAD ile elde edilen spektrumlar sekilde gosterilmistir.
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Sekil 16. ikili indikatér karigimi bazik 3D kromatograni

Ikili indikator karisimi kromatogram igerisinde fenol kirmizisina ait piklerin asidik-
bazik ¢akistirmasi Sekil 17, ikili indikator karisimi igerisinde fenol kirmizisina ait piklerin

asidik-bazik 3D kromatogramlar1 Sekil 18’de verilmistir.

Sekil 17. ikili indikator karisimi1 kromatogrami igerisinde fenol kirmizisi asidik
ve bazik ¢akistirmasi
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A B
Sekil 18. Ikili indikator karisimi igerisinde fenol kirmizisi asidik (A) ve bazik (B) 3D
kromatogramlari

Ikili indikator karisimi kromatogramu icerisinde bromotimol mavisi asidik-bazik
cakistirmas1 Sekil 19°de, ikili indikator karisimi igerisinde bromotimol mavisi asidik ve

bazik 3D kromatogramlar1 Sekil 20’de verilmistir.

13 I 144 L4t 145 L= 15z

Zaman (dk)

Sekil 19. Ikili indikator karisimi kromatogram igerisinde bromotimol mavisi
asidik ve bazik ¢akistirmasi
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A

B

Sekil 20. Ikili indikator karisimi igerisinde bromotimol mavisi asidik (A) ve bazik

(B) 3D kromatogrami

Ikinci pompa ile ikinici dedektor arasinda farkli tubing boylari kullanilarak asitli ve

bazli yiritmeler yapilmistir. Belirli tubing boyuna karsilik pik alani Sekil 21°te ve

alikonma zamani Sekil 22’te grafige yansitilmistir. Karsilastirlmas: amaciyla asitli

yiiritmenin kromatogramlar1 Sekil 23, bazli yiiriitmenin kromatogramlar: ise Sekil 26.’da

verilmigtir.

5
J

Zaman (dk

|
i

(&

grafigi

Sekil 22. Tubing boyu (cm) -
stiresi grafigi

alikonma
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bl 10 12 B 1t 1%

Zaman (dk)

Sekil 24. Farkli tubing boylarmin ikinci dedektorle elde edilen bazik kromatogramlarinin
(550 nm) karsilastiriimast

Degisen amonyak konsantrasyonuna karsilik kromatogramlarin degerlendirilmesi

yapildi. Ayrica degisen amonyak konsantrasyonuna karsilik pik alani ve alikonma siiresi

grafikleri ¢izilmistir. Degisen amonyak konsantrasyonunu kromatogramlarinin

karsilastirilmasi Sekil 25, pik alanina karsilik ¢izilen grafik Sekil 26 ve alikonma siiresine

karsilik ¢izilen grafik Sekil 27°da gosterilmistir.
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Sekil 25. Degisen amonyak konsantrasyonu (0,1-4,0 M) ile elde edilen kromatogramlarin
karsilastirilmasi

i
i
i

I
I

Zarmnan (dk)

Sekil 26. NH3 konsantrasyonu (M) - pik alam Sekil 27. NH; konsantrasyonu (M) -
grafigi alikonma stiresi grafigi

3.2. Mor Lahana Ekstraktinin on-line HPLC-indikator Analizleri

Mor lahana ekstrakti ile yapilan ¢alismada hazirlanan ekstrakt oncelikle asidik ve
bazik olarak spektroformetrede UV-Vis spektrumu almmistir. Daha sonra HPLC’de
ylriitmesi  yapilmistir. Mor lahana ekstraktinin UV-Vis asidik-bazik spektrum

cakistirilmasi Sekil 28’da, HPLC kromatogramlar1 ise Sekil 29.’de verilmistir.
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Sekil 29. Mor lahana ekstraktinin asidik ve bazik kromatogramlar1 (2. dedektor,
500 nm). 1. Dedektor ile 500 nm’de elde edilen kromatogram da
karsilastirma amaciyla verilmistir.



4. SONUCLAR VE ONERILER

Literatiirde indikatorlerin belirlenmesinde titrasyon ve spektrofotometrik yontemler
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemlerden 6zellikle titrasyon yontemi ¢ok hassas bir
yontem degildir. Ayrica titrasyon ve spektrofotometrik yontemlerle karisimlarda bulunan
indikator bilesiklerin belirlenmesi dogrudan miimkiin olmayip, ancak zaman alic1 ve
maliyetli  saflagtirma  islemleri sonrasi indikatdor potansiyeli olan  bilesikler
belirlenebilmektedir. Bu anlamda karisimlardan kisa stirede ve diigiik maliyette indikator
tespiti yapabilen yeni yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Son yillarda HPLC sistemine kombine edilmis bir¢cok biyoaktivite tayin yontemi
gelistirilerek bilesiklerin ayrilmasiyla eszamanli olarak aktivitelerinin de ortaya konmasi
saglanmistir (Burnaz, 2013). Yeni gelistirilen bu yontemler arasinda on-line HPLC-
antioksidan (Aktas vd, 2015), on-line-HPLC-enzim inhibitorii yontemleri yayginlasmaya
baslamistir (LI vd, 2014). Benzer bakis agisiyla bu ¢alismada gelistirdigimiz on-line-
HPLC-pH indikatérii yontemi dnemli bir eksikligi giderecektir.

Glintimiizde sentetik {iriinlerden dogal {iriinlere yonelme s6z konusudur. Bunun
sebebi dogal iirtinlerin daha ekonomik, bulunabilirligi, ¢alismalar i¢in hazirlanmasi kolay,
toksik ozelligi az ve ¢evre dostu olmalaridir (Burungale vd, 2014). Cogu alanda oldugu
gibi indikatorlerin de dogali bulunmaktadir ve giin gectikce bu alandaki c¢aligmalar
artmaktadir. Yapilan bir ¢alismada begonvil tiirti olan Bougainvillea glabra bitkisinin
dogal bir indikator olabilecegi gosterilmistir. Farkli pH araliklarinda bitki ekstraktlarinin
farkli renklere donustiigii gozlenmistir (Gauravi vd, 2010). Literatiirde bahsedilen diger bir
calisma ise kokboyagillere ait Ixora coccinea bitkisine aittir. Farkli asit ve bazlarla yapilan
titrasyonlarda standart indikator ile paralel sonuglar verdigi gozlenmis (Deshpande vd,
2010). Indikator 6zelligi bulunan ve en ¢ok ismi gecen bitki hi¢ siiphesiz ki mor lahanadir.
Literatiirde yer alan mor lahana ile ilgili bir calisma; mor lahananin kagitlarda
kullanilmasidir. pH 1‘den 14’e kadar farkli renk vermesinden faydalanilarak kagit tizerinde
farkli renkler olusturulmustur (Suzuki, 1991).

Calismamizda karisimlardaki indikatér ozellige sahip bilesenlerin  belirlenmesi
amaciyla ilk defa bir on-line HPLC-indikatér yontemi gelistirilmis ve mor lahana
bitkisindeki indikator 6zellige sahip bilesenlerin belirlenmesinde kullanilmigtir. On-line

olarak HPLC sistemine kombine edilen ilave pompa ve dedektoér yardimiyla analizler
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yapilmistir. Caligmada standart indikatér olarak fenol kirmizisi ve bromotimol mavisi
kullanilmigtir. Mor lahanin sulu ekstraktinin ayrilan bilesenleri sulu ve amonyakli (NH3)
olmak tizere ikinci dedektore gonderilmistir. Mor lahana kromatogramlarinin
karsilastirilmasindan indikator olabilecek en az 3 bilesene sahip oldugu goriilmektedir.
Bununla birlikte indikatorler ile yapilan bir c¢alisma olarak tubing boyu ve farkli
konantrasyonlardaki NHz‘tin piklerin alilkonma zaman1 ve boyutu yoniinden
degerlendirilmesi yapilmistir. Kullandigimiz en kisa tubing ile en uzun tubing arasinda
bazikligin saglanmasi acisindan fark goriilmemis buna bagl olarak da ¢oziicti kullanimini
azaltmak i¢in bu yontemde sulu ve NH3’lii yiiritmelerde en kisa tubingin kullanilmasina
karar verilmistir. Ancak tubing uzunlugunun kisalmasiyla taban ¢izgisi (baseline)
glirtiltiistiniin arttig1 gortilmiistiir. Bundan dolay1 en kisa tubing olarak sectigimiz 10 cm’lik
degil 20 cm’lik tubing kullanilmigtir. Degisen NHs konsantrasyonunun pik alanini ve
alikonma zamanmi degistirmedigi de gozlenmistir. NH3’tin 0,5 M ve daha yukari
konsantrasyonlar1 ayni performansi saglamistir. Bu nedenle ¢alismamizda 1.0 M genel
calisma konsantrasyonu olarak se¢ilmistir.

Ikili indikatér karisrmiyla yapilan ¢alismalarda indikatérlerin asidik ve bazik
ortamlarda absorpsiyon spektrumlarinda meydana gelen degisiklik dikkate alinarak
secilecek dalga boylar1 sayesinde pH duyarliliklarinin rahatlikla belirlenebildigi
goriilmistir. DAD dedektoriin - sagladigi istenilen dalga boyu araliginda 6l¢tim
yapilabilmesi avantaji sayesinde hangi dalga boylarinda absorbans degisikligi gosterecegi
bilinmeyen asit-baz indikatorlerinin karigimlardan belirlenmesi, sisteme asit ya da baz
pompalanmastyla yeni gelistirilmis olan on-line-HPLC-indikatér yontemiyle miimkiin
olabilmektedir.

Mor lahana indikator bilesenlerinin yapilart MS gibi dedektorler kullanilmasiyla ya
da preparatif olarak saflastirilip NMR, IR, MS, eclementel analiz yontemlerinin
kullanilmasiyla aydinlatilabilir. Gelistirdigimiz yeni on-line HPLC indikator yontemi,
ekonomik, cevre dostu ve toksisitesi daha az olan dogal pH indikatorlerinin daha kisa
stiren ¢alismalarla tespitini saglamaktadir ve bundan dolay1 kullanim potansiyeli yiiksektir.
Ayrica on-line HPLC indikator yonteminde tubing boyu uzunlugunun ve ikinci pompadan
gonderilen NH3 konsantrasyonun sonuglari etkilemedigi gézlenmistir. Daha diisiik asit ve

baz konsantrasyonlariyla yontem {izerinde optimizasyonlar yapilabilir.



36

5. KAYNAKLAR

Ahmadiani, N., Robbins, R.,J., Collins, T.,M., and Giusti,M.,M., 2014. Anthocyanins
Contents, Profiles, and Color Characteristics of Red Cabbage Extracts from
Different Cultivars and Maturity Stages, Journal of Agriculture Food
Chemistry., 62, 30, 7524-7531.

Aktas Karacelik, A., Kii¢iik, M., Iskefyeli, Z., Aydemir, S., Smet, D.,S., Miserez, B., ve
Sandra, P., 2015. Antioxidant components of Viburnum opulus L. determined
by on-line HPLC-UV-ABTS radical scavenging and LC-UV-ESI-MS
methods, Food Chemistry, 175, 106-114.

Akytiz, E., 2007. Polygonum bistorta ssp. carneum Bitki Ekstraktlarinin Kromatografik
Yontemlerle Kimyasal Bilesiminin Belirlenmesi ve Antioksidan ve
Antimikrobiyal Aktiviteleri, Yiiksek Lisans Tezi, Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon.

Bingdl, N., 2009. Kuru G6z Tanili Hastalarin Epidemiyolojik Arastirilmasi, T.C. Saglik
Bakanligi, Okmeydan1 Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z Hastaliklar
Klinigi, Istanbul.

Bondre,S., Patil, P., Kulkarni, A., ve Pillai, M.,M., 2012. Study On Isolation And
Purification Of Anthocyanins and Its Application As pH Indicator,

International Journal of Advanced Biotechnology and Research, 3, 3, 698-
702.

Burnaz Arslan, N. 2013. On-Line Hplc-Frap Antioksidan Aktivite Tayin Yonteminin
Gelistirilmesi Ve Bazi Dogal Uriinlere Uygulanmasi, Doktora Tezi,
Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon.

Burungale, H.,S., ve Mali, A., V., 2014. Natural indicator as a eco-friendly in acid base
titration, Journal of Chemical and Pharmaceutical Research, 6, 5, 901-903.

Deshpande, A., Jadge, D., Dhawale, S., Patrakar, R., ve Gadgul, A., 2010. Flower Extract
of Ixora coccinea as a Natural Indicator in Acid Base Titration, Journal of
Pharmacy Research, 3, 10, 2512-2513.

Emir D., S., 2011. Aletli Analiz Laboratuvari, Anadolu Universitesi Yayinlar1, Eskisehir.

Gauravi, P., Kumar, J., N., Narendra, N., ve Chatap V. K., 2010. Bougainvillea glabra -A
Natural Indicator, Pharmacognosy Journal, 2, 25-28.




37

Giindogdu, A., Bu}ut, V.N., Duran, C., Kemer, B., Bekircan, O., Soylak, M., 2008. A new
pH Indicator Based On 2,5-Diaryl-1-Salicylideneamino-1,3,4-Trizaole
Derivative, Chinese Journal of Chemistry, 26, 143-145.

Hasimi, D., 2013. Yeni Amid-Silika Kolon Dolgu Maddesi Kullanilarak Sitokininlerin
HPLC ile Ayrilmasi ve Optimizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Dicle
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Diyarbakir.

Klotz, E., Doyle, R., Gross, E., and Mattson, B., 2011. The Equilibrium Constant for
Bromothymol Blue: A General Chemistry Laboratory Experiment Using
Spectroscopy, Journal of Chemical Education, 88, 637—639.

Li, DQ., Zhao, J., Xie, J. ve Li SP., 2014. A novel Sample Preparation and On-Line HPLC-
DAD-MS/MS-BCD Analysis for Rapid Screening and Characterization of
Specific Enzyme Inhibitors in Herbal Extracts : Case Study of o-
Glucosidase, J Pharm Biomed Anal, 88, 130-135.

Oztiirk, Y., 2008. Peptik Ulser Hastalig1 ve Helicobacter Pylori, Cocuk Gastroenteroloji,
Beslenme veMetabolizma Unitesi, Izmir.

Patil, B.,S., Kondawar, M.,S., Ghodke, D.,S., Naikwade, N.,S., ve Magdum, C.,S., 2009.
Use of Flower Extracts as an Indicator in Acid-Base Titrations, Research
Journal Pharmacy And Technology, 2, 2,421-422.

Ramamoorthya, S., Mudgala, G., Rajesha, D., Khanb, F.,N.,Vijayakumarb, V., and
Rajasekarana, C., 2009. Characterisation of novel pH indicator of natural dye
Oldenlandia umbellata L. , Natural Product Research, 23, 1210-1217.

Skoog D.A.,Holler F.J., ve Nieman T.A., 1998. Principles of Instrumental Analysis,
Saunders College Publishing, Fifth Edition, Kilig E., Ko&seoglu F., ve
Yilmaz H., Bilim Yayincilik, Ankara.

Skoog, D.A., Holler, F.J., West, D.M., ve Crouch, S.R., 2002. Fundamentals of
Instrumental Analysis, Eight Edition, Kili¢ E. ve Yilmaz H., Thomson
Brooks/cole Publishing, Bilim Yayincilik, Ankara.

Suzuki, C., 1991. Making Colorful Patterns on Paper Dyed with fled Cabbage Juice,
Journal of Chemical Education, 68, 7, 588-589.

T.C. Milli Egitim Bakanligi, Tibbi1 Laboratuvar Mikroorgangzmalarm Kiiltir ve
Dogrulama Testleri-2, Ankara.

Tewodros , A., 2010. Spectroscopic pH Measurement Using Phenol Red Dye, Addis
Ababa Universitesi, Etiyopya.



38
URL-1, http://global.britannica.com/EBchecked/topic/108717/chemical-indicator, 2015.

URL-2, www.lisanskimya.balikesir.edu.tr/~f10429/analitik/indikatorler.doc, 2015.

URL-3, http://www.bilgiustam.com/kirmizi-lahanada-bulunan-antosiyaninler-veozellikleri/

URL-4, http://en.wikipedia.org/wiki/Red cabbage, 2015

Zarei, K., Atabati, M., ve Abdinasab, E., 2009. Spectrophotometric Determination of
Conditional Acidity Constant of Some Sulfonephthalein Dyes as a Function
of Anionic, Neutral and Cationic Surfactants Concentrations Using Rank
Annihilation Factor Analysis, Eurasian J. Anal. Chem., 4, 3, 314-327.




OZGECMIS

1988 yilinda Cihanbeyli’de dogdu. Corum Anadolu Lisesi’'nde 6grenimini
tamamladi. 2006 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Boliimiine kayit yaptirdi. Bir yil Ingilizce hazirlik alip, 2011 yilinda bu boliimden
Kimyager tinvaniyla mezun oldu. Lisansiistii program o6ncesi bir yil Karadeniz Teknik
Universitesi’nde yabanci dil egitimi aldi ve aym iiniversitenin Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali’'nda Yiiksek Lisans Programina basladi. 2012 yilinda Polis
Akademisi Giivenlik Bilimleri Adli Bilimler Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans Programina

basladi ve halen de egitimine devam etmektedir. Ingilizce bilmektedir.



