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KAPILER ELEKTROFOREZ-ORNEK SIKISTIRMA YONTEMI iLE
MELATONININ (UYKU HORMONU) TAKVIYE TABLETLERINDE VE
GIDA ORNEKLERINDE TAYIiNi

OZET

Melatonin ilk kez Lerner ve arkadasalar1 tarafindan 1958’de kesfedilen, memeli
hayvanlarda pineal bez tarafindan sentezlenen ve bitkilerde de bulunan, indolamin
tiirevi bir hormondur. Melatonin pineal salgi bezinin, retina tarafindan uyarilmasiyla
karanlikta salgilanir bu ylizden uyku hormonu olarak adlandirilir.

Melatoninin insan viicudunda pek cok fiziksel etkileri bulunmaktadir. Uykuya dalis
hizini, uyku kalitesini, siiresini ve viicudun biyolojik saatini dengeleyen melatoninin
ayn1 zamanda depresyon gibi duygu-durum bozukluklarinda da yapici etkileri vardir.
Ureme sistemi, solunum sistemi, dolasim sistem ve immiin sisteme etki eden
melatoninin en Onemli Ozelliklerinden biri giicli antioksidan olma 6zelligi
tagimasidir. Serbest radikallerle iliskiye giren ve cesitli antioksidatif enzimleri de
stimiile eden melatonin pek ¢ok antioksidan vitamin ve minerallerden daha fazla
etkili olabilir. Pineal bezde depolanmayan ve salinimiyla birlikte kana karigan
melatonin, suda ve yagda kolay ¢oziinen bir molekiil olmasindan otiirii hiicre
zarlarindan kolayca gecerek hiicrelere ve hiicre organellerine hizla ulasir. Bu 6zelligi
ile giiglii bir antioksidan olan melatonin, lipitlerin, proteinlerin ve DNA’nin serbest
radikallerin zararh etkilerinden korunmasinda oldukga etkilidir.

Insan viicudunda ¢esitli yararlar1 olan melatonin pineal bezden salgilanacag: gibi
takviye tabletleri ile de alnabilir. Bitkilerdeki miktarlar1 oldukga diisiik olmakla
birlikte cesitli gidalarla da viicuda alinabilen melatonin analizleri arastirma
diinyasinda 6nemli yer tutmaktadir.

Denenen pek ¢ok metot melatoninin ¢esitli analiz zorluklarindan Gtiirii yetersiz
kalabilmektedir. Bunun i¢in melatonin analizlerinde yeni yontemler gelistirilmelidir.

Iyonlarm farkli yiik/biiyiikliik oranlarina gére ayrilmasi prensibine dayanan kapiler
elektroforez yontemi, az 6rnek hacmi gerektirmesi, hizli ayirim saglamasi, ve ytiksek
ayirma etkinligi gibi pek cok avantaji bakimindan diger yontemlere gore iistlinliik
saglamaktadir.

Yapilan c¢alismada melatonin analizi i¢in kapiler elektroforez cihazinda misel
elektrokinetik kromatografi (MEKC) yontemi ile ¢alisiimigtir. Melatoninin MEKC
yontemi ile ayrilmasinda, ayirma ortaminda kullanilan yiizey aktif madde
sodyumdodesilsiilfat (SDS) konsantrasyonu, tampon ¢ozelti olarak segilen fosfat
konsantrasyonu, ortamin pH’1, uygulanan voltaj degistirilerek pik simetrisi, pik tespit
siir1, gelis siiresi agisindan optimal ayirma sartlar1 saglanmistir. Denemeler sonucu,
melatonin ayrilmasinda en uygun ayirma sartlarinin, tampon ortami olarak pH 3’te
30 mM fosfat ve 70 mM SDS ¢ozeltisi , -30 kV voltaj, 50 mBar basingla 6 saniye
ornek enjeksiyonu oldugu tespit edilmistir. Bu optimal sartlar altinda yontemin
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melatonin i¢in tayin sinir1 (LOD) 0.298 pg/mL olarak tespit edilmistir ve bu yontem
ile melatoninin takviye tabletlerindeki miktar1 bulunmustur.

Yontemin tayin sinir1  gidalardaki melatonin - miktarinin  tespiti i¢in  yeterli
olmadigindan, LOD degerini diisiirmek amaciyla 6rnek sikistirma-MEKC yontemi
denenmistir. Calisilan yontemde 6rnekler 10 mM SDS c¢ozeltisi i¢inde hazirlanarak,
48 saniye hidrodinamik enjeksiyon ile 50 mBar basingta enjekte edilmislerdir. Ornek
sikistirma-MEKC yontemi ile 28,8 ng/mL tayin sinirina kadar inilmis ve melatoninin
beyaz hardal tohumunda miktar1 tespit edilmistir. Uygulanan yontemlerin validasyon
caligmalar1 gergeklestirilmis ve tatmin edici sonuglar alinmistir.
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MELATONIN ANALYSIS WITH CAPILLARY ELECTROPHORESIS-
SAMPLE STACKING METHOD AND DETERMINATION OF MELATONIN
IN SUPPLEMENT DRUGS AND FOOD SAMPLES

SUMMARY

Melatonin, a neurohormone produced in vertebrates by pineal gland and retina, has
been intensively investigated over past years with regard to its several interesting
biological properties. It was an indoleamine which discovered and isolated in 1958
by Lerner et al. The indole is derived from tryptophan and in all vertebrates is mainly
synthesized by the pineal gland.

In mammals melatonin is a potent sleep-inducing mediator and modulates seasonally
reproductive cycles in some mammals. Once released, melatonin can act on different
organs through specific receptors and directly on the hypothalamus influencing the
circadian rhythms. For this reason melatonin is considered to be potentially useful in
the management of various forms of insomnia and sleep disorders.

Melatonin has several physiological functions including a role as inmunomodulator
and as neuroprotective agent in Alzheimer and Parkinson’s disease models. It also
has possible role in metal regulation in central nervous system and could form
complexes with aluminum, cadmium, copper, iron and other metals.

Melatonin is also reported to be a potent free radical scavenger and broad-spectrum
antioxidant. In addition melatonin detoxifies a variety of free radicals and reactive
oxygen intermediates, including the hydroxyl radical, the peroxy nitrite anion, singlet
oxygen and nitric oxide. Melatonin has been shown to synergize with vitamins C and
E among others to reduce free radical damage. It overcomes cardiac hypertrophy and
oxidative alterations associated with treatment of hyperthyroidism.

Besides these effects, several possibilities for the use of melatonin in therapy should
also be taken into account, including jet-lag, co-treatment in cancer patients,
depressive disorders, tumors and oral contraception. Recent investigations suggest
that melatonin treatment could improve sex life, fight the ravages of AIDS and slow
aging. There are only a few side effects such as nightmares, hypertension, sleep
disorders, abdominal pain.

Melatonin consumed in plant products is absorbed, enters the circulation and could
have physiological effects via receptor or non-receptor mediated processes. The
relation between diet and health has developed an intense research in bioactive
compounds in foods. Moreover the increased performance of techniques makes the
elucidation of more and more chemical structures possible. There is consensus in the
scientific community that the whole diet has a larger impact on health than one single
food component. This is the reason that melatonin, one of the biological activate
component, has a wide research area in food analysis.
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In addition to this, for its therapeutically properties, melatonin has been praised as a
panacea leading to great increase in pharmaceutical preparations containing this drug
and consequently, the need to have analytical methods available for quality control is
even greater.

During the 1970s, melatonin analysis was carried out basically by bioassay, radio-
immunoassay and by fluorometric methods. Analysis of melatonin has focused
research attention and in the last 40 years several analytical methods have been
developed. Some of these methods are GC-MS with derivization of melatonin, HPLC
with fluorescence, electrochemical, UV and MS detector.

However, some of these methods have good sensitivity and low LOD values, they
have some disadvantages such as high cost, need to derivization or preconcentration
of samples, and taking long analyze times. Besides that, analysis of melatonin has
own difficulties. Its amphipatic molecule characteristic makes difficult it to choose a
solvent yielding a complete recovery and accurate results. Secondly, because of its
potent antioxidant property, it reacts quickly with other food constituents and need
careful handling of the sample is thus a prerequisite. Third, concentration of
melatonin in some samples is too low, so that analysis of it can be impossible with
some methods.

Recently also capillary electrophoresis has been applied in melatonin separation and
determination. High efficiency, minimal sample volume and relatively short analysis
time make CE an important separation technique, especially in bioanalysis.

This technique based on the movement of sample ions under the influence of an
applied voltage. The ion will move toward the appropriate electrode and pass through
the detector. The migration rate, or mobility of the solute ion is governed largely by
its size and number of ionic charges.

A typical CE system consist a high voltage supply which generates potential from -
30 kV to +30 kV, a capillary columns, generally are composed of fused silica with
dimensions 25-100 um wide and 25-100 cm long, and a detector. Sample injections
can be hydrodynamic (driven by a pressure difference over the capillary) or
electrokinetic (by applying a voltage).

There are some kinds of capillary electrophoresis techniques: capillary zone
elctrophoresis, micellar electrokinetic chromatography, capillary gel electrophoresis,
isoelectric focusing, isotachophoresis in capillaries and electro chromatography.

Uncharged molecules can be separated by means of micellar electrokinetic
chromatography (MEKC). Detergents are added to the buffer and neutral molecules
distribute themselves between the buffer and the micelles according to their
hydrophobicity. Separation is based on the mobility of the most negatively charged
micelles and the transport of the solutes outside the micelles via the electroosmotic
flow (EOF). This involves a partition process so that one is dealing with a real
chromatographic method .In this case too, the solutes are separated from each other
by electrolyte. The range of separation lies between the compounds that do not reside
within the micelles and hence migrate with EOF, and those that are permanently
enclosed within the micelles.

In this study, a new method for melatonin analyses with MEKC-UV detection was
developed and optimal conditions were achieved using a system consisting of 70 mM
SDS in phosphate buffer (30 mM, pH 3). The sample solutions were injected into
capillary by a pressure of 50 mbar for 6 s. The instrument was operated at -30 kV
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and at 25 °C. The calibration curve, reproducibility, recovery and limit of detection
were examined and validation of the method was performed. The LOD of the method
was calculated as 0.298 pg/mL and the amount of melatonin in supplement drugs
was analyzed with this method.

The LOD value of the that method is not enough low to determine the melatonin in
food samples. Thus, sample stacking- MEKC method was developed under same
buffer and instrument conditions.

Sample stacking occurs when the conductivity of the injected sample is lower than
that of the surrounding buffer, and hence results in concentration of the analyte zone.
The reason for the narrowing of the analyte zone can be attributed to the fact that the
electric field depends inversely on the specific conductivity, higher electrical field at
lower conductivity. Therefore, the electric field strength increases in the sample zone
of lower conductivity. The electrophoretic velocity increases at the higher field and
hence the analyte zone becomes narrower between the sample solution zone and
buffer zone. This effect, described as stacking, can be utilized in both hydrodynamic
and electrokinetic injections to enhance efficiency.

For applying sample stacking-MEKC method to melatonin analyses, sample
solutions are prepared with lower concentration solution of the buffer solution and
ejected to the system with 50 mbar pressure for 48 s. Method validations were
performed and reached the LOD of 28,8 ng/mL. Under these stacking conditions
melatonin amounts in white mustard seeds was examined. 84, 29 ng/g melatonin was
found in white mustard seeds.

Results show that, the methods, were developed for analyzing melatonin, have
satisfied reproducibility, recovery and LOD values and even low concentration
amounts of melatonin can be analyzed with sample stacking-MEKC technique.
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1.GIRIS

Elektroforez, dogru akimin uygulandigi bir tampon ¢ozeltide yiiklii taneciklerin
diferansiyel gd¢ hizlarina dayanan bir ayirma ydntemidir. Ilk olarak Isvegli kimyaci
Armne Tiselius tarafindan serum proteinleri ilizerinde c¢alisirken bulunmus ve bu

calismasindan dolay1 kendisi 1948’de Nobel ile odiillendirilmistir.

Elektroforez ile inorganik anyon ve katyonlar, aminoasitler, katesolaminler, ilaglar,
vitaminler, karbonhidratlar, peptitler, proteinler, niikleik asitler, niikleotidler,
poliniikleotidler gibi ¢ok ¢esitli tiirlerin analizi gergeklestirilebilir. Elektroforezin en
onemli Ozelligi biyoteknoloji endiistrisinde biyolojik ve kimyasal aragtirmalarda

yiiklii makromolekiilleri ayirmasidir [1].

Kapiler elektroforezin diger yontemlere gore pek c¢ok iistiinliigii bulunmaktadir. Az
¢oziicli sarfiyati, kii¢ciik hacimlerde 6rnek enjeksiyonu, ayni kolonla hem polar hem
apolar maddelerin, katyon ve anyonlarin biiyilk molekiillerinin analiz edilebilmesi,
basitligi, yiiksek ayirim giicii gibi avantajlarindan dolay son yillarda hizla gelisen ve

siklikla kullanilan bir yontemdir [2] .

Melatonin memelilerde pineal bez tarafindan sentezlenen ve canlilarda uyku diizeni
ve viicut saatini dengelemek, duygu-durum bozukluklarin1 gidermek, viicut 1sisini1
diizenlemek ve korumak, iireme sistemi, solunum sistemi, dolasim sistem ve immiin
sistemde cesitli roller oynamak, yaslanmay1 geciktirmek ve kansere kars1 savagmak

gibi pek c¢ok etkisi bulunan bir hormondur.

Giliniimiize kadar melatoninin analizi i¢in ¢ok ¢esitli yontemler denenmistir. Bu
yontemler arasinda RIA, ELISA, GC-MS, HPLC ve CE sayilabilir. Melatoninin
biyolojik ve kimyasal ozelliklerini aragtirmak igin yeni metotlarin gelistirilmesine

ihtiyag duyulmaktadir [3] .

Bu nedenle yapilan ¢aligmada, melatoninin kapiler elektroforezde tayini igin misel
elektrokinetik kromatografi (MEKC) metodu gelistirilmis ve bu metot ile takviye
tabletlerindeki melatonin miktar1 belirlenmistir. Yontemin tayin smiri gidalarda

bulunan melatonin miktarin1 belirlemeye yeterli olmadigindan, tayin smirini
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diisiirmek amaciyla 6rnek sikistirma-MEKC yontemi gelistirilmis ve amaglanan
tayin smir1 degerlerine inilmistir. Ornek sikistirma-MEKC yéntemi beyaz hardal
tohumunda melatonin miktar tayini i¢in uygulanmis ve gelistirilen yontemlerin

validasyon degerleri hesaplanmustir.



2. KAPILER ELEKTROFOREZ
2.1 Kapiler Elektroforez Temel Prensipleri

Kapiler elektroforez (CE), elektroforez ile kromotografinin bilesimi olan bir
tekniktir. Elektroforez, sivi veya yari kati bir ortam i¢inde, elektriksel potansiyel ile
¢oOzelti i¢indeki yiiklii taneciklerin belirli bir pH’da go¢ etmesi ve etkin yiikleri ile

biiytikliiklerine gore ayrilmalari prensibine dayanir [4] .

Elektrik alan, uygulanan voltaj ile kapiler uzunlugunun bir fonksiyonudur. Yiiklii bir

pargacigin bu elektriksel alan altindaki hiz1 asagidaki gibi tanimlanir.
v=e. E (2.1)
v = Iyonun hiz1
ue= Elektroforetik mobilite
E = Elektrik Alan

Elektroforetik mobiliteye, elektrik alandan kaynaklanan elektrostatik kuvvet ve
sirtinme kuvveti etki eder. Elektrostatik kuvvet, parcacik yiikii (q) ve uygulanan

elektrik alanla orantilidir ve bu kuvvet pargacikla ters yiiklii elektroda dogrudur [5] .
F=0q.E (2.2)

Siirtlinme kuvveti ise bu hareketi engellemeye yoneliktir ve asagidaki denklemle

ifade edilir.
Fs= 6.mn.r.v (2.3)
1y = ¢Ozeltinin viskozitesi
r = iyon yar1 ¢ap1

Bu iki kuvvet dengeye ulastiginda iyonik partikiiller sabit hizla hareket ederler. Bu
durumda asagidaki esitlik ortaya ¢ikar.

q-E= 6.myrv (2.4)

2.4’teki esitlikte v yerine pe E yazilinca, e 2.5 esitligindeki gibi tanimlanir.
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We=q/ 6myr (2.5)

Bu esitlikten de anlasilacagi iizere iyonlar farkli yiik/biiyiikliik oranlarina gore
ayrilirlar [5]. Kii¢iik ¢apli ve biiyiik yiiklii molekiillerin mobiliteleri daha yiiksekken
bliyiik ¢apli ve az yiiklii tiirlerin ise mobiliteleri daha diistiktiir.

Tamponun pH’min degismesi ile analitlerin yiikii degisir, bdylece analitlerin

elektroforetik mobiliteleri de degisir [6,7] .

2.2 Elektroosmotik akis

Tampon ¢6zelti i¢eren bir kapiler tiipe yiiksek bir potansiyel uygulandiginda, kapiler
iginde bir elektroosmotik akis olusur, bu akis nedeniyle silika kolonda ¢6ziicii katoda

dogru gog eder.

Elektroosmotik akisin sebebi, silika/cozelti ara ylizeyinde meydana gelen elektrik ¢ift
tabakasidir. pH 2’nin iizerinde silika kapilerinin i¢ ylizeyi, yiizeydeki silanol
grubunun iyonlagmasi (Si OH (k) <« SiO-(k) + H+(aq)) nedeniyle negatif yiikliidiir.
Tamponun katyonlari, elektriksel ¢ift silika kapilerinin negatif yiizeyine bitisik olan
tabakada birikir. Cift tabakanin dis boliimiindeki katyonlar, katot veya negatif
elektrot tarafindan cekilirler; katyonlar solvatize olduklari igin ¢oziiciiyli de

beraberinde siiriiklerler [1,8].

N ~ | ~ | ~ |

Si Si Si Si «+«— Kapiler igylizeyi

Cl)(.';} (5’"’—') 5:) |C;T}
Tampon katyonlan — @ G’\" G:J {j’j
e
Anot Hareketli . @} f:j') Py Katot

‘katyonlar 'I:E:r b

Elektroosmotik akis —

Sekil 2.1 : Elektroosmotik akis gosterimi

Elektroosmoz kolon i¢inde parabolik olmayan diiz kesitli bir yigin ¢ozelti akisina
neden olur. Halbuki sivi kromatografide basincin etkisi ile olusan akis parabolik
kesitlidir. Akis profilinin diiz olmasi nedeniyle -elektroosmotik akis sivi

kromatografide oldugu gibi bant genislemesine 6nemli 6l¢iide etki etmez [1] .
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Paraholik akig

b} ]

Elektroosmotik akig

Sekil. 2.2 : (a) Elektroosmotik akis, (b) Parabolik akis

2.2.1 Elektroosmotik akis hizi ve gog siireleri
Elektroosmotik akis (EOA) hizi1 esitlik 2.1 dekine benzer sekilde;

V= leo.E (2.6)
olarak verilir.

Elektroosmotik akis durumunda, bir iyonun hizi, onun elektroforetic hizi ve

elektroosmotik akis hizinin toplamidir. Boylece;

V= (He+Heo) E (2.7)
olur.

Bu durumda katot bolgesine yakin yerlestirilen dedektore elektroforetik mobilitesi
EOA yoniinde olan katyonlar ilk olarak ulasir. Daha sonra gelen ndtral molekiillerin
kendi elektroforetik mobiliteleri olmadigindan EOA ile hareket ederler¢ Takiben
gelen anyonlarin elektroforetik mobiliteleri EOA’a ters yonde oldugundan

dedektorden en gec bu iyonlar gecerler.



. | HKatyon
Detektar Yiiksiiz

Tepkisi Anyon

Gelis siiresi

Sekil 2.3: Yiikli taneciklerin gelis siralart

2.2.2. Elektroosmotik akisi1 hizim etkileyen faktorler

Elektroosmotik akis kontrolii, kapiler yiizey yikiinii ve tampon viskozitesini
ayarlamay1 gerektirir. Elektroosmotik akisa etki eden faktorler asagidaki basliklar

altinda toplanabilir.

2.2.2.1 Elektrik alam

Elektrik alan arttigi zaman EOA da artar. Fakat yiiksek voltajlarda olusan akim
kapiler icinde joule 1sisine sebep olur. Diisiik voltajlarda ise ayirma etkinligi ve pik
ayrilmasi azalir [5] .
E=VIL (2.8)
E = elektrik alan
V = voltaj
L = kapilerin boyu

2.2.2.2Ph

EOF ve pH birbiriyle dogru orantilidir. pH arttifinda silanol gruplarinin
iyonizasyonu artacagindan EOA da artar. EOA’in ayarlanmasinda en kullanish
parametre pH degisimidir. Fakat pH degisimi maddelerin yapilarinda ve yiiklerinde
degisiklik meydana getirebilir [8] .

2.2.2.3 iyonik siddet

Tamponun iyonik siddetinin arttirilmasi ile zeta potansiyeli diiser ve bu diisiis EOA

da diisiiriir. Iyonik kuvvetin artmasiyla ortamda daha fazla iyon olacagindan akim



artacak dolayisiyla joule 1s1s1 olusacaktir. Iyonik kuvvet ¢ok azaldiginda ise duvar

adsorpsiyonu meydana gelir.

2.2.2.4 Sicakhik

Sicakligm arttirilmasi her 1 °C i¢in %2-3 oraminda viskozitenin azalmasina sebep

olur ve elektroosmotik akis hizinin artmasina neden olur.

2.2.2.5 Organik modifiye edici madde ilavesi

Etil alkol, metil alkol gibi suyla karigabilen organik c¢oziiciilerin ilavesi, zeta
potansiyeli ve viskoziteyi, dolayisiyla elektroosmotik akis hizini etkiler. Genellikle

organik ¢oziiciilerin ilave edilmesi EOA yavaglar [7] .

2.2.2.6 Kapiler kolonlarinin polimerik maddelerle kaplanmasi

Kapiler kolonunun i¢i polimerik bir madde ile (polietilenimin, polietilenglikol,
poliakrilamid vb. ) kaplanmasiyla, kaplanan maddenin hidrofilik ve hidrofobik olma
durumuna gore elektroosmatik akis hizi yavaslayabilir, yok olabilir veya tersine

cevrilebilir.

2.2.2.7 Yiizey aktif madde ilavesi

Kapiler ylizeyinde adsorplanan yiizey aktif maddeler EOA’1 degistirirler. Anyonik
yiizey aktif maddeler EOF’1 arttirirken, katyonik ytizey aktif maddeler EOF’yi azaltir
veya EOA’1n yoniinii tamamen degistirebilir. Ayrica yiizey aktif maddeler se¢cimliligi

biiyiik dlgiide etkilerler.

2.3 Kapiler Elektroforezde Analitik Parametreler

2.3.1 Ayirma etkinligi

Ayirma etkinligi sivi kromatografi de oldugu gibi teorik plaka sayisi ile ifade edilir.

N = (I/c)? (2.9)
N = teorik plaka say1s1
| = kapilerin etkin uzunlugu
¢ = pikin standard sapmasi
Teorik plaka sayisi elektroferogramdan yararlanarak da esitlik (2.10) ile
belirlenebilir.



N=5,54.(t / wy)? (2.10)
t = gbg siiresi

Wy, = yari yiikseklikteki pik genisligi

2.3.2 Pik genislemesi

En 6nemli pik genisleme nedeni difiizyon dolayisiyla pik genislemesidir. Gog stiresi
kisa oldugunda ve difiizyon katsayis1 diisiik maddelerde pik genislemesi diisiiktiir bu
yiizden kapiler elektroforezde uygulanan yiiksek voltaj (yliksek elektrik alan) gog
siirelerinin kisalmasini ve analitin kapiler i¢cinde az siire gecirip fazla difiizyona
ugramamasint saglar. Diflizyonun pik genislemesine etkisi varyans cinsinden su

sekilde verilir;
o’ =2.D.t (2.11)
D = analitin difiizyon katsayis1
t = pikin gelis siiresi

Protein ve DNA gibi disiik difiizyon katsayisina sahip biiyiik molekiiller, kiiciik
molekiillere gore diflizyondan daha az etkilenmektedirler. Bu nedenle CE’de protein

ve DNA ayirmalarinda, ¢ok yiiksek teorik plaka sayilarina ulasmak miimkiin olur [9].

Pik genislemesine etki eden diger bir etken ise joule 1sisidir. Kapiler icerisindeki
cozeltinin i¢ kisimlarinda viskozite daha az dolayisiyla iyon mobilitesi daha
yiiksekken, kapiler duvarina yakin bolgelerde sicaklik diisiik, ¢ozelti viskozitesi
yiiksek, iyon mobilitesi ise diisiiktiir bu da pik geniglemesine neden olur [10] . Daha
diisiik elektrik alan uygulanmasi ayirma tamponunun etkinligini azalttig1 i¢in joule
1s1s1 da azalacaktir. Daha genel bir yaklasim olarak ise yiizey/hacim orani yiiksek
olan kapilerler kullanmakla 1sisinin yayilimi gelistirilebilir. Elektriksel diren¢ dar
kapilerde daha yiiksek oldugundan ohm yasas1 geregi kapilere ulasan voltaj da daha
diisiik olacak ve bu da joule 1sisinin daha az olmasina neden olacaktir [11] . Joule

1s1s1, etkin bir termostat sistemiyle de kontrol edilebilir.

Bunlarin disginda genis enjeksiyon bolgesi, analitin kapilerin i¢ duvarina
adsorpsiyonundan kaynaklanan duvar adsorpsiyonu ve Ornek bdlgesi ile tampon
bolgesi arasindaki iletkenlik farkindan kaynaklanan elektrodisoersiyon, pik

geniglemesinin diger nedenlerindendir [7].



2.3.3 Rezoliisyon

Iki pikin birbirinden ayrilmas1 yani rezoliisyon su esitlik ile formiile edilir;
R =2 (to-t1) / (w1 +wp) = (t-t1) /4 o (2.12)
t = gog¢ sliresi
w = siire olarak pikin taban genisligi

© = zamana ait standart sapma

2.4. Kapiler Elektroforez Cihaz Bilesenleri

Kapiler elektroforez cihazinin sematik gosterimi Sekil 2.4’deki gibidir.

; ’ i II|I ! \ ilgisayar
;-j .ﬂ'JlJIl ”_M L “I.r"I t
Kapiler Zaman (b Dedektir

[10-200 pm if gap
20100 em emenlak)

ANOT TOT
Platin elektrot i
+ Ok Bolmes: f—
P,
- Tampon Kaplan —_—

Yiiksek voltaj kaynag

(0-30 kV)

Sekil 2.4 : Kapiler elektroforez cihazi sematik gosterimi
2.4.1. Kapiler kolon

Kapiler elektroforezde genellikle hem UV bolgede analiz yapilabilmesi hem de
saglam olmasi nedeniyle silika kapiler borular kullanilmaktadir. Kapiler borunun dis
yiizeyi kirllganlig1 azaltmak i¢in poliimid ile kaplanmistir. Bu polimer tabakanin ¢ok
kiiciik bir kismi yakilarak dedeksiyon icin gereken optik pencere elde edilir [8].
Kapiler borularin i¢ ¢ap1 10 ile 200 pm, dis ¢ap1 350 ile 400 pm ve etkin uzunluklar
(kolonun dedeksiyon bolgesine kadar olan uzunlugu) 50 ile 75 cm arasinda
degismektedir. Toplam uzunluk ise etkin uzunluktan 5-15 cm daha uzundur.
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Kapiler ilk kullanimda, silanol gruplarinin iyonlagmast ve kapiler i¢ ylizeyinin
dengeye gelmesi icin 1 M NaOH c¢ozeltisi ile yaklasik 30 dakika yikanmali ve
ardindan su ve en son olarak tampon ¢ozelti ile yikanmalidir [8] .

2.4.2. Enjeksiyon yontemleri

Kapiler elektroforezde ayrimi yapilacak olan numuneyi kapilere almak igin
hidrodinamik ve elektrodinamik enjeksiyon uygulanir [12].

2.4.2.1. Hidrodinamik enjeksiyon

Bu enjeksiyon ¢esidinde ornek uygulanan basing vasitasiyla kapiler i¢ine alinir. Bu
basing farki kapilerin dedektér ucuna vakum, numune ucuna basing uygulayarak

veya numune ucunun yiikseltilmesi (sifon etkisi) ile meydana getirilir.

Kapiler kolona enjekte edilen 6rnek zonunun uzunlugu ve O6rnek hacmi sirasiyla

(2.13) ve (2.14) esitlikleri ile hesaplanir.
lenj = (3,5%10% I*.P. tenj / L (2.13)
Henj = APmr* ten; / 8L (2.14)
[ = 6rnek zonunun uzunlugu
3,5x10°= 25 °C’de su i¢cin hesaplanmis bir sabit
r = kapilerin i¢ ¢ap1
P =Dbasing
tenj = enjeksiyon siiresi
L = kapilerin toplam uzunlugu
Henj = Enjekte edilen 6rnek hacmi
1y = tampon ¢ozeltisi viskozitesi
Basing ile enjeksiyonda iyon ylikiinden dolayr hareketlilikte bir fark meydana
gelmez; fakat jelle doldurulmus kapilerde bu yontem kullanilamaz [1].
2.4.2.2. Elektrokinetik enjeksiyon

Bu enjeksiyon ¢esidinde kapiler 6rnek kabinin igindeyken kisa bir siire voltaj

uygulanarak ornek kapiler icerisine alinir. Elektrokinetik enjeksiyonun tekrarlanirlig
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hidrodinamik enjeksiyona gore daha azdir ve hizli hareket eden iyonlar yavas hareket

eden iyonlara gore daha fazla oranda kapilere alinmaktadir.

2.4.2.3. Ornek sikistirma

CZE metodunda kapilerdeki kisa optik pencere ve kii¢iik enjeksiyon hacimleri ¢ok
seyreltik orneklerin direkt fotometrik analizlerini 6nlemektedir. Bu sebepten dolay1
HPLC ile karsilastirildiginda 6zellikle giiglii kromofor icermeyen analitlerin tayin
sinirlar1 daha yiliksek olabilmektedir. Bu yiizden CE’de duyarlilii arttirmak igin

kullanilan yontemlerden biri de 6rnek sikistirma (sample stacking) metodudur [13].

Ornek sikistirma ydnteminin temeli enjekte edilen analit 6rnek bolgesi ile ayirma
tamponu arasinda iletkenlik farki yaratmaktir. Kapiler i¢inde, diisiik iletkenlikteki
ornek bolgesinde elektrik alan yiiksek olacagindan analit bu bolgede hizli ilerlerken,
yiiksek iletkenlikteki dolayisiyla diisiik elektrik alanli tampon bolgesiyle karsilasinca
hiz1 diisecek ve tampon zonu ile 6rnek ¢ozeltisi zonu sinirina yigilacaktir. Tampon

smirina yi1gilmis konsantre analitler ile tayin sinirin1 6nemli miktarda diisiirtilebilir.

Omek sikistirmada optimum kosul tampon ¢ozeltisinin yaklasik on Kat seyreltik

¢Ozeltisinde hazirlanan 6rneklerdir.

Ornek sikistirma verimliligi arttirmak igin hem hidrodinamik enjeksiyonda hem de
elektrokinetik enjeksiyonda kullanilabilir [14].

2.4.3. Elektrotlar

CE’de kullanilan elektrotlar platin elektrotlardir ve elektrotlardaki reaksiyonlar
genellikle suyun ayrigmasi ile olur. Anotta ve katotta olusan reaksiyonlar sirasi ile

asagidaki gibidir.
2H,0 > 4H" + 4¢”

2H,0 + 2e” & Hy(g) + 20H
2.4.4. Voltaj kaynag

Ayrimlar genellikle 5 ile 30 kV voltaj uygulanmasiyla gerceklestirilir. Voltaj
arttiginda olusan elektrik alan da artacagindan kapiler igerisindeki elektroosmotik
akis hizlanacaktir. Bu ylizden yiiksek voltaj kaynag: kullanilir. Voltajin sabit olmasi

goc¢ siiresinin tekrarlanabilirligi agisindan 6nemlidir [15].
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2.4.5. Dedektor

Dedektorler konsantrasyon degisikliklerinden dogan kimyasal sinyalleri elektrik
sinyallerine doniistiiriirler. Kapiler elektroforezde kullanilan farkli 6zelliklerdeki

dedektorler ¢izelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 : CE’de dedektor tiirleri [7]

Dedeksiyon Tiirii LOD Degerleri (molL) Ozellikleri
UV-GB absorpsivon 107-10* Cok kapsamh uygulama alans
Diodarray dedektérler ile spektral dedeksiyon
Indirek UV 10*¢ 10" Aminler, sekerler, organik , inorganik iyonlara uygulama
Kromofor grup igeren bir bilesik ile tirevlendirilme
Floresans 10°-10* Aminoasitler, DNA, peptidler
Hassastr
Ornek tireviendirilmesi gerekebilir
Lazer indiiklenmis floresans ~ 107*-10"8 Pahalidir
ok hassastr
Ornek tireviendirimesi gerektirir
Amperometri 10510 Kolay indirgenehilen ve viikseltgenebilen maddelere uygulama
Hassastir
Ozel kapiler modifikasyom gerekli
Potansivometri 105107 Alkali ivonlarna uygulama
Kitle Spektrometrisi 105107 Protein. peptid. ilac uygulamalart
Hassastir
Yapi hakdanda bilgi saglar
Alev Fotometrisi 107 -107 Iyonik organik bilesiklere uygulama
Konduktivite dedektérleri 107-10°® Ozel kapiler modifikasyomu gerekli

En ¢ok kullanilan dedektdrler UV-GB absorpsiyon ve Lazer indiiklenmis floresan
dedektorlerdir.

2.4.5.1 UV dedektor

Bu sistemin temel prensibi bir 151k kaynagindna gelen UV isinlart kapiler iizerine
odaklamaktir. Isigin emilmesi her bir iyon i¢in farkli oldugundan nicel ve nitel

analizler yapilmasina olanak saglar [16].

Absorbans veya floresans dedeksiyonun dezavantaji, tiim analitlerin UV-GB (180-
800 nm) bolgede floresans veya absorbans yapan kromofor grup igermemesidir. Bu

analitler i¢in direk dedeksiyon miimkiin degildir. Bu tip analitlerin dedeksiyonu
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kromofor grup igeren bir bilesik ile tiirevlendirilmesi, bagka bir dedeksiyon

yonteminin kullanilmasi veya dolayli dedeksiyon ile miimkiin olmaktadir.

2.5. Kapiler Elektroforez Cesitleri

Simdiye kadar ayirma prensibi anlatilan, kapiler elektroforezin en basit sekli olan
kapiler zon elektroforezdir. Diger kapiler elektroforez yontemleri dayandiklar

ayirma prensiplerine gore farkliliklar gdstermektedir.

2.5.1. Kapiler zon elektroforez (CZE)

Numune, tampon tarafindan ¢evrelenen dar bir zon (serit) halinde uygulanir. Elektrik
alan uygulandiginda, numune zonundaki her bir bilesen kendi mobilitelerine gore
goc ederler. Biitlin numune komponentleri saf materyale ait zonlar olusturmak iizere

ayrilirlar [4].

2.5.2. Kapiler jel elektroforez (CGE)

Kapiller jel elektroforezinde temel ayirma mekanizmasi; jelle doldurulmus kapillerde
gozeneklerden gecerek goc eden molekiillerin biiyiikliikleri arasindaki farka dayanir.
Jeller diger jel elektroforezinde oldugu gibi molekiiler elek gibi davranirlar ve zon
genislemesinin Oniine gecerler. Ayrica kapiller duvarina analizi yapilan molekiil veya

tiirlerin yapismasini engellerler [17].

2.5.3. Kapiler izotakoforez (CITP)

CITP'de ayirma, 6rnegin, mobilitesi farkli iki tampon arasinda sikigtirilarak gogiine
dayanir.

2.5.4. Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF)

Klasik elektroforezden farkli olarak izoelektrik odaklama, analiz edilecek numunenin
bir pH gradientinde izoelektrik noktalarina gore ayrilmasi prensibine dayanir.
2.5.5.Kapiler elektrokromatografi (CEC)

Kapiller elektoforezin yiiksek etkinligi mikro-HPLCmin yiiksek segiciligi ile
kombine edilebilir. CEC tekniginde ayirim mekanizmasi, kromatografik ayrilma ve
elektoforetik migrasyonun bir kombinasyonudur. Kapiler igerisi, ¢apt ¢ok kiiciik
kromatografik sabit faz ile doldurulur. HPLC ve CEC arasindaki tek fark, mobil
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fazin stirtiklenmesi icin HPLC'deki gibi bir basing pompasi degil, bir yiiksek voltajin

kullanilmasidir.

2.5.6. Misel elektrokinetik kromatografi (MEKC)

Misel ile yapilan kapiler elektroforez, misel elektrokinetik kapiler kromatografi diye
isimlendirilir ve bu teknikte c¢aligilan tampon igine kritik misel derisimini asacak
sekilde ylizey aktif madde ilave edilir. Giiniimiize kadar yapilan caligsmalarin
cogunda ylizey aktif madde olarak sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanilmistir. Bu tip
anyonik misellerin yiizeyi biiylik negatif yiike sahip olduklar1 i¢in pozitif elektroda
dogru hareket ederler. Tampon ¢ozeltilerin ¢ogu negatif elektroda dogru ytiksek bir
elektroosmotik akisa sahiptirler; anyonik miseller de ayni yonde hareket ederler
(fakat ¢ok daha diisiik hizlarda). Boylece, bir deneyde tampon karigimi hizli hareket
eden su faz ile yavas hareket eden misel fazlarindan meydana gelir. Boyle bir sisteme
numune ilave edildiginde, numune bilesenleri sulu faz ve miselin i¢ kismi olan
hidrokarbon faz1 arasinda dagilirlar. Buradaki dagilma dengesi ¢oziinen maddenin
polaritesine baglidir. Coziinenin polar olmasit durumunda sulu faz tercih edilirken,

polar olmayan maddeler ise hidrokarbon faz olan miseli tercih eder [1,12].

( ) Hidrofilik ,anyonik
p/ veya katyonik u¢

Sekil 2.5 : Sulu fazda bir miselin gériiniisii

MEKC’de kullanilacak miselin fiziksel Ozellikleri (btiytiklik, yiik, geometri)
ayarlanarak segicilik degistirilebilir. Yiizey aktif maddeler; katyonik, anyonik,
yiiksliz, ¢iftiyon veya bunlarin karigimi seklinde olabilir. Ayrica, tampon
konsantrasyonu, pH ve sicaklik degistirilerek veya iire, metal iyonu, kiral segici gibi

katkilar eklenerek secicilik degistirilebilir.

Kromatografik yontemlerde oldugu gibi, organik ¢oziiciiler eklenerek misel ile analit

arast etkilesim azaltilabilir. Metanol, asetonitril ve 2-propanol gibi c¢oziiciiler
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MEKC*“de sik¢a kullanilan organik katkilardir. Tampon ¢ozelitinin % 50’sinden

fazla eklenen organik ¢oziiciiler, misel yiginlar1 bozabilir [18].

Bu yontem HPLC sistemine benzemekle birlikte, kolon verimliliginin daha yliksek
olmas1 (100.000 tabaka veya daha fazla) ve ikinci faz1 degistirmek i¢cin HPLC’ deki
gibi kolon dolgu tipinin degistirilmesine ihtiya¢ duyulmadan tampon i¢indeki misel

bilesenin degistirilebilmesi gibi avantajlara sahiptir [1].
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3. MELATONIN

3.1. Melatoninin Molekiil Yapis1 ve Sentezi

Melatoninin ( N-asetil-5-metoksitriptamin - 232,278 g/mol) pineal bezden ilk olarak
kesfi Lerner ve arkadaglari tarafindan 1958’de gergeklesmistir. Melatoninin bu
donemde tanimi “melanophorecontracting hormon” olarak yapilmis ve gerek
kurbaga derisindeki melanoforlarin beyaz goriiniisiine neden oldugu i¢in ve gerekse

serotoninden tiiredigi i¢in bu isim verilmistir [19].

CHs

HN HNY

O
Sekil 3.1 : Melatonin

Melatonin karanlikta pineal salgi bezinin uyarilmasiyla salgilanmaya baslar ve bu
yizden de geceleri maksimum konsantrasyona ulasir [20]. Melatonin sentezi
beyindeki pineal bezde triptofandan baslar. Triptofan, triptofan-5-hidroksilaz enzimi
tarafindan  5-hidroksitriptofana (5-HTP), 5-HTTP ise aromatik aminoasit-
dekarboksilaz ile serotonine, serotonin arilalkilamin-N-transferaz ile N-
asetilserotonine ve N-asetilserotonin ise hidroksiindol-O-metiltransferaz enzimi ile

melatonine dontistiriliir (Sekil 3.1.) [21].

Ortamin 151k durumu, kisinin yasi, mevsim, ortam sicakligi, hormonlar, manyetik
alanlar gibi pek cok faktér melatonin sentezini etkiler. Bunlardan en iyi bilineni ve

en etkilisi ortamin 151k durumudur [22].

Melatonin salgilanmasi gecenin ortasinda zirvededir ve gecenin ikinci yarisindan
sonra giderek diiser [23]. Birgok tiirde melatonin sekresyonu gecenin uzunlugu ile

iligkilidir. Gece ne kadar uzunsa, melatonin salgilanmasi o kadar uzun siirer [24].
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Melatonin salgilanmasi mevsimsel farklilik da gdsterir. Yazin daha ge¢ salinirken,
kisin salinim daha erken baglar. Uzun siireli melatonin salinimi (sekresyonu) kisa
giinlerde, kisa siireli melatonin salinimi uzun giinlerde goriiliir. Giin uzunlugu ve
sinyalin yorumu s6z konusu olan canli tiirliniin fizyolojisine de baghidir. Kisa siireli
ama yeterli miktarda 151k maruziyeti melatonin salgisini baskilar. insanlarda geceleri

melatonin salgisini baskilayacak doz 2005 lux’tiir ve en etkilisi yesil 1s1iktir [25].

Bir¢ok endokrin bez olusturduklari hormonlar1 depolarlar. Pineal bez i¢in bu gegerli
degildir. Ciinkii pineal bezde melatonin olusumu yiikseldigi anda kandaki titreleri de
yiikselmektedir. Melatonin olusur olugsmaz hemen kana serbestlenir, boylece pineal
bezde melatonin olusumu ile plazmadaki seviyeleri arasinda giiglii bir iligki gortiliir
[26]. Melatonin kanda daha ¢ok plazma proteinlerine bagli olarak bulunur.
Melatoninin albiimine bagli bulunmasi idrarla disar1 atilimini smrlar. Idrarda
melatoninin ancak %] kadarmm formu degismemis olarak bulunur [22]. insanda

melatoninin metabolize oldugu primer yer karacigerdir.
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Sekil 3.2 : Melatonin sentezi

3.2. Melatonin Hormonunun insan Viicudundaki Etkileri

Melatonin etkileri endokrinolojik ve non-endokrinolojik olarak ikiye ayrilabilir [27].

Endokrinolojik  olarak, hipotalamus-hipofiz-gonadlar sistemi, diger hipofiz
hormonlarinin salgilanmasi, tiroid bezi ve bobrek iistii bezi fonsiyonlar: iizerinde

inhibitor etkisi vardir [28].

Non-endokrinolojik olarak ise melatoninin ¢ok ¢esitli etkisi bulunmaktadir. Bunlar
arasinda uyku-uyaniklik, duygu-durum, viicut 1sis1, ireme, solunum, dolagim sistemi,

immiin sistem, yaslanma ve kansere etkileri sayilabilir.
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Melatonin alinmas1 uykuya dalis hizini, uykunun siiresini ve kalitesini etkiler.
Melatoninin gece boyunca diisiik diizeyde salgilanmasi uykunun azalmasina, fazla
miktarda ve uzun siire sekresyonu ise uyku isteginin artmasina neden olur.
Mevsimsel duygu-durum bozuklugu ve depresyon gibi hastaliklarda da rolii oldugu
diistiniilmektedir [29].

Melatoninin lireme islevine etkisi oldukca iyi incelenmistir. Bu etkinin hipotalamik-
hipofizer- gonadal ekseni baskilamasi ile gergeklesebilecegi, boylece tireme

stirecinin baskilanmasina neden olabilecegi tizerinde durulmaktadir [30].

Immiin sistem {izerindeki etkisini ise hem endojen epioidler araciligiyla hem de
dogrudan T hiicreleri {izerinde etkili olmak suretiyle gdsterir. Melatonin sentezinin
engellenmesi durumunda humoral ve hiicresel immiin reaksiyonlarda azalma ortaya
cikar. Yeniden melatonin verilmesi ile immun fonksiyon tekrar uyarilir [31]. immun
yanitin melatonine bagli artmast sonucu melatoninin timoér biiyiimesinin

baskilanmasinda rol alabilecegi diigtiniilmiistiir [32,33].

Melatonin viicutta birgok biyolojik ritmin diizenlenmesinde rol oynar. Ornegin
kardiyovaskiiler sistemde sirkadiyen ritim gosteren en dnemli parametreler kalp hizi,
kan basinct ve damar tonusundaki degisimlerdir. Gece kan basinci, kalp hizi ve
damar tonusu azalir bu yiizden de melatoninin kalp hiz sirkadiyen ritmini etkiledigi

diistiniilmektedir [34].

Insan viicudu her giin ayni saatte otomatik olarak belirli fonksiyonlar1 yerine getirir,
viicut 1s1s1m1 degistirir, hormonlar1 salgilar. Ornek olarak, biyolojik saatine uygun
olarak aksam saatlerinde 1s1 kaybin1 dnlemek i¢in beden 1sisin1 diistiriir, sabahlari ise
bedeni giinliik aktivitelere hazirlamak icin arttirir. Yani melatonin sayesinde viicut

1s1s1 insanlarda, bir giinde yaklagik bir derece iner ve ¢ikar [35].

Melatonin antioksidan 6zelligi olan, elektrondan zengin bir molekiildiir. Suda ve
yagda ¢oOziinlirligli oldukca yiiksek oldugundan biitiin hiicre zarlarindan kolayca
gecerek hiicrelere ve hiicre organellerine hizla ulasir. Bu 06zelligi lipitlerin,
proteinlerin ve  DNA’nin korunmasinda oldukga etkilidir. DNA molekiillerini,
proteinleri ve biyolojik membran lipitlerini serbest radikallerin zararli etkilerinden
korur [36].

Serbest radikallerle kolayca iliskiye girer ve N-asetil-N-formil-5-metoksikinuramin

ve N-asetil-5-metoksi-kinuramin gibi bir¢ok metabolit olusturur. Bu molekiiller
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kuvvetli serbest radikal gidericidir. Ayrica glutatyan peroksidaz, glutatyan rediiktaz,
gliikkoz-6 fosfat dehidrogenaz ve nitrik oksit sentaz gibi ¢esitli antioksidatif enzimleri
de stimiile eder. Boylece diger antioksidan vitamin ve minerallerden daha fazla etkili
olabilir [37,38].

Indirekt olarak melatonin reseptorlerini uyararak antioksidan enzimler iizerine etkili

oldugu ve bu sekilde de doku koruyucu etki gosterebildigi goriilmistiir [39].

3.3. Melatonin Analizleri

Insan viicudunda pek c¢ok fonksiyonel gorevi bulunan melatoninin eksikligi saglik
acisindan onemli problemler olustururken, takviye olarak alinan fazla melatoninin

yan etkilerinin de olabilmesi melatonin analizlerini 6nemli kilmaktadir.

1958’de Lerner tarafindan bulunan melatoninin c¢aligmalar1 1970’lerde agirlik
kazanmig ve gelisen teknolojiyle birlikte giiniimiize kadar 6nemini kaybetmeden
devam etmistir [40]. Literatiirde, biyolojik drneklerde ve gida d6rneklerinde melatonin

analizlerine iligkin ¢esitli galigmalar bulunmaktadir.

Gegmis yillara bakildiginda 1970’ler boyunca melatonin analizleri agirlikli olarak
bioassay, radyo-immunassay ve florometrik yontemlerle yapilmigtir. Son kirk yil
igerisinde gelisen analitik metotlarla melatonin analizleri de artmistir. Bu analizlerin
bazilarinda GC-MS , HPLC-MS-MS cihazlar1 ve florosans, elektrokimyasal ve UV
dedektorler kullanilmistir [40].

Hassas ve secici bir yontem olan RIA (radyoimmunoassay) ile melatoninin pg/mL
seviyelerindeki tayinleri gerceklestirilebilmektedir [41]. ELISA (Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay) yontemi ise RIA kadar hassas degildir, bu yiizden
bazi analizlerde Onderisiklestirme g¢alismalarinin yapilmasi gerekli olabilir [42-
43].Bir¢ok avantajlarina ragmen yiiksek maliyetleri ve genellikle tek bir analit ile

calisilabilmelerinden 6tiirli bu yontemler daha az tercih edilir.

GC-MS, melatonin analizlerinde 1 pg/mL [44] tayin sinirlarina kadar inmis, en
hassas tekniklerden biridir. Ancak gerektirdigi tiirevlendirme basamaklar1 ve pahali

bir yontem olusu tercih edilmemesine neden olmaktadir.

HPLC, florometrik ve elektrokimyasal dedektorlerle melatoninin ¢esitli matrikslerde

tayinlerinde yaygin bir kullamisa sahiptir. Dedeksiyon limitleri florometrik ve
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elektrokimyasal dedektorler igin sirasiyla 0,5-3 pg/mL ve 15-250 pg/mL olarak
verilmistir. HPLC kiitle spektrometrisi ile de melatonin analizlerinde uygulanmis
fakat diisiik dedeksiyon sinirlari i¢in ugrash 6rnek hazirlama basamaklarina ihtiyag

duyuldugu goriilmiistiir [45].

Diger yontemlerle karsilastirildiginda CE yiiksek verimliligi, minimum &rnek hacmi
gerekliligi ve daha kisa analiz siireleri bakimindan biyoanalizlerde daha ¢ok tercih

edilmeye baslanmistir.

Yapilan caligmalar incelendiginde CE ile melatonin tayinlerinde genellikle
elektrokimyasal (ECD) ve UV dedektor kullanildigi ve oldukga diisiik tayin
siirlarina inilebildigi goriilmektedir. Melatonin analizlerinde CE ile yapilan bazi

calismalara ait yontem ve LOD degerleri ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 : Melatonin analizlerinde ¢alisilmis CE yontemleri ve LOD degerleri

Yontem LOD degerleri  Referans
EC-LIF 2 ng/mL [46]
CE-Amperometrik Dedeksiyon 7 ng/mL [47]
0,3 ng/mL [48]
0,3 pg/mL [49]
MEKC-UV 2 pg/mL [50]
25 ng/mL [51]
0,5 pg/mL [52]
44 ng/mL [40]

Melatonin tayinlerinde kapiler elektroforezde UV dedektdr ile ¢alisildiginda, kiigiik
hacimde 6rnek enjeksiyonundan ve kisa optik yol uzunlugundan kaynaklanan zayif
dedeksiyon, optik yol uzunlugunu arttirarak, LIF veya ECD dedektor kullanilarak
giderilebilir [53].

Diisiik tayin sinirlarina inebilmenin bir diger yolu da MEKC’de 6rnek sikistirma gibi

ornek zenginlestirme yontemlerinin uygulanmasidir [54,55].

3.3.1 Gidalarda melatonin tayini

Saglikli yasam i¢in diyetin Onemi arttikga, gidalardaki biyoaktif bilesiklerin
arastirilmalart 6nem kazanmistir. Bu nedenle arastirmasi yapilan bilesiklerin sayisi
yildan yila artmaktadir. Gelisen teknolojiyle birlikte gidalardaki bu bilesiklerin
analizleri kolaylasmaktadir. Yapilan tiim ¢aligmalara ragmen gidalarda halen analizi

yapilmamis bilesiklerin bulunmasi bu konuya egilimi arttirmaktadir. Melatonin de
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gidalarda bulunan biyoaktif bir molekiil olmas1 ve fizyolojik etkilerinin éneminden

otiirti aragtirmalara siklikla konu olmaktadir [56].

Gidalarda melatonin analizlerinin bazi gii¢liikleri bulunmaktadir. Melatoninin bazi
gidalarda c¢ok diisiik konsantrasyonlarda (¢ogu zaman mg/g veya daha az oranda)
bulunmasindan dolayr uygulanan analitk metodun olduk¢a hassas olmasi
gerekmektedir. Amfipatik yapisindan dolay1 ¢6ziicli se¢iminin 6nem arz etmesi ve
giiclii antioksidan Ozelliginden dolayr ortamdaki diger bilesenlerle kolayca
reaksiyona girebilmesi melatoninin gida analizlerindeki diger zorluklarindandir

[57,58].

Gidalarda melatonin analizleri i¢in immunolojik, kromatografik, spektrofotmetrik ve
kemiliiminesans yontemleri denenmistir. Cizelge 3.1°de cesitli ¢alismalarda gida

orneklerinde bulunan melatonin miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 3.2 : Gidalarda melatonin miktarlari

Gida Groegi Ornek sekli Miktar Yintem Referans
domates meyve lpeg GC-MS [59]
domates meyve 10685 pe'g HPLC-florosans [60]
zeytinyag yag 53-119 pg/ml ELISA [6:1]

cevz cekardek 3.5nge HPLC-EC [62]
badem gekardek Pngg HPLC-EC [63]
ay ciced cekardek 29ng'g HPLC-EC [63]
sivah hardal cekirdek 129 ng/g HPLC-EC 163]
beyaz hardal celardek 189ng'g HPLC-EC [63]
sarap 50-80 pg'mL ELISA [64]

kalwve (arap) vesil celardek 6,8 ug's HPLC-MS [65]

kahwe (arap) kavrulmus cekardek 96ug'e HPLC-MS [65]

kahwe (arap) kaynamus kahve 39ug's HPLC-MS [6a]
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilan dodesilsiilfat desodyum tuzu (SDS)
Merck’ten (Dermstadt, Germany), %85°lik ekstra saf orto fosforik asit ¢ozeltisi
Rieded-de Haen’den, kat1 haldeki melatonin standardi Sigma Aldrich’ten (Steinheim,
Germany) temin edilmistir. Toz hardal marketten, melatonin takviye tableti

eczaneden alinmistir.

Optimum sartlart saglamak igin farkli tampon ¢ozeltiler ve farkli 6rnek ¢oziici
sistemleri denenmis ve ¢ozeltilerin uygun pH degerlerine ayarlanmasi i¢in 1M NaOH
cozeltisi kullanilmistir. Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasinda ve spike
orneklerinin hazirlanmasinda kullanilmak tizere 2 mM melatonin stok c¢ozeltisi

hazirlanmistir.

Hardalda melatonin tayini i¢in 30 gram toz hardal 90 mL etanolde 30 dakika
karistirildiktan sonra siizge¢ kagidi ile siiziillip elde edilen siiziintiiden etanol donen
buharlastiric1 vasitasiyla ugurulmustur. Kalinti 15 mL suda ¢6ziiliip mikro filtre ile

stizlilerek cihaza enjekte edilecek ornekler hazirlanmistir.

Takviye tabletlerinde melatonin tayini i¢in 1 adet tablet toz hale getirilip 50 mL suda

¢Ozlilmiistiir.

4.2. Cihazlar ve Enjeksiyon Kosullar:

Cozeltiler Elga Purelab Option-Q sistemi ile elde edilen saf su kullanilarak
hazirlanmistir. Tampon c¢ozeltilerinin pH’lart Thermo Scientific Orion Dual Star
marka pH metre ile ayarlanmistir.  Analizler Prince Technologies (Emmen,
Netherlands)  kapiler elektroforez cihazinda, Polymicro Technologies marka
(Phoenix, AZ, USA) kapiler kolon ile gerceklestirilmistir. Dedeksiyon i¢in Bischoff
Lambda 1010 UV dedektorii kullanilmistir. Veri eldesi DAx 8.0 Data Acquisition

and Analysis programinda yapilmaistir.
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Kullanilan silika kapiler kolon 75 pum i¢ ¢apina, 65 cm toplam uzunluga ve 55 cm
etkin uzunluga sahiptir. Kapiler kolon ilk kullanimda 30 dakika 1M NaOH ¢dzeltisi,
10 dakika su ve 20 dakika tampon ¢ozeltisi ile yitkanmistir. Giin baglarinda 20 dakika
1 M NaOH c¢ozeltisi, 5 dakika su ve 10 dakika tampon ¢6zeltisi ile ve enjeksiyon

aralarinda 1,5 dakika tampon ¢ozeltisi ile yikama yapilmustir.

Hidrodinamik enjeksiyonlar 50 mbar basingla, ayirimlar 25°C’de -30 kV potansiyel
uygulayarak gergeklestirilmistir. Pikler UV dedeksiyon ile 222 nm’de elde edilmistir.

4.3. Misel Elektrokinetik Kromatografi Kosullar:

pH 3’de yiiksiiz bir molekiil olan melatoninin analizi SDS ylizey aktif maddesi igeren
tamponlarda gerceklestirilmisgtir. Bu pH’da kapiler i¢indeki EOM ¢ok diisiik
oldugundan, negatif yonden enjeksiyon yapildiginda SDS misel agregatlari ile
etkilesmesi sonucu negatif yiiklenen melatonin zit yondeki elektroosmatik akimi

yenerek pozitif elektroda dogru gé¢ ederek dedekte olacaktir.

4.4. Ornek Sikistirma Yontemi

Melatoninin tespit limitini (LOD) diisiirmek i¢in uygulanan ornek sikigtirma
yonteminde SDS konsantrasyonu ornek ¢ozeltilerinde 10 mM iken tampon
cozeltilerinde daha yiiksek miktarda tutulmustur. Negatif uctan enjekte edilen 6rnek
cozeltisi distik iletkenlige dolayisiyla yliksek elektrik alana sahip oldugundan 6rnek
cozelti bolgesinde hareket eden melatonin molekiillerinin bu bolgede elektroforetik
mobiliteleri yliksek olacaktir. Melatonin molekiilleri, yiiksek iletkenlikteki ve diisiik
elektrik alana sahip tampon bolgesiyle karsilastigi anda yavaslamis, 6rnek zonu ve
tampon zonu ara sinirinda konsantre olmuslardir. Konsante 6rnek bolgesi, kapiler
icindeki zayif EOM vyi yenerek pozitif uca yani detektére dogru hareket edecek ve
melatonin dedektdr sinyali bu sekilde artacaktir. Bu esnada zit yondeki

elektroosmotik akis seyreltik tampon bolgesini negatif ugtan disariya atacaktir.

Bu yontem denenirken ornekler 50 mbar basing ile 6, 12, 18, 24, 36, 48, 54 ve 60
saniye siirelerle enjekte edilmistir ve en diisitk LOD degerine sahip enjeksiyon siiresi

belirlenmistir.
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismada melatoninin kapiler elektroforez ile analizi icin MEKC ve ornek
sikisirma-MEKC  yontemleri  gelistirilmistir. MEKC yonteminin tayin siniri
melatoninin takviye tabletlerinde tayini i¢in yeterli oldugundan bu yontem
tabletlerdeki melatonin miktarmin kontrolii i¢in uygulanmistir. Bitki ve tohumlar
iceriginde melatonin miktar1 ¢ok diisiik oldugundan dogal gida {iriinlerinde melatonin
analizi i¢in Ornek sikistirma-MEKC yontemi gelistirilerek daha diisiik tayin
sinirlarina ulasilmis ve bu yontem hardal tohumlarinda melatonin tayinini igin

uygulanmigtir.

5.1. MEKC Yontemi ile Melatonin Tayini

5.1.1 Ayirma sartlarinin secimi

Melatoninin MEKC yontemi ile ayrilmasinda, ayirma ortaminda kullanilan yiizey
aktif madde sodyumdodesilsiilfat (SDS) konsantrasyonu, tampon c¢ozelti olarak
secilen fosfat konsantrasyonu, ortamin pH’1i, uygulanan voltaj degistirilerek pik
simetrisi, pik tespit siniri, gelis siiresi agisindan optimal ayirma sartlari saglanmustir.
Denemeler sonucu, melatonin ayrilmasinda en uygun ayirma sartlarinin, tampon
ortami olarak: 30 mM fosfat, 70 mM SDS, pH: 3; Voltaj: -30 kV; Kapiler i¢ ¢apr:
75 um, etkin boyu 55 cm, tam boyu 65 cm; enjeksiyon basinci ve siiresi 50 mBar, 6

s oldugu tespit edilmistir.

5.1.2. MEKC yontemi ile takviye tabletlerinde melatonin miktar tayini

Melatonin standart ¢ozeltisi i¢in en uygun MEKC yontemi saptandiktan sonra

yontem ticari melatonin takviye tabletlerinde melatonin analizi i¢in uygulanmistir.
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5.1.2.1. Kalibrasyon grafiginin olusturulmasi

10,20,30,40 ve 50 mM konsantrasyonlara sahip melatonin standartlari ile kalibrasyon
grafigi olusturulmustur. Kalibrasyon grafigi, kalibrasyon denklemi ve regresyon

degeri Sekil 5.1 de verilmistir.

7 A y=12,814x + 0,3263
R*=0,9949

Alan/ Zaman

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Derisim (mM)

Sekil 5.1 : Melatonin kalibrasyon grafigi

5.2.1.2. Miktar tayini

Sekil 5.2°de takviye tabletine ait elektroferogram verilmistir. Tablette sadece
melatonin piki goriilmesine ragmen, tablet ¢ozeltisi melatonin 6rnegi ile spike
yapilarak melatonin varlig1 kontrol edilmistir. Burada gozlenen melatonin pikinin
alan/zaman degeri kalibrasyon egrisine ait denklemde yerine konularak, tabletteki
melatonin miktar1 5,03+ 0,04 mg/tablet olarak hesaplanmistir. Bulunan deger ticari

tabletin etiketinde belirtilen miktar 5 mg ile uyumludur.
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Sekil 5.2 : Takviye tableti elektroferogrami

Tekrarlanirlik sonuglart diizeltilmis pik alanlari i¢cin %RSD cinsinden %2,58 olarak
bulunmustur. Yontemin LOD degeri, ortalama giirtiltii miktarinin ti¢ kat1 sinyale

esdeger konsantrasyon degerleri olarak 298 ng/mL olarak tespit edilmistir.

Geri kazanim c¢aligmalari, orneklere ii¢ ayr1 derisimde melatonin standartlari
eklenmesi ile gerceklestirilmistir. Tatmin edici geri kazanim degerleri bulunmus ve

sonugclar ¢izelge 5.2°de verilmistir.

Cizelge 5.2 : MEKC ile takviye tabletlerinde melatonin tayinine ait geri kazanim

degerleri
) Eklenen Miktar % Geri
Ornek (mm) Kazamim
Tablet 0,2 96
Tablet 0,2 95
Tablet 0,4 93,9

5.2. MEKC’de Ornek Sikistirma Yontemi Ile Melatonin Tayini

5.2.1 Ayirma sartlarinin se¢cimi

0.05 mM melatonin standart ¢ozeltisi ve 10 mM SDS iceren 6rnek ¢ozeltisi iginde
hazirlanarak, 70mM SDS ve 30mM fosfat iceren pH 3 deki ayirma ortamina 50
mBar basingta sirastyla 6, 12, 18, 24, 36, 48, 54 ve 60 saniye enjeksiyon siirelerinde

enjekte edilmis ve her bir enjeksiyon siiresi i¢in melatonin pikinin LOD degerleri
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tespit edilmistir. 48 saniyeye kadar pik boylarinin arttigit ve LOD degerlerinin
diistiigii, 48 saniyeden sonra ise pik sekillerinin bozuldugu ve disli piklerin gelmeye
basladig1 gozlenmistir. Bu nedenle 48 saniye optimal enjeksiyon siiresi olarak tespit
edilmistir. Ornek cozeltisine alkol ilavesi denenmis ancak alkol ilavesinin LOD
degerini iyilestirmedigi ve melatonin pikinin gelis siliresini arttirdigl gézlenmistir.
Sekil 5.3’de normal MEKC ayiriminda kullanilan 6 saniye enjeksiyon siiresi ve
ornek sikistirma sartlarinda kullanilan 48 saniye enjeksiyon siiresinde enjekte edilen
melatonin pikinin karsilagtirilmasi1 goriilmektedir. Aym1 6rnek ¢ozeltisi igin 6rnek

sikistirma ile sinyal/giiriiltii oran1 10 kat arttirilmistir.

0.0% —
7 b. 48 saniye enjeksiyonu
0.02 —
0.01 —
. a. b saniye enjeksiyonu
) o ML
113 _—
0.00 —
T T T T | T T | T
] 5 10

zaman (dk)

Sekil 5.3 : 6 saniye ve 48 saniye 6rnek enjeksiyonuna ait elektroferogramlar

5.2.2 Ornek sikistirma yontemi ile hardal tozunda melatonin tayini

Hardalda melatonin tayini i¢in 48 saniye enjeksiyon ile drnek sikistirma yontemi
uygulanmistir. Hardal 6rneginin elektroferograminda, hardal i¢eriginde bulunan ¢ok
sayida bilesene ait pik gdzlenmistir. Ornege melatonin standardi eklendiginde, diger
piklerin boylar1 sabit kalirken melatonine ait oldugu diisiiniilen pikin boyunun
artmasi melatonin tespitinin gergeklestigini gostermistir. Hardala ait elektroferogram

sekil 5.4’de verilmistir.
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Sekil 5.4: Hardala ait elektroferogram ( (a) Hardal 6rneginin kendisine ait pik
(b)Hardal 6rnegi + melatonin spike piki )
Gozlenen bu pikten, melatoninin hardaldaki miktar1 standart ekleme metodu ile tespit
edilmistir. Sekil 5.5 bu metoda ait standart ekleme grafigini, kalibrasyon dogrusu

denklemini ve regresyon degerini gostermektedir.

6 -
5 - y = 160,1x + 0,5549
& R? = 0,9983
€4
(]
N 3
S~
g 2
< 1 -
0 T T T T T T 1
0 0,005 001 0015 0,02 0,025 0,03 0,035
Ekelenen Analit Derisimi (mmol/L)

Sekil 5.5: Standart ekleme grafigi

Grafikte egilim c¢izgisinin x eksenini kestigi noktadan yararlanarak hardaldaki
melatonin miktar1 84,29+0,12 ng/g olarak bulunmustur. Bulunan deger literatiir

degerleri ile uyumludur [63].

Tekrarlanirlik sonuglar1 diizeltilmis pik alanlar1 igin %RSD cinsinden %2,42 olarak

bulunmustur. Yontemin LOD degeri 28.8 ng/mL olarak tespit edilmistir.
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6. TARTISMA VE YORUM

Yapilan denemeler sonucu melatonin hormonunun MEKC yontemi ile analizleri
uygun tampon olarak seg¢ilen pH 3’te 70 mM SDS ve 30 mM fosfat ¢ozeltisinde 6
saniye hidrodinamik enejkesiyon ile gergeklestirilmistir. Yontemin tekrarlanirlik
degeri % 2,58 (%RSD) olarak hesaplanmistir. Melatoninin minimum tespit siniri
(LOD) 0,288 pg/mL olarak saptanmistir. Bu metot ile 5 mg/tablet melatonin igeren
takviye tabletlerinde melatonin analizine uygulanmis ve melatonin miktar1 5,03+0,04
mg/tablet olarak bulunmustur. Analizin geri kazanim degerleri ise %96-99,9

degerleri arasinda ¢ikmustir.

Gida orneklerinde melatonin analizini gergeklestirebilmek amaciyla metodun LOD
degerini diisiirmek i¢in 6rnek sikistirma yontemi gelistirilmis, 6rnekler 10 mM SDS
cozeltisi icinde hazirlanarak, 48 saniye hidrodinamik enjeksiyon ile 50 mBar basingta
enjekte edilmislerdir. Melatoninin ayrimi bu sartlar altinda saglanmis ve metoda ait
tekrarlanirlik degerleri %RSD cinsinden %2,42 olarak bulunmustur. LOD degeri
28,8 ng/g olarak hesaplanmistir. Ornek sikistirma ydntemi toz hardalda melatonin
miktar1 tayinine uygulanmis ve melatonin miktar1 84,29+0,12 ng/g olarak tayin

edilmistir.
Caligmada gelistirilen MEKC yonteminin tayin smir1 takviye tabletleri icinde

melatonin igeriginin kontrolii i¢in uygun bir yontem olarak saptanmustir.

Ornek sikistirma ydntemi uygulanarak, MEKC ydnteminde melatonin tayini igin
minimum tespit siir1 10 kat diistirilmistiir. Bu yontem de bitki, tohum ve meyve
orneklerinde melatonin varligin1 ve miktarini tespit etmek i¢in uygun bir yontem

olarak sunulmustur.
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