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SEMBOLLER

°c : Santigrad derece
L . Litre

mL : Mililitre

nL : Mikrolitre

mm : Milimetre

pm : Mikrometre

nm : Nanometre

mg : Miligram

g : Gram

% : Yiizde

Rt : Alikonma zamani
mol.L*? . Konsantrasyon
dak : Dakika

S : Saniye

g.mol™* : Mol kiitlesi



KISALTMALAR

HPLC
DAD
ASE
RP-HPLC
HAC
NaOH
uv
UV-VIS
FT-IR
ppb

SD

RSD
SSS

ACN

: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
: Diod Array Dedector

: Hizlandirilmig Coziicti Ekstraksiyonu

: Ters Fazli Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
- Asetik asit

: Sodyum hidroksit

: Ultraviyole
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: Fourier transform infrared spektrometresi
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: Standart sapma

: Bagil standart sapma

: Seyreltik Stok Standart

: Alanlarin ortalamast

: Asetonitril
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OZET

Tiirkiye’de Yetisen Ceviz Agaclarindaki Juglon Ekstraksiyonu ve

Kromatografik Yontemle Analizi

Merve Yurtcu, Prof. Dr. Giiler Yal¢in
Analitik Kimya Anabilim Dali

Bu ¢alismada Tirkiye’de yetisen ceviz agaglarinin bazi tiirlerinde bulunan juglon,
hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu (ASE) kullanilarak ekstrakte edilmis, miktarlar
ters fazli-yiiksek performansli sivi kromatografisi ve diyod dizi dedektér (HPLC-
DAD) yardimiyla kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmistir.

Calismada hareketli faz olarak % 0.5 asetik asit igeren su ¢ozeltisi ve % 0.1 asetik
asit igeren metanol kullanilip izokratik eliisyon yapilmigtir. Kromatografik kosullar;
Phenomenex Luna C8, 150 mm x 4.6 mm, 5 pm 6zellikte kolon, bant genisligi 4 nm,

dalga boyu (A) 252.4 nm ve juglonun alikonma zamani 6.1 dak olarak belirlenmistir.

Hizlandirilmis  solvent ekstraksiyonunda ¢d6ziicii  olarak  metanol (%100)
kullanilmistir. Cihazdaki kosullar sicaklik 25 °C, statik zaman 10 dakika, temizleme

hacmi % 60, yitkama zamani 90 saniye, statik devir 3 olarak ayarlanmustir.

Bu calismalar sonucunda Tiirkiye’de yetisen ceviz agaci tiirleri Sebin (Ornek 1),
Yalova 1 (Ornek 5), Yalova 2 (Ornek 3), Yalova 3 (Ornek 6), 198/110 (Ornek 2)
yapraklarinda bulunan juglon hizlandirilmis ¢6ziicii ektraksiyonu (ASE) yontemi ile
ekstrakte edilerek, ters fazli-yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin
edilmistir. Bu tirlerde 1 g yas yaprakta 0.134- 1.230 mg araliginda juglon
bulunmustur. ASE yontemi ile geri kazanim degeri ortalama % 93 (RSD = 1.35)
olarak belirlenmistir. Hizli ve etkin bir ekstraksiyon yontemi olan ASE’nin dnceki

calismalardan farkli olarak, juglonu bozundurmadig kanitlanmstir.

Anahtar Sozciikler: Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu (ASE), HPLC, Ceviz
Yapragi, Juglon, Kalitatif Analiz, Kantitatif Analiz



SUMMARY

Extraction of Juglone from Walnut Trees Grown in Turkey and the Analysis of

Juglone by Chromatographic Method

Merve Yurtcu, Prof. Dr. Giiler Yalgin
Department of Analytical Chemistry

The juglone in the leaves of some walnut species grown in Turkey has been
extracted, identified and assayed by Reverse Phase-High Performance Liquid
Chromatography (HPLC-DAD) in this study.

The mobile phase is % 0.5 asetic acid in ultra distiled water (A) and % 0.1 asetic acid
in methanole (B) with volume percentage of 45:55 (A:B) and isocratic elution has
been applied. Chromatographic conditions are determined as Phenomenex Luna
C8, 150 mm x 4.6 mm, 5 um column, bandwidhts 4 nm, wave lenght (A) 252.4

nm, the retention time of juglone is 6.1 min.

Methanole has been used as solution in Accelerated Solvent Extraction (ASE). The
conditions of ASE; temperature 25°C, static duration 10 minutes, purge volume %

60, washing duration 90 seconds, static cycle 3.

The juglone in the leaves of the walnut species of Sebin (Sample 1), Yalova 1
(Sample 5), Yalova 2 (Sample 3), Yalova 3 (Sample 6), 198/110 (Sample 2) grown
in Turkey has been extracted, identified and assayed by RP-HPLC-DAD. Juglone has
been founded between 0.134- 1.230 mg/1 g of wet leaves. Recovery is found % 93
(RSD = 1.35). It has been proved that the juglone is not degraded during extraction

with ASE which is an efficient and fast method of isolation.

Key Words: Accelerated Solvent Extraction (ASE), HPLC, Walnut Leaf,

Juglone, Qualitative Analysis, Quantitative Analysis



BOLUM 1. GIRIiS VE AMAC

1.1. Giris

Ceviz (Juglans regia L.) bitkisi Juglandales takimimin Juglandaceae
familyasindan, Juglans cinsine mensuptur. Ceviz, 10-25 m yiiksekliginde, olduk¢a

genis tacli ve gevsek dalli bir agagtir (1).

Ceviz agacinin yaprak, meyve ve meyve kabuklari dokuma kilim ipliklerinin
boyanmasinda kullanilir. Juglon dogal boyar madde oldugu i¢in cevizle boyanmis
kilimler tercih sebebidir. Ceviz yapraklarmin yiin elyaf renklendirilmesinde

kullanilabilecegi kesin olarak tespit edilmistir (2).

Ceviz yesil kabuk ve yaprak aksamlar1 geleneksel tipta halk arasinda damar
kuvvetlendirici, kanama durdurucu, antihelmintik, antidiyaretik, antifungal,
hipoglisemik, hipotansif ve sedatif 6zellikleri ile bilinmekte ve kullanilmaktadir.
Ozellikle kurutulmus ceviz yapragi, bazi Avrupa ve Asya iilkelerinde kirsal
kesimlerde ¢ay seklinde yaygin olarak tiiketilmektedir. Yesil kabuk ve yaprak
aksamlari fenolik maddeler ve flavonoidler agisindan olduk¢a zengindir (3,4). En iyi
bilinen etken madde ise taze yesil yapraklarda fazla miktarda bulunan juglon (5-
hidroksi-1,4-naftokinon) maddesidir (3-6). Bu madde, ¢ok giiglii antioksidan ve
antimikrobiyal Ozellige sahiptir (7). Degisik calismalarda cevizin o6zellikle agag
kabugu, yaprak ve yesil meyve kabugunda juglon maddesinin antimikrobiyal

aktivitesi belirlenmistir (7-13).

Ayni zamanda; giiniimiizde juglon (5-hidroksi-1,4-naftakinon) gibi
naftakinonlarin anti-kanser ajan olarak da kullanimi arastirilmaktadir. Juglon,
melanoma, kolon kanseri, 16semi ve mide kanseri gibi in vitro insan timor

cesitlerinde giiclii sitotoksik ajan olarak bilinir (14-17).



1.2. Amag

Bu caligmada Tiirkiye’de yetisen ceviz agaci yapraklarinda bulunan juglon’un
kalitatif ve kantitatif tayininin yapilmasi amaglanmistir. Ceviz yapraklarindaki bu
maddenin hizlandirilmis ¢6ziicli ektraksiyonu (ASE) yontemi ile izole edilerek,
yiiksek geri kazanimli, ucuz, basit ve kolay bir ekstraksiyon yontemi gelistirilmesi

hedeflenmistir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ceviz (Juglans Regia L.)

2.1.1. Ceviz agacinmin genel ozellikleri

Tirkiye’deki ceviz agaglari, adi ceviz (Juglans regia) olarak bilinmekte ve
juglandaceae (cevizgiller) familyasindan gelmektedirler. Kigin yapraklarini doken,
geng siirglinlerinin i¢i bélmeli halde olan agaglardir. Yaprakcik sayisi tiirlere gore ii¢
ile yirmi bes arasindadir. Agacin odununun 6zii koyu, dis kism1 agik renklidir. Agir

ve glizel cila kabul eden odunlar tiirtidiir.

2.2. Juglon

2.2.1. Juglon ve ozellikleri

Juglon adi cevizin (Juglans regia; ingiliz cevizi, Iran cevizi ve Kaliforniya
cevizi), boz cevizin (Juglans cinerea; akceviz) ve karacevizin (Juglans nigra)
yapraklari, kokleri, aga¢ kabugu ve govdesinde bulunur (18). Polimerizasyon
nedeniyle juglon’un kuru yapraklarda ¢ok az miktarda bulundugu belirlenmistir, bu
da kuru bitki i¢in juglon’un kalite kontrolde kullaniminin elverisli olmadig1 anlamina

gelmektedir (6).

Juglon’un bir diger 6zelligi ise allelokimyasal olusudur. Bir allelokimyasal bir
bitki tiirline olumsuz, bir digerine ise olumlu etki gosterebilir. Amerika'da dogal
olarak yayilim gosteren kara ceviz agaglarinin (Juglans nigra) dibinde ekilen yonca
otlarinin yagmurlardan sonra kisa zamanda 6ldiikleri, ceviz yapraklarindan damlayan
yagmur sularimin saksilardaki domateslere verilmesiyle domateslerin 6ldiikleri, ceviz
agaclarina yakin olan elma agaclarinin cevizden tarafta olan dal ve koklerinin
kuruduklari, buna mukabil ceviz dibinde {ig¢giill ve cayir otlarmin c¢ok iyi

geligebildikleri rapor edilmistir (19).

Bitki tiirlerinin juglon’a olan hassasiyetleri ¢ok farklidir. Juglon’a en hassas

bitkilerin basinda; tere, domates, yonca, elma, armut, bogiirtlen, kizil ¢gam ve beyaz


http://en.wikipedia.org/wiki/Juglandaceae

cam gelir. Juglon’a toleransl bitkiler ise; kavun, iicgiil, diiglin ¢icegi, ¢uha ¢icegi,

slisen, zambak, {iziim, mese ve ardig gibi bitkilerdir (20-23).

Juglon yalnizca birgok bitkiye karsi allelokimyasal olusu; tohum ¢imlenmesini
ve gelisimini bastirict olarak degil, ayn1 zamanda ¢ingene giivesi Lymantria dispar
ve promethean giivesi Callosamia promethea’ y1 da igeren boceklere karsi toksik
etkisi ile de bilinir (24,25).

Juglon'un koklerde sentezlenip ksilem vasitasiyla bitkinin yapraklarina tasindigi
ve juglon’un bitkide hidrojuglon seklinde bulundugu ancak daha sonra bunun
oksitlenmesiyle toksik karakterli juglon’a (5-Hidroksi-1,4-Naftakinon) donistigi
belirtilmistir (26). Cevizde juglon kdklerden topraga gecebilecegi gibi yapraklardan
da yagmurla yikanarak topraga gecebilir ayrica yapraklarin dokiilmesi ile de topraga

karisir (27,28).

Ulkemizde yaygin ceviz tiirii olan Juglans regia L. de ise ceviz ¢ogiirlerinin
kabuk dokusunda juglon miktarinin mevsimlik degisimi incelendiginde kisin en
diisiik diizeyde iken, ilkbahar baslangicindan Nisan sonuna kadar diizenli bir artis,
daha sonra Haziran sonuna kadar bir azalma ve Temmuz basindan Agustos ortasina

kadar tekrar bir artig gosterdigi belirlenmistir (29).

O

Sekil 1. Juglon’un agik formiilii

EA IUPAC ismi : 5-hdiroksi-1,4-naftakinon
Kapali formiilii : C10HsO3

Molekiil agirligi :174.2 g/mol

Gortiniisi : Koyu sar1 renkte, toz, kati



2.2.2. Juglon ile yapilan diger calismalar

Ceviz yapraklarindaki juglon bileseninin miktar tayini ile ilgili az sayida ¢aligma
yapilmis olmasiyla birlikte kromatografik analiz i¢in 6nceki ¢alismalarda kullanilan
sistemler genellikle ters fazli HPLC sistemi olup dereceli eliisyon uygulanmistir.
HPLC analizi i¢in literatiirde fluorometrik ve spektrometrik sistemlerin kullanildigi

goriilmektedir (30,31). Bunlarin disinda;

LiChrospher 100 RP-18 end-capped kolon (125 mm x 4 mm, 5 um) ve fotodiyot
dedektor, hareketli faz olarak su : fosforik asit (95.5 : 0.5, v/v) ve ACN : su (90 : 10,

v/v) karisimi dereceli eliisyon uygulanmis (32).

Zorbax C18-AAA kolon (150 mm x 4.6 mm, 3.5 um, 40°C) ve UV-VIS dedektdr
(40°C), hareketli faz asetik asit : metanol (35 : 65) kullanilmistir (33,34).

Purospher RP18e analitik kolon (125 mm x 4 mm, 5 um), RP 18¢ 6n kolon (4 mm x
4 mm, 5 um) ve UV-VIS dedektor, hareketli faz olarak ACN : su : HCOOH (25 : 72
: 3, v/v/v) kullanilmstir (35).

Waters Assoc.milford C18 kolon (250 mm x 4.6 mm, 10 um) ve UV dedektor,
ACN :su (50 : 50 ) kullanilmistir (36).

Zorbax Eclips XDB C18 kolon (150 mm x 2.1 mm, 3.5 pm), %0.5 H3PO, : %90
ACN (65 : 35, v/v) ve UV dedektor kullanilmustir (2).

2.3. Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu (ASE)

Ornek ekstraksiyon teknikleri:

1) Sokslet

2) Otomatik sokslet

3) Sonikasyon

4) Mikrodalgal1 ekstraksiyon

5) Siiper kritik akiskanli ekstraksiyon

6) Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu



Hizlandirilms ¢oziicii ekstraksiyonun kullanilan diger yaygin adlari:

1) Basingl ¢oziicii ekstraksiyonu

2) Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu

3) Basingli akigkan ekstraksiyonu

4) Basingl sicak ¢oziicli ekstraksiyonu

5) Yiiksek basingl ¢oziicii ekstraksiyonu

6) Yiiksek basing yiiksek sicaklikta ¢oziicii ekstraksiyonu
7) Subkritik ¢oziicti ekstraksiyonu (37)

Son yillarda analitik ekstraksiyonlarda kullanilan tehlikeli organik ¢oziicii
miktarin1 azaltma ihtiyaci, yeni ekstraksiyon tekniklerinin gelistirilmesine katki
saglamigtir (38). Son otomatiklestirilmis ekstraksiyon teknikleri daha az c¢oziicii
kullanir ve gelismis analitik kararlilik verir (39). Bu tekniklerden biri kat1 ve yar1 kati
orneklerden analitlerin tam ekstraksiyonunu kisa zamanda elde etmek i¢in yiiksek
sicaklik ve basing altinda, kiigiik hacimlerde ¢o6ziicii kullanimina dayanan
hizlandirilmig ¢oziicti ekstraksiyonudur (ASE) (Sekil 2.4) (40, 41). ASE sokslet ve
ultrasonik ekstraksiyon gibi tekniklerden daha kisa ekstraksiyon zamani ve daha az
¢oziicii tiiketimine sahip bir ekstraksiyon teknigidir (42) (Tablo 1.1). Sokslet
ekstraksiyonu i¢in kullanilan ekstraksiyon c¢oziiciileri ASE icinde kullanilabilir.
Bundan dolay1, ASE klasik ekstraksiyon tekniklerinin yerine gecerek gelistirilmistir
(43).

Tablo 1.1. Sivi ekstraksiyon tekniklerinin kiyaslanmasi.

Teknik Ornek Miktari (g) Coziicii Hacmi (mL) | Ornek/Céziicii(x10)
Sokslet 10-30 300-500 0,33-0,60
Sonikasyon 30 300-400 0,75-1,00
Mikroda.lgah 5 30 1,67

ekstraksiyon

Calkalama 50 300 1,67

Otomatik sokslet 10 50 2,00

ASE 10-100 15-120 6,67




Son yillarda, ASE kati atiklar (44), toprak (45-47), yosun ve ¢am agaci (48),
hayvan yemi, yiyecek matrisleri (49) ve tortu (50) gibi farkli matrislerden organoklor
pestisitlere, poliklorlu bifenillere, polisiklik aromatik hidrokarbonlara, poliklorlu
dibenzodiyoksinlere ve furanlara, polibromlu bifenil eterlere ekstraksiyon
uygulamistir. Ayrica, poliklorlu bifeniller ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi
gevresel atiklarin basinghi ¢oziiciilerle, 100° C’ nin {izerinde etkili ve hizh

ekstraksiyon gerceklestirdigini rapor edilmistir (39).

Genel olarak; ASE’ nin ekstraksiyon verimi, ASE’ nin ekstraksiyon
parametreleri olan ekstraksiyon basing ve sicakligindan etkilenir (51). Ek olarak,
ornek matriksi ekstraksiyon verimini etkiler (52). Bundan dolayi, ASE’ nin
ekstraksiyon davranisi sade degildir ve isletme kosularinin optimizasyonu yorucudur.
Stiper kritik akigkanli ekstraksiyon, klasik ekstraksiyon tekniklerine alternatif olarak
Onerilen baska bir ekstraksiyon teknigidir (43).

Stiper kritik akigkanli ekstraksiyon tarim ila¢ kalinti analizleri igin adapte
edilmis bir tekniktir. Tarim ilaglart mikrodalga etkili ekstraksiyondan sonrada analiz
edilebilir (39).

L

Pompa

“\
- ~ - -
Cozucu - \
N
L] N ‘
e ™
Temizieme vanast .-
—
P
|

Fkatr aksiyon
hucresl

Statk
wvana

-

Toplama

Aot kalbn

Sekil 2.1. Hizlandirilmis ¢6ziicli ekstraksiyonu cihazi sematik gdosterimi

Huzlandwrilmis Céziicii Ekstraksiyonu (ASE) Cihazinin Ozellikleri

ASE’ de, ¢elik bir kap igerisine yerlestirilen (Sekil 2.2) kat1 ya da yari-kati
ornegin, ¢oziicii ile bir firm igerisinde 50-200°C arasinda degisen sicakliklarda

1sitilmast ile baglar ve 1sitma sirasinda firina 500-3000 psi degerleri arasinda basing



uygulanir. Ekstraksiyonun 5-10. dakikalarinda ortama yeni ¢dziicli pompalanarak
Oornegin ve kabm yilkanmasi saglanmaktadir. Sistem igerisindeki biitiin ¢oziicii
genellikle nitrojen gazi kullanilarak bir sise igerisinde (Sekil 2.3) toplanmaktadir
(53).

Sekil 2.2. Ekstraksiyon hiicresi

1) Yiiksek sicaklik ve basing kullanilarak ¢6ziicti tiiketimi ve ekstraksiyon

zamanini azaltir.
2) 1-50 g 6rnek ekstrakti i¢in 15-150 mL ¢oziict kullanir.

3) Ekstraktlar otomatik filtrelenir ve dogrudan enjeksiyon i¢in yada son

temizlik i¢in hazirlanir.
4) Kolay kullanilan toplama kaplari mevcuttur.
5) Kullanim kolayligi igin uygun ¢oklu yontem hafizasi vardir.
6) Uygun 6n panel islemi otomatik yontemi calistirir.

ASE kati ve yar1 kati orneklerin sivi ¢dziiclilerle ekstraksiyonu igin bir

tekniktir.

Yiiksek sicaklik ve basingta ekstraksiyon islemlerinin verimini yiikselterek
uygun sivi ¢oziiciiler kullanir. Yiiksek basing ¢oziiciiyii kaynama noktasinin altinda
tutarken artmis sicaklik ekstraksiyon kinetigini hizlandirir, boylece hizli ekstraksiyon
gerceklestirilir. Yiiksek basing, ¢oziiciiniin, deney materyalinin i¢ kisimlarina kadar

niifuz etmesine imkan saglamaktadir.
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Sekil 2.3. Toplama kab1

ASE geleneksel sivi ekstraksiyon yontemlerinden daha hizlidir ve daha az
¢oziicii (Tablo 1.2) kullanir. ASE geleneksel yontemlerde halen kullanilan ¢oziiciileri

kullanir. Bundan dolay1 metot gelistirmek basittir.

Sekil 2.4. Hizlandirilmis ¢6ziicti ekstraksiyonu cihazi

Tablo 1.2. Hizlandirilmig ¢6ziicti ekstraksiyonunda kullanilan genel ¢oziicii hacimleri.

Ekstraksiyon Hiicresi Coziicii Hacmi
1 mL 5 mL
5 mL 7-8 mL
11 mL 12-15 mL
22 mL 25-30 mL
33 mL 35-45 mL
66 mL 70-90 mL
100 mL 120-150 mL
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ASE ve sokslet ekstraksiyonu arasindaki 6nemli fark ekstraksiyon sicakligidir
(Tablo 1.3). ASE’ de ckstraksiyon sicakligi ¢oziiciiniin normal kaynama noktasi
tizerinde kullanilir. Aksine, sokslet ekstraksiyonunda ekstraksiyon sicakligi
kullanilan ¢o6ziiciiniin kaynama noktas1 ile sinirlidir. Yiiksek sicakliklarda, polimer
partikiillerinin i¢inden bilesenlerinin difiizyonu yiizeylerinde artirilmistir. Ayrica,
ekstraksiyon ¢oziiciisli i¢inde partikiillerin yilizeyden transferi daha hizli olacaktir.
Buna ek olarak, ekstraksiyon sivisindaki bilesenlerin ¢oziiniirliigii yiiksek sicaklikta
calisildigi  zaman yiikseltilebilecektir. Bundan dolay1r yiiksek sicakliktaki
ekstraksiyon degeri anlamli 6l¢iide yiiksek olacaktir (54).

Tablo 1.3. Dioksin ve Furan ekstraksiyon kosullar1 (Cevresel drnekler).

ASE Sokslet
Ornek Miktari 4-10 g 4-10g
Coziicii Toluen, 15 mL Toluen, 250 mL
Sicaklik 150-180° C Haynama noktast
Siire 2x10 dak. 18 saat
Analitik Yo6ntem GC-MS GC-MS

2.4. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz
olmak iizere birbirleriyle karigmayan, iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve
saflagtirilmast yontemidir. Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla, sabit faz
tizerinde, degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanir.

Kromatografinin siniflandirilmasi:

a) Ayrilma mekanizmalarina gore:
1) Adsorpsiyon kromatografisi
2) Partisyon (dagilma) kromatografisi
3) Iyon degistirme kromatografisi
4) Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi
5) lIyon ¢ifti kromatografisi

6) Afinite kromatografisi

12



b) Uygulama bi¢imine gore
1) Diizlemsel kromatografi
-Kagit kromatografisi
-Ince tabaka kromatografisi
2) Kolon kromatografisi
-Gaz kromatografisi
-Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
¢) Faz tipine gore:
1) Stvi kromatografisi
-S1vi-Kati kromatografisi
-S1vi-S1v1 kromatografisi
2) Gaz kromatografisi
-Gaz-Kati kromatografisi

-Gaz-S1vi kromatografisi

2.4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi, biitiin analitik ayirma teknikleri
arasinda en yaygin kullanilanidir. Yontemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri,
duyarhiligi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan
tirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve
hepsinden de onemlisi sanayinin, birgok bilim dalinin ve halkin birinci derecede
ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu maddelere 6rnek
olarak; amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbohidratlar,
ilaglar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik tiirler ve
cesitli inorganik bilesikler sayilabilir.

HPLC giiniimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi,
bitki kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini i¢eren alanlarda ayirma ve analiz i¢in

vazgecilmez bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Bilhassa, diger kromatografik

tekniklere uygun olmayan bilesiklerin ayrilmasi ve analizi i¢in uygundur. Cevre
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sicakliginda termal olarak kararsiz bilesikleri ve yiiksek polarliktaki bilesikleri

herhangi bir tiirevlendirme olmaksizin ayirabilir ve analiz edebilir (55).

HPLC’nin avantajlari:

- HPLC kolonu, rejenerasyon gerekmeksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

- HPLC teknigi kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik
daha ytiksektir.

- Nicel analiz i¢in kullanilabilir.

- Analiz stiresi kisadir.

- Duyarlilik ytiksektir.

a) Normal Faz Si1vi Kromatografisi:

Polar sabit faz ve apolar veya diisiik polariteye sahip hareketli fazdan olusur.

b) Ters Faz Sivi Kromatografisi:

Sabit faz apolar, hareketli faz ise polardir. Kolon ve ¢6ziicii sistemindeki polar
ve apolar sistemin yer degistirilerek gelistirilmis oldugu bir sistemdir (Tablo 2). Bu
sistemde kolon apolar, mobil faz ise metanol, asetonitril ve su gibi polar ¢oziiciiler
kullanilir. Gelistirilen bu teknikte 6rnek ve kolon hidrofobik bir etkilesim olusturur.
C18, C8, C4, C2, fenil gibi kolonlar ters faz sivi kromatografisinde kullanilan kolon
cesitleridir.

Tablo 2. Normal-faz ve ters-faz sivi kromatografisi kolon 6zellikleri.

Kolon Normal-faz Ters-faz

Sabit Faz Polaritesi Yiiksekten Ortaya Ortadan Diisiige
Coziict Polaritesi Ortadan Diisiige Yiiksekten Ortaya
Ornek Cikis Yeri Apolar Once Polar Once

Ters faz kromatografisinin avantajlart:

1. Normal faz kromatografide, sivi fazin kontrolii ¢ok 6nemli ve kritiktir.
Hareketli faz bilesimindeki kiiclik degisiklikler kromatogramda belirgin farkliliklara

neden olabilir.
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2. Dengeye ulasma normal faz kromatografide ¢ok yavastir.

3. Normal faz kromatografide polar maddelerin eliisyonu ¢ok yavastir ve

yayvan piklere sebep olur.

4. Apolar ¢oziiciiler cok pahalidir, ayrica nemden uzak tutmak zordur.

HPLC tekniginde ii¢ ¢esit sistem mevcuttur:

Izokratik sistem: Bu sistemde tek pompa ve tek ¢dziicii kullamlir. Kullanilan

¢oziicii bir karigim olabilir. Bu sistemdeki ayirim yetersizdir.

Diisiik basingl dereceli sistem: Bu sistemde tek pompa, polariteleri 6nemli
derecede birbirinden farkli maksimum dort farkli hareketli faz vardir. Ayirim,

izokratik sistemden daha iyidir.

Yiiksek basingli dereceli sistem: Bu sistemde iki yada ii¢ pompa ve polariteleri
onemli derecede birbirinden farkli iki yada {i¢ hareketli faz vardir. Karigsma

pompadan sonra meydana gelir.

HPLC cihazi ¢oziicii dagitma boliimii, ayirma kolonu, dedektor ve kaydedici

sistem olmak iizere baslica ii¢ boliimden olusur (Sekil 3).
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Sekil 3. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) cihazinin sematik gosterimi
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2.4.1.1. Coziicii dagitma sistemi

Coziicii pompalama sistemi HPLC’de en 6nemli kisimlardan biridir. Kolon
giris ve ¢ikisi arasinda olusturulmasi gereken yiiksek basing farki, kolon girisine bir
pompa yoluyla uygulanan basing ile saglanir. Pompanin performansi, analitik
sonuglardaki tekrarlanabilirligi, nicel degeri, gdzlenebilme sinir1 vb. degerleri biiyiik

Olctide etkiler.

Pompalama sistemlerinin farkli tipleri sunlardir:
-Dogrudan gaz basing pompalari

-Pnématik hizlandirici pompalar

-Pistonlu pompalar

-Siringa tipi pompalar

Dogrudan gaz basing pompalarinda, yiiksek basingta sivi akisinin saglanmasi,
genellikle azot veya helyum gazinin kullanilmasiyla olur. Gaz basinci, hareketli fazin
yiizeyine dogrudan veya bir diyafram yoluyla uygulanir. Bu sistem sinirli bir hacme
sahiptir, bu yiizden durdurularak tekrar ¢oziicii ile doldurulmalidir. Avantaji, ucuz ve

tek hareketli faz kullanildiginda giivenilir olmasidir.

En basit pnomatik (havali) pompalarda, siv1 hareketli, sikistirilmis bir gaz ile
basinglandirilabilen bir kap igine yerlestirilmis, portatif bir kap icine konur. Bu tip
pompalar, pahali degildir ve pulssuzdur, ancak kapasitesi sinirli olup, ¢ikis basinci
diisiiktiir ve ¢ikis hiz1 ¢oziicii viskozitesine ve kolon geri basincina baglidir. Ayrica

bunlar, dereceli eliisyona uygun degildir. Ve basinglar1 135 atm” den daha diistiktiir.

Pistonlu (sabit akis) pompalar genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve
geri hareketiyle ¢oziiciiniin pompalandig1 kiiciik bir silindirden meydana gelmistir.
Sirasiyla acilip kapanan iki tane kiiresel kontrol muslugu, ¢6ziiciiniin silindir i¢ine
giris ve cikis akisini kontrol eder. Coziicii piston ile dogrudan temas etmektedir. Bir
alternatif olarak, basing, gidip-gelen pistonla hidrolik olarak kumanda edilen esnek
bir diyafram yardimiyla ¢oziiciiye iletilebilir. Pistonlu pompalarin iistlinliigi; kiiciik
i¢ hacimleri (35-400 pL), yiiksek ¢ikis basinct (700 atm’ e kadar), dereceli eliisyona
uyarlanmaya hazir oluslar1 ve kolon geri basincindan ve ¢oziicli viskozitesinden

bliylik 6l¢iide bagimsiz olan sabit akis hizlaridir.
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Siringa tipinde pompalarda, elektriksel olarak hareket eden kursun vida,
verilen ¢oziici hacmini yeterli basingta tutan bir pistonu hareket ettirir. Bu
pompalarin baslica avantaji, yliksek basingta (7500 psi’a kadar) serbest pulslu akis

saglama yetenekleridir ve akis hizi, ¢alisilan basingtan bagimsizdir.

2.4.1.2. Kolonlar

HPLC cihaz1 kolonlar1 normal olarak diizgiin i¢ ¢apli paslanmaz c¢elik

borulardan yapilir. Kolonlarin biiyiik cogunlugu 10-30 cm arasindadir.

Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gerceklestirilen ayirma ile
yani, kolon dolgu maddesinin se¢ilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir.

Iyi bir kolon dolgu maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢dziiciilerine
hem de 6rnek ¢ozeltilere karsi inert olmalidir. Genis yiizey alanina, diizgiin olarak
dagilmig ve hareketli faza kolay erisebilir agik yapisal ylizeye sahip olmalidir.

Yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan etkilenmemelidir.

Normal fazli HPLC c¢alismalarinda sabit faz olarak genellikle silika jel
kullanilir. Icerdigi SiOH gruplar1 nedeniyle zayif asidik 6zellik gdsteren silika jel,
bazik 6zellik gdsteren bilesikleri bazlik kuvvetlerine gore tutar. Yani, kuvvetli bazlar
silika jel kolonlarda zay:if bazlara oranla daha kuvvetli tutulurlar. Silika jel dogrudan
dolgu maddesi olarak kullanildig gibi bir kat1 yilizeyine film halinde kaplanabilir. Bu
katinin cam boncuk olmasi durumunda bu ince tabaka, ylizeye kimyasal baglarla
baglanir. Asidik 6zellik gosteren bilesiklerin ayrilmasini saglayan, yani bazik 6zellik
tastyan bir kolon dolgu maddesi de aliiminadir. Bu dolgu maddesi de kati bir yiizeye

film halinde kaplanarak kullanilir.

Analitik kolonun émriinii artirmak amaciyla, analitik kolondan 6nce genellikle
kisa bir kolon (emniyet kolonu) yerlestirilir. Bu kolonun gorevi, sadece partikiil
haldeki maddeleri ve ¢6ziicii icindeki yabanci maddeleri tutmak degil, ayn1 zamanda
numune i¢inde bulunan ve durgun faza tersinmez olarak baglanan bilesenleri de
tutmaktir. Emniyet kolonundaki dolgu maddesinin bilesimi, analitik kolondakine ¢ok
benzer olmalidir; bununla beraber, basing diisiisiinii en aza indirmek ig¢in tanecik

boyutu genellikle daha biiytiktiir.
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Bir¢ok uygulama i¢in kolon sicakliginin yakindan kontrolii gerekli degildir ve
kolonlar oda sicakliginda kullanilirlar. Ancak, g¢ogu zaman, kolon sicakligi,
derecenin onda birkac1 hata ile sabit tutuldugu zaman daha iyi kromatogramlar elde
edilmektedir. Birgok modern ticari cihaz, kolon sicakligini oda sicakligindan, 100-
150°C° ye kadar her sicaklikta onda birka¢ derece hata ile sabit tutabilen kolon

isiticilar ile donatilmistir (56).

2.4.1.3. Dedektorler

Dedektor HPLC’ de aletin en 6nemli kisimlarindan birini olusturur. Kolondan
¢ikan maddelerin derisimi kolon ¢ikisina yerlestirilen uygun bir dedektor ile 6lgiiliir.
Dedektor se¢imi dogru ve hassas bir analiz yapabilmek igin son derece 6nemlidir.

Bir dedektorde bulunmasi gereken 6nemli karakteristikler:

- Duyarlilik

- Dogrusallik

- Segici cevap

- Dogru cevap, kosullarin degisiminden etkilenmeme
- Numuneyi tahrip etmeme

- Ucuzluk ve kolay kullanim

Dedektorlerin bazilari, numunedeki biitiin bilesenlere karsi duyarlidir. Bazi

dedektor tiirleri ise bilesenlerden sadece bazilarini segici olarak 6lger.

HPLC dedektorlerinin iki tipine rastlamak miimkiindiir.
1. Genel dedektorler
2. Secici dedektorler

Genel dedektorler, hareketli faz ve 6rnek ¢ozeltisinin 6zelliklerindeki degisimi
Olcer. Segici dedektorler ise yalniz 6rnek ¢ozeltisi i¢in duyarlik ve segicilik gosterir.
Genel Ozellikli dedektorlere ornek olarak kirilma indisi 6l¢en dedektorler ve kiitle
spektrofotometreleri verilebilir. Secici dedektorlere 6rnek olarak da UV, FT-IR,

floresans, elektrokimyasal, radyokimyasal, iletkenlik dedektorleri verilebilir.

Dedektoriin gorevi ornek konsantrasyonu ile orantili elektriksel bir cevap

uretmektir.
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Dedektor segimi drnegin kimyasal yapisina ve metodun gereksinimlerine gore
degisir. Ornek bilesenleri kromofor (UV veya goriiniir alandaki 15181 absorplayan
fonksiyonel gruplar) gruplar igeriyorsa ilk tercih dogal alarak UV-VIS dedektor
olacaktir. Bununla birlikte bir veya daha fazla bilesen UV-VIS 15181 absorplamiyorsa
alternatif dedektorler de diistiniilmelidir.

UV-VIS dedektor, kolondan ayrilarak dedektore ulasan bilesenlerin
ultraviyole bolgede yaptigi absorbansin Olglimiine dayanir. Tek bir dalga boyunda
calisan dedektorler kullanilabildigi gibi bir monokromator ile ¢esitli dalga boylarini
secerek calisan dedektorler de vardir. Tek dalgaboyunda ¢alisan dedektorlerde 151k
kaynagi olarak genellikle 254 nm’ de 1s1ma yapan Hg (civa) lambasi, ¢esitli dalga

boylarini 6l¢ebilen dedektorlerde ise doteryum lambasi kullanilir.

UV-VIS dedektorler igerisinde fotodiyot array dedektor son yillarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. UV-VIS dedektorden farki, her elementin ayri1 bir dalga
boyundaki absorbansini es zamanli olarak Ol¢ebilmesidir. Bu sayede ii¢ boyutlu
kromatogramlar almak ve istenilen her pikin cok hizli spektrum taramasini
gorebilmek ve farkli dalga boyunda absorbans yapan tiirleri ayn1 anda tayin etmek
olasidir. Ayrica, istenilen dalga boyu aralifinda c¢alisilabilmesi bu dedektoriin
sagladig bir diger 6nemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynagi doteryum veya tungsten

lambadir.

Eser miktardaki analizlerde (6rnek derigimi 1 ppb den daha diisiikse) floresans
veya elektrokimyasal dedektorler kullanilmalidir. Floresans o6zellikleri tasiyan
bilesiklerin analizinde spektrofotometrik dedektoérlere oranla duyarligi daha fazla
olan floresans dedektorlerin kullanilmasi miimkiindiir. Bu dedektor ile 10™ g.mL™
gibi c¢ok diisiik gozlenebilme sinirlarina inilebilmektedir. Luminesans 0Ozelligine
sahip olan ilaglarin, aminoasitlerin tayini yapilabilir yada bazi biyokimyasal
bilesikler floresant bir madde ile tepkimeye sokulup, yeni bir floresans iiriin veya

etiketlendirilmis {liriin olusturulur.

Gozlenebilme siuri 10™- 10™ g.mL™ degerine ulagilan elektrokimyasal
dedektorler, elektroliz sonucu akim oOlglilmesi ilkesine gore caligir. Burada olgiilen

akim, ornek maddesinin elektrolizi sonucu olustugundan kullanilan ¢oziiciiniin
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elektrik akimi1 vermemesi gerekir. Elektrokimyasal redoks tepkimelerine cevap veren

ve polarografi ilkesine dayanan HPLC dedektdrii de yaygin olarak kullanilir.
lletkenlik dedektérleri kolondan ¢ikan iyonik haldeki bilesenlerin 6l¢iimiinde

kullanilir. Bu dedektor organik sistemler i¢in pek uygulanabilir degildir. Daha ¢ok

sulu sistemlere uygundur.

Tiim bilesenleri 6lcebilen, yani se¢imli olmayan kirilma indisi dedektorii ile
yapilan Ol¢limlerde, kirilma indisi sicaklikla degistiginden, ¢ok iyi bir sicaklik
kontrolii yapilmalidir. Cok yonliiliigli miikemmeldir, fakat duyarliligi vasat
oldugundan eser analizler icin ideal degildir. Bunlarin disinda amperometrik
dedektor, elektrik iletken dedektor, kiitle spektrometrisi dedektorii ve daha az
kullanilmakla birlikte iyon se¢imli elektrotlarla yapilan potansiyometrik, fotoakustik,

indiiktif eslesmis plazma ve atomik absorpsiyon 6l¢limlerine dayanan dedektorler de

vardir (56).

2.5. Kullanilan istatistiksel Yontemler

2.5.1. Aritmetik Ortalama

2%

n

X

2.5.2. Standart Sapma

n-1
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2.5.3. % Bagil Standart Sapma

5,
%RSD =100

2.5.4. Geri Kazanim

% Geri kazanim : m, x 100
my

my: Ekstrakte edilecek kat1 madde miktari

my: Ekstraksiyon sonucunda elde edilen kati madde miktari

21



BOLUM 3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

Kimyasalin adi: Firma:
Juglon (97%) Sigma-Aldrich
Metanol (Gradient Grade) Merck
Asetonitril (for liquid Chr.) Merck

3.2. Cihaz ve Analitik Kosullar

1) DIONEX ASE 100 hizlandirilmis ¢oziicii ekstraktorii
2) Memmert UM 400 etiiv

3) Millipore Milli Q RG deiyonize su cihazi

4) Adam d=0,0001 g dijital terazi

5) Heidolph VV 2000 doner vakumlu evaporator

6) Heidolph WB 2000 su banyosu

7) KNF LAB, Laboport vakum cihazi

8) Falc instruments manyetik karistirici

9) Arzum Mulino /AR 151 kahve 6giitiicii

10) Nuaire -85° C Ultralow Freezer sogutucu

HPLC Donanimi:

1) Agilent 1100 seri HPLC sistemi (Agilent Technologies, Hewlett-Packard,
Germany)

2) G1311 Quat model pompa
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3.3.

3) G1322 Degasser vakum

4) G1329B model ALS SL otosampler
5) G1316A COLCOM kolon 1sitict

6) G1315A model DAD detektor

7) Phenomenex Luna (C8) 5u, 150mm x 4.6 mm kolon

HPLC Kkosullar:

Kolon: Phenomenex Luna (C8) 5u, 150mm x 4.6 mm kolon

Hareketli Faz A: % 0.5 HAc igeren su ¢ozeltisi (5.72 mL HAc/ 1000mL suda)
Hareketli Faz B: % 0.1 HAc igeren metanol (0.5 mL HAc/ 500mL metanolde)
Dedektor : DAD UV A: 252.4 nm

Akis Hizi : 1.000 mL/dak

Kolon sicakligr :24°C

Enjeksiyon hacmi: 10 pL

Dalga boyu : 252.4 nm (bant genisligi: 4 nm)
Cozeltiler

Hareketli Faz A: % 0.5 HAc igeren su

Hareketli Faz A’nin Hazirlanigi: 5.72 mL HAc 1000mL’lik balon jojede hacimce

ultra distile su ile tamamlanar.
Hareketli Faz B: % 0.1 HAc igeren metanol

Hareketli Faz B’nin Hazirlanisi: 0.5 mL HAc 500 mL’lik balon jojede hacimce

metanol ile tamamlanir.
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3.4. Ekstraksiyon Islemleri

Yas ceviz yapragi ¢alismalarinda ayni kosullar i¢in {i¢ paralel tartim alinarak
calisma yapildi. HPLC piklerine ait alan degerleri i¢in hesaplanan % RSD degerleri

li¢ ornek (tartim) icin hesaplandi.

ASE Kosullar:: 1.0000 g + 0.0005 g ceviz yaprag: 6rnegi ve 1.0000 g + 0.0005 g
diatom toprak tartilarak filtre kagidiyla sarildi, 10 mL’ lik ekstraksiyon hiicresine

yerlestirildi.
Sicaklik : 25°C
Statik zaman : 10 dak.
Temizleme hacmi : % 60
Yikama zamant :90s.
Statik devir ;3

3.5. Kromatografik Kosullar

Ekstrakt ¢oziiciileri 60° C* de kuruluga kadar uguruldu. Kalintilar metanol (10
mL) ile ¢6ziildii. Membran filtreden (0.45 um) siiziildi. Bulgularda ayrintili sekilde

verilen farkli hareketli faz oranlarindaki HPLC sistemlerine enjekte edildi.
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BOLUM 4. BULGULAR

4.1. On Denemeler

Juglon standardi ile asagida verilen 6n denemeler yapildi.

4.1.1. Coziiniirliikk Calismalan

Juglon’ un 10 mg miktar1 sirastyla 25°C, 50°C ve 100°C 10 mL ultra distile suda
¢oziiniiniirliikkleri gézlemlendi. 25°C ve 50°C” de 10 mL ultra distile suda ¢6ziinme
gerceklesmezken; 100°C 10 mL ultra distile suda az miktarda ¢oziinme gerceklesti ve

¢ozeltide acik sar1 renk olusumu gozlendi.

Juglon’ un 5 mg miktar1 5 mL metanolde safsizlik olarak tahmin edilen
pargaciklar kalacak bicimde ¢6ziindii. Juglon’un 5 mL metanol ile 7 mL metanoldeki
¢Oziiniirliiglinlin ayn1 oldugu ve ¢ozeltilerde agik turuncu renk olusumu gozlemlendi.

Mgili spektrum Sekil 4.1° de verilmistir.

1,4
1,2 )
1 I
0,8 J'
0,6
0.4 || A
0,2 f
0

<

0 200 400 600 800
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Sekil 4.1. Juglon’ un metanoldeki spektrumu.

Juglon’ un 5 mg miktar1 0,5 mL kloroformda hicbir partikiil kalmayacak sekilde;

tamamen ¢6ziindligli ve agik turuncu bir renk olustugu goézlendi.

Juglon’ un 5 mg miktar1 200 pL dimetilstilfoksitte hicbir partikiil kalmayacak

sekilde; tamamen ¢6zilindiigli ve agik turuncu bir renk olustugu gézlendi.
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Juglon’ un 5 mg miktar1 200 pL dimetilformamidde higbir partikiil kalmayacak

sekilde; tamamen ¢6zlindiigii ve agik turuncu bir renk olustugu gozlendi.

Juglon’ un 5 mg miktar1 0,4 mL asetonda safsizlik olarak tahmin edilen kum
seklinde kii¢iik partikiiller kalacak sekilde ¢oziindiigii ve acik sar1 bir renk olustugu
gozlendi. Cozeltinin hacmi 14 mL tamamlandiginda dahi bu partikiillerin

¢Oziinmedigi gozlemlendi.

Juglon’ un 3 mg miktar1 0,5 mL etanolde safsizlik olarak tahmin edilen kum
seklinde kii¢iik partikiiller kalacak sekilde ¢oziindiigii ve acik sar1 bir renk olustugu
gozlendi. Cozeltinin hacmi 14 mL tamamlandiginda dahi bu partikiillerin

¢oziinmedigi gbzlemlendi.

Juglon’un 3 mg’ 1 0,5 mL diklorometanda higbir partikiil birakmayacak sekilde

tamamen ¢ozliindigi gozlemlendi.

Juglon’un 3 mg miktar1 0,5 ve 0,1 M hidroklorik asit ¢ozeltilerinde ¢éziinmedigi
gozlemlendi. 0,1 M HCI ¢6zeltisinde partikiillerin daha iri oldugu ve ¢6zelti renginin

sar1 oldugu gozlemlendi.

Juglon’ un 5 mg miktar1 0,5 ve 0,1 M amonyak ¢ozeltilerinde ¢oziinmedigi
gozlemlendi. 0,1 M NHj3 ¢ozeltisinde partikiillerin daha az oldugu ve ¢ozelti renginin
her iki ¢ozeltide de baslangicta koyu mor, sonrasinda koyu kahve renkte oldugu

gozlemlendi.

Juglon’ un 5 mg miktar1 0,5 M sodyum hidroksit ¢ozeltisinin 0,3 mL’sinde
tamamen ¢dziindiigii ve kirmizi-mor renk olusturdugu gozlemlendi. Ilgili spektrum

Sekil 4.2 de verilmistir.
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Sekil 4.2. Juglon’ un NaOH ¢6zeltisindeki spektrumu (batokromik kayma).

4.1.2. Juglon standardimin kromatogrami

Kromatografik Kosullar

Kolon: Phenomenex Luna 5p C8, 150mm *x4.6 mm
Dedektor: DAD UV A: 252.4 nm

Akis Hizi: 1.000 mL/dak

Enjeksiyon Hacmi: 10 pL

Stok 1 (6.9x10” mol.L™ konsantrasyonda standart hazirlanmasi): Juglon
standardindan 30 mg tartildi. Saf metanol ile 250 mL’ye tamamlanarak, juglon stok
standart ¢ozeltisi hazirlandi. Stok standart ¢ozeltisinden 1.000 mL alinip saf metanol
ile 10 mL’ye tamamlanarak konsantrasyonu 6.9x10° mol.L™ olan seyreltik standart
¢ozeltisi (SS1) hazirlandi. Stok 1 once ti¢ farkli sistem ile ¢alisilmis ve 3. sistem en

uygun bulunmustur. Her ti¢ sistem Sekil 5.2, Sekil 5.3 ve Sekil 5.4’ te verilmistir.

Stok 2 (1.15x10° mol.L? konsantrasyonda standart hazirlanmasi): Juglon
standardindan 5 mg tartildi. Saf metanol ile 25 mL’ye tamamlanarak juglon stok
standart ¢ozeltisi hazirlandi. Stok standart ¢ozeltisinden 1 ml alinip saf metanol ile 10
mL’ye tamamlanarak konsantrasyonu 1.15x10”* mol.L™" olan seyreltik standart
¢ozeltisi (SS2) hazirlandi. Hareketli faz oram1 A:B (45:55) olan 3. Sistem ile

calismaya devam edildi. ilgili kromatogram Sekil 5.1° de verilmistir.
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DADI1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00264.D)
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Sekil 5.1. Hareketli faz % 0,5 HAc igeren ultra distile su (A) ve % 0,1 HAc i¢eren metanol
(B) karisimi; 45:55 (A:B) ve akis hizi 1 mL/dak olan sistemde Stok 2’ nin 252.4 nm’ deki
kromatogrami. Konsantrasyon 6.9x10° mol.L™, R;: 6.045 dak.
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1. Sistem: Konsantrasyonu 6.9x10™ mol.L™ olan SS1, 0.5 % asetik asit iceren
sulu faz (A Fazi) ve 0.1 % lik asetik asit igeren metanol (B Fazi) hareketli fazinin
orani 30:70 (A:B) ve akis hiz1 1 mL/dak olan HPLC sistemine 25 uL enjekte edildi.
3.288 dakikada gelen pik juglon’a aittir. Tlgili kromatogram Sekil 5.2” de verilmistir.

Bu sistem Babula P. 2005 ¢alismasinda kullanilan kromatografik sistem temel

alinarak modifiye edilmistir.

DADL1 A, Sig=209,4 Ref=off (MERVE\MRV00207.D)

— — T T T
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DAD1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00207.D)
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DADL1 C, Sig=420,4 Ref=off (MERVE\MRV00207.D)
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Sekil 5.2. Hareketli faz % 0,5 HAc igeren ultra distile su (A) ve % 0,1 HAc igeren metanol
(B) karisimi; 30:70 (A:B) ve akis hizi 1 mL/dak olan sistemin 209.4, 252.4 ve 420.4 nm deki
kromatogramlar1. Konsantrasyon 6.9x10° mol.L™, R;: 3.288 dak.
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2. Sistem: Sekil.3’teki kromatogramda standardin 6niinde standart pikine ¢ok
yakin gelen piki ayirmak i¢in Tablo.1’deki gradient tablo uygulandi. Konsantrasyonu
6.9x10™° mol.L™* olan SS1, 0.5 % asetik asit iceren sulu faz (A Fazi) ve 0.1 % lik
asetik asit iceren metanol (B Fazi) hareketli faz ve akis hizi 1 mL/dak olan HPLC
sistemine 25 pL enjekte edildi. Sekil 5.3° te 7.775 dakikada gozlenen pik juglon’a
aittir.

Tablo 3. Gradient tablo

Zaman (Dakika) A Faz1 %
to 50
t10 40
too 30
DADL A, Sig=209,4 Ref=off (MERVE\MRV00214.D)
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DAD1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00214.D)
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DADL1 C, Sig=420,4 Ref=off (MERVE\MRV00214.D)
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Sekil 5.3. Gradient sistemin 209.4, 252.4 ve 420.4 nm’ deki kromatogramlari. Konsantrasyon
6.9x10° mol.L™, R 6.775 dak.
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Sistem 3: Analiz siiresinin uzamasi ve bunun sonucunda daha fazla ¢6ziicii
tilketimi nedeniyle gradient sistem terkedilerek izokratik ¢aligmaya devam edildi.
Hareketli faz % 0.5 HAc igeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc i¢eren metanol (B)
karigimi; 45:55 (A:B) ve akis hiz1 1 mL/dk olarak belirlendi. Calisma i¢in en uygun
oran 45:55 (A:B) olarak belirlendi. 6.091 dakikada gelen pik juglon’a aittir. Ilgili

kromatogram Sekil 5.4” te verilmistir.

DAD1 A, Sig=209,4 Ref=off (MERVE\MRV00215.D)
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Sekil 5.4. Hareketli faz % 0.5 HAC igeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc igeren metanol
(B) karisimi; 45:55 (A:B) ve akis hiz1 1 mL/dk olan sistemin 209.4, 252.4 ve 420.4 nm deKi
kromatogrami. Konsantrasyon 6.9x10™° mol.L™, R;: 6.091 dak.

Yiiksek ucguculukta olmasi sebebiyle, bundan sonraki caligsmalarda aseton
kullanilmamigtir. Yas yapraklarda juglon’ un tespit edilmesi adina yapilan

caligmalara 2. yontem baz alinarak devam edilmistir.
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4.1.3. Kuru ceviz yapraklarmn analizi

Calismamizdaki ceviz &rnekleri, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii 6gretim {iyesi Prof. Dr. Yasar Akga’dan
saglanmistir. Ornekler, Tokat Niksar ilgesi Giivenli Kdyii’nde saptanan Niksar 1
isimli tiirdiir. Bu tiir, ad1 gecen &gretim iiyesi tarafindan asilanarak yeni bir tiir elde
edilmis ve gecici olarak Ak¢a 1 adiyla isimlendirilmistir. Bu tiiriin 6zelligi geg
yapraklanmasi ve i¢ kurduna rastlanmamasidir. Juglon’un insektisist olarak kullanimi

g0z Ontine alindiginda, Akg¢a 1 ceviz tiirtinde bulunma olasilig1 yiiksektir.

Kuru yapraklarda juglon olup olmadigimin belirlenmesi adina ceviz yapraklar
etiivde 40°C* de 24 saat bekletildikten sonra farkli ekstraksiyon yontemleri ve
¢oziciiler ile ¢aligildi. 1. yontemde g¢alkalayici kullanilirken 2. ve 3. yontemlerde
hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu (ASE) kullanilmistir. 1. ve 2. Yontemde nihai

¢oziicii olarak metanol kullanilirken 3. yontemde aseton kullanilmistir.

32



1. Yontem: Ince kiyilan yapraklardan 1.0000 £+ 0.0005 g tartildi, 20 mL
metanolde 1 saat calkalayicida calkalandi. Evaporatérde 60°C de kuruluga kadar
ucuruldu. Ugurma isleminden sonra kalintilar 10 mL metanolde ¢oziildii. Membran
filtreden (0.45 um) siiziilerek, 0.5 % asetik asit iceren sulu faz (A Fazi) ve 0.1 % lik
asetik asit igeren metanol (B Fazi) hareketli fazinin oran1 45:55 (A:B) ve akis hiz1 1
mL/dak olan HPLC sistemine 25 pL enjekte edildi. Ilgili kromatogram Sekil 6.1 de

verilmistir.

DAD1 A, Sig=209,4 Ref=off (MERVE\MRV00218.D)
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DAD1 C, Sig=420,4 Ref=off (MERVE\MRV00218.D)

mAU

60 -
40 -
20 -
o-— "

—
0 ) 10 15 min

Sekil 6.1. Hareketli faz % 0.5 HAC igeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc igeren metanol
(B) karisimi; 45:55 (A:B) ve akis hizi 1 mL/dak olan sistemde, calkalama yontemiyle
ekstrakte edilen kuru ceviz yapraklarinin 209.4, 252.4 ve 420.4 nm deki kromatogramlari.
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Seyreltme: 1.

yonteme gore hazirlanan Ornek (yukaridaki) metanolle 1:3

seyreltildikten sonra tekrar 0.5 % asetik asit i¢eren sulu faz (A Fazi) ve 0.1 % lik

asetik asit igeren metanol (B Fazi) hareketli fazinin oran1 45:55 (A:B) ve akis hiz1 1
mL/dak olan HPLC sistemine 25 pL enjekte edildi. ilgili kromatogram Sekil 6.2” de

verilmistir.

mAU |

60—
40 -
20
0-

DAD1 A, Sig=209,4 Ref=off (MERVE\MRV00220.D)
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mi
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DADL1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00220.D)

0

2.5 5 7.5 10 12.5

mi

mAU ]
60 -
404
20

DADL1 C, Sig=420,4 Ref=off (MERVE\MRV00220.D)

Sekil 6.2. Hareketli faz % 0.5 HAC igeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc igeren metanol
(B) karisimi; 45:55 (A:B) ve akis hizi 1 mL/dak olan sistemde, calkalama ydntemiyle
ekstrakte edilen kuru ceviz yapraklarinin 1:3 seyreltilmesi sonucu 209.4, 252.4 ve 420.4 nm
deki kromatogramlari.
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2. Yontem: 1.0000 £ 0.0005 g ince kiyilan ceviz yapragi 6rnekleri ve 1.0000 +

0.0005 g ekstraksiyon hiicresine diatom toprak ilavesiyle, tartilarak filtre kagidiyla

sarildi. 10 mL’lik ekstraksiyon hiicresine yerlestirildi. ASE kullanilarak ekstraksiyon

gergeklestirildi. Ekstre evaporatdrde 60°C de kuruluga kadar uguruldu. Kalintilar 10

mL metanolde ¢ozildii. Bu ¢ozelti metanolle 1:3 seyreltildi. 0.45 pm membran

filtreden siiziilerek 0.5 % asetik asit i¢eren sulu faz (A Fazi) ve 0.1 % lik asetik asit

iceren metanol (B Fazi) hareketli fazinin oran1 45:55 (A:B) ve akis hiz1 1 mL/dak

olan HPLC sistemine 25 uL enjekte edildi

Tablo 4. ASE kosullar

Sicaklik Kapali
Statik Zaman 10 dk
Temizleme Hacmi 60%
Yikama Zamani 90s
Statik Devir 3

DAD1 A, Sig=209,4 Ref=off (MERVE\MRV00223.D)
mAU
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e T e e e T B e
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DADL1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00223.D)
mAU ]
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T ‘
0 2.5 5 7.5 10

mif

DAD1 C, Sig=420,4 Ref=off (MERVE\MRV00223.D)
mAU 1]
60
40
20

0 25 5 7.5 10

125
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Sekil 6.3. Hareketli faz % 0.5 HAC igeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc igeren metanol
(B) karisimi; 45:55 (A:B) ve akis hiz1 1 mL/dak olan sistemde, ASE ile ekstrakte edilen kuru
ceviz yapraklarinin 1:3 seyreltilmesi sonucu 209.4, 252.4 ve 420.4 nm deki kromatogramlari.
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3. Yontem: 1.0000 g + 0.0005 g ince kiyilan ceviz yapragi 6rnekleri ve 1.0000 g
+ 0.0005 g diatom toprak tartilarak filtre kagidiyla sarildi. Nihai ¢oziicii olarak
aseton kullanildi. 10 mL’lik ekstraksiyon hiicresine yerlestirildi. ASE kullanilarak
ekstraksiyon gergeklestirildi. Ekstre evaporatorde 60°C de kuruluga kadar uguruldu.
Kalintilar 5 mL asetonda ¢oziildii. 0.45 pm membran filtreden siiziilerek 0.5 % asetik
asit igceren sulu faz (A Fazi) ve 0.1 % lik asetik asit i¢ceren metanol (B Faz1) hareketli
fazinin oran1 45:55 (A:B) ve akis hiz1 1 mL/dak olan HPLC sistemine 25 uL enjekte
edildi. Tlgili kromatogram Sekil 6.4’ te verilmistir.

DADL A, Sig=209,4 Ref=off (MERVE\MRV00226.D)

mAU ] Q2
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DADL B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00226.D)
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DAD1 C, Sig=420,4 Ref=off (MERVE\MRV00226.D)
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Sekil 6.4. Hareketli faz % 0.5 HAc igeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc igeren metanol
(B) karisimi; 45:55 (A:B) ve akis hizi 1 mL/dak olan sistemde, ASE ile ekstrakte edilen kuru
ceviz yapraklarinin asetonda ¢Oziilmesi sonucu 209.4, 252.4 ve 4204 nm deki
kromatogramlari.

Juglon’un karakteristik olarak yas ceviz yapraklarinda bulundugunu; bununla
birlikte polimerizasyon nedeniyle kuru yapraklarda arttk miktarda bulunabilecegi
rapor edilmistir (5,6,31). Bu dogrultuda yapilan analizler sonucunda kuru ceviz
yapraklarinda juglon pikinin tespit edilmemesi sonucu literatiir ile uyumluluk

gostermektedir.
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4.1.4. Yas ceviz yapraklarimin analizi

Kasim 2012’de Malatya Meyvecilik Arastirma Enstitiisii’nden toplanilan yas
ceviz yapraklar1 1 ay 4°C’ de bekletildikten sonra ince ince kiyildi. 1.0000 + 0.0005
g ince kiyilan yas ceviz yapragi ornekleri ve 1.0000 + 0.0005 g diatom toprak
tartilarak filtre kagidiyla sarildi. 10 mL’lik ekstraksiyon hiicresine yerlestirildi. ASE
kullanilarak ekstraksiyon gerceklestirildi (ASE kosullar1 daha onceki analizlerle
ayni). Ekstre evaporatérde 60°C de kuruluga kadar uguruldu. Kalintilar 10 mL
metanolde ¢Oziildii. Santrifiijde 25°C de, 2500 rpm hizla 5 dakika boyunca
santrifiijlendi. Santrifiijlenme isleminden sonra ¢ozelti aktarildi ve 0.45 um membran
filtreden siiziilerek 0.5 % asetik asit igeren sulu faz (A Fazi) ve 0.1 % lik asetik asit
iceren metanol (B Fazi) hareketli fazinin oran1 45:55 (A:B) ve akis hiz1 1 mL/dak
olan HPLC sistemine 25 pL enjekte edildi. Ilgili kromatogram Sekil 7.1° de

verilmigtir.

DAD1A, Sig=209,4 Ref=off (MERVE\MR000013D)

™ © Q
S pE B S
N <

>
541

8 10 12 14 16 18 mi
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi

Sekil 7.1. Hareketli faz % 0.5 HAC igeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc igeren metanol
(B) karisimi; 45:55 (A:B) ve akig hizi 1 mL/dak olan sistemde, ASE ile ekstrakte edilen yas
ceviz yapraklarinin 209.4, 252.4 ve 420.4 nm’ deki kromatogramlari.
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Ornekte juglon piki gozlendi fakat ¢ozelti cok derisik oldugu igin seyreltilmesi
uygun goriildii. Cozelti 1:4 metanolle seyreltilip tekrar aynt HPLC sistemine 25 pL
enjekte edildi. Ilgili kromatogram Sekil 7.2° de verilmistir. 6.314 dakikada gelen pik

juglon’a aittir.

DADZA, Sig=2094 Refeoff (VERVEWWRU0L4D)
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DADIC, Sig=4204 Ref=off (MERVEWWR000014D)
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Sekil 7.2. Hareketli faz % 0.5 HAC igeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc igeren metanol
(B) karisimi; 45:55 (A:B) ve akis hizi 1 mL/dak olan sistemde, ASE ile ekstrakte edilen yas
ceviz yapraklarinin metanolle 1:4 seyreltilmesi sonucu 209.4, 252.4 ve 420.4 nm’ dekKi
kromatogramlari. r;: 6.314

Elde edilen sonuglar 1s1ginda hareketli faz 45:55 (A:B) oraninda 0.5 % HAc
igeren ultra distile su (A) ve 0.1 % HAc igeren metanol (B) karisimi ve dalga boyun

252.4 nm olan HPLC sisteminde ¢alismalarin devam ettirilmesine karar verilmistir.
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4.15. Standart juglon ile yas ceviz yapraginda bulunan juglon

spektrumlarimin karsilastirilmasi

Boliim 4.1.4. Yas ceviz yapraklariin analizinde verilen 6rnek ekstraksiyonu
yontemi ve HPLC sistemi kullanilarak Sekil 8.2° deki kromatogram alinmistir.

Seyreltik juglon standardi da yine ayn1 HPLC sistemine verildikten sonra Sekil 8.1’

deki kromatogram alinmaistir.

Sekil 8.3’ teki spektrumlarda goriildiigii gibi, standart juglon pikine ait spektrum
ile yas yaprak ekstresi pikinin spektrumu birebir ¢cakismaktadir. Sonug olarak, yas

yaprakta bulunan bu maddenin juglon oldugu sonucuna varilmistir.

DAD1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00264.D)
mAU |

6.045- Jgin
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40 —
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Sekil 8.1. Konsantrasyonu 1.15x10™ olan seyreltik juglon standardmnin 252.4 nm’ deki

spektrumu.

DADL1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00291.D)
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Sekil 8.2. Ornegin spektrumu.
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DADL, 6.046 (152 mAU,Apx) of MRV00264.D
DAD1, 6.052 (38.0 mAU, - ) of MRV00291.D

A B B e L A e e A S e
200 300 400 500 600 nm

Sekil 8.3. Seyreltik juglon standardi ve yas yaprak ekstresinin spektrumlari.
4.1.6. Standarda ait pik parametreleri

Standarda ait;

Kuyrulanma faktorii 1.145

Simetri degeri 0.844
Ornege ait,

Simetri degeri 0.887

Kuyruklanma faktorii 1.063

Resoliisyon (yar1 genislik yontemi ile) 8.326

4.2. Ol¢ii Egrisi Olusturulmasi

10 mg juglon tartildi, metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak 5.74x10° mol.L™
konsantrasyonundaki stok standart juglon ¢ozeltisi hazirlandi.  Stok juglon
¢ozeltisinden sirasiyla 20, 50, 150, 300, 450 pL alinarak 10 mL’ lik balon jojelerde
hacimce metanol ile 10 mL’ye tamamlandi. Bu islemler tiger kez tekrarlanarak {i¢
farkli 6l¢ii egrisi olusturuldu. Olgii egrileri bes nokta ile olusturuldu. Her bir dlcii
egrisi icin iic farkli tartim alnarak ii¢ Stok juglon c¢ozeltisi hazirlandi. Olgii

egrilerindeki her bir nokta i¢in iiger enjeksiyon yapildi.

Her bir 6l¢ii egrisi ve her bir enjeksiyona ait alanlar, alanlarin ortalamalari,
standart sapmalar1 (SD) ve bagil standart sapmalar1 (RSD) Tablo 5.1, Tablo 5.2 ve
Tablo 5.3’te verilmistir.
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Kromatografik Kosullar

Kolon: Luna 5p C18(2) 250 mm = 4.6 mm

Hareketli faz A: % 0.5 HAc igeren ultra distile su

Hareketli faz B: % 0.1 HAc igeren ultra distile su

Dedektor: DAD, A: 252.4 nm

Akis hizi: 1.000 ml/dak

Enjeksiyon hacmi: 10 uL

Sicaklik: 25 °C

Tablo 5.1. C1 isimli 6lgii egrisinde elde edilen pik alanlari, pik alanlarinin ortalamalar1 (Ao),
standart sapmalar1 (SD) ve bagil standart sapmalar1 (RSD).

Sekil 9.1. C1 isimli 6l¢ii egrisinin grafigi (y = 52.729x — 25.581).

41

Ornek Cx10° Alan Degerleri
N mol L SD RSD
0 (mol.L™) A A As Ao
1 1.15 50,2 50,2 49,3 49,9 0,519 1,041
2 2.87 126 1242 126,3 125,5 1,135 0,905
3 8.61 423,3 420,3 416,2 419,933 | 3,564 0,848
4 17.2 861,8 856,2 851,6 856,533 5,108 0,596
5 25.8 1359,1 1352,4 1349,2 1353,567 | 5,052 0,373
1600 Y =52.729% - 25,581
1400 R*=0,9989 »
1200
1000
c 800 =5
< 600
400 =
200
0 _!‘/
0 10 15 20 25 30
Konsantrasyon (Cx10-)




Tablo 5.2. C2 isimli 6l¢ii egrisinde elde edilen pik alanlari, pik alanlarinin ortalamalar1 (Ao),
standart sapmalar1 (SD) ve bagil standart sapmalar1 (RSD).

Konsantrasyon (Cx10)

Sekil 9.2. C2 isimli 6lgii egrisinin grafigi (y = 56.276x — 44.452).

. Alan Degerleri
Ornek Cx10° an Pegerietl
No mol.L* Db RSD
1 1.15 56,5 52,0 54,0 54,17 2.255 4,162
2 2.87 110,9 111,7 111,0 111.2 0.435 0.392
3 8.61 400,2 403,8 406,4 403.467 3.113 0.771
4 17.2 918,2 915,2 911,7 915.03 3.253 0.355
5 25.8 1429,5 1421,5 1422.,6 1424.533 | 4.336 0.304
1600
R2=10,9979
1200
1000
c
8800
<
600
400 /
200 ‘/‘/
0
0 10 15 20 25 30

Tablo 5.3. C3 isimli 6l¢ii egrisinde elde edilen pik alanlari, pik alanlarinin ortalamalar1 (Ao),
standart sapmalar1 (SD) ve bagil standart sapmalar1 (RSD).

Ornek Cx10° Alan Degerleri
No mol.L™* SD RSD
( ' ) A]_ A2 A3 AO
1 1.15 44,1 42,5 41,9 42.833 1.137 2.655
2 2.87 129,4 115,7 115,0 120.033 | 8.119 6.764
3 8.61 402,3 403,0 400,3 401.866 | 1.401 0.348
4 17.2 961,2 967,7 953,1 960.666 | 7.314 | 0.761
5 25.8 1409,9 1409,3 1381,9 1400.367 | 15.995 | 1.142
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Sekil 9.3. C3 isimli 6lgii egrisinin grafigi (y = 56.204x — 40.164).

En kiiciik kareler yontemiyle elde edilen dogrularin regresyon anlizi yapildi.

Dogru denklemi y = mx + a (a: kayim, m: egim), korelasyon katsayisinin karesi r?

olarak ifade edildi. Dogru denklemleri Sekil 9.1, Sekil 9.2 ve Sekil 9.3’ te verilmistir.

Tablo 5.4’te belirtilen A1, Ay, A ifadeleri alan degerleri olup A, ortalama alan

degerini belirtir. SD standart sapma degeri olup, RSD ifadesi bagil standart sapma

degeridir.

Tablo 5.4. Olgii egrilerine ait dogru denklemlerinin egim, kayim degerlerinin standart sapma
(SD) ve bagil standart sapma (RSD) degerleri.

c1 c2 C3 ) RSD
m (egim) 52.729 56.276 56.204 20274 | 36815
a (kayim) 25581 | -44.452 40.164 08924 | -26.931
2
r* (korelayon 0.9989 0.9979 0.9975 00007 | 00722
katsayisinin karesi)

Calismalar sonucunda dogru denklemi y = 55.070 x - 36.732 olarak bulundu.

Tayin konsantrasyon araligi 1.15x10-5 mol.L-1 — 25.8x10-5 mol.L-1 olarak

belirlenmistir.
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Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin siir1 (LOQ) teorik olarak hesaplanmis ve

asagida verilen degerler bulunmustur:

LOD =1.3 ng/mL

LOQ =1.6 ng/mL

4.3. Orneklerdeki Juglon Miktar

Bolim 4.1.4. Yas ceviz yapraklarinin analizi’nde belirtilen HPLC sistemi ve
ornek hazirlama yontemi ile Kasim 2012°de Malatya Meyvecilik Arastirma
Enstitiisii’nde 6 farkli agactan toplanilan ve 1 ay 4°C’ de bekletilmis olan yas ceviz
yapraklart HPLC sistemine 10 pL enjekte edilmistir. 6 adet yaprak drnegi Ornek 1
(Sebin tiirii), Ornek 2 (198/110 tiirii), Ornek 3 (Yalova 2 tiirii), Omek 4 (tiirii
bilinmiyor), Omek 5 (Yalova 1 tiiri)), Ornek 6 (Yalova 3 tiirii), olarak
isimlendirilmistir. Her bir 6rnekten 1.0000 = 0.0005 g’lik olmak iizere ii¢ ardisik
tarttm alinmis ve her bir tartim i¢gin HPLC sistemine ii¢ enjeksiyon verilmistir.

Orneklere ait alan degerleri Sekil.10.1, Sekil.10.2 ve Sekil.10.3’ de verilmistir.

Omek 1.1 Omek 2.1

Enjeksivonne | Alan Enjelsivonne | Alan
1. enj. 364 1. enj. 550
2. enj. 347 2. emj. 360
3. enj. 344 3. enj. 359
Omelk 1.2 Omek 22

1. enj. 342 1. eny. 288
2. enj. 343 2. emj. 200
3. enj. 346 3. enj. 289
Omel 1.3 Omelk 2.3

1. enj. 547 1. eny. 288
2. enj. 548 2. enj. 284
3. enj. 343 3. enj. 283

Sekil 10.1. Ornek 1 ve Ornek 2’ nin ii¢ paralel tartimmin HPLC sistemindeki alan degerleri.
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Omek 3.1 Omek 4.1
Enjeksiyvonno | Alan Enjeksiyonno | Alan
1. enj. 550 1. enj. 347
2. enj. 560 2. emj. 350
3. 1. 559 3. e 351
Cmek 3.2 Cmek 4.2

1. enj. 288 1. enj. 1073
1. en). 200 2. enj. 1069
3. en). 289 3. enj. 1067
Cmek 3.3 Cmek 4.3

1. enj. 288 1. enj. 1380
1. en). 284 2. enj. 1380
3. en). 282 3. enj. 1380

Sekil 10.2. Ornek 3 ve Ornek 4’ iin ii¢ paralel tartiminin HPLC sistemindeki alan degerleri.

Omek 5.1 Omek 6.1
Enjeksiyonne | Alan Enjeksiyonne | Alan
1. emy. 208 1. emyj. 436
1. enj. 208 2. enj. 443
3. enj. 207 3. enj. 440
Omek 5.2 Omek 6.2

1. emy. 443 1. emy. 263
1. emj. 441 2. enj. o090
3. emj. 433 3. enj. 020
Omek 3.3 Omek 6.3

1. enj 822 1. enj. 013
1. emj. 219 2. en). 045
3. enj. g14 3. enj. 043

Sekil 10.3. Ornek 5 ve Ornek 6 nin ii¢ paralel tartimmin HPLC sistemindeki alan degerleri.

Orneklerde bulunan juglon miktar araliklar1, hesaplanarak asagida verilmistir.
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. Ornekte bulunan juglon miktari
. 6rnekte bulunan juglon miktari
. 0rnekte bulunan juglon miktari
. 6rnekte bulunan juglon miktari
. 0rnekte bulunan juglon miktari

. 6rnekte bulunan juglon miktari

:0.480 - 0.740 mg / 1g yas yaprak
:0.408 - 0.754 mg / 1g yas yaprak
:0.134 - 0.170 mg / 1g yas yaprak
:0.533-1.790 mg / 1g yas yaprak
:0.309 - 1.080 mg / 1g yas yaprak

:0.624 - 1.230 mg / 1g yas yaprak
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4.3.1. Orneklerin Kromatogramlari

Omek 2, Ornek 3, Omek 4 ve Omek 5 ’in ilk tartimlarinin 252.4 nm dalga
boyundaki kromatogramlari Sekil.11.1, Sekil.11.2, Sekil.11.3 ve Sekil.11.4* te

verilmistir. Her bir tartim i¢in {i¢ enjeksiyon kromatogrami verilmistir.

DADL1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00245.D)
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DAD1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00247.D)
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Sekil 11.1. Ornek 2.1’ in ilk tartimimin kromatogramu.
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DAD1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00254.D)
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DADL1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00256.D)
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Sekil.11.2. Ornek 3.1” in ilk tarttmmin kromatogrami.
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DADL1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00269.D)
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DAD1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00270.D)
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DAD1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00271.D)
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Sekil.11.3. Ornek 4.1” in ilk tartiminin kromatogrami.

49




DAD1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00291.D)
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DADL1 B, Sig=252,4 Ref=off (MERVE\MRV00292.D)
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Sekil 11.4. Ornek 5.1” in ilk tarttmmnin kromatogrami.
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4.3.2. Orneklerin spektrumu ile seyreltik Juglon spektrumu kiyaslamasi

Orneklere ait 1. ve 3. tartimlarin spektrumlari seyreltik stok standardmin (SSS)
spektrumu ile cakistirilarak orneklerdeki juglon varhig: ispatlanmis oldu. Ilgili

spektrumlar Sekil 12.1, Sekil 12.2, Sekil 12.3, Sekil 12.4, Sekil 12.5 ve Sekil 12.6’

da verilmistir.

SSS Hazirlanmasi: 5 mg juglon 25 metanolde ¢oziilerek Stok ¢6zelti hazirlandi.
Bu stoktan 1 mL cekilip balon jojede hacmi 10 mL olan kadar metanol ile
tamamlandi.
[ DADL, 6.064 (110 mAU,Ap) of NRV00288.0

DAD1, 6.067 (68.7 mAU, -) of MRV00278.D
DAD1, 6.046 (152 mAU,Apx) of MRV00264.D

T T T T T T T T
200 300 400 500 600 nmn

Sekil 12.1. Ornek 1.3, Ornek 1.1 ve SSS spektrumlari.

[ ] DADL,6.138 (39.8 mAU, - ) of MRV00253.D
DADL, 6.090 (108 mAU, - ) of MRV00245.D
DADL, 6.046 (152 mAU,Apx) of MRV00264.D

1 T T T T T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
200 300 400 500 600 nm

Sekil 12.2. Ornek 2.3, Ornek 2.1 ve SSS spektrumlar.
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[ ] DADL, 6.022 (23.2 mAU,Apx) of MRV00266.D
DADL, 6.171 (14.5 mAU, - ) of MRV00254.D
DADL, 6.046 (152 mAU,Apx) of MRV00264.D

| | T
200 300 400 500 600

Sekil 12.3. Ornek 3.3, Ornek 3.1 ve SSS spektrumlari.

[ ] DADL, 6.041 262 mAU, -) of MRV00275.D
[ DADL, 6.071 (50.4 mAU, -) of MRV00269.D
DADL, 6.046 (152 mAU,Apx) of MRV00264.D

* ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘
200 300 400 500 600

nm

Sekil 12.4. Ornek 4.3, Ornek 4.1 ve SSS spektrumlari.

[ ] DAD1, 6.059 (160 mAU, -) of MRV00297.D
DAD1, 6.052 (38.0 mAU, -) of MRV00291.D
DAD1, 6.046 (152 mAU,Apx) of MRV00264.D

L S A B
200 300 400 500 600

nm

Sekil 12.5. Ornek 5.3, Ornek 5.1 ve SSS spektrumlari.
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[ | DADL, 6.118 (208 mAU, - ) of MRV00315.D

| DAD1, 6.873 (112 mAU, -) of MRV00309.D

| DAD1, 6.046 (152 mAU,Apx) of MRV00264.D

S L U A U A U A A
200 300 400 500 600 nm

Sekil 12.6. Ornek 6.3, Ornek 6.1 ve SSS spektrumlari.

4.4. Geri Kazanimin Hesaplanmasi

Geri kazamim hesab1 icin Ornek 6’dan (Yalova 3) yapilan ii¢ paralel tartim
(Ornek 6.1, Ornek 6.2, Ornek 6.3) Boliim 4.1.4. Yas ceviz yapraklariin analizi’nde
verilen Ornek ekstraksiyonu yontemi kullanilarak izole edilmis ve yine 4.1.4.
boliimiinde verilen HPLC sistemine enjekte edilmistir. Bu tartimlara ait alan

degerleri “bos” olarak tabloda verilmistir.

Stok ¢ozeltinin hazirlanmasi: Juglon standardindan 10 mg tartilmis ve metanol

(10 mL) ile seyreltilerek hazirlanmustir.

Ornek 6’dan (Yalova 3) ii¢ paralel tartim daha yapilarak Boliim 4.1.4. Yas ceviz
yapraklarinin analizi’nde verilen ornek ekstraksiyonu yonteminden once, stok
cozeltiden 200 pL cekilerek ekstraksiyon hiicresine enjekte edilmistir. Sonrasinda
4.1.4. bolimiinde verilen ekstraksiyon yontemi ile devam edilmis ve 6rnekler yine
4.1.4. bolimiinde verilen HPLC sistemine enjekte edilmistir. Bu tartimlara ait alan

degerleri “+200 uL” olarak tabloda verilmistir.
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Tablo 6.1. Ornek 6.1, Ornek 6.2, Ornek 6.3’iin stok ¢dzelti eklenmeden ve eklendikten
sonraki alan degerleri.

Ornek 6.1 | Ornek 6.2 | Ornek 6.3
Bos 187.8 77.6 67.3
+200 pL 740.3 635 637.5

Tablo 6.2. Geri kazanim degerleri (%).

% Ger1 Kazanim

Ornek 6.1 92.7
Ornek 6.2 93.5
Ornek 6.3 95.7

Cikan degerler sonucunda geri kazanimin bagil standart sapma degeri (% RSD) 1.35

olarak hesaplanmustir.
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Adi Ceviz Juglans Regia L. de bulunan naftakinonlardan biri olan Juglon (5-
hidroksi-1,4-naftakinon) kimyasal reaktivitesi nedeniyle 6nemli bir bilesiktir. Geri
dontislii okside- rediiksiyon reaksiyonlari sirasinda ara iirlinler olan serbest radikaller
olusturur (55, 57). Bu serbest radikallerin biyokimyasal siire¢lerde 6nemli bir rol

oynadigi diistiniilmektedir.

Ceviz bitkisinde ise (Adi Ceviz: Juglans Regia L. ve Kara Ceviz: Juglans Nigra
L.), juglon ile iliskili iki madde bulunur. Bunlardan biri juglonun indirgenmis hali
olan hidroksijuglon, digeri ise hidrojuglon glikozididir. Daglish’e goére bu glikozid
bir enzim vasitasiyla hidrolize ugrayarak juglon’ u olusturmakta ve ekstraksiyon
stirecinde juglon’a doniismektedir (4). Miiller ve Leistner’e gore ise hidrojuglon
glikozidi ve juglon dogrudan dogruya trihidroksi naftelenden olusan metabolik son
tirtinlerdir (58). Diger bir goriise gore ise, hidrojuglon oksidatif kosullar olustugunda
juglon’ a doniismektedir (26). Oksidatif kosullar ise, bitki mekanik olarak zarar
gordiiglinde ya da mikrorganizmalara maruz kaldiginda ortaya ¢ikmaktadir. Bitkinin

kendini savunmak igin toksik olan juglon’ u olusturdugu anlagilmaktadir.

Juglon’un bitkinin yas yapraklarinda (3, 5, 6), meyvenin yesil kabugunda (10,
30) ve kok i¢ kabugunda (59) bulundugu bildirilmistir.

Toksik olmasi, bazi bitkilerin gelismesini baskilamas1 ve dogal insektisit olmasz;

cok giiclii antioksidan ve antimikrobiyal O6zellige sahip olmasi ile O6nemli bir

kimyasal maddedir (7-13).

Ekolojik a¢idan onemli olan bir husus ise, bu etkilerinin diger canlilara zarar
vermeden, sadece etkili oldugu bitki ya da insekti segerek ortaya ¢ikmasi ve ayrica
toksik formunun ¢ok dayanikli olmamasi, kimyasal siire¢ler sonucunda muhtemelen

toksik olmayan tiirii olan hidrojuglona doniismesidir.
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Ayrica, giiniimiizde naftakinonlarin anti-kanser ajan olarak kullanimi
aragtirtlmakta olup juglon’un melanoma, kolon kanseri, 16semi ve mide kanseri gibi

in vitro insan tiimor gesitlerinde gii¢li sitotoksik ajan etkisi de bilinmektedir (14-17).

Juglon’ un ceviz ve diger bazi bitkilerdeki olusum mekanizmasinin, redoks
kimyasinin ve buna bagli olarak biyolojik siireclerde oynadigi roliin anlasilmasi i¢in

daha fazla sayida, nitelikli arastirmaya ihtiyag vardir.

Bu tiir arastirmalarda kullanilmak {izere; ayrica topraktaki miktarlarinin
belirlenmesi; hayvan ve gelecekteki goniillii insan denemeleri sonucunda biyolojik
stvilar ve materyaldeki miktarlarinin belirlenmesi i¢in gilivenilir bir miktar tayini

yontemine ihtiya¢ vardir.

Buna karsin, ceviz tiirlerinde juglon tayini i¢in ¢ok az sayida ¢aligma yapilmistir.
1969 Tarihli bir doktora tezi ¢alismasinda ekstraksiyon, petrol eteri ile 6 saatte
yapilmis ve analiz hareketli faz olarak n-butil alkol- su karisimi kullanilarak kagit
kromatografisi ile gerceklestirilmistir. Olgii egrisi dort farkli konsantrasyon ile
olusturulmustur. Sonuglarin, standart juglon ile tam olarak uyusmamasi, yazar

tarafindan juglon’un yiiksek saflikta ayrilmamis olmasina baglanmistir (30).

Diger bir galisma fluorimetrik olarak yapilmistir. Dedeksiyon limiti 20 ng/g
kloroform olarak verilmis, fakat yontem juglon tasiyan herhangi bir Ornege

uygulanmamistir (31).

Hedin, P. A. ve ark gaz sivi kromatografi metodu 6nermisler, fakat dncesinde
girisim yapan maddelerden ayirmak i¢in ince tabaka kromatografisi uygulamislardir.

Yontem zaman alicidir.

Yas yapraklarda HPLC ile analiz ilk kez 1998 senesinde ters fazli dereceli
ellisyon sistemi kullanilarak uygulanmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii kloroform, HPLC
ornek ¢ozliclisii ise metanoldur. Bu ¢alismada konsantrasyon araligi ¢ok dar olup
(0.20- 0.50 mg/mL) kalibrasyon egrisine iliskin dogru denklemi verilmemistir. Hata
olasilig1 yiiksek bir yontemdir (32).
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Juglon’ un ters fazli HPLC sistemi ile analizinde iki yaklasim s6z konusudur.
juglon ve diger polifenoller ile antrakinon/ naftakinonlarin birlikte analiz edildigi
yontemler ki, bu yontemlerde oldukga apolar olan juglon’ un eliie olmasi uzun bir
zaman almaktadir. Ciinkii dereceli eliisyon sistemleri oncelikle bagil olarak polar

bilesenlerin eliie olmasi temeline dayandirilmistir (35, 60).

Diger yaklasim ise, sadece juglon’ un analizi lizerine temellenen izokratik
sistemlerdir. Bu yontemlerde analiz siiresi daha kisadir (33-36). Bu ¢alismada 2.

durum tercih edilmistir.

Literatiirde hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu (ASE) ile calisan sadece bir
arastirma gurubu bulunabilmistir (33, 34). Bu ¢aligmalardan birinde ASE cihazinda
uygulanan basing ve sicakligin (40-60°C) juglon’ u bozundurdugu rapor edilmistir
(34). Buna karsin bizim g¢alismamizda oda sicakligi kullanilmigtir. Bu g¢alismada
ASE uygulanmayan standart spektrumlari ile uygulanan 6rnek spektrumlari birbiri ile
tamamen cakistig1 icin, oda sicakliginda ASE’ nin juglon’u bozundurmadigini
gostermektedir. Bu yazarlarin, ilk ¢alismasindaki konsantrasyon araligi bizim
calismamizdaki konsantrasyon araligi ile uyum gostermektedir. 1.7 - 25 ug/mL (33),
bu ¢alismada 2 - 45 pg /mL’ dir. Bizim ¢alismamizin konsantrasyon araligi daha
genistir. Buna karsin, ayni yazarlarin diger calismasinda kimyasal maddeler,
kromatografik kosullar tamamen ayni oldugu halde konsantrasyon araligi 0.1 - 35
pg/mL olarak degismis, fakat bunun nedeni agiklanmamistir (34). Ayrica, ayni
calisgmada metanoldeki juglon standart ¢ozeltisi spektrumu ile ornekteki juglon
tirevinin metanoldeki ¢Ozeltisi tist iiste verilmistir. Bunlarin maksimum dalga
boylariin (biri digerinden kaymis olarak) 240 nm civarinda oldugu gézlenmektedir.
Oysa bizim ¢alismamizda metanol ¢ozeltisinin maksimum dalga boyu 250 - 252 nm’
dedir ki, bu diger ¢aligmalardaki maksimum dalga boylar1 ile uyum igindedir (32,
36).

Bu calismada; hem ekstraksiyon, hem de kromatografik analizde ¢6ziicli olarak
saf metanol kullanilmasinin nedeni juglon’un sulu ¢ozeltilerde nétrale yakin ve bazik
pH’larda redoks reaksiyonlar1 vermesi ve ortamda birden fazla tiiriin

bulunabilmesidir. Juglon’un sulu ¢ozeltide ve oOzellikle yiiksek pH’larda stabil
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olmadig1 anlasilmaktadir. Ayrica, metanolde ve asetonitrilde uzun siire bekletilirse

daha kisa stirede bozundugu rapor edilmistir.

Yapigimiz ¢alismada, giivenilir bir miktar tayini yontemi gelistirilmis, juglon 6
dakika gibi kisa bir siirede eliie olmustur. Ornege iliskin pik simetri degerlerinin
diisiik ¢ikmasi ve standart spektrumlari ile birebir ¢akismasi (Sekil 12.1 — Sekil
12.6), juglon’ un analiz kosullarinda bozunmadigina isaret etmektedir. Bunda ASE'
nin kapali bir sistem olmasi, ¢oziicii olarak % 100 metanol kullanilmasi, onceki
calismalardan farkli olarak oda sicakliginda calisilmasi belirleyici olmustur. Y ontem,

toprakta ve diger bitkilerdeki juglon analizinde kullanilmak i¢in uygundur.

Olgii egrisinde kayrm degerinin negatif olmasi standardin % 97 saflikta
olmasindan kaynaklanabilir. Daha saf bir standart elde etmek igin ise, juglon’u
yiikksek miktarda iceren bir ekstrakttan siiblimlestirme yoluyla elde etmektir. Bu
calismada siiblimlestirme yapilmamustir. Pazarda bdyle bir standart bulunmadigi igin,
bu calismadakinden daha diisiik miktarlarda ve insan sagligimi ilgilendiren bir

konuda analiz yapilacagi zaman bu yola bagvurulmalidir.

Yas yaprak orneklerinde bulunan juglon miktarlariin farklilik géstermesi g¢esitli
nedenlerden kaynaklanabilir. En 6nemli faktor, yas yapraklarin tuttugu su miktarinin
farkli olmasi1 ve o6rneklerin homojen olarak elde edilememis olmasidir. Bunun disinda
juglon’un bitkide nasil olustugu konusunda heniiz dogrulanmis bir arastirma yoktur.
Bu nedenle yapraklardaki miktarin dagilimi konusunda da bir Ongoriide
bulunulamaz. Ornegin, mekanik bir miidahale sonucu olusuyorsa, miidahalenin
yapildig1 bolgede daha fazla, dier bir bolgede daha az bulunabilir. Orneklerin
liyofilizasyonla kurutulup homojenizatérde karistirildiktan sonra, analizinin

yapilmasi bitkide bulunus sekli hakkinda daha ¢ok bilgi verecektir.
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