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Oz

Cigek ozlerinin baskin bilesenleri arasinda fruktoz, glikoz ve sukroz bulunur. Cesitli canlilar i¢in bu durum
bitkilerle olan etkilesimde rol oynagindan seker igeriklerinin belirlenmesi O6nem arz etmektedir. Sivi
kromatografisi gida, ilag ve ziraat gibi bir¢ok alanda maddelerin seker igeriklerinin belirlenmesinde siklikla
tercih edilen bir yontemdir. Bu calismada Eskisehir bolgesinden toplanan 6 ¢icek 6rneginde bulunan seker
icerikleri HPLC-ELSD metodu ile tayin edilmistir. Sekerlerin ayirimi Phenomenex Luna NH; (5 pm partikiil
boyutu, 250 mm x 4,6 um cap, 100 A) 6zelliklerine sahip HPLC kolonu ile gerceklestirilmistir. Kromatografik
ayirrm ACN:Su (78:22, h/h) karisimina sahip mobil faz ile yapilmustir. Kolon firmi sicakligr 30 °C, enjeksiyon
hacmi 10 pL, akis hizt 1,5 mL dk™® olarak ayarlanmistir. Analizler 12 dakika i¢inde tamamlanmistir.
Buharlastirma sicakligi 40 °C ve N, basinci 350 kPa olarak belirlenmistir. ELSD sisteminde gain ve filter
degerleri sirasiyla 7 ve 10 olarak ayarlanmistir. Bitki orneklerinden ekstre edilen seker bilesikleri belirlenen
kosullar altinda birbirlerinden basarili bir sekilde ayrilmistir. Analizi yapilan bitki numunelerinin fruktoz, glukoz
ve sukroz igerikleri belirlenmigtir. Lavanta 6rneginde fruktoz, glukoz ve sukroz gozlemlenirken, hanimeli
bitkisinde sadece glukoz tespit edilmistir. Ayni tiire ait giil 6rneklerinin farkli renklerinde farkli seker igerikleri
belirlenmistir. Uygulanan HPLC-ELSD yonteminin bagka bitki orneklerinde bulunan seker miktarinin
belirlenmesinde kolaylikla kullanilabilecegi s6ylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Fruktoz, Glukoz, Sukroz, Cicek, HPLC, ELSD

Simultaneous Quantification of Glucose, Fructose and Sucrose in
various Flowers using High-Performance Liquid Chromatography-
Evaporative Light Scattering Detector (HPLC-ELSD)

ABSTRACT

The predominant components of flower extracts include fructose, glucose and sucrose. Since this situation plays
a role in the interaction with plants for various living things, it is important to determine the sugar content.
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Liquid chromatography is a frequently preferred method in determining the sugar content of substances in many
fields such as food, medicine and agriculture. In this study, sugar contents in 6 flower samples collected from
Eskisehir region were determined by HPLC-ELSD method. Separation of sugars was carried out with an HPLC
column with Phenomenex Luna NH, (5 um particle size, 250 mm x 4.6 pm diameter, 100 A). Chromatographic
separation was performed with the mobile phase having a mixture of ACN:Water (78:22, v/v). Column
temperature was set at 30°C, injection volume was 10 pL, flow rate was set as 1.5 mL min™. All analysis was
completed within 12 min. Evaporation temperature was adjusted as 40°C and N, pressure was determined as 350
kPa. In the ELSD system, the gain and filter values were set to 7 and 10, respectively. Sugar compounds
extracted from plant samples were successfully separated from each other under mentioned conditions. The
sugar content of tested plant samples was determined. While fructose, glucose, and sucrose were all detected in
the Lavender sample, only glucose was found in the Honeysuckle sample. Different sugar contents were
determined in different colours of rose samples of the same species. The used HPLC-ELSD approach can be
easily applied to other plant samples to assess the quantity of sugar present.

Keywords: Fructose, Glucose, Sucrose, Flower, HPLC, ELSD

|. GIRIS

Canlilar kendilerine enerji saglamak igin sekere ihtiya¢ duyarlar ve cesitli bitkileri bu amagla
kullanirlar. Ozellikle arilar, bocekler ve kuslar igin bitkiler temel enerji kaynagidir. Bitki 6zleri
iceriginin biiyiik bir kismi Fruktoz (Fr), Glukoz (Gl) ve Sukroz (SK) basta olmak tizere sekerler
(mono- ve disakkaritler) ve sudan olugsmaktadir. Bitkilerin seker igerigi ¢esitli canlilarin bu bitkilere
yonelimi agisindan belirleyici bir faktordiir. Dolayisiyla gesitli tiriinlerin seker iceriginin belirlenmesi
gida endiistrisinde oldugu kadar zooloji ve botanik alaninda da &nemlidir. Ozellikle bitki &zleri
igerisinde bulunan Fr, Gl ve SK’un tayini ile ilgili ¢alismalar 6n plana ¢ikmaktadir [1]-[6]. Fr, Gl ve
Sk’un molekiil yapilar1 Sekil 1.’de gosterilmistir [7]-[9].

(@) (b) (©

Sekil 1. () Fruktoz molekiil yapisi (b) Glukoz molekiil yapist (C) Sukroz molekiil yapisi

Literatiirde Fr, Gl ve SK’un tayini ile ilgili olarak yiiksek performansli-sivi kromatografisi (HPLC)
yontemini igeren gesitli dedektorlerle yapilmis caligmalar yer almaktadir. Bunlar arasinda Yukli
Aerosol Dedektorii (CAD) [10], Refraktif Index Dedektorii (RID) [11], Kiitle Dedektori (MS) [12]-
[14], Ultraviyolet Dedektori (UV) [15] bulunmaktadir.

Evaporatif Isik Sagilim Dedektorii (ELSD), diisiik sicakliklarda yiiksek hassasiyete sahip olmasinin
yani sira, komplike olmayan 6rnek hazirlama islemleri (kat1 faz ekstraksiyonu vb.) ve tiirevlendirme
basamaklar1 igermemesinden dolay1 yukarida belirtilen yontemlere gore alternatif ve iistiin bir metot
olarak diigiiniilebilir. ELSD, mobil fazdan daha az ugucu olan ¢ogu bilesigi detekte edebilir. Ayrica, bu
tiir bir dedektor mobil faz ve sicaklik etkilerinden daha az etkilenerek yiiksek hasssiyet ve saglamlik
gosterir. Bu agidan HPLC-ELSD, bitkiler, yiyecekler ve iceceklerde bulunan karbonhidratlarin tayini
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icin iyi bir metot olarak disiiniilebilir. Bunlarin yani sira, daha diisiik maliyetli olmasi, pratik
kullanimi, yiiksek saglamliga sahip olmasi diger tistiinliikleri arasinda gosterilebilir [1], [16]-[18].

ELSD, spektroskopik dedektorlere kiyasla, fiziksel veya kimyasal 6zelliklerinden bagimsiz olarak
cogu analit icin tek tip dedeksiyon hassasiyeti iiretir. ELSD spektroskopik bir dedektdr olmadigr igin
Lambert-Beer yasasina uymaz. Bu yilizden madde derigimi ile elde edilen pik alani arasindaki iligki
dogrusal degildir. ELSD derisimden ziyade partikiil biiyiikliigii ile orantili bir dedektdr cevabi verir.
Gozlenen pik alani, kolon tizerindeki analitin miktari ile baglantilidir (Est. 1).

A=am’ (1)

Burada 'A' kromatografik pikin alani, 'm' analitin kiitlesini, 'a' cevap faktoriinii ve 'b' egrinin egiminden
Olgiilen cevap indeksini ifade eder. Ayrica bu degerler HPLC-ELSD metodundaki mobil faz ve
nebulizor gazinin 6zellikleri, akis hizi, buharlagtirma sicakligina vb. bagli olarak degisir. Pik alanlarina
karsilik gelen analit derisimlerinin logaritmik degerleri dogrusal bir kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in
kullanilir. flgili ifadenin logaritmasi seklinde dogrusal bir denklem olusturur (Est. 2) [19]- [24].

logA = blogm + loga 2

Literatiirde bitkilerde bulunan major seker miktarini HPLC-ELSD ile inceleyen az sayida g¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismada hiz, saglamlik ve hassasiyet gibi iistiinliiklere sahip bir HPLC-ELSD
metodu Eskigehir bolgesinden toplanan Lavanta (Lavandula intermedia), Hanimeli (Lonicera
japonica) ve kirmizi, pembe, beyaz renklere sahip Giil (Rosa Laxa Retz.) bitkilerine basarili bir sekilde
uygulanarak, bu bitkilerde bulunan Fr, GI ve Sk miktarlar1 belirlenmesi amaglanmustir.

II. MATERYAL VE YONTEM

A. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Fr, Gl ve Sk’un referans standartlar1 (>%99 analitik saflikta) Sigma-Aldrich firmasindan (Almanya),
HPLC saflikta bulunan su ve asetonitril (ACN), Carlo-Erba'dan (Fransa) firmasindan temin edildi.
Analitik safliga sahip azot gazi (N;) kullanildi. Kullanilan tiim kimyasallar analitik saflik
kalitesindeydi. Tiim referans, numune ve hareketli faz ¢ozeltileri, 13 mm yarigapa ve 0,22 pm gozenek
boyutuna sahip poliviniliden floriir (PVDF) siringa filtrelerinden siiziildiikten sonra HPLC sistemine
enjeksiyonu gerceklestirildi.

B. KULLANILAN CIHAZLAR

Tiim analizler, Shimadzu Nexera-i 2040C 3D ile birlestirilmis ELSD LT-1I Modeli (Tokyo, Japonya)
evaporatif 151k sagilim dedektoriine sahip ikili pompa, bir gaz giderici, bir otomatik numune alici,
sicaklik ayarli bir kolon bolmesinden olusan sistem ile gerceklestirildi. Tim referans standartlar1 ve
bitki o6zii Ornekleri LabCompanion CS-10 ultrasonik banyo (Seul, Kore) ile sonike islemi
gerceklestirildi. Hazirlanan 6rnekler Heidolph Vortex (Schwabach, Almanya) ile karigtirildi. Tiim
tartim islemleri i¢in Ohaus (ABD) marka analitik tartim sistemi kullanildi. HPLC-ELSD sistemi ile
elde edilen verilerin islenmesi LabSolution Shimadzu Corporation (Tokyo, Japonya) yazilimi ve MS
Excel (Microsoft Corporation, ABD) aracilig1 ile gerceklestirildi.

C. KROMATOGRAFIK KOSULLAR

Kromatografik ayirim i¢in 6nceki ¢alismamizda gelistirilip valide edilen yontem kullanildi [25]. Major
sekerlerin HPLC ile ayirimi Phenomenex Luna NH, (5 um partikiil boyutu, 250 mm x 4,6 pm cap,
100 A) 6zelliklerine sahip HPLC kolonu ile gergeklestirildi. Izokratik eliisyon ACN:Su (78:22, h/h)
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karigimina sahip mobil faz ile yapildi. Kolon firin1 sicakligi 30 °C’ ye ayarlandi ve enjeksiyon hacmi
10 pL olarak secildi. Mobil faz, HPLC-ELSD sistemine 1,5 mL dk™ akis hizinda gonderildi. Her
analiz 12 dakika i¢inde tamamlandi. Buharlagtirma sicakligi 40 °C ve N, basinct 350 kPa olarak
belirlendi. ELSD sisteminde gain ve filter degerleri sirasiyla 7 ve 10 olarak ayarlandi. Uygulanan
HPLC-ELSD kosullar1 Tablo 1.’de gosterilmistir.

Tablo 1. Uygulanan HPLC-ELSD kosullar

Parametere Deger
Mobil faz ACN:Su (78:22, h/h)
Akis hizi 1.5 mL dk™
Kolon NH, (5 um, 250 mm x 4,6 mm, 100 A)
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Kolon sicaklig 30 °C
Evaporasyon sicakligi 40 °C
N, basinci 350 kPa
Gain 7
Filter 10

D. STANDART VE ORNEK HAZIRLAMA

Kalibrasyon igin Fr, Gl ve Sk'nin stok standart ¢ozelti derisimleri 1 mg mL™ (1000 ppm) olacak
sekilde HPLC safliktaki su i¢inde hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler -20 °C’de saklandi. Calismada
kullanilan tim ¢o6zeltiler, mobil faz ile seyreltilerek giinliik olarak hazirlandi. Tiim hesaplamalarda
seyreltme faktorleri dikkate alindi. Analizden Once tiim standart gozeltiler 30 dk sonikasyona tabi
tutuldu ve HPLC enjeksiyonundan 6nce PVDF siringa filtresinden siiziildii. Standart ¢ozeltiler, glin
1s181indan uzakta, +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Eskisehir bolgesinden Lavanta (Lavandula intermedia), Hanimeli (Lonicera Japonica) ve kirmizi,
pembe, beyaz renklere sahip Giil (Rosa Laxa Retz.) olmak iizere toplam 6 adet bitki numunesi
toplandi. Literatlirde suyun ekstraksiyon veriminin su/metanol ve su/etanol karigimlarina gére daha
yiiksek oldugu raporlandigindan [26] ayrica ¢evreci bir ¢oziicii oldugundan bitkilerden Fr, Gl ve Sc'nin
ekstraksiyonu icin HPLC safliktaki su tercih edildi. Bitki numunelerinin ilgili kisimlar1 6gitiildi ve
homojenize edildi. Her bitki numunesi 10 gr hassas bir sekilde tartilarak balon jojeye aktarildi ve 100
mL su ile ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Tiim bitki 6zleri 2 saat sonikasyona tabi tutulduktan
sonra iyice karistirilarak 1 gece boyunca 25 °C’de bekletildi. Elde edilen karisim PVDF ile filtre
edildikten sonra siiziilen kisstm HPLC vialine aktarild1.

E. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

HPLC-ELSD sistemi ile elde edilen verilerin islenmesi LabSolution Shimadzu Corporation (Tokyo,
Japonya) yazilimi araciligi ile gergeklestirildi. Tiim analizler {iger tekrarli (n=3) olarak gerceklestirildi
ve ortalama degerler + standart sapma verileri ile birlikte gosterildi. Verilerin istatistiksel analizleri
icin Microsoft Excel 2019 (Microsoft Corporation, ABD) programi kullanildi.

l1l. BULGULAR VE TARTISMA

400 pg mL™ Fr, Gl ve Sk derisimine sahip standart ¢6zeltinin Tablo 1.’de belirtilen kosullar altinda
elde edilen HPLC kromatogrami Sekil 2.’de gosterilmistir.
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Sekil 2. HPLC-ELSD ile elde edilen 400 ug mL™ derisime sahip Fruktoz, Glukoz ve Sukroz kromatogrami

Belirlenen optimum kosullar altinda bitki 6rneklerine ait kromatogramlar Sekil 3.”de gosterilmistir.
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Sekil 3. HPLC-ELSD metodu ile bitki numunelerinden elde edilen kromatogramlar
a) Lavanta b) Hanimeli ) Giil 1 d) Giil 2 €) Giil 3 ve f) Giil 4

Numunelere uygulanan HPLC-ELSD yontemi ile elde edilen kromatogramlar incelendiginde herhangi

bir girisimin olmadig1 gézlenmistir. Analizi yapilan bitki numunelerinin Fr, Gl ve Sk igerikleri Tablo
2.’de gosterilmistir.
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Tablo 2. Analizi yapilan bitki numunelerinin Fruktoz, Glukoz ve Sukroz igerikleri

Seker icerigi [g/100 g + SS* (n = 3)]

No Ornekler Fruktoz Glukoz Sukroz
1 Lavanta 0,49+0,06 0,82+0,05 0,24+0,04
2 Hammeli 0,46+0,04 ® 0,44+0,08
3 Gil I (Kirmizi/Pembe) 0,89+0,02 ® ®
4  Gil 2 (Pembe/Beyaz) 2,43+0,04 1,04+0,01 ®
5 Gil3 (Beyaz) 1,91+0,08 " 0,19+0,02
6 Gil 4 (Kirmuzi) 0,64+0,04 0,31+0,01 o

#SS: Standard sapma **: Saptanmad:

HPLC-ELSD metodu 6 bitki numunesine uygulanmigtir. Sekil 3.’te goriilecegi iizere ekstre edilen
seker bilesikleri belirlenen kosullar altinda birbirlerinden basarili bir sekilde ayrilmistir. Sonuglar
incelendiginde Lavanta 6rneginde Fr, Gl ve Sk gozlemlenirken, Hanimelinde Gl gozlemlenmemistir.
Ay tiire ait giil 6rneklerinin farkli renklerinde farkli seker igerikleri gozlenmistir. Kirmizi/Pembe Giil
icerisinde yalnizca Fr gozlenirken, Pembe/Beyaz ve Kirmizi Giil Sk gézlemlenmemistir. Beyaz giilde
ise Gl gozlemlenmemistir.

V. SONUC

Gida, ziraat, saglik ve kozmetik gibi bir¢cok alanda bitkilerin igeriklerinin belirlenmesi 6nemlidir.
Sekerler bitki 6zlerinde bulunan 6nemli bilesenlerdendir. Bu ¢alismada, ¢esitli bitki 6zlerinde bulunan
Fr, Gl ve Sk igerikleri HPLC-ELSD metodu kullanilarak basarili bir sekilde belirlenmistir. Literatiirde
bitki 06zlerinin seker igeriklerinin belirlenmesinde ELSD kullanilan smirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Uygulan yontem tiirevlendirme veya diger zaman alici islemleri igermeyen numune
hazirlama kolayligi, hiz, saglamlik, yiiksek dogruluk ve kesinlik gibi yonleriyle {istiinliik
gostermektedir. Analizi yapilan gigek ¢esitlerinde degisen miktar ve tiirlerde seker bilegenleri tespit
edilmistir. Sonuglar incelendiginde Fr miktarmimn 0,46-2,43 g/100g, Gl miktarinin 0,31-0,82 g/100g ve
Sk miktarinin ise 0,19-0,44 g/100g araliklarimda degistigi saptanmistir. Baskin major seker igeriginin
Fr oldugu gozlemlenmistir. Kullanilan bu HPLC-ELSD yo6ntemi diger bitki tiirlerinin seker iceriginin
belirlenmesinde de kolaylikla uygulanabilir.

TESEKKUR: Bu c¢alisma Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan
desteklenmistir (Proje no: 2105S037).
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