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ÖZ 
Çiçek özlerinin baskın bileşenleri arasında fruktoz, glikoz ve sukroz bulunur. Çeşitli canlılar için bu durum 

bitkilerle olan etkileşimde rol oynağından şeker içeriklerinin belirlenmesi önem arz etmektedir. Sıvı 

kromatografisi gıda, ilaç ve ziraat gibi birçok alanda maddelerin şeker içeriklerinin belirlenmesinde sıklıkla 

tercih edilen bir yöntemdir. Bu çalışmada Eskişehir bölgesinden toplanan 6 çiçek örneğinde bulunan şeker 

içerikleri HPLC-ELSD metodu ile tayin edilmiştir. Şekerlerin ayırımı Phenomenex Luna NH2 (5 µm partikül 

boyutu, 250 mm x 4,6 µm çap, 100 Å) özelliklerine sahip HPLC kolonu ile gerçekleştirilmiştir. Kromatografik 

ayırım ACN:Su (78:22, h/h) karışımına sahip mobil faz ile yapılmıştır. Kolon fırını sıcaklığı 30 ºC, enjeksiyon 

hacmi 10 μL, akış hızı 1,5 mL dk
-1

 olarak ayarlanmıştır. Analizler 12 dakika içinde tamamlanmıştır. 

Buharlaştırma sıcaklığı 40 ºC ve N2 basıncı 350 kPa olarak belirlenmiştir. ELSD sisteminde gain ve filter 

değerleri sırasıyla 7 ve 10 olarak ayarlanmıştır. Bitki örneklerinden ekstre edilen şeker bileşikleri belirlenen 

koşullar altında birbirlerinden başarılı bir şekilde ayrılmıştır. Analizi yapılan bitki numunelerinin fruktoz, glukoz 

ve sukroz içerikleri belirlenmiştir. Lavanta örneğinde fruktoz, glukoz ve sukroz gözlemlenirken, hanımeli 

bitkisinde sadece glukoz tespit edilmiştir. Aynı türe ait gül örneklerinin farklı renklerinde farklı şeker içerikleri 

belirlenmiştir. Uygulanan HPLC-ELSD yönteminin başka bitki örneklerinde bulunan şeker miktarının 

belirlenmesinde kolaylıkla kullanılabileceği söylenebilir.  
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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 

Eskişehir region were determined by HPLC-ELSD method. Separation of sugars was carried out with an HPLC 

column with Phenomenex Luna NH2 (5 µm particle size, 250 mm x 4.6 µm diameter, 100 Å). Chromatographic 

separation was performed with the mobile phase having a mixture of ACN:Water (78:22, v/v). Column 

temperature was set at 30ºC, injection volume was 10 µL, flow rate was set as 1.5 mL min
-1

. All analysis was 

completed within 12 min. Evaporation temperature was adjusted as 40ºC and N2 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. 
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I. GİRİŞ 
 

Canlılar kendilerine enerji sağlamak için şekere ihtiyaç duyarlar ve çeşitli bitkileri bu amaçla 

kullanırlar. Özellikle arılar, böcekler ve kuşlar için bitkiler temel enerji kaynağıdır. Bitki özleri 

içeriğinin büyük bir kısmı Fruktoz (Fr), Glukoz (Gl) ve Sukroz (Sk) başta olmak üzere şekerler 

(mono- ve disakkaritler) ve sudan oluşmaktadır. Bitkilerin şeker içeriği çeşitli canlıların bu bitkilere 

yönelimi açısından belirleyici bir faktördür. Dolayısıyla çeşitli ürünlerin şeker içeriğinin belirlenmesi 

gıda endüstrisinde olduğu kadar zooloji ve botanik alanında da önemlidir. Özellikle bitki özleri 

içerisinde bulunan Fr, Gl ve Sk’un tayini ile ilgili çalışmalar ön plana çıkmaktadır [1]-[6]. Fr, Gl ve 

Sk’un molekül yapıları Şekil 1.’de gösterilmiştir [7]-[9]. 

 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
Şekil 1. (a) Fruktoz molekül yapısı (b) Glukoz molekül yapısı (c) Sukroz molekül yapısı 

 

Literatürde Fr, Gl ve Sk’un tayini ile ilgili olarak yüksek performanslı-sıvı kromatografisi (HPLC) 

yöntemini içeren çeşitli dedektörlerle yapılmış çalışmalar yer almaktadır. Bunlar arasında Yüklü 

Aerosol Dedektörü (CAD) [10], Refraktif Index Dedektörü (RID) [11], Kütle Dedektörü (MS) [12]-

[14], Ultraviyolet Dedektörü (UV) [15] bulunmaktadır. 

 

Evaporatif Işık Saçılım Dedektörü (ELSD), düşük sıcaklıklarda yüksek hassasiyete sahip olmasının 

yanı sıra, komplike olmayan örnek hazırlama işlemleri (katı faz ekstraksiyonu vb.) ve türevlendirme 

basamakları içermemesinden dolayı yukarıda belirtilen yöntemlere göre alternatif ve üstün bir metot 

olarak düşünülebilir. ELSD, mobil fazdan daha az uçucu olan çoğu bileşiği detekte edebilir. Ayrıca, bu 

tür bir dedektör mobil faz ve sıcaklık etkilerinden daha az etkilenerek yüksek hasssiyet ve sağlamlık 

gösterir. Bu açıdan HPLC-ELSD, bitkiler, yiyecekler ve içeceklerde bulunan karbonhidratların tayini 
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için iyi bir metot olarak düşünülebilir. Bunların yanı sıra, daha düşük maliyetli olması, pratik 

kullanımı, yüksek sağlamlığa sahip olması diğer üstünlükleri arasında gösterilebilir [1], [16]-[18]. 

 

ELSD, spektroskopik dedektörlere kıyasla, fiziksel veya kimyasal özelliklerinden bağımsız olarak 

çoğu analit için tek tip dedeksiyon hassasiyeti üretir. ELSD spektroskopik bir dedektör olmadığı için 

Lambert-Beer yasasına uymaz. Bu yüzden madde derişimi ile elde edilen pik alanı arasındaki ilişki 

doğrusal değildir. ELSD derişimden ziyade partikül büyüklüğü ile orantılı bir dedektör cevabı verir. 

Gözlenen pik alanı, kolon üzerindeki analitin miktarı ile bağlantılıdır (Eşt. 1). 

 

A = am
b
 (1) 

 

Burada 'A' kromatografik pikin alanı, 'm' analitin kütlesini, 'a' cevap faktörünü ve 'b' eğrinin eğiminden 

ölçülen cevap indeksini ifade eder. Ayrıca bu değerler HPLC-ELSD metodundaki mobil faz ve 

nebulizör gazının özellikleri, akış hızı, buharlaştırma sıcaklığına vb. bağlı olarak değişir. Pik alanlarına 

karşılık gelen analit derişimlerinin logaritmik değerleri doğrusal bir kalibrasyon eğrisi oluşturmak için 

kullanılır. İlgili ifadenin logaritması şeklinde doğrusal bir denklem oluşturur (Eşt. 2) [19]- [24]. 

 

logA = blogm + loga (2) 

 

Literatürde bitkilerde bulunan majör şeker miktarını HPLC-ELSD ile inceleyen az sayıda çalışma 

bulunmaktadır. Bu çalışmada hız, sağlamlık ve hassasiyet gibi üstünlüklere sahip bir HPLC-ELSD 

metodu Eskişehir bölgesinden toplanan Lavanta (Lavandula intermedia), Hanımeli (Lonicera 

japonica) ve kırmızı, pembe, beyaz renklere sahip Gül (Rosa Laxa Retz.) bitkilerine başarılı bir şekilde 

uygulanarak, bu bitkilerde bulunan Fr, Gl ve Sk miktarları belirlenmesi amaçlanmıştır.  

 

 

II. MATERYAL VE YÖNTEM 
 

A. KULLANILAN KİMYASAL MADDELER 

 
Fr, Gl ve Sk’un referans standartları (>%99 analitik saflıkta) Sigma-Aldrich firmasından (Almanya), 

HPLC saflıkta bulunan su ve asetonitril (ACN), Carlo-Erba'dan (Fransa) firmasından temin edildi. 

Analitik saflığa sahip azot gazı (N2) kullanıldı. Kullanılan tüm kimyasallar analitik saflık 

kalitesindeydi. Tüm referans, numune ve hareketli faz çözeltileri, 13 mm yarıçapa ve 0,22 µm gözenek 

boyutuna sahip poliviniliden florür (PVDF) şırınga filtrelerinden süzüldükten sonra HPLC sistemine 

enjeksiyonu gerçekleştirildi. 

 

B. KULLANILAN CİHAZLAR 

 
Tüm analizler, Shimadzu Nexera-i 2040C 3D ile birleştirilmiş ELSD LT-II Modeli (Tokyo, Japonya) 

evaporatif ışık saçılım dedektörüne sahip ikili pompa, bir gaz giderici, bir otomatik numune alıcı, 

sıcaklık ayarlı bir kolon bölmesinden oluşan sistem ile gerçekleştirildi. Tüm referans standartları ve 

bitki özü örnekleri LabCompanion CS-10 ultrasonik banyo (Seul, Kore) ile sonike işlemi 

gerçekleştirildi. Hazırlanan örnekler Heidolph Vortex (Schwabach, Almanya) ile karıştırıldı. Tüm 

tartım işlemleri için Ohaus (ABD) marka analitik tartım sistemi kullanıldı. HPLC-ELSD sistemi ile 

elde edilen verilerin işlenmesi LabSolution Shimadzu Corporation (Tokyo, Japonya) yazılımı ve MS 

Excel (Microsoft Corporation, ABD) aracılığı ile gerçekleştirildi. 

 

C. KROMATOGRAFİK KOŞULLAR 

 
Kromatografik ayırım için önceki çalışmamızda geliştirilip valide edilen yöntem kullanıldı [25]. Majör 

şekerlerin HPLC ile ayırımı Phenomenex Luna NH2 (5 µm partikül boyutu, 250 mm x 4,6 µm çap, 

100 Å) özelliklerine sahip HPLC kolonu ile gerçekleştirildi. İzokratik elüsyon ACN:Su (78:22, h/h) 
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karışımına sahip mobil faz ile yapıldı. Kolon fırını sıcaklığı 30 ºC’ ye ayarlandı ve enjeksiyon hacmi 

10 μL olarak seçildi. Mobil faz, HPLC-ELSD sistemine 1,5 mL dk
-1

 akış hızında gönderildi. Her 

analiz 12 dakika içinde tamamlandı. Buharlaştırma sıcaklığı 40 ºC ve N2 basıncı 350 kPa olarak 

belirlendi. ELSD sisteminde gain ve filter değerleri sırasıyla 7 ve 10 olarak ayarlandı. Uygulanan 

HPLC-ELSD koşulları Tablo 1.’de gösterilmiştir. 

 
Tablo 1. Uygulanan HPLC-ELSD koşulları  

 

Parametere Değer 

Mobil faz ACN:Su (78:22, h/h) 

Akış hızı 1.5 mL dk
-1

 

Kolon NH2 (5 µm, 250 mm x 4,6 mm, 100 Å) 

Enjeksiyon hacmi 10 μL 

Kolon sıcaklığı 30 °C 

Evaporasyon sıcaklığı 40 °C 

N2 basıncı 350 kPa 

Gain 7 

Filter 10 

 

 

D. STANDART VE ÖRNEK HAZIRLAMA 

 
Kalibrasyon için Fr, Gl ve Sk'nin stok standart çözelti derişimleri 1 mg mL

-1
 (1000 ppm) olacak 

şekilde HPLC saflıktaki su içinde hazırlandı. Hazırlanan stok çözeltiler -20 ºC’de saklandı. Çalışmada 

kullanılan tüm çözeltiler, mobil faz ile seyreltilerek günlük olarak hazırlandı. Tüm hesaplamalarda 

seyreltme faktörleri dikkate alındı. Analizden önce tüm standart çözeltiler 30 dk sonikasyona tabi 

tutuldu ve HPLC enjeksiyonundan önce PVDF şırınga filtresinden süzüldü. Standart çözeltiler, gün 

ışığından uzakta, +4 ºC’de buzdolabında saklandı.  

 

Eskişehir bölgesinden Lavanta (Lavandula intermedia), Hanımeli (Lonicera Japonica) ve kırmızı, 

pembe, beyaz renklere sahip Gül (Rosa Laxa Retz.) olmak üzere toplam 6 adet bitki numunesi 

toplandı. Literatürde suyun ekstraksiyon veriminin su/metanol ve su/etanol karışımlarına göre daha 

yüksek olduğu raporlandığından [26] ayrıca çevreci bir çözücü olduğundan bitkilerden Fr, Gl ve Sc'nin 

ekstraksiyonu için HPLC saflıktaki su tercih edildi. Bitki numunelerinin ilgili kısımları öğütüldü ve 

homojenize edildi. Her bitki numunesi 10 gr hassas bir şekilde tartılarak balon jojeye aktarıldı ve 100 

mL su ile ekstraksiyon işlemi gerçekleştirildi. Tüm bitki özleri 2 saat sonikasyona tabi tutulduktan 

sonra iyice karıştırılarak 1 gece boyunca 25 ºC’de bekletildi. Elde edilen karışım PVDF ile filtre 

edildikten sonra süzülen kısım HPLC vialine aktarıldı.  

 

E. İSTATİSTİKSEL ANALİZLER 
 

HPLC-ELSD sistemi ile elde edilen verilerin işlenmesi LabSolution Shimadzu Corporation (Tokyo, 

Japonya) yazılımı aracılığı ile gerçekleştirildi. Tüm analizler üçer tekrarlı (n=3) olarak gerçekleştirildi 

ve ortalama değerler ± standart sapma verileri ile birlikte gösterildi. Verilerin istatistiksel analizleri 

için Microsoft Excel 2019 (Microsoft Corporation, ABD) programı kullanıldı. 

 

 

III. BULGULAR VE TARTIŞMA 
 

400 µg mL
-1

 Fr, Gl ve Sk derişimine sahip standart çözeltinin Tablo 1.’de belirtilen koşullar altında 

elde edilen HPLC kromatogramı Şekil 2.’de gösterilmiştir. 
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Şekil 2. HPLC-ELSD ile elde edilen 400 µg mL
-1

 derişime sahip Fruktoz, Glukoz ve Sukroz kromatogramı 
 

Belirlenen optimum koşullar altında bitki örneklerine ait kromatogramlar Şekil 3.’de gösterilmiştir.  

 

(a) (b) 

(c) 
 

(d) 

 
(e) 

 
(f) 

 
Şekil 3. HPLC-ELSD metodu ile bitki numunelerinden elde edilen kromatogramlar  

a) Lavanta b) Hanımeli c) Gül 1 d) Gül 2 e) Gül 3 ve f) Gül 4 

 

Numunelere uygulanan HPLC-ELSD yöntemi ile elde edilen kromatogramlar incelendiğinde herhangi 

bir girişimin olmadığı gözlenmiştir. Analizi yapılan bitki numunelerinin Fr, Gl ve Sk içerikleri Tablo 

2.’de gösterilmiştir. 
 

 

 min

mV

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0

0
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100
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250 AD1Fr 

Gl 

Sk 
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mV 
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0 

10 

20 

AD1 
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mV 

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 
0 
5 

10 
15 
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min 
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0 

10 

20 

30 
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AD1 
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mV 
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0 

50 
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AD1 

min 

mV 
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0 

25 

50 

75 

AD1 
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mV 

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 
0 

25 

50 

75 
AD1 
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Tablo 2. Analizi yapılan bitki numunelerinin Fruktoz, Glukoz ve Sukroz içerikleri 

 

  Şeker içeriği [g/100 g ± SS
a
 (n = 3)] 

No Örnekler Fruktoz Glukoz Sukroz 

1 Lavanta 0,49±0,06 0,82±0,05 0,24±0,04 

2 Hanımeli 0,46±0,04 
*b

 0,44±0,08 

3 Gül 1 (Kırmızı/Pembe) 0,89±0,02 
*b

 
*b

 

4 Gül 2 (Pembe/Beyaz) 2,43±0,04 1,04±0,01 
*b

 

5 Gül 3 (Beyaz) 1,91±0,08 
*b

 0,19±0,02 

6 Gül 4 (Kırmızı) 0,64±0,04 0,31±0,01 
*b

 
aSS: Standard sapma *b: Saptanmadı 

 

HPLC-ELSD metodu 6 bitki numunesine uygulanmıştır. Şekil 3.’te görüleceği üzere ekstre edilen 

şeker bileşikleri belirlenen koşullar altında birbirlerinden başarılı bir şekilde ayrılmıştır. Sonuçlar 

incelendiğinde Lavanta örneğinde Fr, Gl ve Sk gözlemlenirken, Hanımelinde Gl gözlemlenmemiştir. 

Aynı türe ait gül örneklerinin farklı renklerinde farklı şeker içerikleri gözlenmiştir. Kırmızı/Pembe Gül 

içerisinde yalnızca Fr gözlenirken, Pembe/Beyaz ve Kırmızı Gül Sk gözlemlenmemiştir. Beyaz gülde 

ise Gl gözlemlenmemiştir.  

 

 

IV. SONUÇ 
 

Gıda, ziraat, sağlık ve kozmetik gibi birçok alanda bitkilerin içeriklerinin belirlenmesi önemlidir. 

Şekerler bitki özlerinde bulunan önemli bileşenlerdendir.  Bu çalışmada, çeşitli bitki özlerinde bulunan 

Fr, Gl ve Sk içerikleri HPLC-ELSD metodu kullanılarak başarılı bir şekilde belirlenmiştir. Literatürde 

bitki özlerinin şeker içeriklerinin belirlenmesinde ELSD kullanılan sınırlı sayıda çalışma 

bulunmaktadır. Uygulan yöntem türevlendirme veya diğer zaman alıcı işlemleri içermeyen numune 

hazırlama kolaylığı, hız, sağlamlık, yüksek doğruluk ve kesinlik gibi yönleriyle üstünlük 

göstermektedir. Analizi yapılan çiçek çeşitlerinde değişen miktar ve türlerde şeker bileşenleri tespit 

edilmiştir. Sonuçlar incelendiğinde Fr miktarının 0,46-2,43 g/100g, Gl miktarının 0,31-0,82 g/100g ve 

Sk miktarının ise 0,19-0,44 g/100g aralıklarımda değiştiği saptanmıştır. Baskın majör şeker içeriğinin 

Fr olduğu gözlemlenmiştir. Kullanılan bu HPLC-ELSD yöntemi diğer bitki türlerinin şeker içeriğinin 

belirlenmesinde de kolaylıkla uygulanabilir. 
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