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MONO VE DiSAKKARIDLERIN KAPIiLER ELEKTROFOREZ YONTEMIi
iLE TAYINI

OZET

Karbohidratlar miktarlar1 bakimindan diinyadaki en yaygin organik bilesiklerdir,
bitki hayvan ve mikroorganizmalarin yasam aktivitelerinin her birine dahil
olmuslardir. Ayrica karbohidratlar en 6nemli besin bilesimi olup, insan giyimi, kagit
ve bir¢okbioteknolojik iriinlerin(bira ve antibiotik gibi) hammaddesidir.
Karbohidratlar kimyasal yapilari itibari ile ii¢ ana boliime ayrilirlar; monosakkaritler,
disakkaritler ve polisakkaritler. Mono ve disakkaritler bir¢ok yiyecek ve igecekte
yaygin olarak bulunmakta ve gida ilave maddesi olarak kullanilmaktadirlar.
Beslenme, biyoloji ve gida bilimleri agisindan gida orneklerindeki seker igeriklerinin
izlenmesi onemlidir.

Son yillarda kapiler elektroforezin (CE) seker analizlerine uygulandigi
goriilmektedir. Kapiler elektroforetik yontemlerin klasik kromotografik yontemlere
gore avantaji reaktif tiilketiminde, ornek hazirlama ve analiz siiresinde belirgin
azalmadir. CE yiiksek ayirma giicii nedeniyle o6zellikle kompleks yapida gida
matriksleri i¢in uygun bir yontemdir. Ancak CE’nin karbohidrat analizlerine
uygulanmasinda iki konuda sinirlama vardir. Bunlardan biri, karbohidratlarin UV
dedeksiyonu icin gereken kromofor ya da florofor gruplarinin olmayisi, digeri ise
karbohidratlarin biiyiik ¢ogunlugunun yiiksiiz olmasidir.

Bu ¢alismada karbohidratlarin viicut kimyasi iginde amino asitlerle ve proteinlerle
yakin iligkisine dayanarak, amino asitler sakkaritler i¢in ayirma ortami olarak
kullanilmistir. Bu yolla sakkaridlere yiik kazandirilmis ve aralarinda mobilite farki
yaratilarak ayrilmalar1 ve indirekt UV ile tayinleri saglanmistir. Gelistirilen analiz
yontemi meyve sularinda glikoz, fruktoz ve sukroz tayinlerine uygulanmustur.
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DETERMINATION OF MONO AND DISACCHARIDES BY CAPILLARY
ELECTROPHORESIS

SUMMARY

Carbohydrates are, in terms of their quantity, the largest group of organic compounds
on the earth and are implicated in every form of living activity in plants, animals and
microorganisms. They are one of the most important food constituents, the raw
materials for human clothing, and the rawmaterial for paper and for many
biotechnological processes, such as the production of beer and antibiotics.
Carbohydrates are classified according to their chemical structure into three main
groups of compounds namely monosaccharides, oligosaccharides and
polysaccharides. Mono and disaccharides such as glucose, fructose and sucrose are
widely distrubuted in various food and beverage, while these compounds are often
used as food additives. Therefore monitoring of sugars in food samples is essential
and important in the fiels of nutrition, biology and food science.

More recently, capillary elektrophoresis (CE) has been employed for the sugar
analysis. The advantage of the capillary electrophoretic methods is the considerable
diminuation in the sample preparation and analysis times, as well as in the reagent
consumption. CE is particularly suitable in the analysis of complex natural matrices,
owing to its higher resolving power. However, the application of CE to carbohydrate
analysis is somewhat limited. The first problem is the lack of chromophores or
fluorophores in carbohydrates for ultraviolet ( UV ) dedection. Another problem with
carbohydrate analysis by CE is that the majority of carbohydrates have no charge.

Based on the biochemical studies on the interaction between carbohydrates and
aminoacids or proteins in body, it was developed a new capillary electrophoretic
method using amino acids as the seperation medium for carbohydrates. By this way,
both the separation and indirect detection of carbohydrates are achieved. The metod
was applied to the determination of sugar content, mainly glucose, fructose, and
sucrose in fruit juices.



1. GIRIS

Kapiler elektroforez (CE), temeli klasik elektroforeze, cihaz dizayni gelismis s1v1 ve
gaz kromotografi sistemlerine dayanan, ayirmanin ¢ok yiiksek voltaj altinda ve

kapiler silika kolonlarda gergeklestirildigi yeni bir analitik ayirma teknigidir.

Kapiler Elektroforez, li¢ ayirim yonteminin birlesiminden gelistilmis bir tekniktir.
Bunlar; Gaz Kromotografisi (GC), Yiiksek Performans Likit Kromotografisi
(HPLC), ve Jel Elektroforezidir. Dedeksiyonun analiz sirasinda yapilabilmesi, birgok
farkli dedeksiyon tekniklerinin kullanimina olanak saglamasi, yliksek ayirim verimi
(10°-10° teorik plaka sayis1) elde ediliyor olmasi, nicel ve nitel analize olanak
saglamasi, kolay metod olusturulabilir olmasi, cok az madde tiikketimi ve ekonomik
kapiler kolonlarla Li iyonundan DNA’ ya kadar c¢ok genis bir spektruma
uygulanabilir olmasi, CE tekniginin avantajlaridir. Teknik; teori, uygulama ve alet
gelisimi konusunda senede yayinlanan ortalama 1500 bilimsel makale ile ¢ok hizli
olarak gelismekte olup ilag, gida, ve adli bilimler alanlarinda yontemle gelistirilen

analizler standart metot olarak kabul edilmeye baslanmistir.

Karbohidratlarin CE ile ayrilmasi c¢aligmalar1 son yillarda yaygmlagsmistir[1].
Karbohidratlar yliiksiiz olduklarindan kapiler elektroforetik bir ayirmada yiik
kazandirilmalar1 gerekir. Bu amagla borat komplekslestirilmesi yapilarak sekerlerin
CE ile ayrilmasi saglanmigtir[2]. Karbohidratlar UV aktif olmadiklarindan CE
ayrilmasi sonucu tayinleri indirekt dedeksiyonla gergeklestirilmistir. Bu amagla,
indirekt floresan[3], indirekt UV dedeksiyon[4], amperometrik dedeksiyon[5] gibi
dedeksiyon yontemleri kapiler elektroforetik ayirmalara uygulanmistir. Bir diger yol

ise On-tiirevlendirme yontemidir[6]. Ancak bu yontem analiz siiresini uzatmaktadir.

Bu calismada, mono ve disakkaridlerin kapiler elektroforez ile kalitatif ve kantitatif

tayini gergeklestirilmistir. Mono ve disakkaridler pek¢ok yiyecek ve igecekte yaygin



olarak bulunur veya ilave maddesi olarak kullanilmaktadir. Hemen biitiin sekerli gida
tirlinlerinde glikoz, fruktoz ve sakkaroz basta olmak iizere farkli sakkarid tiirleri
kullanilmaktadir. Gida igeriklerinde bu maddelerin analizi kalite kontrolii ile ilgilidir.
Bu nedenle hizli, giivenilir, ekonomik yeni analiz yoOntemlerinin gelistirilmesi
onemlidir. Son yillarda karbohidrat analizlerinde yeni CE yontemlerinin gelistirildigi
goriilmektedir. Ancak monosakkaritlerin UV aktif olmamasi nedeniyle, on
tirevlendirme  yontemi  yada  elektrokimyasal = dedeksiyon  yontemleri
uygulanmaktadir. Ayrica yapilar1 birbirine yakin ¢ok sayida karbohidrati bir arada
ayirmak oldukga giictiir. Viicutta karbohidratlarla proteinlerin yakin biokimyasal
iligkileri bazindan yola ¢ikarak bu caligmadaki ayirma ortamma ilave edilen
aminoasitle monosakkaritlerin farkli kimyasal ilgiye girmeleri sonucu yapisi
birbirine yakin karbohidratlara farkli mobiliteler kazandirilarak kapiler elektroforetik
ayrimlart gerceklestirilmistir. Ayrica UV aktif aminoasit kullanimi ile indirekt
dedeksiyon imkan1 saglanmistir. Gelistirilen analiz yontemi, meyve sularinda glikoz,

fruktoz ve sukroz tayinlerine uygulanmistir.



2. Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez(CE), bir elektrik alan varliginda, yiiklii tiirlerin go¢ etmesine
dayal1 bir analiz teknigi olan elektroforez ile kromotografinin bilesimi olan bir
tekniktir. CE’de bir¢ok farkli dedeksiyon teknigi kullanilir ve  dedeksiyon analiz
aninda yapilir. Analizler 25-100 um i¢ ¢apa sahip kapiler kullanilarak ger¢eklestirilir.
Ornek hacmi injeksiyonda 6rnek hacmi nanolitre mertebesinde kullanilir. Ayirim
verimi yiiksektir, nicel ve nitel analiz yapilabilir. Kolay metot olusturulabilir.
Tekrarlanabilirligi fazla, yiiksek secicilige sahip bir ¢ok tiirii vardir[7]. Bu avantajlari
sayesinde CE, giiniimilizde yaygin olarak kullanilir ve teknolojisini hizla ve siirekli
ileriye tasiyan bir analiz yontemi halini almistir. Ciral ayirimlar tizerindeki basarili
caligsmalar ile son zamanlarda ila¢ sanayisinde ve genom arastirmalarda onde gelen

bir analitik cihaz olarak kullanilmaktadir.

2.1. Cihaz Boliimleri

Kapiler kolon

N s

Tampon ¢dzelti kaplani

Sekil 2.1 : CE’in sematik gdsterimi[7]



Sekil 2.1°de goriildiigii gibi; CE cihaz1 £30 kV’luk voltaj uygulayabilen bir yiiksek
voltaj kaynagi, bu kaynaga bagl iki platin elektrot, bu elektrotlarla temasta bulunan
elektrolit ¢ozelti kaplari, bu c¢ozeltilere batirilmis ve bir dedektdr icerisinden gegen

kapiler kolon ve analiz sonuglarinin toplandig1 bir bilgisayardan olugmaktadir[7,8].

2.1.1. Elektrotlar

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

(2.2) ve (2.3) esitliklerindeki gibidir[9].

2H,0 — Ox(g) + 4H" +4e 2.1)

2H,0 + 2" — Hy(g) +20H" (2.2)

2.1.2. Voltaj Kaynag

CE i¢in yiiksek voltaj kaynagi cok onemlidir ¢iinkii uygulanan voltaj ile CE’de elde

edilen ayrim verimi dogrudan ilgkilidir.

CE’de bir iyonun mobilitesi, uygulanan voltaja ve bu voltaj sonucu olusan elektirik
alan kuvvetine baghdir. Kapiler kolonun etki kesiti ve igerisindeki ¢ozelti karigimi L
uzunlugu boyunca homojen oldugunda elektrik alan heryerde aymidir ve uygulanan
voltaja bagh olarak (2.1) esitligi ile hesaplanir[10,11].

E= (2.3)

~ =

Genellikle CE’de uygulanan elektrik alan 200-600 V/cm’dir.

2.1.3. Ornek Injeksiyonu

CE’de 0rnek injeksiyonunu yapmak i¢in iki farkli teknikten yararlanilir[12]. Bunlar,

hidrodinamik injeksiyon ve elektrokinetik injeksiyondur.



Hidrodinamik injeksiyon tekniginin temeli , kapiler kolonun iki ucu arasinda

kendiliginden olusturulan basing farkina dayanir. Boylece ornegin kolona akisi

saglanmis olur. Basing farki da, 6rnek kabina basing uygulayarak, tampon kabina

vakum uygulayarak ya da 6rnek ve tampon kabi seviyeleri farklandirilarak yaratilir.

Kapiler kolona injekte edilen 6rnek zonun uzunlugu ve 6rnek hacmi sirasi ile (2.4),

(2.5) esitlikleri ile hesaplanir.
6y 7 ?
Il.nj =(3.5x%10 ).T.P.tm].
_ APr* 1t
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3.5x10°: 25 °C’de su icin hesaplanmis sabit

H : Ornek hacmi

L : Kapilerin Tiim uzunlugu
ting : Injeksiyon siiresi

P : Basing

AP : Basing farki

r : Kapilerin i¢ ¢ap1

n : Tampon ¢ozelti viskozitesi

(2.4)

(2.5)

Elektrokinetik injeksiyonda, kapiler 6rnek kabinin icerisindeyken kisa bir siire voltaj

uygulanarak 6rnek kapiler igerisine ¢ekilir. Uygulanan voltaj gercek ayirm sirasinda

uygulanan voltajdan daha diisiiktiir. Ornek kapilere osmos ve elektroforezin etkisi ile

girmektedir.



2.1.4. Ornek Dedeksiyonu

Tablo 2.1°de CE’de yaygin olarak kullanilan dedeksiyon teknikleri ve duyarliliklar

gosterilmistir[11].

Tablo 2.1: CE’de kullanilan dedeksiyon ¢esitleri

Teknik Duvarlilik(M)
UV Absorbsiyon Dedeksiyonu 10°-10™
Floresans Dedeksiyonu 10"2-107
LIF Dedeksiyonu 10°-107
Elektrokimyasal Dedeksiyon 10°-10°
Dolayli Dedeksiyon 107-107
Radyoizotop Dedeksiyonu 10°-107
Kiitle Spektrometre Dedeksiyonu| 1 0°-107

Dolayli dedeksiyon, CE’de kullanilan dedeksiyon teknikleri ile dogrudan tespit
edilemeyen tiirler i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu dedeksiyon tiirii UV absorpsiyon
ya da floresans dedektorii kullanilan herhangi bir CE cihazinda uygulanabilir..
Calisma elektrolitine bir kromofor madde ilave edilerek dolayli olarak analitlerin,
UV’de ya da floresans dedektorde gozlenmesi saglanir. Bu sayede dedeksiyon
sirasinda, kromofor-analit yer degistir ve analitler, elektroferogramlarda negatif
pikler seklinde go6zlenir. Dikkat edilmesi gereken kromofor ve analit
konsantrasyonlarinin birbirine oldukc¢a yakin secilmesidir bdylece pik sekilleri

simetrik ¢ikar[11].

2.2. Calisma Prensibi

Calisma sirasinda kapiler kolon igerisinden 6nce elektrolit ¢cozelti gecirilir. Sonra,
tampon kabi ile 6rnek kabinin yer degistirir ve 6rnek injeksiyonu yapilir. Uygulanan
voltaj varliginda olusan elektrik alanda 6rnek igerisindeki herbir tiir yiik/biiytiklik
oranlarindaki farkliliga gore farkli zamanlarda dedektore ulasir. Bdylece ayirim
gerceklesmis olur. Ayirimin gergeklestigi silika kapiler kolonun yapisi sekil 2.2°deki
gibidir.



Sekil 2.2 : Silika kapiler kolonun genel yapisi[7]

Silika kapiler, ¢calismaya baslamadan once kuvvetli bir alkali ¢ozelti ile aktive edilir.
Bu islemin sonucunda; SiOH yapisindaki H' gruplari disosiye olur ve kapiler
kolonun i¢ yiizeyi elektriksel olarak (-) yiiklenir. Sekil 2.3’de SiO” gruplarinin

kapilerin i¢ ylizeyinde olusturdugu (-) yiikklenme goriilmektedir.

Sekil 2.3 : Silika yapisindaki H' gruplarinin disosiyasyonu[7]

Elektrolit ¢ozeltinin kapiler kolondan gegirilir. Elektrolit ¢dzeltinin (+) yiikleri ile
SiO™ gruplan arasindaki elektrostatik etkilesim olur. Bunun sonucunda kapilerin i¢

ylizeyinde (+) ylik yogunlugu olusturulmus olur(Sekil 2.4).

Sekil 2.4 : Kapiler kolon igerisinde olusan + yiik yogunlugu[7]



Bu yiiklenmeler sonucu kapiler duvarinda bir potansiyel fark olusur. Bu potansiyel

farkina, zeta potansiyeli ad1 verilir ve  sembolii ile gosterilir[11].

Ornek injeksiyonu ve voltaj uygulamasi sonucu olusan (+) yiik yogunlugu, katoda
dogru yonelir. Kapiler kolon igerisinde anottan katoda dogru kendiliginden bir akis
meydana gelir. Bu akisa elektroosmatik akis (EOA) adi verilir ve bu akis
elektroosmotik mobilite (EOM) ile belirlenir. Her tiir, ylikil ne olursa olsun bu akisla
katoda dogru hareketlenir. Tiirlerin hiz1, yiik /biiyiikliikk oranina gére degisir. Kiigiik
ve yikii fazla olan tiirler, biiyiikk ve daha az yiikli tiirlere oranla yonlendikleri
elektroda dogru biiyiikk bir elektroforetik mobilite kazanirlar. Buna ragmen,
elektroosmatik akis hizina kars1 koymak miimkiin degildir. Anyon, katyon ve notral
maddelerin hepsi katoda dogru fakat farkli mobilitelere sahip olarak hareket

ederler(Sekil 2.5).

Katyonlann akig yonii
Elektroosmotik akigin yonii

Anot(+) 4= Katot(-)
Anyonlarm alag yomii

Katyonlann net akast

Anyonlarn net akisi

Sekil 2.5 : Kapiler icerisinde gerceklesen akislarin vektorel gosterimi [7]

2.3.Mobilite ve Mobiliteye Etki Eden Faktorler

2.3.1. Mobilite

Yiikii q olan bir a maddesinin {izerinde olusan elektrostatik kuvvet, o maddenin yiikii

ve olusan elektirik alanin giicii ile dogru orantilidir(2.6), [9].

f=qux E (2.6)



f: Elektrik alan kuvveti
E: Elektrik alan biiyiikligi

Ja: @ maddesinin yiikii

Kapiler icerisinde bulunan elektrolit ¢ozeltinin viskozitesinden kaynaklanan ters
yonde bir kuvvet olan siirtinme kuvveti, a partikiilinin hiz1 ile dogru

orantilidir(2.7).

fs = —OmXNXT,XV, 2.7)

fs : Siirtinme kuvveti
n : Cozelti viskozitesi
1, : a partikiiliiniin ¢ap1

V, . a partikiiliiniin hiz1

Bu iki kuvvet voltaj uygulandiginda birbirine esit hale gelir ve a partikiilii sabit bir

hizla hareket etmeye baslar(2.8).

v, :M (2.8)
6rxnxr,

Burada v,/ E oran elektrofoetik mobilite olarak tanimlanir(2.9).

1%
__a 2.9
M, ( )

Bir a partikiiliiniin mobilitesi 2.10 esitligi kullanilarak hesaplanir.

u, = MQT (2.10)
Mobilitenin birimi m” V'.s™ dir. iyonik tiirlerin timiiyle iyonik halde ve sonsuz
seyreltilikte sahip olduklar1 biiyiikliige elektroforetik mobilite denir. Gergek
kosullarda bu deger etkin elektroforetik mobilite, L., olarak isimlendirilir. p. ortam
pH' sma ve tampon bilesimine baglidir. Goriinen mobilite bir iyonun kapiler
kolondaki gelis siiresini belirler ve tiirlerin etkin elektroforetik mobiliteleri ile
kapiler icindeki elektroosmatik mobilite hesaba katilarak (2.11) esitligince

hesaplanir[7].



g = Uo + Ue (211)

Gelis siiresine baglh olarak EOM ve EPM’ler (2.12) ve (2.13) esitliklerindeki gibi

hesaplanir.
LxL,

= 2.12

Hy v xi, ( )
LxL

fy =T (2.13)
L, : Elektroosmatik mobilite
L : Kapilerin toplam uzunlugu
L4 : Kapilerin dedektore olan uzunlugu
V : Voltaj
to : Notral maddenin gelis zamani
t : Maddenin gelis zamani
Taneciklerin hareket hizlar1 2.14, 2.15, 2.16 denklemleri ile gosterilebilir[8].
Pozitif Iyonlar Igin ~ : vi=(po+ pi) x E (2.14)
Negatif Iyonlar igin : vi=(po-pi) x E (2.15)
Notral Partikiiller i¢in : vi= po x E (2.16)

2.3.2. liyonik Siddet

Ayirimin gerceklesecegi ortamin iyonik siddeti ile hem elektroforetik hem de

elektroosmotik mobilite arasinda ters orant1 vardir[9].

Iyonun yiikii ve konsantrasyonu ile bir ¢dzeltinin iyonik siddeti dogru orantil1 olarak

artar(2.17).
Tyon= 22°C; (2.17)

Liyon 1y0nik siddet
z : lyon yiikii

C; : Iyon konsantrasyonu

10



Tamponun iyonik siddetinin arttirilmasi ile zeta potansiyeli diiser ve bu diisiis
EOF’da dsiiriir. Tampon konsantrasyonunun artmasi ile akim artar ve joule 1sis1
olusur bu bir dezavantajdir. Iyonik siddetin ¢ok azaltilmasi ise duvar
adsorbsiyonunun artmasina neden olur. Ayrica tampon iletkenliginin Grnek

iletkenligine yakin olmasi gerekir aksi taktirde pik sekillerinde bozulma goriiliir.

2.3.3. pH

Zay1f asit ve zayif baz 6zelligi gosteren maddelerin elektroforetik mobiliteleri ortam
ph’sina baglhdir. Elektrik alan sadece yiiklii tiirler {izerine kuvvet uygulandigindan

etkin mobilite su sekilde ifade edilir:

He=0L. L. (2.18)

U : Etkin mobilite
o : Asidin disosiyasyon derecesi

L. : Anyonun mobilitesi

Elektroosmotik mobiliteyi en ¢ok etkileyen faktor, ortam pH’sinin degismesidir.
Ortam pH’s1 arttik¢a silanol gruplar1 iyonize olur ve kapiler ylizeyinde yiik artar ve
EOF artar. Duvar iyonizasyonu artacagindan EOM hizlanir. Ancak bu degisim
ayrilacak maddelerin yiik yapisini degistirebilir. Tampon pH’1, kapiler icindeki

elektroosmatik akisin hizini etkileyen en 6nemli parametredir[8].

2.3.4. Tampon Katki Maddeleri

Elektrolit cozeltiye ilave edilen katki maddeleri ayrilacak tiirlere elektrostatik,
hidrofobik, dipol-dipol vb. etkilesimlerde bulunarak tiirlerin etkin mobiklitelerini
degistirebilir. Katki maddesi ile ortamdaki maddelerin etkilesim derecesinin

farklilig1, herbir tiiriin farkli mobitiye sahip olmasina neden olur[13-14].

2.3.5. Sicakhik

Sicakligin arttirilmasi, her 1 °C i¢in % 2-3 oraninda viskozitenin azalmasina sebep

olur. Bu da EOF’u arttirir.
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2.3.6. Voltaj
Voltaj arttirildiginda olusan elektrik alan da artacagindan kapiler igerisindeki
elektrosmotik akis hizlanicaktir.

2.4. Ayrimda Etkin Olan Faktorler

2.4.1. Gelis Siiresi

(2.12) ve (2.13) esitlikleri analitlerin gelis zamanlarinin, EOM, kapiler boyu ve
uygulanan voltaja bagl olarak ne sekilde degistigi goriilmektedir. Ayrimda etkin
olan ilk faktor, yiiklii tlirlerin birbirinden farkli olarak kazandiklar1 elektroforetik

mobiliteler sonucu gozlenen gelis zamani farkliliklaridir.

2.4.2. Teorik Plaka Sayis1 ve Rezoliisyon

Teknigin asil amaci ayirimeilik olup, teorik plaka sayisi ve rezoliisyon sirasiyla su

sekilde hesaplanir[9,15].

: 2 + 4.
Nl M Ly (2.19)
O z ot 2D
Rez=—2°h (2.20)
1/2(w, +w,)

N : Teorik plaka sayis1

Rez : Rezoliisyon

t; :ilk maddenin gelis zamam

t, : Ikinci maddenin gelis zamani
wi : 1k pikin genisligi

w, : Ikinci pikin genisligi
2.4.3. Pik Genislemesi

CE de en 6nemli pik genisleme nedeni diflizyon nedeniyle pik genislemesidir ve
maddenin diflizyon katsayisi ve analiz siiresi ile dogru orantilidir. Analiz siiresi

kisaldike¢a ve diisiik difiizyon katsayili maddelerde pik genislemesi diistiktiir.
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Kapiler kolon igerisindeki akim artisindan kaynaklanan farkli sicakliktaki ¢dzelti
bolgeleri pik genislemesine neden olur. Joule 1sinmasi olarak bilinen bu 1sinmadan
dolay1 ¢ozeltinin i¢ kisimlarinda viskozite daha az dolayist ile iyon mobilitesi
yiiksek, kapiler duvarina yakin bolgelerde sicaklik diisiik, ¢ozelti viskozitesi yliksek,

iyon mobilitesi ise diisiiktiir. Bu sicaklik farki, pik genislemesine neden olur[16].

Calisma elektrolitlerinden birinin ¢alisma sirasinda, ¢dzelti seviyesinin daha fazla
olmas1 sifon etkisine neden olur. Bu etki, kapiler kolon igerisindeki ¢ozeltinin
merkezinde daha hizli bir akis olusturur. Sifon etkisi i¢ ¢ap1 biiyiik olan kapilerde

daha biiyiiktiir.

Pik genislemesine etki eden diger bir faktor, oOzellikle protein caligsmalarinda

rastlanan duvar adsorpsiyonudur.

2.5. CE Teknikleri ve Kapiler Zone Elektroforez

CE’de calisma amacina bagl olarak kullanilan basglica teknikler sunlardir; Kapiler
Zon Elektroforez (CZE), Misel Elektrokinetik Kromotografi (MEKC), Kapiler Jel
Elektroforez (CGE), Kapiler izotakoforez (CITP), Kapiler Izoelektrik Odaklama
(CIEF) , Kapiler Elektrokromotografi (CEC) ve Elektrokinetik Kromotografi
(EKC)’dir.

En yaygin olarak kullanilan CE yontemi CZE’dir. Bu yontem, bir ¢cok maddeyi kisa
siirede ve kolayca ayrilabilir. Farkli ylike sahip anyonik ve katyonik tiirleri birarada
iceren karisimlar, yilk/biiylikliik orani farkliligina dayanarak ayrilirlar. Ayirimin
esas1 analitlerin ¢ozeltideki mobilite farkliliklaridir. Calisma alaninda, EOM’nin
biiyiikliigiinii elektroforetik mobilitelere oranla yeterli degerde kilacak pH degerini
saglayan bir elektrolik ¢ozelti bulunur. Ayni 6rnek karisiminda injekte edilen katyon
ve anyonlar voltaj uygulamas: ile sekil 2.6.°deki siralama ile dedektore

ulasirlar[10,11].
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Sekil 2.6 : CZE’in sematik gosterimi[7]
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3. Karbohidratlar

Karbohidratlar, miktarlar1 acisindan konusmak gerekirse, diinyadaki organik
bilesiklerin en biiyiik grubu olup bitki, hayvan ve mikroorganizmalardaki her yasam
bicimiyle uzaktan veya yakindan iligski icindedir. Gida bilesenleri iginde en
onemlilerinden biri (nisasta gibi) olup, insan giysisi, kagit ve pek cok biyoteknolojik
islem icin (bira ve antibiyotik iiretimi gibi) hammadde olarak kullanilmaktadir. Tekil
tiirlerin tanimlanmasi ve bunlarin nicel olarak tek basina veya bir bilesenden fazla
olan bir karisimda, diger bilesenlerin varliginda tayini icin giivenilir analiz

yontemlerine ihtiya¢ duyuldugu aciktir.

Karbohidratlarin ilk analiz yontemleri gravimetrik, titrimetrik ve kolorimetrik
prosediirler olmus ve bunlar “klasik yontemler” olarak isimlendirilmis ve bunlar
yalnizca farkli karbohidrat gruplarinin nitel ve nicel analizlerine imkéan tanimis ancak
tekil bilesikler i¢in ayni olay gecerli olmamistir. Kromatografik, elektroforetik ve
enzimatik yontemlerin gelistirilmesiyle, elli y1l 6nce biiyiik bir degisim gozlenmistir.
Bu prosediirler karmasik karbohidrat bilesikleri karisiminda tekil tiirlerin nitel ve

nicel analizine imkan tanimaktadir.

C«(H20)y genel formiilii ile gosterildikleri i¢in eskiden beri karbonun hidratlar
anlamindaki karbohidratlar ismiyle adlandirilirlar. Diger adlandirmalar1 sakkaritler
veya sekerlerdir. En ¢ok bilinen sakkaritler sofra sekeri olan sukroz, kan sekeri olan
glikoz, malt sekeri olan maltozdur. Karbohidratlar polihidroksi aldehitler ve
polihidroksi ketonlar veya hidrolize polihidroksi aldehit ve keton veren bilesiklerdir.
Bu bilesikler yar1 asetal veya asetal yapilarda bulunabildikleri i¢in (>C=0 ve OH
iceriyorlar) karbohidratlar ayrica hemiasetaller (yariasetaller) ve asetaller veya
hemiketaller (yar1 ketaller) ve ketaller olarak da isimlendirilirler. Hidroliz ile daha
kiiciik karbohidratlara ayrilamayan sakkaritlere monosakkaritler denir. Hidroliz ile
yalmiz 2 mol monosakkarit verenlere disakkaritler, genel olarak 2-10 mol
monosakkarit igerenlere oligosakkaritler, daha ¢ok sayida monosakkarit icerenlere

polisakkaritler denilmektedir.
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Karbohidratlar bitkilerin ve diger canlilarin yapilarindaki en 6nemli elementlerdir.
Yalniz enerji kaynagi olmakla kalmaz ayrica hiicrelerin en énemli destek maddesi
olarak 6nem kazanirlar. Yesil bitkilerde hava CO,’ i giines enerjisi ve bitkilerin yesil

pigmenti olan klorofil varliginda indirgenir, yani tutulur ve karbohidrat olusur(3.1).

xCO; +yH,0 + glines enerjisi <> Cx(H,O)y + H,O (3.1)

Klorofilin renginin yesil olmasi ve bu nedenle goriiniir bolgede giines 1s1nini
absorblamas1  klorofilin ~ yapisindaki  genis konjuge sistem nedeni ile
ger¢ceklesmektedir. Klorofilin absorbladigi giines enerjisi denklemde de gorildigi
gibi CO;’ 1 karbohidrata indirgemeye, H,O’ da O,’ye yiikseltgemeye yarar.
Absorbladiklart enerji nedeni ile karbohidratlar enerji deposu gorevi {listlenirler.
Bitkiler ve diger canlilardaki metabolizma (sindirim) sonucunda onceden alinmis
enerji oksidasyon ile geri verilir. Bu sindirim enzimleri ile gergeklesen reaksiyon

denklem 3.2°de gosterilmistir.

C«(H0)y + O, <> x CO, +y H,O + enerji (3.2)

Canlidaki karbohidratlarin yalniz bir kismi dogrudan 1s1 enerjisine doniistirken biiyiik
bir kismida yeni kimyasal bilesikler olustururlar. Fosfat bilesikleri olan bu yeni
bilesikler canlinin tiim enerji ihtiyacinda (kaslarin ¢aligmasi gibi) veya
makromolekiillerin sentezinde kullanilir (Fosfat bilesikleri kaslarda yakilmazsa insan

kilo alir.).

3.1.Karbohidratlarin Sniflandirilmalar1

Karbohidratlar kimyasal yapilar1 itibariyle iic ana gruba ayrilabilir, bunlar

a)monosakkaritler, b)disakkaritler ve c)polisakkaritler seklindedir.

3.1.1. Monosakkaritler

Monosakkaritler, molekiil formiilleri Cn(H,O), (karbohidrat kelimesi buradan gelir)
olan organik bilesiklerdir. Monosakkaritler aldehit ve keton grubu igermelerine ve
molekiil iskeletindeki karbon atomu sayisina gore siniflandirilirlar ve karbon atomu

sayisinin sonuna —os eki getirilerek adlandirilirlar.
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Aldehit fonksiyonel grubu igeren monosakkaritler aldoz; keton fonksiyonel grubu
icerenlere ketoz denir. En basit aldoz gliserinaldehittir. En basit ketoz
dihidroksiasetondur. Karbon sayisina gore, tetroz, pentoz, heksoz, heptoz v.s. olarak
adlandirilirlar; her biri aldoz veya ketoz olabilir. Monosakkaritlerin en ¢ok bilinenleri
5 karbonlu pentoz ile 6 karbonlu heksozlardir. Pentozlar yani riboz ve deoksiribozlar
ATP, RNA ve DNA’nin yapisinda bulunurlar. Heksozlar ise glikoz (kan sekeri,
lizim sekeri), fruktoz (meyve sekeri), galaktoz ( siit sekeri) olmak iizere ii¢ ¢esittir.
Bunlarin kapali formiilleri aynidir.Yani hepsi CsH 120 dir. Sekil 3.1 dogada bulunan

monoaldozlar1 gostermektedir.

CHO

FaH
LHpIH

D-gllzerinaldehit

CHO CHO
OH MOy
OH 1_0“
fHEH LT
Ci-eritroz Mtirnr
CHE LHO LHD S
[DH HO [ou Hi
1] oH Hi- Hr
H H OH oH
LHzUH LHz0H “HzIH CHalOH
|D-ribnz| |D-urnbinnz| |D-I-:3i|nz| |D-Ii|c3c\z|
CHO H
OH  HO CIH GHDH Ho UiHL
e on o “H HO
0" OH Hn aH
CHpOH CH@H CHEQH I:H;OH r:l-igr::l-l ChlgaH = T

D-alloz  D-stroz  [D-glukoz| [D-mannoz| D guh:lz D-idoz [D-galioz] D-taloz

Sekil 3.1 : Monoaldozlarin yapilari[17] (Cergeveli olan karbohidratlar ¢alismada
kullanilmistir.)
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Creubzizhdo .
Dzobsipen o cHo
OH
1
CHzOH
2-deoksi-D-riboz

Deokzihegsoz

CHO CHO CHG HO CHO
o HO o aH oH
GH oH HO 0OH oH
HO CH OH oH  HO
o Ho o oH oH
CHa CHy CHj CHy CHy
[L-ramnoz]| [L-fukoz] D-kinavoz  D-allometioz  D-antiaroz
. . GHE &HE cHO Sl
HO OH :!:OH
HO OH ik oH OHG OH Ohde
S uH OH  HR HE oH
AH A F1H - T oH
CHy CHy CH; GHs CHy

D-talometioz epilubus D-ditoks0Z  Dobolvinoz  Sireplue  Simoroz

Sekil 3.2 : Dogada olusan Deoksialdozlar [17] (Cergeveli olan karbohidratlar
caligmada kullanilmistir.)

Sekil 3.2 Dogada olusan deoksialdozlari, sekil 3.3. monoketozlarin yapisin1 ve sekil

3.4. dogal monosakkaritler ve tiirevlerini gostermektedir. [17]
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Tetruloz LT
(]
OH
CHyOH
D-tetruloz

Pertaloz EHOH
2 v
oH H
UH oH
CHZH CHzOH

D-ribwloz D-k=iluloz

Heksuloz CHyOH CHyOH CHz0H CHeOH
4] 3 —{ o
OH HO ] HO
o aH HZ D
OH QH CH OH
CH,OH CHyOH CHpOH CHyiH

D-pribiog C-z0rboz D-lagalus

Ch0H
CHAOH =
Heptuloz CHLO8 CHaOH f — @
Q HO —aH
H&e HOx HO O —
OH HOy OH Ho—
aH OH aH — oM
OH oH OH e (5
CHOH CHzOH CHzOH LHxOH
Sedoheptlor Weolomoz D-glizero- Di-eritro-
D-mennookiuloz L-glukonanuloz

Sekil 3.3 : Monoketozlarin Yapisi[17] (Cergeveli olan karbohidratlar ¢alismada
kullanilmastir.)
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CHO CHO CHD LMLy (BT

Uronik asit OH  HO OH  HO aH
M2 HED HLr HE HC

QOH OH  HO OH aH
aH UH H mu

COH CgH CityH ClaH COzH

U-giukuronik  L-mauronik L -galakuronik D-giuronik L-iduranik
eker asit asit asit asit azit
alkolleri
CHz0H CHAOH

oM CH

OH  HO

OH UM
CHzOH CHAOH
D-ributol | D-ksilitol

pertitoller

LHOH hEFIﬁ'tD"EI’ CHzOH

hegzitoller CHOH CHa(H
Hi

OH  H (al)

OH
T T FIHZH OH

C-zorhitol galaktitol CHz0H

walemital

SlkItoller
CiHOH aHOH OH3H CHCH

i oH
HO CH WO o Ho OH  H2

OH HG e ] OH
D-inositol  L-inostol  kebragitol  myo-inositol

OHOH

OH OH O
oM Ho HO
A
H aH o HO—oH
OH HO oM

HO
slilla-inoaital mmitilitol luarztol  viburnitol  onduritol

Sekil 3.4a : Dogal monosakkaritler ve tiirevleri[17] (Cerceveli olan karbohidratlar
calismada kullanilmstir.)
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Aming o T G Ho
sekerler HHz HHCOME HH, NHCO M
HD H HQ H@
QH &H H H
aH {cH oH OFH
CHaOH CHOH CHg CHy
M-azetil- M-zzetil-
D-glukozamin  D-glukozamin D-galaktozamin D-galaktozamin
CH CHO CHO CHO
Hah HH; HH; HsM
HO alt] HO OH
OH HE HD oM
aH &H H HO
CHaOH CHoOH CHy CHy

D-mannozamin - D-glukozamin  D-fukozamin  L-fukozamin

CHO CHO GH
cHO oH HE oH
OH  HaN Heh Mashd
MH; oH OH oH
GH oH aH OH
CHy Tty

CHOH CHaOH

3-amino-
3-deoksi-D-riboz  kanozamin mikozamin mikaminoz

CouH
o
Aming geker COM o o ™
karbonik asitler HH, 1 {I)OgH hes o—
Hi H HG—0 HO
oH Hx Hg CH oH
QOH oH o CH
CHyOH GOH CHOH CHz0H
C-glukozaminik  D-galoktozamin-  muramik ssit sivalik asitler
arsit uranik asi F=hile, GHaOH v .

Sekil 3.4b : Dogal monosakkaritler ve tiirevleri. [17]

3.1.2. Monosakkaritlerin Dogada Bulunusu

Bitki, hayvan ve mikroorganizma gibi yasayan sistemlerde ¢ok az miktarda
monosakkarit bulunmaktadir (Tablo 3.1 ve 3.2). Tablo 3.3’de, dogal olarak olusan en

Onemli monosakkarit tiirevlerinden ksilitol ve mannitol siralanmaistir.
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Tablo 3.1: Biyolojik sistemlerde bulunan ve ¢alismada kullanilan

monosakkaritler[17]

Monoaldozun Dogada bulunusu

Ady

Pentozlar

D-Arabinoz Aloe glikozidleri ve bakteriyel polisakkarit bileseni olarak

D-Ksiloz Tahillarin ksilanlar1 gibi pek ¢ok bitki polisakkaridinin ve pek ¢ok sert tahta ve
kozalakli agacin hemiselliilozlarinda yapi birimi olarak

D-Riboz Niikleik asitlerin (RNA), niikleozidlerin, niikleotidlerin ve bazi Gnemli
koenzimlerin (NAD gibi) yapitasi; kesilen hayvanlarin adelelerinde serbest
seker olarak az miktarda bulunur.

D-Liksoz Kiiciik miktarlarda, maya niikleik asit birimi olarak; serbest sekilde insan kalp
adelesinde bulunur.

Heksozlar

D-Glukoz Biitiin bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda bol miktarda bulunur;
biyolojik sistemlerde en 6nemli organik bilesiklerden biridir; nisasta ve selliiloz
gibi pek ¢ok polisakkaridin bilesenidir.

D-Galaktoz Serbest bilesik olarak c¢ok az miktardadir; sarapta, peynir ve yogurt gibi
fermente siit iriinlerinde mevcuttur; pek ¢ok oligosakkarit, glikozid ve
polisakkaridin bilesenidir.

D-Mannoz Elma, seftali gibi meyvelerde serbest bilesik olarak eser miktardadir;
mannanlar veya galaktomannanlar gibi pek ¢ok polisakkaridin bilesenidir.

Deoksimonoaldozlar

Deoksiheksozlar

L-Ramnoz Serbest bilesik olarak c¢ok az miktarda sarap ve zehirli sarmasik (Rhus
toxidendron L.) yapraklarinda mevcuttur; pek c¢ok glikozid ve bitki
polisakkaridinin bilesenidir.

L-Fukoz Oligosakkarit bileseni olarak 6zellikle insan siitiinde mevcuttur; baz1 bitkilerin

glikozidlerinde, fukoidan gibi deniz yosunlarmin polisakkaritlerinde ve bazi

glikoproteinlerde bulunur.
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Tablo 3.2: Calismada kullanilan fruktozun biyolojik sistemlerde bulunusu[17]

Monoketozun Bulunusu

Ad1
Heksuloz
D-Fruktoz Pek cok meyvede, bitkide ve balda serbest bilesik olarak; sakkaroz gibi
oligosakkaritler ve inulin gibi polisakkaritlerde yapitasi
Tablo 3.3: Ksilitol ve mannitoliin biyolojik sistemlerde bulunusu[17]
Monosakkarit Bulunusu

Tiirevinin Adi

Seker Alkolleri

Pentitoller

D-ksilitol Boletus bovinus gibi mantarlarda serbest halde ve bazi likenlerde.

Heksitoller

D-Mannitol Chanterelle gibi pek cok mantarda ve biitiin kahverenkli algler gibi deniz
alglerinde serbest halde

3.1.3. Disakkaritler

Disakkaritler, iki monosakkaritin birleserek bir molekiil su ¢ikmasi sonucu olusurlar.
2 molekiil monosakkaritin birer OH ‘larindan 1 mol su ¢ikmasiyla monosakkaritler
arasinda bir oksijen kopriisii olusur ve disakkarit meydana gelir. Hidroksil
gruplarindan birisinin mutlaka yar1 asetal hidroksili olmas1 gereklidir. Digeri ise yar1
asetal hidroksili olabilir veya olmayabilir. Disakkaritler arasinda olusan baga glikozit
bagi adi da verilir. Glikozit bag1 olustugu i¢in bu olaya glikozitlesme denir. Kii¢iik
molekiillerin birleserek su c¢ikarmasi olayma dehidrasyon sentezi denir. Biiyiik
molekiillerin yapisina su katilarak daha kii¢iik molekiillere parcalanmasi olayina
hidroliz denir. Hidroliz olay1 dehidrasyon sentezinin tersi bir olaydir. Disakkarit
olusumunu 3.3 esitliginde gosterilmistir.

Monosakkarit + Monosakkarit <> Disakkarit + Su (3.3)
Canlilarda bulunan disakkaritler maltoz, laktoz ve sukrozdur. Bunlarin olusum

denklemleri 3.4, 3.5, 3.6 esitliklerinde verilmistir.
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Glikoz + Glikoz <»Maltoz + Su (3.4)

Maltoz; nisasta diastaz enzimi ile kismi hidrolize ugrarsa bir disakkarit olan maltoz

ele gecer. Maltoz asit hidrolizinde 2 mol D-(+)-glikoz verir.

Glikoz + Fruktoz <> Sukroz + Su (3.5)

Sukroz; a-D-glukopiranos ile B-D-fruktofuranosun yar1 asetal hidroksillerinden
(glukozun C-1 karbonu ile fruktozun C-2 karbonundaki OH’lar) bir mol su
cikmasiyla her iki monosakkaritin ortak asetalleri olan o-D-glukopiranosil-f-D-

fruktofuranosid ele geger. Bu disakkarite sukroz adi verilir.

Glikoz + Glikoz <> Sellibioz + Su (3.6)

Sellibioz; 4-O-B-D-glukopiranos ve [B-D-glukopiranos’tan olusur. Seliilozun
(polisakkarit) kismi hidrolizi ile ele gecen bir disakkarittir. Sellibiozdaki glikosidik

kopri B kopristdiir.

Glikoz + Galaktoz«<> Laktoz + Su 3.7

Laktoz; tiim memelilerin siitinde bulunan indirgen bir disakkarittir. Hidrolizde

glikoz ve galaktoz verir, glikosidik koprii B kopriistidiir.

Disakkaritler, monosakkaritler gibi ¢ok tatli degildirler. Ancak hem monosakkaritler

hem de disakkaritler genel olarak tatli olduklari i¢in kristal halde bulunurlar.

Disakkaritler canli sistemlerde serbest bilesik olarak bulunur, bunun yaninda pek ¢ok
bitki bilesenine bagli sekilde de bulunabilir. Tablo 3.4’de, bitkilerde ve

mikroorganizmalarda bulunan bu tiir disakkaritlere 6rnekler verilmistir[17].

Tercihen gida maddelerinden kullanilan ve bu gruba dahil dogal bilesiklerden en
onemlileri sakkaroz (sukroz) ve laktozdur. Sakkaroz pek cok koklii bitkide
(sekerpancari, havug) ve meyvelerde (erik, kayisi) ve serbest halde kullanilmakta
olup diinyada en yaygin sekilde kullanilan tatlandiricidir. Laktoz siitiin ana
karbohidrat bileseni olup, bir gida iirliniiniin hazirlanmasinda siit veya siit iiriinlerinin

kullanilmis oldugunu gdésteren bir isaret olarakta kullanilir.
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Sekil 3.5 : Sukrozun Uzaydaki Ug Boyutlu Yapisi[18]

Sekil 3.10°de, diinyada en ¢ok iiretilen saf kimyasallardan biri olan sukrozun tam

stereokimyasal yapis1 goriilmektedir.

Tablo 3.4: Biyolojik Sistemlerde sellibioz, maltoz, sukroz ve laktozun bulunug
sekilleri[17]

Ad1 Dogada bulunusu

Sellobiyoz | Selliloz birimi

Maltoz Malt, bira ve az miktarlarda, bazi sebze ve  meyvelerde ve

balda serbest bilesik olarak; nigastanin temel birimi

Sukroz Seker kamisinda, seker pancarinda ve bitkilerde, o6zellikle

meyvelerde, serbest bilesik olarak

Laktoz Siit ve siit tirlinlerinde serbest bilesik olarak

3.1.4. Polisakkaritler

Disakkaritlerin birimlerinin sayisini 10’un {izerine kademeli olarak ¢ikardigimizda
polisakkaritler olarak adlandirilan bilesiklere ulasilmaktadir. Polisakkaritlerin

olusumunu 3.8 denkleminde gosterilmektedir.

n(Monosakkarit) + n(Monosakkarit) <»Polisakkarit + (n-1) Su (3.8)

Bunlarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, eklenen monosakkarit birimleri nedeniyle

oncekilerden farklidir. Bu bilesiklerin molekiil agirliklar1 10 bin ile 1-10 milyon
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dalton arasinda degigsmektedir. Bu gruptan bilesikler hemen hemen biitiin canli
sistemlerde bulunur. Sellilloz, pektin ve nigasta gibi bitki hiicrelerinin temel
bilesenleridir, ancak bdcek ve kabuklu hayvanlarda kitin tabakasi olarak, memeli
karacigerlerinde ise glikojen olarak bulunmaktadir. Polisakkaritler sellilloz ve agar
gibi uzun dallanmamus zincirler seklinde, veya kitre ve arap sakizi gibi pek ¢ok bitki
sakizinda oldugu gibi dallanmis zincirler seklinde bulunabilir. Bunlarin yapilar

itibariyle sudaki ¢oziiniirliikleri ve viskoziteleri ¢cok farkli olabilmektedir.

3.2. Karbohidratlarin CE ile Analizi

Karbohidratlar dedeksiyon metoduna bagli olarak CZE’de ¢esitli yollarla ayrilirlar.

a) Karbohidratlarin tiirevlendirilmeden direk fotomerik dedeksiyon ile CZE’de
tayini.

b) Karbohidratlarin tiirevlendirilmeden indirek fotomerik veya elektrokimyasal
dedeksiyon ile CZE’de tayini.

¢) Karbohidratlarin tiirevlendirilerek CZE’de tayini.

3.2.1. CZE’de Tiirevlendirilmemis Karbohidratlarin Tayini

Ayirma ortamina borat ilavesi sonucu esas olarak yiiksliz olan sakkaridler borat
iyonu ile komplekslesme sonucu yiik kazanirlar. Ayrica, mono ve disakkarid ve
tiirevlerinin ¢ogunlugu, ortak UV alanda (195nm) zayif absorpsiyona sahiptir. Bunun
nedeni UV absorpsiyondan sorumlu agik zincir konfigiirasyonu sulu ¢ozeltilerde ¢ok
kiigiikk miktarlarda bulunmaktadirlar. Diisiik olan bu UV ol¢liimii ¢ozeltiye borat
iyonlar1 eklenmesi ile belirgin sekilde artar. Borat anyonu oldugunda
karbohidratlarin absorpsiyonundaki bu artis, sekerlerin tiirevlendirilmeden UV

dedeksiyonu ile CZE’de ayrilmalarina olanak saglar[19].

3.2.2. Karbohidratlarin Tiirevlendirilmeden Indirek Fotomerik veya

Elektrokimyasal Dedeksiyon ile CZE’de Tayini

Mono ve oligosakkarit molekiiliindeki hidroksil gruplari, 6zellikle glikosiklik OH
grubu C-1, farkli pK degerlerinde asidik karakter gostermektedir. Giiclii alkali
ortamda pH 11,9-12,5 araliginda, mono- ve oligoskkaritler elektrik alan altinda farkli

mobilitelerle hareket ederler. Ayirma ortamina ilave edilen bir kromofor madde ile
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ayrilmis zonlarin dedeksiyonunu indirek UV veya amperometrik elektrod sistemle

yapmak miimkiindiir.

3.2.2.1. Indirek UV Fotometri ile Karbohidratlarin CZE’de Tayini

Bu metod elektroforez siiresince analitlerin kromotografik, fluoprotik veya
elektroaktif olarak fiziksel yer degistirmelerine baglidir. Analit, ayirma ortamina
ilave edilen bir UV aktif kromofor madde ile yer degistirdiginde negatif pik

gdzlenir.

Sorbik asid bu amagla kullanilan uygun bir kromofor maddedir. Ayrica sorbik asit
analitler ve kapiler yiizeyi ile etkilesmez ve tek yiik tasidigindan dolay1 iyi transfer
ozelligi saglar. Boylece herbir kromofor molekiilii bir analitle yer degistirir. Ayrim

pH 11.9-12,4 arasinda gergeklesir[20].

3.2.2.2. Elektrokimyasal Dedeksiyon ile CZE’de Karbohidratlarin Tayini

Indirek UV fotometriye alternatif olarak amperometrik dedeksiyon kullanilir. CZE
kapilerinde  ayrilmis  zonlarin  dedeksiyonu icin  mikroelektrod  sistem

gelistirilmistir[21].

3.2.3. Tiirevlendirilmis Karbohidratlarin CZE ile Tayini

Karbohidratlarin gii¢lii kromoforik veya floroforik fonksiyonlu kimyasallarla
tirevlendirilmesi, ayrilmis maddelerin UV dedeksiyonunun daha kolay
gerceklesmesini saglar. Ozellikle floroforik maddeler, dedeksiyon hassasiyetini
oldukga yiikseltebilirler. Bu yontemin bir dezavantaji, tiirevlendirme reaktiflerinin
sadece bos karbonil grubu iceren monosakkarid ve disakkaridlerde uygun olmas1 ve
on tiirevlendirme igleminin analiz siiresini uzatmasidir. Sakkaridlerin ayrilmasinda
simdiye kadar farkli tiirevlendiriciler kullanilmistir. Ornek olarak  2-

aminopridin[17,22], ANTS[23], aminobenzonitrile[17] verilebilir.
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4. DENEYSEL BOLUM

4.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Calismalarimizda, diod-array dedektdrle kombine Agilent marka Kapiler
Elektroforez cihazt ve Metrohm marka pH-metre kullanilmigtir. Veri analizleri,
Agilient Chemstation software ile gergeklestirilmistir. Analizlerin gergeklestigi silika

kapiler kolonlar Polymicro teknolojiden saglanmustir.

Deiyonize su, Elgacan C114 filtrasyon sistemi ile elde edilmistir.

4.2. Kimyasal Maddeler

Di-Glisin, NaOH, D-glukoz, D-fruktoz, sukroz, L-fukoz, D-ksiloz, L-ramnoz,
D-riboz, D-mannitol, D-ksilitol, laktoz, D-arabinoz, D-liksoz, sellibioz, maltoz, D-
mannoz,D-galaktoz kullanilmistir. D-glukoz, D-fruktoz, sukroz, D- ksiloz, L-
ramnoz, D- riboz, D-arabinoz, sellibioz, D-galaktoz Sigma’dan; Di-Glisin, NaOH,
L-fukoz, D-mannitol, D-ksilitol ,laktoz, D-liksoz, maltoz, D-mannoz ise Fluka ‘dan

alinmustir.

4.3. Elektroforetik Kosullar

Ayirmada kullanilan silika kapiler ¢ap1 50um [.D.x 63 cm toplam (etkin boyu 54.5
cm) uzunluktadir. Calisma tamponu 50 mM di-glisindir ve tamponun pH’1 1 M
NaOH ile 12’ye ayarlanmistir. Caligma tamponu her gilin yeni hazirlanarak

kullanilmistir.

Her giiniin basinda ve sonunda silika kapiler 10 dk 1 M NaOH ile ardindan 5 dk
deiyonize su ile son olarakta 10 dk calisma tamponu olan 50 mM Di-glisin ile

yikanmustir. Ornekler 50 mbar basing ile 5 sn de injekte edilmistir. Uygulanan voltaj

28



28 kV’dur ve kapilerin sicakligi 25°C’de sabitlenmistir. Dedeksiyon diode-array
dedektorii  kullanilarak dolayli (indirek) UV deteksiyonla gerceklestirilmistir.
Calisilan dalga boyu 207 nm olarak secilmistir

4.4. Meyve Suyu Orneklerinin Hazirlanmasi

Visne suyu 6rneginin hazirlanmasi: Kutu visne suyundan 1 ml alind1 ve igine toplam
konsantrasyonu 4 mM olacak sekilde 2.4 ml fukoz i¢ standart olarak (50mM’lik
stoktan) ilave edildi ve iizerine 26.6 ml saf su eklendi. Boylece meyve suyu ornegi
1/30 seyreltildi. Cozelti 0.45 um’ lik mikrofiltreden siiziilerek, pH’1 12 olan 50
mM’lik di-glisin ¢alisma elektrolitine injekte edildi.

Portakal suyu 6rnegi de visne suyu drnegi gibi hazirlandi ve ayni1 sekilde injeksiyonu

yapildi.

Boylece gercek drneklerde bulunan karbohidratlar saptandi ve miktarlari tayin edildi.
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5. SONUCLAR

5.1. Mono ve Disakkaritlerin Ayrilmasina Ait Calismalar

Calismamizin amaci 16 karbohidrat karisimininin segilen bir amino asitle
etkilesiminden yararlanarak CZE ile ayrilmasini saglamaktir. Bu amagla yapilan 6n
denemelerde ayirma ortami olarak, tirozin, lizin, fenil alanin, arginin ve di-glisin
amino asit ¢ozeltileri ile ¢alisildi. Calisilan aminoasitlerin asitlik sabitleri tablo
5.1’de verilmistir. Ayirma elektroliti, olarak kullanilan amino asit ¢ozeltilerinin 6n
deneme olarak, iiclii 6rnek karbohidrat karigiminin (glikoz-fruktoz-sukroz ) ayrimina
etkisi arastirildi. Secgilen amino asitler arasinda sadece di-glisin ve histidinin
karbohidrat pikleri arasinda 6nemli bir ayirimcilik sagladig: tespit edildi. Histidin
kullanildiginda 6nemli bir giiriiltii s6z konusu oldugundan en uygun ayirma
elektrolitinin di-glisin oldugu saptanarak optimum sartlarin saptanmasi ig¢in

denemelere baslandi.

Tablo 5.1: Caligilan aminoasitler ve pK degerleri

Aminoasitler pK, pK; pK;
Tirozin 2.17 9.04 10.14
Lizin 2.04 9.08 10.69
Fenilalanin 2.18 9.11

Arginin 2.05 9.01

Histidin 1.7 6.02 9.08
Di-glisin 3.13 8.07
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Karbohidratlarin ayrilmasina pH’1n etkisi ti¢ farkli pH alaninda incelendi. Bunun igin
pH’1 3, 7 ve 12 olan li¢ ayr1 50mM’lik diglisin ¢dzeltisi hazirlandi ve 6rnek
karbohidrat karisimi (glikoz- fruktoz-sukroz) hazirlanan ¢alisma elektrolitlerine ayr1
ayr1 injekte edilerek karbohidratlarin elektroforetik davraniglar1 incelendi. Caligilan

tic pH degerinden pH 12 de ti¢ karbohidratin ayrilmasi gerceklesti.

Calisma elektrolitinin konsantrasyonun ayirimeciliga etkisinin incelenmesi amaciyla
pH 12 de farkli konsantrasyonlarda di-glisin ¢ozeltileri hazirlandi. Konsantrasyonlari
10, 30, 50 ve 70 mM ve pH lar1 12 olan dort adet calisma elektrolitinin her birine esit
sartlarda yapilan injeksiyonlar sonucunda 50 mM lik di-glisin tamponunun glukoz-

fruktoz- sukroz karisimi i¢in en iyi ayirimi gergeklestirdigine karar verildi.

Ornek karbohidrat karisimi i¢in optimal ayirma sartlar;; ayirma elektroliti
konsantrasyonu 50mM diglisin, pH 12 ve ayirma voltaji1 28 kV olarak saptandiktan
sonra 16 karbohidratin bu sartlarda elektroforetik davraniglar1 ve bir arada

ayrilmalari i¢cin denemelere baglandi.

Calisma 6n denemelerin yapildig1 glukoz, fruktoz ve sukroz karisim ¢ozeltisine her
seferinde bir karbohidrat fazlasinin ilavesi ile siirdiiriilerek 16 adet karbohidratin
herbirinin ayirma sartlarinda gelis siireleri ve elektroforetik mobiliteleri saptandi.
Elektroosmatik akis piki olarak negatif su piki alindi. Bu pikin gelis stiresi (tp) ve
karbohidratlarin gelis siirelerinden (t), 2.13 esitligi ile (pe= (LxLg)/(Vx(t-ty)) herbir
karbohidratin elektroforetik mobilitesi hesaplandi. 16 karbohidrat i¢in saptanan

elektroforetik mobilite degerleri Tablo 5.2. de verilmektedir.
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Tablo 5.2: Karbohidratlarin gelis siireleri ve elektroforetik mobiliteleri

Karbohidratlar t(sn) Me (mZ.V'l.s'1 )
D-Ksilitol 270.48 1.34E-05
D-Mannitol 276.06 2.25E-05
Sukroz 291.66 4.63E-05
L-Fukoz 316.38 7.91E-05
Laktoz 334.98 1.01E-04
Sellibioz 339.3 1.05E-04
D-glukoz 349.38 1.16E-04
D-Arabinoz 349.98 1.16E-04
D-Galaktoz 352.32 1.19E-04
Maltoz 357.12 1.23E-04
L-Ramnoz 359.82 1.26E-04
D-Ksiloz 375.78 1.40E-04
D-Liksoz 375.96 1.41E-04
D-Fruktoz 381.24 1.45E-04
D-Mannoz 387.12 1.50E-04
D-Riboz 391.26 1.53E-04
E.O.Akis Piki 262.74 4.67E-04

Tablo 5.2.” den goriildiigii gibi bazi sekerlerin elektroforetik mobiliteleri birbirine
cok yakin olup 16 karbohidratin ayni anda ayrilmasi miimkiin olmamaktadir. Bu
nedenle elektroforetik mobiliteleri birbirlerine ¢ok yakin karbohidratlar birbirlerinin
yerine konarak ii¢ farkli grup olusturulmus bdylece aynmi anda 10 karbohidratin
birarada ayrilmasi gerceklestirilmistir. Sekil 5.1, 5.2 ve 5.3° de {i¢ karbohidrat
grubunun ayirma elektroferogrami goriilmektedir. Tim ayirmalarda ¢alisma
kosullar1: Silika kapiler ¢cap1 50um 1.D., boyu 63 cm (etkin boyu 54.5 cm). Tampon
50 mM di-glisin pH12. Injeksiyon 5 sn 50 mbar basing. Uygulanan voltaj 28 kV.
Kapilerin sicakligi 25°.Calisilan dalga boyu 207 nm. seklindedir.
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Sekil 5.1: Karisim 1. 10 karbohidrat karigiminin elektroferogrami: 1= D-ksilitol, 2=

D-mannitol, 3=sukroz, 4=L-fukoz, 5=laktoz, 6=D-glukoz, 7=L-ramnoz, 8=D-ksiloz,
9=D-fruktoz ve 10= D-riboz. Herbirinin derisimi 4mM

n'!rﬁrw‘_ﬁ-l o Hﬁﬁ(\:ﬂ 4 12 ; 13 10

3 11
|

dakika

Sekil 5.2 : Karisim II. 9 karbohidrat karisitminin elektroferogrami: 1=D-ksilitol,
2=D-mannitol, 3=sukroz, 4=L-fukoz, 7=L-ramnoz, 10=D-riboz 11=sellibioz, 12=D-
arabinoz 13=D-liksoz.
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Sekil 5.3 : Karisim I11.10 karbohidrat karisiminin elektroferogrami: 1=D-ksilitol, 2=
D-mannitol, 3=sukroz, 4=L-fukoz, 7=L-ramnoz, 9=D-fruktoz, 10=D-riboz 14=D-
galaktoz, 15=maltoz, 16=D-mannoz

5.2. Tekrarlanirhk ve Dedeksiyon Limitleri

50 mM lik pH’1 12 olan di-glisin tamponuna, optimal ayirma sartlarinda I.Karisim
(D-ksilitol,D-mannitol, sukroz, L-fukoz, laktoz, D-glukoz, L-ramnoz, D-ksiloz, D-
fruktoz ve D-riboz) tekrarlanabilirlik 6l¢iimii i¢in 9 kez ardarda injekte edildi. Gelis
siirelerinin ve pik alanlarmin % bagil tekrarlanirliklart (%RSD) Tablo 5.3.°de

goriilmektedir.

Tablo 5.3: CZE ile karbohidrat analizine ait RSD degerleri

Karbohidratlar 7 RSD 7oRSD
(gelis zamani icin) |(pik alam icin)
D-ksilitol 0.53 2.02
ID-mannitol 0.53 3,84
Sukroz 0.64 3.83
L-fukoz 0.82 3.09
Laktoz 0.90 3.35
D-glukoz 0.99 3.08
L-ramnoz 1.02 3.57
D-ksiloz 1.19 4.13
D-fruktoz 1.21 2.83
D-riboz 1.27 2.81
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CZE ile karbohidrat ayriminda, gelistirilen analiz yonteminin dedeksiyon limitleri
(LOD) giiriiltiiniin {i¢ kat1 sinyal olarak kabul edilerek hesaplanmis ve Tablo 5.3” de

verilmigtir.

Tablo 5.4: CZE ile karbohidrat analizine ait LOD degerleri

Karbohidratlar| LOD (pg/ml)
D-ksilitol 66,3
D-mannitol 56,6
Sukroz 49,8
L-fukoz 32,2
Laktoz 49,1
Sellibioz 48,3
D-glukoz 29,2
D-arabinoz 28,1
D-galaktoz 40,7
Maltoz 66,5
L-ramnoz 259
D-ksiloz 29,1
D-liksoz 24.9
D-fruktoz 29,8
D-mannoz 30,8
D-riboz 26,1

Kalibrasyon dogrusal konsantrasyon smirmin tespiti, dogrusal kalibrasyon
konsantrasyon bolgesi genelde yiyecek ve iceceklerde ¢cok bulunduklari i¢in glukoz,
fruktoz ve sukroz i¢in tespit edildi. 50 mM lik pH’1 12 olan di-glisin tamponuna,
glikoz, fruktoz, sukroz 2-8 mM aras1 degisen konsantrasyonlarda injekte edildi. Tiim
coOzeltilere konsantrasyonu 4mM olacak sekilde fukoz i¢ standart olarak eklendi.
Tiim seker c¢ozeltileri her giin taze hazirland1 ve injeksiyon siiresi i¢inde sukroz
pikinde herhangi bir bozunma (glikoz ve fruktoza ayrilma) gézlenmedi. Kalibrasyon
egrileri Sekil 5.4’de verilmektedir. Kalibrasyon grafiklerinin regrasyon katsayilari
(") sukroz icin 0.992, glukoz i¢in 0.995 ve fruktoz icin 0.991 olarak bulundu.
Kalibrasyon denklemleri {i¢ karbohidrat icin sirastyla, y=1,42148771x-0,1279809;
y=1,48832979x-0,1167616; y=1,19291105x-0,1308119 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.4 : Sukroz, fruktoz ve glukoz i¢in kalibrasyon egrileri

5.3. Yontemin Meyve Suyu Orneklerinde Karbohidrat Analizine Uygulanmasi

Metod gercek orneklerdeki karbohidrat bilesimini tayin etmek icin kullanildi. Bir
cok besin ornegi genelde sadece glikoz, sukroz ve fruktoz igerir. Sekil 5.5. visne

suyunun elektroferogramini gostermektedir.
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Sekil 5.5 : Vigne suyu 6rnegi elektroferogrami. 1=sukroz, 2=fukoz, 3=glikoz,
4=fruktoz

Yapilan injeksiyon sonucu piklerin kendi gb¢ zamanlarinda geldigi goriildi.
Karbohidratlarin teshisi 6rnek ¢ozeltisine standard ekleme yoluyla da dogrulandi.
Visne suyu 6rneginde sukroz, glukoz ve fruktozun miktarlar1 sirasiyla 35.66, 47.83

ve 54.47 g/l olarak saptandi.

Sekil 5.6. portakal suyu analizi sonuglarini gostermektedir. Portakal suyu 6rneginde

ise sukroz, glikoz ve fruktozun miktarlar1 53.86, 30.68 ve 24.16 g/l olarak bulundu.
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1 2 3 4 5 B
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Sekil 5.6 : Portakal suyu 6rnegi elektroferogrami. 1=sukroz, 2=fukoz, 3=glikoz,
4=fruktoz
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5.4. Sonug

Calismada kapiler elektroforez yontemi ile mono ve oligosakkaridlerin birarada
ayrilmalar1 ve tayinleri i¢in bir yontem gelistirilmistir. Gelistirilen yontemin esasi
ayirma elektroliti olarak kullanilan amino asidin sakkaridler ile farkli etkilesime
girerek, sakkaridlerin elektroforetik mobilitelerinde farklilik yaratmaktir. Amino asit
olarak secilen di-glisin bu hedefi gerceklestirmistir. Di-glisinle 16 adet sakkarid
bilesiginin elektroforetik mobilitesi tespit edilmis ve 10 adedinin ayni anda ayrilmasi
ve teshisi gerceklestirilmistir. Ayrica di-glisinin UV aktivitesi ve sakkaridlerle
uyumlu mobilitesi dolaylt analiz i¢in ayr1 bir kromofor kullanmaya ihtiya¢ duymadan

UV-inaktif sakkarid tiirlerinin dolayli olarak deteksiyonunu da saglamustir.

Gelistirilen yontem meyve sulart i¢inde bulunan sakkaridlerin kantitatif tayinine
uygulanmistir. Meyve suyu Ornekleri herhangi bir 6n islem uygulamadan dogrudan
kapiler kolona injekte edilerek, 6 dakika gibi kisa bir siire icinde analizleri
gerceklestirilmistir.  Mikroboyutta bir analiz yontemi olarak sunulan yontem,
sakkarid analizlerinde hem zaman hem de kullanilan kimyasalarin miktar1 agisindan

ekonomik ve giivenilir bir analiz yontemidir.
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