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ÖZET 

 

Türkiye’de Yetişen Ceviz Ağaçlarındaki Juglon Ekstraksiyonu ve 

Kromatografik Yöntemle Analizi 

Merve Yurtcu, Prof. Dr. Güler Yalçın 

Analitik Kimya Anabilim Dalı 

Bu çalışmada Türkiye’de yetişen ceviz ağaçlarının bazı türlerinde bulunan juglon, 

hızlandırılmış solvent ekstraksiyonu (ASE) kullanılarak ekstrakte edilmiş, miktarları 

ters fazlı-yüksek performanslı sıvı kromatografisi ve diyod dizi dedektör (HPLC-

DAD) yardımıyla kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmiştir. 

Çalışmada hareketli faz olarak % 0.5 asetik asit içeren su çözeltisi ve % 0.1 asetik 

asit içeren metanol kullanılıp izokratik elüsyon yapılmıştır. Kromatografik koşullar; 

Phenomenex Luna C8, 150 mm × 4.6 mm, 5 µm özellikte kolon, bant genişliği 4 nm, 

dalga boyu (λ) 252.4 nm ve juglonun alıkonma zamanı 6.1 dak olarak belirlenmiştir.  

Hızlandırılmış solvent ekstraksiyonunda çözücü olarak metanol (%100) 

kullanılmıştır. Cihazdaki koşullar sıcaklık 25 
o
C, statik zaman 10 dakika, temizleme 

hacmi % 60, yıkama zamanı 90 saniye, statik devir 3 olarak ayarlanmıştır. 

Bu çalışmalar sonucunda Türkiye’de yetişen ceviz ağacı türleri Şebin (Örnek 1), 

Yalova 1 (Örnek 5), Yalova 2 (Örnek 3), Yalova 3 (Örnek 6), 198/110 (Örnek 2) 

yapraklarında bulunan juglon hızlandırılmış çözücü ektraksiyonu (ASE) yöntemi ile 

ekstrakte edilerek, ters fazlı-yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) ile tayin 

edilmiştir. Bu türlerde 1 g yaş yaprakta 0.134- 1.230 mg aralığında juglon 

bulunmuştur. ASE yöntemi ile geri kazanım değeri ortalama % 93 (RSD = 1.35) 

olarak belirlenmiştir. Hızlı ve etkin bir ekstraksiyon yöntemi olan ASE’nin önceki 

çalışmalardan farklı olarak, juglonu bozundurmadığı kanıtlanmıştır. 

Anahtar Sözcükler:  Hızlandırılmış Çözücü Ekstraksiyonu (ASE), HPLC, Ceviz 

Yaprağı, Juglon, Kalitatif Analiz, Kantitatif Analiz 
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SUMMARY  

 

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

Juglone by Chromatographic Method 

Merve Yurtcu, Prof. Dr. Güler Yalçın 

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  ×  4.6 mm, 5 µm column, bandwidhts 4 nm,  wave lenght (λ) 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
o
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 Şebin (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 
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BÖLÜM 1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

 

1.1. Giriş 

Ceviz (Juglans regia L.) bitkisi Juglandales takımının Juglandaceae 

familyasından, Juglans cinsine mensuptur. Ceviz, 10–25 m yüksekliğinde, oldukça 

geniş taçlı ve gevşek dallı bir ağaçtır (1). 

Ceviz ağacının yaprak, meyve ve meyve kabukları dokuma kilim ipliklerinin 

boyanmasında kullanılır. Juglon doğal boyar madde olduğu için cevizle boyanmış 

kilimler tercih sebebidir. Ceviz yapraklarının yün elyaf renklendirilmesinde 

kullanılabileceği kesin olarak tespit edilmiştir (2).  

Ceviz yeşil kabuk ve yaprak aksamları geleneksel tıpta halk arasında damar 

kuvvetlendirici, kanama durdurucu, antihelmintik, antidiyaretik, antifungal, 

hipoglisemik, hipotansif ve sedatif özellikleri ile bilinmekte ve kullanılmaktadır. 

Özellikle kurutulmuş ceviz yaprağı, bazı Avrupa ve Asya ülkelerinde kırsal 

kesimlerde çay şeklinde yaygın olarak tüketilmektedir. Yeşil kabuk ve yaprak 

aksamları fenolik maddeler ve flavonoidler açısından oldukça zengindir (3,4). En iyi 

bilinen etken madde ise taze yeşil yapraklarda fazla miktarda bulunan juglon (5-

hidroksi-1,4-naftokinon) maddesidir (3-6). Bu madde, çok güçlü antioksidan ve 

antimikrobiyal özelliğe sahiptir (7). Değişik çalışmalarda cevizin özellikle ağaç 

kabuğu, yaprak ve yeşil meyve kabuğunda juglon maddesinin antimikrobiyal 

aktivitesi belirlenmiştir (7-13).  

Aynı zamanda; günümüzde juglon (5-hidroksi-1,4-naftakinon) gibi 

naftakinonların anti-kanser ajan olarak da kullanımı araştırılmaktadır. Juglon, 

melanoma, kolon kanseri, lösemi ve mide kanseri gibi in vitro insan tümör 

çeşitlerinde güçlü sitotoksik ajan olarak bilinir (14-17).  
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1.2. Amaç 

Bu çalışmada Türkiye’de yetişen ceviz ağacı yapraklarında bulunan juglon’un 

kalitatif ve kantitatif tayininin yapılması amaçlanmıştır. Ceviz yapraklarındaki bu 

maddenin hızlandırılmış çözücü ektraksiyonu (ASE) yöntemi ile izole edilerek, 

yüksek geri kazanımlı, ucuz, basit ve kolay bir ekstraksiyon yöntemi geliştirilmesi 

hedeflenmiştir.  
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BÖLÜM 2. GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. Ceviz (Juglans Regia L.) 

2.1.1. Ceviz ağacının genel özellikleri 

Türkiye’deki ceviz ağaçları, adi ceviz (Juglans regia) olarak bilinmekte ve 

juglandaceae (cevizgiller) familyasından gelmektedirler. Kışın yapraklarını döken, 

genç sürgünlerinin içi bölmeli halde olan ağaçlardır. Yaprakçık sayısı türlere göre üç 

ile yirmi beş arasındadır. Ağacın odununun özü koyu, dış kısmı açık renklidir. Ağır 

ve güzel cila kabul eden odunlar türüdür.  

 

2.2. Juglon 

2.2.1. Juglon ve özellikleri 

Juglon adi cevizin (Juglans regia; İngiliz cevizi, İran cevizi ve Kaliforniya 

cevizi), boz cevizin (Juglans cinerea; akceviz) ve karacevizin (Juglans nigra) 

yaprakları, kökleri, ağaç kabuğu ve gövdesinde bulunur (18). Polimerizasyon 

nedeniyle juglon’un kuru yapraklarda çok az miktarda bulunduğu belirlenmiştir, bu 

da kuru bitki için juglon’un kalite kontrolde kullanımının elverişli olmadığı anlamına 

gelmektedir (6).   

Juglon’un bir diğer özelliği ise allelokimyasal oluşudur. Bir allelokimyasal bir 

bitki türüne olumsuz, bir diğerine ise olumlu etki gösterebilir. Amerika'da doğal 

olarak yayılım gösteren kara ceviz ağaçlarının (Juglans nigra) dibinde ekilen yonca 

otlarının yağmurlardan sonra kısa zamanda öldükleri, ceviz yapraklarından damlayan 

yağmur sularının saksılardaki domateslere verilmesiyle domateslerin öldükleri, ceviz 

ağaçlarına yakın olan elma ağaçlarının cevizden tarafta olan dal ve köklerinin 

kurudukları, buna mukabil ceviz dibinde üçgül ve çayır otlarının çok iyi 

gelişebildikleri rapor edilmiştir (19). 

Bitki türlerinin juglon’a olan hassasiyetleri çok farklıdır. Juglon’a en hassas 

bitkilerin başında; tere, domates, yonca, elma, armut, böğürtlen, kızıl çam ve beyaz 

http://en.wikipedia.org/wiki/Juglandaceae
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çam gelir. Juglon’a toleranslı bitkiler ise; kavun, üçgül, düğün çiçeği, çuha çiçeği, 

süsen, zambak, üzüm, meşe ve ardıç gibi bitkilerdir (20-23). 

Juglon yalnızca birçok bitkiye karşı allelokimyasal oluşu; tohum çimlenmesini 

ve gelişimini bastırıcı olarak değil, aynı zamanda çingene güvesi Lymantria dispar 

ve promethean güvesi Callosamia promethea’ yı da içeren böceklere karşı toksik 

etkisi ile de bilinir (24,25). 

Juglon'un köklerde sentezlenip ksilem vasıtasıyla bitkinin yapraklarına taşındığı 

ve juglon’un bitkide hidrojuglon şeklinde bulunduğu ancak daha sonra bunun 

oksitlenmesiyle toksik karakterli juglon’a (5-Hidroksi-1,4-Naftakinon) dönüştüğü 

belirtilmiştir (26). Cevizde juglon köklerden toprağa geçebileceği gibi yapraklardan 

da yağmurla yıkanarak toprağa geçebilir ayrıca yaprakların dökülmesi ile de toprağa 

karışır (27,28). 

Ülkemizde yaygın ceviz türü olan Juglans regia L. de ise ceviz çöğürlerinin 

kabuk dokusunda juglon miktarının mevsimlik değişimi incelendiğinde kışın en 

düşük düzeyde iken, ilkbahar başlangıcından Nisan sonuna kadar düzenli bir artış, 

daha sonra Haziran sonuna kadar bir azalma ve Temmuz başından Ağustos ortasına 

kadar tekrar bir artış gösterdiği belirlenmiştir (29). 

 

 

Şekil 1. Juglon’un açık formülü 

 

EA IUPAC ismi : 5-hdiroksi-1,4-naftakinon  

Kapalı formülü : C10H6O3  

Molekül ağırlığı : 174.2 g/mol 

Görünüşü  : Koyu sarı renkte, toz, katı 
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2.2.2. Juglon ile yapılan diğer çalışmalar 

Ceviz yapraklarındaki juglon bileşeninin miktar tayini ile ilgili az sayıda çalışma 

yapılmış olmasıyla birlikte kromatografik analiz için önceki çalışmalarda kullanılan 

sistemler genellikle ters fazlı HPLC sistemi olup dereceli elüsyon uygulanmıştır. 

HPLC analizi için literatürde fluorometrik ve spektrometrik sistemlerin kullanıldığı 

görülmektedir (30,31). Bunların dışında; 

LiChrospher 100 RP-18 end-capped kolon (125 mm x 4 mm, 5 μm) ve fotodiyot 

dedektör, hareketli faz olarak su : fosforik asit (95.5 :  0.5, v/v) ve ACN : su (90 : 10, 

v/v) karışımı  dereceli elüsyon uygulanmış (32). 

Zorbax C18-AAA kolon (150 mm x 4.6 mm, 3.5 μm, 40
o
C) ve UV-VIS dedektör 

(40
o
C), hareketli faz asetik asit : metanol (35 : 65) kullanılmıştır (33,34). 

Purospher RP18e analitik kolon (125 mm x 4 mm, 5 μm), RP 18e ön kolon (4 mm x 

4 mm, 5 μm) ve UV-VIS dedektör, hareketli faz olarak ACN : su : HCOOH (25 : 72 

: 3, v/v/v) kullanılmıştır (35). 

Waters Assoc.milford C18 kolon (250 mm x 4.6 mm, 10 μm) ve UV dedektör, 

ACN : su  (50 : 50 ) kullanılmıştır (36). 

Zorbax Eclips XDB C18 kolon (150 mm x 2.1 mm, 3.5 μm), %0.5 H3PO4 : %90 

ACN (65 : 35, v/v) ve UV dedektör kullanılmıştır (2). 

2.3. Hızlandırılmış Çözücü Ekstraksiyonu (ASE) 

Örnek ekstraksiyon teknikleri: 

1) Sokslet 

2) Otomatik sokslet 

3) Sonikasyon 

4) Mikrodalgalı ekstraksiyon 

5) Süper kritik akışkanlı ekstraksiyon 

6) Hızlandırılmış çözücü ekstraksiyonu  
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Hızlandırılmış çözücü ekstraksiyonun kullanılan diğer yaygın adları:  

1) Basınçlı çözücü ekstraksiyonu 

2) Hızlandırılmıs çözücü ekstraksiyonu 

3) Basınçlı akışkan ekstraksiyonu 

4) Basınçlı sıcak çözücü ekstraksiyonu 

5) Yüksek basınçlı çözücü ekstraksiyonu 

6) Yüksek basınç yüksek sıcaklıkta çözücü ekstraksiyonu 

7) Subkritik çözücü ekstraksiyonu (37)  

 

 Son yıllarda analitik ekstraksiyonlarda kullanılan tehlikeli organik çözücü 

miktarını azaltma ihtiyacı, yeni ekstraksiyon tekniklerinin geliştirilmesine katkı 

sağlamıştır (38). Son otomatikleştirilmiş ekstraksiyon teknikleri daha az çözücü 

kullanır ve gelişmiş analitik kararlılık verir (39). Bu tekniklerden biri katı ve yarı katı 

örneklerden analitlerin tam ekstraksiyonunu kısa zamanda elde etmek için yüksek 

sıcaklık ve basınç altında, küçük hacimlerde çözücü kullanımına dayanan 

hızlandırılmış çözücü ekstraksiyonudur (ASE) (Şekil 2.4) (40, 41). ASE sokslet ve 

ultrasonik ekstraksiyon gibi tekniklerden daha kısa ekstraksiyon zamanı ve daha az 

çözücü tüketimine sahip bir ekstraksiyon tekniğidir (42) (Tablo 1.1). Sokslet 

ekstraksiyonu için kullanılan ekstraksiyon çözücüleri ASE içinde kullanılabilir. 

Bundan dolayı, ASE klasik ekstraksiyon tekniklerinin yerine geçerek geliştirilmiştir 

(43).  

Tablo 1.1. Sıvı ekstraksiyon tekniklerinin kıyaslanması. 

Teknik   Örnek Miktarı (g) Çözücü Hacmi (mL)  Örnek/Çözücü(x10) 

Sokslet 10-30 300-500 0,33-0,60 

Sonikasyon 30 300-400 0,75-1,00 

Mikrodalgalı 

ekstraksiyon 
5 30 1,67 

Çalkalama  50 300 1,67 

Otomatik sokslet 10 50 2,00 

ASE 10-100 15-120 6,67 
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          Son yıllarda, ASE katı atıklar (44), toprak (45-47), yosun ve çam ağacı (48), 

hayvan yemi, yiyecek matrisleri (49) ve tortu (50) gibi farklı matrislerden organoklor 

pestisitlere, poliklorlu bifenillere, polisiklik aromatik hidrokarbonlara, poliklorlu 

dibenzodiyoksinlere ve furanlara, polibromlu bifenil eterlere ekstraksiyon 

uygulamıştır. Ayrıca, poliklorlu bifeniller ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi 

çevresel atıkların basınçlı çözücülerle, 100º C’ nin üzerinde etkili ve hızlı 

ekstraksiyon gerçekleştirdiğini rapor edilmiştir (39). 

          Genel olarak; ASE’ nin ekstraksiyon verimi, ASE’ nin ekstraksiyon 

parametreleri olan ekstraksiyon basınç ve sıcaklığından etkilenir (51). Ek olarak, 

örnek matriksi ekstraksiyon verimini etkiler (52). Bundan dolayı, ASE’ nin 

ekstraksiyon davranışı sade değildir ve işletme koşularının optimizasyonu yorucudur. 

Süper kritik akışkanlı ekstraksiyon, klasik ekstraksiyon tekniklerine alternatif olarak 

önerilen başka bir ekstraksiyon tekniğidir (43). 

          Süper kritik akışkanlı ekstraksiyon tarım ilaç kalıntı analizleri için adapte 

edilmiş bir tekniktir. Tarım ilaçları mikrodalga etkili ekstraksiyondan sonrada analiz 

edilebilir (39).    

                            

Şekil 2.1. Hızlandırılmış çözücü ekstraksiyonu cihazı şematik gösterimi 

 

Hızlandırılmış Çözücü Ekstraksiyonu (ASE) Cihazının Özellikleri 

         ASE’ de, çelik bir kap içerisine yerleştirilen (Şekil 2.2) katı ya da yarı-katı 

örneğin, çözücü ile bir fırın içerisinde 50-200
o
C arasında değişen sıcaklıklarda 

ısıtılması ile başlar ve ısıtma sırasında fırına 500-3000 psi değerleri arasında basınç 
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uygulanır. Ekstraksiyonun 5-10. dakikalarında ortama yeni çözücü pompalanarak 

örneğin ve kabın yıkanması sağlanmaktadır. Sistem içerisindeki bütün çözücü 

genellikle nitrojen gazı kullanılarak bir şişe içerisinde (Şekil 2.3) toplanmaktadır 

(53).  

                                            

 Şekil 2.2. Ekstraksiyon hücresi 

 

1) Yüksek sıcaklık ve basınç kullanılarak çözücü tüketimi ve ekstraksiyon 

zamanını azaltır. 

2) 1-50 g örnek ekstraktı için 15-150 mL çözücü kullanır. 

3) Ekstraktlar otomatik filtrelenir ve doğrudan enjeksiyon için yada son 

temizlik için hazırlanır.                        

4) Kolay kullanılan toplama kapları mevcuttur. 

5) Kullanım kolaylığı için uygun çoklu yöntem hafızası vardır. 

6) Uygun ön panel işlemi otomatik yöntemi çalıştırır.                      

          ASE katı ve yarı katı örneklerin sıvı çözücülerle ekstraksiyonu için bir 

tekniktir.  

          Yüksek sıcaklık ve basınçta ekstraksiyon işlemlerinin verimini yükselterek 

uygun sıvı çözücüler kullanır. Yüksek basınç çözücüyü kaynama noktasının altında 

tutarken artmış sıcaklık ekstraksiyon kinetiğini hızlandırır, böylece hızlı ekstraksiyon 

gerçekleştirilir. Yüksek basınç, çözücünün, deney materyalinin iç kısımlarına kadar 

nüfuz etmesine imkân sağlamaktadır. 
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Şekil 2.3. Toplama kabı 

          ASE geleneksel sıvı ekstraksiyon yöntemlerinden daha hızlıdır ve daha az 

çözücü (Tablo 1.2) kullanır. ASE geleneksel yöntemlerde halen kullanılan çözücüleri 

kullanır. Bundan dolayı metot geliştirmek basittir.  

          

Şekil 2.4. Hızlandırılmış çözücü ekstraksiyonu cihazı 

 

Tablo 1.2. Hızlandırılmış çözücü ekstraksiyonunda kullanılan genel çözücü hacimleri. 

Ekstraksiyon Hücresi  Çözücü 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 arasındaki önemli fark ekstraksiyon sıcaklığıdır 

(Tablo 1.3). ASE’ de ekstraksiyon sıcaklığı çözücünün normal kaynama noktası 

üzerinde kullanılır. Aksine, sokslet ekstraksiyonunda ekstraksiyon sıcaklığı 

kullanılan çözücünün kaynama noktası ile sınırlıdır. Yüksek sıcaklıklarda, polimer 

partiküllerinin içinden bileşenlerinin difüzyonu yüzeylerinde artırılmıştır. Ayrıca, 

ekstraksiyon çözücüsü içinde partiküllerin yüzeyden transferi daha hızlı olacaktır. 

Buna ek olarak, ekstraksiyon sıvısındaki bileşenlerin çözünürlüğü yüksek sıcaklıkta 

çalışıldığı zaman yükseltilebilecektir. Bundan dolayı yüksek sıcaklıktaki 

ekstraksiyon değeri anlamlı ölçüde yüksek olacaktır (54). 

 

Tablo 1.3. Dioksin ve Furan ekstraksiyon koşulları (Çevresel örnekler). 

 ASE Sokslet 

Örnek Miktarı 4-10 g 4-10 g 

Çözücü Toluen, 15 mL Toluen, 250 mL 

Sıcaklık 150-180º C 
Kaynama noktası 

altında 

Süre 2x10 dak. 18 saat 

Analitik Yöntem GC-MS GC-MS 

 

2.4. Kromatografi 

          Kromatografi, bir karışımda bulunan maddelerin, biri sabit diğeri hareketli faz 

olmak üzere birbirleriyle karışmayan, iki fazlı bir sistemde ayrılması ve 

saflaştırılması yöntemidir. Çeşitli maddelerin hareketli faz yardımıyla, sabit faz 

üzerinde, değişik hızlarla hareket etmeleri veya sürüklenmeleri esasına dayanır. 

Kromatografinin sınıflandırılması: 

          a) Ayrılma mekanizmalarına göre: 

1) Adsorpsiyon kromatografisi 

2)  Partisyon (dağılma) kromatografisi 

3)  İyon değiştirme kromatografisi 

4)  Jel filtrasyon (Moleküler eleme) kromatografisi 

5)  İyon çifti kromatografisi 

6)  Afinite kromatografisi 
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b) Uygulama biçimine göre 

1)  Düzlemsel kromatografi 

-Kağıt kromatografisi 

-İnce tabaka kromatografisi 

2) Kolon kromatografisi 

-Gaz kromatografisi 

-Yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) (HPLC) 

c) Faz tipine göre: 

1) Sıvı kromatografisi 

-Sıvı-Katı kromatografisi 

-Sıvı-Sıvı kromatografisi 

2) Gaz kromatografisi 

-Gaz-Katı kromatografisi 

-Gaz-Sıvı kromatografisi  

2.4.1. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) 

          Yüksek performanslı sıvı kromatografisi, bütün analitik ayırma teknikleri 

arasında en yaygın kullanılanıdır. Yöntemin bu kadar yaygın olmasının sebepleri, 

duyarlılığı, doğru kantitatif tayinlere kolaylıkla uyarlanabilir olması, uçucu olmayan 

türlerin veya sıcaklıkla kolayca bozunabilen türlerin ayrılmasına uygun olması ve 

hepsinden de önemlisi sanayinin, birçok bilim dalının ve halkın birinci derecede 

ilgilendiği maddelere geniş bir şekilde uygulanabilirliğidir. Bu maddelere örnek 

olarak; amino asitler, proteinler, nükleik asitler, hidrokarbonlar, karbohidratlar, 

ilaçlar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik türler ve 

çeşitli inorganik bileşikler sayılabilir.  

         HPLC günümüzde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tıp kimyası, 

bitki kimyası, tarım ve kimya mühendisliğini içeren alanlarda ayırma ve analiz için 

vazgeçilmez bir araç olarak kabul edilmektedir. Bilhassa, diğer kromatografik 

tekniklere uygun olmayan bileşiklerin ayrılması ve analizi için uygundur. Çevre 



14 

sıcaklığında termal olarak kararsız bileşikleri ve yüksek polarlıktaki bileşikleri 

herhangi bir türevlendirme olmaksızın ayırabilir ve analiz edebilir (55). 

HPLC’nin avantajları:  

- HPLC kolonu, rejenerasyon gerekmeksizin pek çok kez kullanılabilir. 

- HPLC tekniği kullanıcının becerisine daha az bağımlıdır ve tekrarlanabilirlik 

daha yüksektir. 

- Nicel analiz için kullanılabilir. 

- Analiz süresi kısadır. 

- Duyarlılık yüksektir. 

a) Normal Faz Sıvı Kromatografisi: 

Polar sabit faz ve apolar veya düşük polariteye sahip hareketli fazdan oluşur. 

b) Ters Faz Sıvı Kromatografisi: 

Sabit faz apolar, hareketli faz ise polardır. Kolon ve çözücü sistemindeki polar 

ve apolar sistemin yer değiştirilerek geliştirilmiş olduğu bir sistemdir (Tablo 2). Bu 

sistemde kolon apolar, mobil faz ise metanol, asetonitril ve su gibi polar çözücüler 

kullanılır. Geliştirilen bu teknikte örnek ve kolon hidrofobik bir etkileşim oluşturur. 

C18, C8, C4, C2, fenil gibi kolonlar ters faz sıvı kromatografisinde kullanılan kolon 

çeşitleridir.  

 

Tablo 2. Normal-faz ve ters-faz sıvı kromatografisi kolon özellikleri. 

Kolon Normal-faz Ters-faz 

Sabit Faz Polaritesi Yüksekten Ortaya Ortadan Düşüğe 

Çözücü Polaritesi Ortadan Düşüğe Yüksekten Ortaya 

Örnek Çıkış Yeri Apolar Önce Polar Önce 

 

 Ters faz kromatografisinin avantajları: 

          1. Normal faz kromatografide, sıvı fazın kontrolü çok önemli ve kritiktir. 

Hareketli faz bileşimindeki küçük değişiklikler kromatogramda belirgin farklılıklara 

neden olabilir. 
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          2. Dengeye ulaşma normal faz kromatografide çok yavaştır. 

          3. Normal faz kromatografide polar maddelerin elüsyonu çok yavaştır ve 

yayvan piklere sebep olur. 

          4. Apolar çözücüler çok pahalıdır, ayrıca nemden uzak tutmak zordur.  

 

HPLC tekniğinde üç çeşit sistem mevcuttur: 

          İzokratik sistem: Bu sistemde tek pompa ve tek çözücü kullanılır. Kullanılan 

çözücü bir karışım olabilir. Bu sistemdeki ayırım yetersizdir. 

          Düşük basınçlı dereceli sistem: Bu sistemde tek pompa, polariteleri önemli 

derecede birbirinden farklı maksimum dört farklı hareketli faz vardır. Ayırım, 

izokratik sistemden daha iyidir.  

         Yüksek basınçlı dereceli sistem: Bu sistemde iki yada üç pompa ve polariteleri 

önemli derecede birbirinden farklı iki yada üç hareketli faz vardır. Karışma 

pompadan sonra meydana gelir. 

HPLC cihazı çözücü dağıtma bölümü, ayırma kolonu, dedektör ve kaydedici 

sistem olmak üzere başlıca üç bölümden oluşur (Şekil 3). 

 

 

 

    

 

 

  

 

Şekil 3. Yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) cihazının şematik gösterimi 
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2.4.1.1. Çözücü dağıtma sistemi 

          Çözücü pompalama sistemi HPLC’de en önemli kısımlardan biridir. Kolon 

giriş ve çıkışı arasında oluşturulması gereken yüksek basınç farkı, kolon girişine bir 

pompa yoluyla uygulanan basınç ile sağlanır. Pompanın performansı, analitik 

sonuçlardaki tekrarlanabilirliği, nicel değeri, gözlenebilme sınırı vb. değerleri büyük 

ölçüde etkiler.  

Pompalama sistemlerinin farklı tipleri şunlardır:  

-Doğrudan gaz basınç pompaları  

-Pnömatik hızlandırıcı pompalar  

-Pistonlu pompalar  

-Şırınga tipi pompalar  

          Doğrudan gaz basınç pompalarında, yüksek basınçta sıvı akışının sağlanması, 

genellikle azot veya helyum gazının kullanılmasıyla olur. Gaz basıncı, hareketli fazın 

yüzeyine doğrudan veya bir diyafram yoluyla uygulanır. Bu sistem sınırlı bir hacme 

sahiptir, bu yüzden durdurularak tekrar çözücü ile doldurulmalıdır. Avantajı, ucuz ve 

tek hareketli faz kullanıldığında güvenilir olmasıdır. 

          En basit pnömatik (havalı) pompalarda, sıvı hareketli, sıkıştırılmış bir gaz ile 

basınçlandırılabilen bir kap içine yerleştirilmiş, portatif bir kap içine konur. Bu tip 

pompalar, pahalı değildir ve pulssuzdur, ancak kapasitesi sınırlı olup, çıkış basıncı 

düşüktür ve çıkış hızı çözücü viskozitesine ve kolon geri basıncına bağlıdır. Ayrıca 

bunlar, dereceli elüsyona uygun değildir. Ve basınçları 135 atm’ den daha düşüktür. 

          Pistonlu (sabit akış) pompalar genellikle motor kontrollü bir pistonun ileri ve 

geri hareketiyle çözücünün pompalandığı küçük bir silindirden meydana gelmiştir. 

Sırasıyla açılıp kapanan iki tane küresel kontrol musluğu, çözücünün silindir içine 

giriş ve çıkış akışını kontrol eder. Çözücü piston ile doğrudan temas etmektedir. Bir 

alternatif olarak, basınç, gidip-gelen pistonla hidrolik olarak kumanda edilen esnek 

bir diyafram yardımıyla çözücüye iletilebilir. Pistonlu pompaların üstünlüğü; küçük 

iç hacimleri (35-400 μL), yüksek çıkış basıncı (700 atm’ e kadar), dereceli elüsyona 

uyarlanmaya hazır oluşları ve kolon geri basıncından ve çözücü viskozitesinden 

büyük ölçüde bağımsız olan sabit akış hızlarıdır.  
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          Şırınga tipinde pompalarda, elektriksel olarak hareket eden kurşun vida, 

verilen çözücü hacmini yeterli basınçta tutan bir pistonu hareket ettirir. Bu 

pompaların başlıca avantajı, yüksek basınçta (7500 psi’a kadar) serbest pulslu akış 

sağlama yetenekleridir ve akış hızı, çalışılan basınçtan bağımsızdır. 

 

2.4.1.2. Kolonlar 

          HPLC cihazı kolonları normal olarak düzgün iç çaplı paslanmaz çelik 

borulardan yapılır. Kolonların büyük çoğunluğu 10-30 cm arasındadır.  

          Bir kromatografik sistemin performansı, kolonda gerçekleştirilen ayırma ile 

yani, kolon dolgu maddesinin seçilmesi ve kullanılmasıyla tayin edilir. 

          İyi bir kolon dolgu maddesi kararlı olmalıdır ve hem hareketli faz çözücülerine 

hem de örnek çözeltilere karşı inert olmalıdır. Geniş yüzey alanına, düzgün olarak 

dağılmış ve hareketli faza kolay erişebilir açık yapısal yüzeye sahip olmalıdır. 

Yüksek basınç ve yüksek akış hızlarından etkilenmemelidir. 

          Normal fazlı HPLC çalışmalarında sabit faz olarak genellikle silika jel 

kullanılır. İçerdiği SiOH grupları nedeniyle zayıf asidik özellik gösteren silika jel, 

bazik özellik gösteren bileşikleri bazlık kuvvetlerine göre tutar. Yani, kuvvetli bazlar 

silika jel kolonlarda zayıf bazlara oranla daha kuvvetli tutulurlar. Silika jel doğrudan 

dolgu maddesi olarak kullanıldığı gibi bir katı yüzeyine film halinde kaplanabilir. Bu 

katının cam boncuk olması durumunda bu ince tabaka, yüzeye kimyasal bağlarla 

bağlanır. Asidik özellik gösteren bileşiklerin ayrılmasını sağlayan, yani bazik özellik 

taşıyan bir kolon dolgu maddesi de alüminadır. Bu dolgu maddesi de katı bir yüzeye 

film halinde kaplanarak kullanılır.  

          Analitik kolonun ömrünü artırmak amacıyla, analitik kolondan önce genellikle 

kısa bir kolon (emniyet kolonu) yerleştirilir. Bu kolonun görevi, sadece partikül 

haldeki maddeleri ve çözücü içindeki yabancı maddeleri tutmak değil, aynı zamanda 

numune içinde bulunan ve durgun faza tersinmez olarak bağlanan bileşenleri de 

tutmaktır. Emniyet kolonundaki dolgu maddesinin bileşimi, analitik kolondakine çok 

benzer olmalıdır; bununla beraber, basınç düşüşünü en aza indirmek için tanecik 

boyutu genellikle daha büyüktür. 
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          Birçok uygulama için kolon sıcaklığının yakından kontrolü gerekli değildir ve 

kolonlar oda sıcaklığında kullanılırlar. Ancak, çoğu zaman, kolon sıcaklığı, 

derecenin onda birkaçı hata ile sabit tutulduğu zaman daha iyi kromatogramlar elde 

edilmektedir. Birçok modern ticari cihaz, kolon sıcaklığını oda sıcaklığından, 100-

150
o
C’ ye kadar her sıcaklıkta onda birkaç derece hata ile sabit tutabilen kolon 

ısıtıcıları ile donatılmıştır (56).  

2.4.1.3. Dedektörler  

         Dedektör HPLC’ de aletin en önemli kısımlarından birini oluşturur. Kolondan 

çıkan maddelerin derişimi kolon çıkışına yerleştirilen uygun bir dedektör ile ölçülür. 

Dedektör seçimi doğru ve hassas bir analiz yapabilmek için son derece önemlidir.  

         Bir dedektörde bulunması gereken önemli karakteristikler: 

- Duyarlılık 

- Doğrusallık 

- Seçici cevap 

- Doğru cevap, koşulların değişiminden etkilenmeme 

- Numuneyi tahrip etmeme 

- Ucuzluk ve kolay kullanım 

          Dedektörlerin bazıları, numunedeki bütün bileşenlere karşı duyarlıdır. Bazı 

dedektör türleri ise bileşenlerden sadece bazılarını seçici olarak ölçer.  

          HPLC dedektörlerinin iki tipine rastlamak mümkündür. 

1. Genel dedektörler  

2. Seçici dedektörler  

          Genel dedektörler, hareketli faz ve örnek çözeltisinin özelliklerindeki değişimi 

ölçer. Seçici dedektörler ise yalnız örnek çözeltisi için duyarlık ve seçicilik gösterir. 

Genel özellikli dedektörlere örnek olarak kırılma indisi ölçen dedektörler ve kütle 

spektrofotometreleri verilebilir. Seçici dedektörlere örnek olarak da UV, FT-IR, 

floresans, elektrokimyasal, radyokimyasal, iletkenlik dedektörleri verilebilir.  

          Dedektörün görevi örnek konsantrasyonu ile orantılı elektriksel bir cevap 

üretmektir.           



19 

          Dedektör seçimi örneğin kimyasal yapısına ve metodun gereksinimlerine göre 

değişir. Örnek bileşenleri kromofor (UV veya görünür alandaki ışığı absorplayan 

fonksiyonel gruplar) gruplar içeriyorsa ilk tercih doğal alarak UV-VIS dedektör 

olacaktır. Bununla birlikte bir veya daha fazla bileşen UV-VIS ışığı absorplamıyorsa 

alternatif dedektörler de düşünülmelidir. 

           UV-VIS dedektör, kolondan ayrılarak dedektöre ulaşan bileşenlerin 

ultraviyole bölgede yaptığı absorbansın ölçümüne dayanır. Tek bir dalga boyunda 

çalışan dedektörler kullanılabildiği gibi bir monokromatör ile çeşitli dalga boylarını 

seçerek çalışan dedektörler de vardır. Tek dalgaboyunda çalışan dedektörlerde ışık 

kaynağı olarak genellikle 254 nm’ de ışıma yapan Hg (civa) lambası, çeşitli dalga 

boylarını ölçebilen dedektörlerde ise döteryum lambası kullanılır. 

          UV-VIS dedektörler içerisinde fotodiyot array dedektör son yıllarda yaygın 

olarak kullanılmaktadır. UV-VIS dedektörden farkı, her elementin ayrı bir dalga 

boyundaki absorbansını eş zamanlı olarak ölçebilmesidir. Bu sayede üç boyutlu 

kromatogramlar almak ve istenilen her pikin çok hızlı spektrum taramasını 

görebilmek ve farklı dalga boyunda absorbans yapan türleri aynı anda tayin etmek 

olasıdır. Ayrıca, istenilen dalga boyu aralığında çalışılabilmesi bu dedektörün 

sağladığı bir diğer önemli avantajdır. Kullanılan ışık kaynağı döteryum veya tungsten 

lambadır.  

          Eser miktardaki analizlerde (örnek derişimi 1 ppb den daha düşükse) floresans 

veya elektrokimyasal dedektörler kullanılmalıdır. Floresans özellikleri taşıyan 

bileşiklerin analizinde spektrofotometrik dedektörlere oranla duyarlığı daha fazla 

olan floresans dedektörlerin kullanılması mümkündür. Bu dedektör ile 10
-11

 g.mL
-1

 

gibi çok düşük gözlenebilme sınırlarına inilebilmektedir. Luminesans özelliğine 

sahip olan ilaçların, aminoasitlerin tayini yapılabilir yâda bazı biyokimyasal 

bileşikler floresant bir madde ile tepkimeye sokulup, yeni bir floresans ürün veya 

etiketlendirilmiş ürün oluşturulur. 

          Gözlenebilme sınırı 10
-11

- 10
-12

 g.mL
-1

 değerine ulaşılan elektrokimyasal 

dedektörler, elektroliz sonucu akım ölçülmesi ilkesine göre çalışır. Burada ölçülen 

akım, örnek maddesinin elektrolizi sonucu oluştuğundan kullanılan çözücünün 
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elektrik akımı vermemesi gerekir. Elektrokimyasal redoks tepkimelerine cevap veren 

ve polarografi ilkesine dayanan HPLC dedektörü de yaygın olarak kullanılır.  

          İletkenlik dedektörleri kolondan çıkan iyonik haldeki bileşenlerin ölçümünde 

kullanılır. Bu dedektör organik sistemler için pek uygulanabilir değildir. Daha çok 

sulu sistemlere uygundur.  

          Tüm bileşenleri ölçebilen, yani seçimli olmayan kırılma indisi dedektörü ile 

yapılan ölçümlerde, kırılma indisi sıcaklıkla değiştiğinden, çok iyi bir sıcaklık 

kontrolü yapılmalıdır. Çok yönlülüğü mükemmeldir, fakat duyarlılığı vasat 

olduğundan eser analizler için ideal değildir. Bunların dışında amperometrik 

dedektör, elektrik iletken dedektör, kütle spektrometrisi dedektörü ve daha az 

kullanılmakla birlikte iyon seçimli elektrotlarla yapılan potansiyometrik, fotoakustik, 

indüktif eşleşmiş plazma ve atomik absorpsiyon ölçümlerine dayanan dedektörler de 

vardır (56).  

           

2.5. Kullanılan İstatistiksel Yöntemler 

2.5.1. Aritmetik Ortalama 

 

 

2.5.2. Standart Sapma 
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2.5.3. % Bağıl Standart Sapma 

                    

 

2.5.4. Geri Kazanım 

% Geri kazanım : m2 x 100 

                           m1 

m1: Ekstrakte edilecek katı madde miktarı  

m2: Ekstraksiyon sonucunda elde edilen katı madde miktarı           
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BÖLÜM 3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Kimyasal Maddeler 

Kimyasalın adı:     Firma: 

Juglon   (97%)    Sigma-Aldrich 

Metanol  (Gradient Grade)  Merck 

Asetonitril   (for liquid Chr.)  Merck 

 

3.2. Cihaz ve Analitik Koşullar 

1) DIONEX ASE 100 hızlandırılmış çözücü ekstraktörü 

2) Memmert UM 400 etüv 

3) Millipore Milli Q RG deiyonize su cihazı 

4) Adam d=0,0001 g dijital terazi 

5) Heidolph VV 2000 döner vakumlu evaporatör 

6) Heidolph WB 2000 su banyosu 

7) KNF LAB, Laboport vakum cihazı 

8) Falc instruments manyetik karıştırıcı 

9) Arzum Mulino /AR 151 kahve öğütücü 

10) Nuaire -85º C Ultralow Freezer soğutucu 

 

HPLC Donanımı: 

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

Germany)  

2) G1311 Quat model pompa 
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3) G1322 Degasser vakum 

4) G1329B model ALS SL otosampler 

5) G1316A COLCOM kolon ısıtıcı 

6) G1315A model DAD detektör 

7) Phenomenex Luna (C8) 5μ, 150mm × 4.6 mm kolon 

HPLC koşulları:  

Kolon: Phenomenex Luna (C8) 5μ, 150mm × 4.6 mm kolon 

Hareketli Faz A: % 0.5 HAc içeren su çözeltisi (5.72 mL HAc/ 1000mL suda) 

Hareketli Faz B: % 0.1 HAc içeren metanol (0.5 mL HAc/ 500mL metanolde) 

Dedektör  : DAD  UV λ: 252.4 nm     

Akış Hızı  : 1.000 mL/dak 

Kolon sıcaklığı : 24º C 

Enjeksiyon hacmi: 10 µL 

Dalga boyu : 252.4 nm  (bant genişliği: 4 nm) 

3.3. Çözeltiler  

Hareketli Faz A: % 0.5 HAc içeren su 

Hareketli Faz A’nın Hazırlanışı: 5.72 mL HAc 1000mL’lik balon jojede hacimce 

ultra distile su ile tamamlanır.  

Hareketli Faz B: % 0.1 HAc içeren metanol 

Hareketli Faz B’nın Hazırlanışı: 0.5 mL HAc 500 mL’lik balon jojede hacimce 

metanol ile tamamlanır.  
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3.4. Ekstraksiyon İşlemleri 

Yaş ceviz yaprağı çalışmalarında aynı koşullar için üç paralel tartım alınarak 

çalışma yapıldı. HPLC piklerine ait alan değerleri için hesaplanan % RSD değerleri 

üç örnek (tartım) için hesaplandı. 

 

ASE Koşulları: 1.0000 g ± 0.0005 g ceviz yaprağı örneği ve 1.0000 g ± 0.0005 g 

diatom toprak tartılarak filtre kağıdıyla sarıldı, 10 mL’ lik ekstraksiyon hücresine 

yerleştirildi.  

Sıcaklık                 : 25
o
C 

Statik zaman         : 10 dak.  

Temizleme hacmi  : % 60 

Yıkama zamanı     : 90 s. 

Statik devir          : 3 

 

3.5. Kromatografik Koşullar   

 Ekstrakt çözücüleri 60º C’ de kuruluğa kadar uçuruldu. Kalıntılar metanol (10 

mL) ile çözüldü. Membran filtreden (0.45 μm) süzüldü. Bulgularda ayrıntılı şekilde 

verilen farklı hareketli faz oranlarındaki HPLC sistemlerine enjekte edildi. 



25 

BÖLÜM 4. BULGULAR 

 

 

4.1. Ön Denemeler  

Juglon standardı ile aşağıda verilen ön denemeler yapıldı.  

4.1.1. Çözünürlük Çalışmaları 

Juglon’ un 10 mg miktarı sırasıyla 25
o
C, 50

o
C ve 100

o
C 10 mL ultra distile suda 

çözününürlükleri gözlemlendi. 25
o
C ve 50

o
C’ de 10 mL ultra distile suda çözünme 

gerçekleşmezken; 100
o
C 10 mL ultra distile suda az miktarda çözünme gerçekleşti ve 

çözeltide açık sarı renk oluşumu gözlendi. 

Juglon’ un 5 mg miktarı 5 mL metanolde safsızlık olarak tahmin edilen 

parçacıklar kalacak biçimde çözündü. Juglon’un 5 mL metanol ile 7 mL metanoldeki 

çözünürlüğünün aynı olduğu ve çözeltilerde açık turuncu renk oluşumu gözlemlendi. 

İlgili spektrum Şekil 4.1’ de verilmiştir. 

 

Şekil 4.1. Juglon’ un metanoldeki spektrumu. 

Juglon’ un 5 mg miktarı 0,5 mL kloroformda hiçbir partikül kalmayacak şekilde; 

tamamen çözündüğü ve açık turuncu bir renk oluştuğu gözlendi.  

Juglon’ un 5 mg miktarı 200 µL dimetilsülfoksitte hiçbir partikül kalmayacak 

şekilde; tamamen çözündüğü ve açık turuncu bir renk oluştuğu gözlendi.  
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Juglon’ un 5 mg miktarı 200 µL dimetilformamidde hiçbir partikül kalmayacak 

şekilde; tamamen çözündüğü ve açık turuncu bir renk oluştuğu gözlendi.  

Juglon’ un 5 mg miktarı 0,4 mL asetonda safsızlık olarak tahmin edilen kum 

şeklinde küçük partiküller kalacak şekilde çözündüğü ve açık sarı bir renk oluştuğu 

gözlendi. Çözeltinin hacmi 14 mL tamamlandığında dahi bu partiküllerin 

çözünmediği gözlemlendi. 

Juglon’ un 3 mg miktarı 0,5 mL etanolde safsızlık olarak tahmin edilen kum 

şeklinde küçük partiküller kalacak şekilde çözündüğü ve açık sarı bir renk oluştuğu 

gözlendi. Çözeltinin hacmi 14 mL tamamlandığında dahi bu partiküllerin 

çözünmediği gözlemlendi. 

Juglon’un 3 mg’ ı 0,5 mL diklorometanda hiçbir partikül bırakmayacak şekilde 

tamamen çözündüğü gözlemlendi. 

Juglon’un 3 mg miktarı 0,5 ve 0,1 M hidroklorik asit çözeltilerinde çözünmediği 

gözlemlendi. 0,1 M HCl çözeltisinde partiküllerin daha iri olduğu ve çözelti renginin 

sarı olduğu gözlemlendi. 

Juglon’ un 5 mg miktarı 0,5 ve 0,1 M amonyak çözeltilerinde çözünmediği 

gözlemlendi. 0,1 M NH3 çözeltisinde partiküllerin daha az olduğu ve çözelti renginin 

her iki çözeltide de başlangıçta koyu mor, sonrasında koyu kahve renkte olduğu 

gözlemlendi. 

Juglon’ un 5 mg miktarı 0,5 M sodyum hidroksit çözeltisinin 0,3 mL’sinde 

tamamen çözündüğü ve kırmızı-mor renk oluşturduğu gözlemlendi. İlgili spektrum 

Şekil 4.2’ de verilmiştir. 
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Şekil 4.2. Juglon’ un NaOH çözeltisindeki spektrumu (batokromik kayma). 

 

4.1.2. Juglon standardının kromatogramı 

Kromatografik Koşullar 

Kolon: Phenomenex Luna 5μ C8, 150mm ×4.6 mm  

Dedektör: DAD  UV λ: 252.4 nm     

Akış Hızı: 1.000 mL/dak 

Enjeksiyon Hacmi: 10 µL 

 

Stok 1 (6.9x10
-4

 mol.L
-1

 konsantrasyonda standart hazırlanması): Juglon 

standardından 30 mg tartıldı. Saf metanol ile 250 mL’ye tamamlanarak, juglon stok 

standart çözeltisi hazırlandı. Stok standart çözeltisinden 1.000 mL alınıp saf metanol 

ile 10 mL’ye tamamlanarak konsantrasyonu 6.9x10
-5

 mol.L
-1

 olan seyreltik standart 

çözeltisi (SS1) hazırlandı. Stok 1 önce üç farklı sistem ile çalışılmış ve 3. sistem en 

uygun bulunmuştur. Her üç sistem Şekil 5.2, Şekil 5.3 ve Şekil 5.4’ te verilmiştir. 

Stok 2 (1.15x10
-3

 mol.L
-1

 konsantrasyonda standart hazırlanması): Juglon 

standardından 5 mg tartıldı. Saf metanol ile 25 mL’ye tamamlanarak juglon stok 

standart çözeltisi hazırlandı. Stok standart çözeltisinden 1 ml alınıp saf metanol ile 10 

mL’ye tamamlanarak konsantrasyonu 1.15x10
-4

 mol.L
-1

 olan seyreltik standart 

çözeltisi (SS2) hazırlandı. Hareketli faz oranı A:B (45:55) olan 3. Sistem ile 

çalışmaya devam edildi. İlgili kromatogram Şekil 5.1’ de verilmiştir.  
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Şekil 5.1. Hareketli faz % 0,5  HAc içeren ultra distile su (A) ve % 0,1 HAc içeren metanol 

(B) karışımı; 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak olan sistemde Stok 2’ nin 252.4 nm’ deki 

kromatogramı. Konsantrasyon 6.9x10
-5

 mol.L
-1

, Rt: 6.045 dak. 
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1. Sistem: Konsantrasyonu 6.9x10
-5

 mol.L
-1

 olan SS1, 0.5 % asetik asit içeren 

sulu faz (A Fazı) ve 0.1 % lik asetik asit içeren metanol (B Fazı) hareketli fazının 

oranı 30:70 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak olan HPLC sistemine 25 μL enjekte edildi. 

3.288 dakikada gelen pik juglon’a aittir. İlgili kromatogram Şekil 5.2’ de verilmiştir. 

Bu sistem Babula P. 2005 çalışmasında kullanılan kromatografik sistem temel 

alınarak modifiye edilmiştir. 

 

Şekil 5.2. Hareketli faz % 0,5  HAc içeren ultra distile su (A) ve % 0,1 HAc içeren metanol 

(B) karışımı; 30:70 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak olan sistemin 209.4, 252.4 ve 420.4 nm deki 

kromatogramları. Konsantrasyon 6.9x10
-5

 mol.L
-1

, Rt: 3.288 dak. 
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2. Sistem: Şekil.3’teki kromatogramda standardın önünde standart pikine çok 

yakın gelen piki ayırmak için Tablo.1’deki gradient tablo uygulandı. Konsantrasyonu 

6.9x10
-5

 mol.L
-1

 olan SS1, 0.5 % asetik asit içeren sulu faz (A Fazı) ve 0.1 % lik 

asetik asit içeren metanol (B Fazı) hareketli faz ve akış hızı 1 mL/dak olan HPLC 

sistemine 25 μL enjekte edildi. Şekil 5.3’ te 7.775 dakikada gözlenen pik juglon’a 

aittir. 

Tablo 3. Gradient tablo 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.3. Gradient sistemin 209.4, 252.4 ve 420.4 nm’ deki kromatogramları. Konsantrasyon 

6.9x10
-5

 mol.L
-1

, Rt: 6.775 dak. 
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Sistem 3: Analiz süresinin uzaması ve bunun sonucunda daha fazla çözücü 

tüketimi nedeniyle gradient sistem terkedilerek izokratik çalışmaya devam edildi. 

Hareketli faz % 0.5 HAc içeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc içeren metanol (B) 

karışımı; 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dk olarak belirlendi. Çalışma için en uygun 

oran 45:55 (A:B) olarak belirlendi. 6.091 dakikada gelen pik juglon’a aittir. İlgili 

kromatogram Şekil 5.4’ te verilmiştir. 

 

Şekil 5.4. Hareketli faz % 0.5 HAc içeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc içeren metanol 

(B) karışımı; 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dk olan sistemin 209.4, 252.4 ve 420.4 nm deki 

kromatogramı. Konsantrasyon 6.9x10
-5

 mol.L
-1

, Rt: 6.091 dak. 

 

 

Yüksek uçuculukta olması sebebiyle, bundan sonraki çalışmalarda aseton 

kullanılmamıştır. Yaş yapraklarda juglon’ un tespit edilmesi adına yapılan 

çalışmalara 2. yöntem baz alınarak devam edilmiştir. 
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4.1.3. Kuru ceviz yapraklarının analizi 

 

Çalışmamızdaki ceviz örnekleri, Tokat Gaziosmanpaşa Üniversitesi Ziraat 

Fakültesi Bahçe Bitkileri Bölümü öğretim üyesi Prof. Dr. Yaşar Akça’dan 

sağlanmıştır. Örnekler, Tokat Niksar ilçesi Güvenli Köyü’nde saptanan Niksar 1 

isimli türdür. Bu tür, adı geçen öğretim üyesi tarafından aşılanarak yeni bir tür elde 

edilmiş ve geçici olarak Akça 1 adıyla isimlendirilmiştir. Bu türün özelliği geç 

yapraklanması ve iç kurduna rastlanmamasıdır. Juglon’un insektisist olarak kullanımı 

göz önüne alındığında, Akça 1 ceviz türünde bulunma olasılığı yüksektir.   

Kuru yapraklarda juglon olup olmadığının belirlenmesi adına ceviz yaprakları 

etüvde 40
o
C’ de 24 saat bekletildikten sonra farklı ekstraksiyon yöntemleri ve 

çözücüler ile çalışıldı. 1. yöntemde çalkalayıcı kullanılırken 2. ve 3. yöntemlerde 

hızlandırılmış çözücü ekstraksiyonu (ASE) kullanılmıştır. 1. ve 2. Yöntemde nihai 

çözücü olarak metanol kullanılırken 3. yöntemde aseton kullanılmıştır.  
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1. Yöntem: İnce kıyılan yapraklardan 1.0000 ± 0.0005 g tartıldı, 20 mL 

metanolde 1 saat çalkalayıcıda çalkalandı. Evaporatörde 60°C de kuruluğa kadar 

uçuruldu. Uçurma işleminden sonra kalıntılar 10 mL metanolde çözüldü. Membran 

filtreden (0.45 µm) süzülerek, 0.5 % asetik asit içeren sulu faz (A Fazı) ve 0.1 % lik 

asetik asit içeren metanol (B Fazı) hareketli fazının oranı 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 

mL/dak olan HPLC sistemine 25 μL enjekte edildi. İlgili kromatogram Şekil 6.1’ de 

verilmiştir. 

 

Şekil 6.1. Hareketli faz % 0.5 HAc içeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc içeren metanol 

(B) karışımı; 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak olan sistemde, çalkalama yöntemiyle 

ekstrakte edilen kuru ceviz yapraklarının 209.4, 252.4 ve 420.4 nm deki kromatogramları. 
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Seyreltme: 1. yönteme göre hazırlanan örnek (yukarıdaki) metanolle 1:3 

seyreltildikten sonra tekrar 0.5 % asetik asit içeren sulu faz (A Fazı) ve 0.1 % lik 

asetik asit içeren metanol (B Fazı) hareketli fazının oranı 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 

mL/dak olan HPLC sistemine 25 μL enjekte edildi. İlgili kromatogram Şekil 6.2’ de 

verilmiştir. 

 

Şekil 6.2. Hareketli faz % 0.5 HAc içeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc içeren metanol 

(B) karışımı; 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak olan sistemde, çalkalama yöntemiyle 

ekstrakte edilen kuru ceviz yapraklarının 1:3 seyreltilmesi sonucu 209.4, 252.4 ve 420.4  nm 

deki kromatogramları. 
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2. Yöntem: 1.0000 ± 0.0005 g ince kıyılan ceviz yaprağı örnekleri ve 1.0000 ± 

0.0005 g ekstraksiyon hücresine diatom toprak ilavesiyle, tartılarak filtre kağıdıyla 

sarıldı. 10 mL’lik ekstraksiyon hücresine yerleştirildi. ASE kullanılarak ekstraksiyon 

gerçekleştirildi. Ekstre evaporatörde 60°C de kuruluğa kadar uçuruldu. Kalıntılar 10 

mL metanolde çözüldü. Bu çözelti metanolle 1:3 seyreltildi. 0.45 µm membran 

filtreden süzülerek 0.5 % asetik asit içeren sulu faz (A Fazı) ve 0.1 % lik asetik asit 

içeren metanol (B Fazı) hareketli fazının oranı 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak 

olan HPLC sistemine 25 μL enjekte edildi 

Tablo 4. ASE koşulları 

Sıcaklık Kapalı 

Statik Zaman 10 dk 

Temizleme Hacmi 60% 

Yıkama Zamanı 90 s 

Statik Devir 3 

 

 

Şekil 6.3. Hareketli faz % 0.5 HAc içeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc içeren metanol 

(B) karışımı; 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak olan sistemde, ASE ile ekstrakte edilen kuru 

ceviz yapraklarının 1:3 seyreltilmesi sonucu 209.4, 252.4 ve 420.4 nm deki kromatogramları. 
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3. Yöntem: 1.0000 g ± 0.0005 g ince kıyılan ceviz yaprağı örnekleri ve 1.0000 g 

± 0.0005 g diatom toprak tartılarak filtre kağıdıyla sarıldı. Nihai çözücü olarak 

aseton kullanıldı. 10 mL’lik ekstraksiyon hücresine yerleştirildi. ASE kullanılarak 

ekstraksiyon gerçekleştirildi. Ekstre evaporatörde 60°C de kuruluğa kadar uçuruldu. 

Kalıntılar 5 mL asetonda çözüldü. 0.45 µm membran filtreden süzülerek 0.5 % asetik 

asit içeren sulu faz (A Fazı) ve 0.1 % lik asetik asit içeren metanol (B Fazı) hareketli 

fazının oranı 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak olan HPLC sistemine 25 μL enjekte 

edildi. İlgili kromatogram Şekil 6.4’ te verilmiştir. 

 

Şekil 6.4. Hareketli faz % 0.5 HAc içeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc içeren metanol 

(B) karışımı; 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak olan sistemde, ASE ile ekstrakte edilen kuru 

ceviz yapraklarının asetonda çözülmesi sonucu 209.4, 252.4 ve 420.4  nm deki 

kromatogramları. 

Juglon’un karakteristik olarak yaş ceviz yapraklarında bulunduğunu; bununla 

birlikte polimerizasyon nedeniyle kuru yapraklarda artık miktarda bulunabileceği 

rapor edilmiştir (5,6,31). Bu doğrultuda yapılan analizler sonucunda kuru ceviz 

yapraklarında juglon pikinin tespit edilmemesi sonucu literatür ile uyumluluk 

göstermektedir. 
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4.1.4. Yaş ceviz yapraklarının analizi 

Kasım 2012’de Malatya Meyvecilik Araştırma Enstitüsü’nden toplanılan yaş 

ceviz yaprakları 1 ay 4
o
C’ de bekletildikten sonra ince ince kıyıldı. 1.0000 ± 0.0005 

g ince kıyılan yaş ceviz yaprağı örnekleri ve 1.0000 ± 0.0005 g diatom toprak 

tartılarak filtre kağıdıyla sarıldı. 10 mL’lik ekstraksiyon hücresine yerleştirildi. ASE 

kullanılarak ekstraksiyon gerçekleştirildi (ASE koşulları daha önceki analizlerle 

aynı). Ekstre evaporatörde 60°C de kuruluğa kadar uçuruldu. Kalıntılar 10 mL 

metanolde çözüldü. Santrifüjde 25°C de, 2500 rpm hızla 5 dakika boyunca 

santrifüjlendi. Santrifüjlenme işleminden sonra çözelti aktarıldı ve 0.45 µm membran 

filtreden süzülerek 0.5 % asetik asit içeren sulu faz (A Fazı) ve 0.1 % lik asetik asit 

içeren metanol (B Fazı) hareketli fazının oranı 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak 

olan HPLC sistemine 25 μL enjekte edildi. İlgili kromatogram Şekil 7.1’ de 

verilmiştir.  

 

 

Şekil 7.1. Hareketli faz % 0.5 HAc içeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc içeren metanol 

(B) karışımı; 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak olan sistemde, ASE ile ekstrakte edilen yaş 

ceviz yapraklarının 209.4, 252.4 ve 420.4 nm’ deki kromatogramları. 
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Örnekte juglon piki gözlendi fakat çözelti çok derişik olduğu için seyreltilmesi 

uygun görüldü.  Çözelti 1:4 metanolle seyreltilip tekrar aynı HPLC sistemine 25 µL 

enjekte edildi. İlgili kromatogram Şekil 7.2’ de verilmiştir. 6.314 dakikada gelen pik 

juglon’a aittir. 

 

Şekil 7.2. Hareketli faz % 0.5 HAc içeren ultra distile su (A) ve % 0.1 HAc içeren metanol 

(B) karışımı; 45:55 (A:B) ve akış hızı 1 mL/dak olan sistemde, ASE ile ekstrakte edilen yaş 

ceviz yapraklarının metanolle 1:4 seyreltilmesi sonucu 209.4, 252.4 ve 420.4  nm’ deki 

kromatogramları. rt: 6.314 

 

 

Elde edilen sonuçlar ışığında hareketli faz 45:55 (A:B) oranında 0.5 % HAc 

içeren ultra distile su (A) ve 0.1 % HAc içeren metanol (B) karışımı ve dalga boyun 

252.4 nm olan HPLC sisteminde çalışmaların devam ettirilmesine karar verilmiştir.  
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4.1.5. Standart juglon ile yaş ceviz yaprağında bulunan juglon 

spektrumlarının karşılaştırılması 

Bölüm 4.1.4. Yaş ceviz yapraklarının analizinde verilen örnek ekstraksiyonu 

yöntemi ve HPLC sistemi kullanılarak Şekil 8.2’ deki kromatogram alınmıştır. 

Seyreltik juglon standardı da yine aynı HPLC sistemine verildikten sonra Şekil 8.1’ 

deki kromatogram alınmıştır. 

Şekil 8.3’ teki spektrumlarda görüldüğü gibi, standart juglon pikine ait spektrum 

ile yaş yaprak ekstresi pikinin spektrumu birebir çakışmaktadır. Sonuç olarak, yaş 

yaprakta bulunan bu maddenin juglon olduğu sonucuna varılmıştır. 

 

Şekil 8.1. Konsantrasyonu 1.15x10
-4

 olan seyreltik juglon standardının 252.4 nm’ deki 

spektrumu.  

 

 

Şekil 8.2. Örneğin spektrumu.  
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Şekil 8.3. Seyreltik juglon standardı ve yaş yaprak ekstresinin spektrumları. 

4.1.6. Standarda ait pik parametreleri 

Standarda ait;  

Kuyrulanma faktörü 1.145 

Simetri değeri 0.844 

Örneğe ait;  

Simetri değeri 0.887 

Kuyruklanma faktörü 1.063 

Resolüsyon  (yarı genişlik yöntemi ile) 8.326 

 

4.2. Ölçü Eğrisi Oluşturulması 

10 mg juglon tartıldı, metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak 5.74x10
-3

 mol.L
-1

 

konsantrasyonundaki stok standart juglon çözeltisi hazırlandı. Stok juglon 

çözeltisinden sırasıyla 20, 50, 150, 300, 450 µL alınarak 10 mL’ lik balon jojelerde 

hacimce metanol ile 10 mL’ye tamamlandı. Bu işlemler üçer kez tekrarlanarak üç 

farklı ölçü eğrisi oluşturuldu. Ölçü eğrileri beş nokta ile oluşturuldu. Her bir ölçü 

eğrisi için üç farklı tartım alınarak üç stok juglon çözeltisi hazırlandı. Ölçü 

eğrilerindeki her bir nokta için üçer enjeksiyon yapıldı.  

Her bir ölçü eğrisi ve her bir enjeksiyona ait alanlar, alanların ortalamaları, 

standart sapmaları (SD) ve bağıl standart sapmaları (RSD) Tablo 5.1, Tablo 5.2 ve 

Tablo 5.3’te verilmiştir. 
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Kromatografik Koşullar 

Kolon: Luna 5µ C18(2) 250 mm * 4.6 mm  

Hareketli faz A: % 0.5 HAc içeren ultra distile su 

Hareketli faz B: % 0.1 HAc içeren ultra distile su 

Dedektör: DAD, λ: 252.4 nm 

Akış hızı: 1.000 ml/dak  

Enjeksiyon hacmi: 10 µL 

Sıcaklık: 25 ˚C  

 

Tablo 5.1. C1 isimli ölçü eğrisinde elde edilen pik alanları, pik alanlarının ortalamaları (AO), 

standart sapmaları (SD) ve bağıl standart sapmaları (RSD). 

Örnek 

No 

C x 10
-5

 

(mol.L
-1

) 

Alan Değerleri 

SD RSD 
A1 A2 A3 AO 

1 1.15 50,2 50,2 49,3 49,9 0,519 1,041 

2 2.87 126 124,2 126,3 125,5 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 

 

 

Şekil 9.1. C1 isimli ölçü eğrisinin grafiği (y = 52.729x – 25.581). 
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Tablo 5.2. C2 isimli ölçü eğrisinde elde edilen pik alanları, pik alanlarının ortalamaları (AO), 

standart sapmaları (SD) ve bağıl standart sapmaları (RSD). 

Örnek 

No 

C x 10
-5

 

(mol.L
-1

) 

Alan Değerleri 

SD RSD 
A1 A2 A3 AO 

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 

 

 

Şekil 9.2. C2 isimli ölçü eğrisinin grafiği (y = 56.276x – 44.452). 

 

 

Tablo 5.3. C3 isimli ölçü eğrisinde elde edilen pik alanları, pik alanlarının ortalamaları (AO), 

standart sapmaları (SD) ve bağıl standart sapmaları (RSD). 

Örnek 

No 

C x 10
-5

 

(mol.L
-1

) 

Alan Değerleri 

SD RSD 
A1 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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Şekil 9.3. C3 isimli ölçü eğrisinin grafiği (y = 56.204x – 40.164). 

En küçük kareler yöntemiyle elde edilen doğruların regresyon anlizi yapıldı. 

Doğru denklemi y = mx + a (a: kayım, m: eğim), korelasyon katsayısının karesi r
2
 

olarak ifade edildi. Doğru denklemleri Şekil 9.1, Şekil 9.2 ve Şekil 9.3’ te verilmiştir. 

Tablo 5.4’te belirtilen A1, A2, A3 ifadeleri alan değerleri olup Ao ortalama alan 

değerini belirtir. SD standart sapma değeri olup, RSD ifadesi bağıl standart sapma 

değeridir.  

 
Tablo 5.4. Ölçü eğrilerine ait doğru denklemlerinin eğim, kayım değerlerinin standart sapma 

(SD) ve bağıl standart sapma (RSD) değerleri. 

 C1 C2 C3 SD RSD 

m (eğim) 52.729 56.276 56.204 2,0274 3,6815 

a (kayım) -25.581 -44.452 -40.164 9,8924 
 

-26,931 

r
2
 (korelayon 

katsayısının karesi) 
0.9989 0.9979 0.9975 0,0007 0,0722 

 

Çalışmalar sonucunda doğru denklemi y = 55.070 x - 36.732 olarak bulundu. 

 

Tayin konsantrasyon aralığı 1.15x10-5 mol.L-1 – 25.8x10-5 mol.L-1 olarak 

belirlenmiştir. 
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Gözlenebilme sınırı (LOD) ve tayin sınırı (LOQ) teorik olarak hesaplanmış ve 

aşağıda verilen değerler bulunmuştur:  

LOD = 1.3 ng/mL 

LOQ = 1.6 ng/mL  

4.3. Örneklerdeki Juglon Miktarı 

Bölüm 4.1.4. Yaş ceviz yapraklarının analizi’nde belirtilen HPLC sistemi ve 

örnek hazırlama yöntemi ile Kasım 2012’de Malatya Meyvecilik Araştırma 

Enstitüsü’nde 6 farklı ağaçtan toplanılan ve 1 ay 4
o
C’ de bekletilmiş olan yaş ceviz 

yaprakları HPLC sistemine 10 μL enjekte edilmiştir. 6 adet yaprak örneği Örnek 1 

(Şebin türü), Örnek 2 (198/110 türü), Örnek 3 (Yalova 2 türü), Örnek 4 (türü 

bilinmiyor), Örnek 5 (Yalova 1 türü), Örnek 6 (Yalova 3 türü), olarak 

isimlendirilmiştir. Her bir örnekten 1.0000 ± 0.0005 g’lık olmak üzere üç ardışık 

tartım alınmış ve her bir tartım için HPLC sistemine üç enjeksiyon verilmiştir. 

Örneklere ait alan değerleri Şekil.10.1, Şekil.10.2 ve Şekil.10.3’ de verilmiştir.  

 

Şekil 10.1. Örnek 1 ve Örnek 2’ nin üç paralel tartımının HPLC sistemindeki alan değerleri. 
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Şekil 10.2. Örnek 3 ve Örnek 4’ ün üç paralel tartımının HPLC sistemindeki alan değerleri. 

 

 

 

 

Şekil 10.3. Örnek 5 ve Örnek 6’ nın üç paralel tartımının HPLC sistemindeki alan değerleri. 

Örneklerde bulunan juglon miktar aralıkları, hesaplanarak aşağıda verilmiştir. 
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1. örnekte bulunan juglon miktarı: 0.480 - 0.740 mg / 1g yaş yaprak 

2. örnekte bulunan juglon miktarı: 0.408 - 0.754 mg / 1g yaş yaprak 

3. örnekte bulunan juglon miktarı: 0.134 - 0.170 mg / 1g yaş yaprak 

4. örnekte bulunan juglon miktarı: 0.533 - 1.790 mg / 1g yaş yaprak 

5. örnekte bulunan juglon miktarı: 0.309 - 1.080 mg / 1g yaş yaprak 

6. örnekte bulunan juglon miktarı: 0.624 - 1.230 mg / 1g yaş yaprak 
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4.3.1. Örneklerin Kromatogramları 

Örnek 2, Örnek 3, Örnek 4 ve Örnek 5 ’in ilk tartımlarının 252.4 nm dalga 

boyundaki kromatogramları Şekil.11.1, Şekil.11.2, Şekil.11.3 ve Şekil.11.4’ te 

verilmiştir. Her bir tartım için üç enjeksiyon kromatogramı verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 11.1. Örnek 2.1’ in ilk tartımının kromatogramı. 
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Şekil.11.2. Örnek 3.1’ in ilk tartımının kromatogramı. 
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Şekil.11.3. Örnek 4.1’ in ilk tartımının kromatogramı. 
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Şekil 11.4. Örnek 5.1’ in ilk tartımının kromatogramı. 
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4.3.2. Örneklerin spektrumu ile seyreltik Juglon spektrumu kıyaslaması 

Örneklere ait 1. ve 3. tartımların spektrumları seyreltik stok standardının (SSS) 

spektrumu ile çakıştırılarak örneklerdeki juglon varlığı ispatlanmış oldu. İlgili 

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

da verilmiştir. 

SSS Hazırlanması: 5 mg juglon 25 metanolde çözülerek Stok çözelti hazırlandı. 

Bu stoktan 1 mL çekilip balon jojede hacmi 10 mL olan kadar metanol ile 

tamamlandı. 

 

Şekil 12.1. Örnek 1.3, Örnek 1.1 ve SSS spektrumları. 

 

 

Şekil 12.2. Örnek 2.3, Örnek 2.1 ve SSS spektrumları. 
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Şekil 12.3. Örnek 3.3, Örnek 3.1 ve SSS spektrumları. 

 

 

Şekil 12.4. Örnek 4.3, Örnek 4.1 ve SSS spektrumları. 

 

 

Şekil 12.5. Örnek 5.3, Örnek 5.1 ve SSS spektrumları. 
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Şekil 12.6. Örnek 6.3, Örnek 6.1 ve SSS spektrumları. 

 

4.4. Geri Kazanımın Hesaplanması 

Geri kazanım hesabı için Örnek 6’dan (Yalova 3) yapılan üç paralel tartım 

(Örnek 6.1, Örnek 6.2, Örnek 6.3) Bölüm 4.1.4. Yaş ceviz yapraklarının analizi’nde 

verilen örnek ekstraksiyonu yöntemi kullanılarak izole edilmiş ve yine 4.1.4. 

bölümünde verilen HPLC sistemine enjekte edilmiştir. Bu tartımlara ait alan 

değerleri “boş” olarak tabloda verilmiştir. 

Stok çözeltinin hazırlanması: Juglon standardından 10 mg tartılmış ve metanol 

(10 mL) ile seyreltilerek hazırlanmıştır.  

Örnek 6’dan (Yalova 3) üç paralel tartım daha yapılarak Bölüm 4.1.4. Yaş ceviz 

yapraklarının analizi’nde verilen örnek ekstraksiyonu yönteminden önce, stok 

çözeltiden 200 µL çekilerek ekstraksiyon hücresine enjekte edilmiştir. Sonrasında 

4.1.4. bölümünde verilen ekstraksiyon yöntemi ile devam edilmiş ve örnekler yine 

4.1.4. bölümünde verilen HPLC sistemine enjekte edilmiştir. Bu tartımlara ait alan 

değerleri “+200 µL” olarak tabloda verilmiştir. 
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Tablo 6.1. Örnek 6.1, Örnek 6.2, Örnek 6.3’ün stok çözelti eklenmeden ve eklendikten 

sonraki alan değerleri. 

 Örnek 6.1 Örnek 6.2 Örnek 6.3 

Boş 187.8 77.6 67.3 

+200 µL 740.3 635 637.5 

 

Tablo 6.2. Geri kazanım değerleri (%). 

% Geri Kazanım 

Örnek 6.1 92.7 

Örnek 6.2 93.5 

Örnek 6.3 95.7 

 

Çıkan değerler sonucunda geri kazanımın bağıl standart sapma değeri (% RSD) 1.35 

olarak hesaplanmıştır.
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BÖLÜM 5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

Adi Ceviz Juglans Regia L. de bulunan naftakinonlardan biri olan Juglon (5-

hidroksi-1,4-naftakinon) kimyasal reaktivitesi nedeniyle önemli bir bileşiktir. Geri 

dönüşlü okside- redüksiyon reaksiyonları sırasında ara ürünler olan serbest radikaller 

oluşturur (55, 57). Bu serbest radikallerin biyokimyasal süreçlerde önemli bir rol 

oynadığı düşünülmektedir.  

Ceviz bitkisinde ise (Adi Ceviz: Juglans Regia L. ve Kara Ceviz: Juglans Nigra 

L.), juglon ile ilişkili iki madde bulunur. Bunlardan biri juglonun indirgenmiş hali 

olan hidroksijuglon, diğeri ise hidrojuglon glikozididir. Daglish’e göre bu glikozid 

bir enzim vasıtasıyla hidrolize uğrayarak juglon’ u oluşturmakta ve ekstraksiyon 

sürecinde juglon’a dönüşmektedir (4). Müller ve Leistner’e göre ise hidrojuglon 

glikozidi ve juglon doğrudan doğruya trihidroksi naftelenden oluşan metabolik son 

ürünlerdir (58). Diğer bir görüşe göre ise, hidrojuglon oksidatif koşullar oluştuğunda 

juglon’ a dönüşmektedir (26). Oksidatif koşullar ise, bitki mekanik olarak zarar 

gördüğünde ya da mikrorganizmalara maruz kaldığında ortaya çıkmaktadır. Bitkinin 

kendini savunmak için toksik olan juglon’ u oluşturduğu anlaşılmaktadır.  

Juglon’un bitkinin yaş yapraklarında (3, 5, 6), meyvenin yeşil kabuğunda (10, 

30) ve kök iç kabuğunda (59) bulunduğu bildirilmiştir.  

Toksik olması, bazı bitkilerin gelişmesini baskılaması ve doğal insektisit olması; 

çok güçlü antioksidan ve antimikrobiyal özelliğe sahip olması ile önemli bir 

kimyasal maddedir (7-13).  

Ekolojik açıdan önemli olan bir husus ise, bu etkilerinin diğer canlılara zarar 

vermeden, sadece etkili olduğu bitki ya da insekti seçerek ortaya çıkması ve ayrıca 

toksik formunun çok dayanıklı olmaması, kimyasal süreçler sonucunda muhtemelen 

toksik olmayan türü olan hidrojuglona dönüşmesidir.  
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Ayrıca, günümüzde naftakinonların anti-kanser ajan olarak kullanımı 

araştırılmakta olup juglon’un melanoma, kolon kanseri, lösemi ve mide kanseri gibi 

in vitro insan tümör çeşitlerinde güçlü sitotoksik ajan etkisi de bilinmektedir (14-17). 

Juglon’ un ceviz ve diğer bazı bitkilerdeki oluşum mekanizmasının, redoks 

kimyasının ve buna bağlı olarak biyolojik süreçlerde oynadığı rolün anlaşılması için 

daha fazla sayıda, nitelikli araştırmaya ihtiyaç vardır.  

Bu tür araştırmalarda kullanılmak üzere; ayrıca topraktaki miktarlarının 

belirlenmesi; hayvan ve gelecekteki gönüllü insan denemeleri sonucunda biyolojik 

sıvılar ve materyaldeki miktarlarının belirlenmesi için güvenilir bir miktar tayini 

yöntemine ihtiyaç vardır.  

Buna karşın, ceviz türlerinde juglon tayini için çok az sayıda çalışma yapılmıştır. 

1969 Tarihli bir doktora tezi çalışmasında ekstraksiyon, petrol eteri ile 6 saatte 

yapılmış ve analiz hareketli faz olarak n-butil alkol– su karışımı kullanılarak kağıt 

kromatografisi ile gerçekleştirilmiştir. Ölçü eğrisi dört farklı konsantrasyon ile 

oluşturulmuştur. Sonuçların, standart juglon ile tam olarak uyuşmaması, yazar 

tarafından juglon’un yüksek saflıkta ayrılmamış olmasına bağlanmıştır (30). 

Diğer bir çalışma fluorimetrik olarak yapılmıştır. Dedeksiyon limiti 20 ng/g 

kloroform olarak verilmiş, fakat yöntem juglon taşıyan herhangi bir örneğe 

uygulanmamıştır (31).  

Hedin, P. A. ve ark gaz sıvı kromatografi metodu önermişler, fakat öncesinde 

girişim yapan maddelerden ayırmak için ince tabaka kromatografisi uygulamışlardır. 

Yöntem zaman alıcıdır.  

Yaş yapraklarda HPLC ile analiz ilk kez 1998 senesinde ters fazlı dereceli 

elüsyon sistemi kullanılarak uygulanmıştır. Ekstraksiyon çözücüsü kloroform, HPLC 

örnek çözücüsü ise metanoldur. Bu çalışmada konsantrasyon aralığı çok dar olup 

(0.20- 0.50 mg/mL) kalibrasyon eğrisine ilişkin doğru denklemi verilmemiştir. Hata 

olasılığı yüksek bir yöntemdir (32). 
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Juglon’ un ters fazlı HPLC sistemi ile analizinde iki yaklaşım söz konusudur. 

juglon ve diğer polifenoller ile antrakinon/ naftakinonların birlikte analiz edildiği 

yöntemler ki, bu yöntemlerde oldukça apolar olan juglon’ un elüe olması uzun bir 

zaman almaktadır. Çünkü dereceli elüsyon sistemleri öncelikle bağıl olarak polar 

bileşenlerin elüe olması temeline dayandırılmıştır (35, 60). 

Diğer yaklaşım ise, sadece juglon’ un analizi üzerine temellenen izokratik 

sistemlerdir. Bu yöntemlerde analiz süresi daha kısadır (33-36). Bu çalışmada 2. 

durum tercih edilmiştir.  

Literatürde hızlandırılmış çözücü ekstraksiyonu (ASE) ile çalışan sadece bir 

araştırma gurubu bulunabilmiştir (33, 34). Bu çalışmalardan birinde ASE cihazında 

uygulanan basınç ve sıcaklığın (40-60
o
C) juglon’ u bozundurduğu rapor edilmiştir 

(34). Buna karşın bizim çalışmamızda oda sıcaklığı kullanılmıştır. Bu çalışmada 

ASE uygulanmayan standart spektrumları ile uygulanan örnek spektrumları birbiri ile 

tamamen çakıştığı için, oda sıcaklığında ASE’ nin juglon’u bozundurmadığını 

göstermektedir. Bu yazarların, ilk çalışmasındaki konsantrasyon aralığı bizim 

çalışmamızdaki konsantrasyon aralığı ile uyum göstermektedir. 1.7 - 25 μg/mL (33), 

bu çalışmada 2 - 45 μg /mL’ dir. Bizim çalışmamızın konsantrasyon aralığı daha 

geniştir. Buna karşın, aynı yazarların diğer çalışmasında kimyasal maddeler, 

kromatografik koşullar tamamen aynı olduğu halde konsantrasyon aralığı 0.1 - 35 

μg/mL olarak değişmiş, fakat bunun nedeni açıklanmamıştır (34). Ayrıca, aynı 

çalışmada metanoldeki juglon standart çözeltisi spektrumu ile örnekteki juglon 

türevinin metanoldeki çözeltisi üst üste verilmiştir. Bunların maksimum dalga 

boylarının (biri diğerinden kaymış olarak) 240 nm civarında olduğu gözlenmektedir. 

Oysa bizim çalışmamızda metanol çözeltisinin maksimum dalga boyu 250 - 252 nm’ 

dedir ki, bu diğer çalışmalardaki maksimum dalga boyları ile uyum içindedir (32, 

36).  

Bu çalışmada; hem ekstraksiyon, hem de kromatografik analizde çözücü olarak 

saf metanol kullanılmasının nedeni juglon’un sulu çözeltilerde nötrale yakın ve bazik 

pH’larda redoks reaksiyonları vermesi ve ortamda birden fazla türün 

bulunabilmesidir. Juglon’un sulu çözeltide ve özellikle yüksek pH’larda stabil 
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olmadığı anlaşılmaktadır. Ayrıca, metanolde ve asetonitrilde uzun süre bekletilirse 

daha kısa sürede bozunduğu rapor edilmiştir.  

Yapığımız çalışmada, güvenilir bir miktar tayini yöntemi geliştirilmiş, juglon 6 

dakika gibi kısa bir sürede elüe olmuştur. Örneğe ilişkin pik simetri değerlerinin 

düşük çıkması ve standart spektrumları ile birebir çakışması (Şekil 12.1 – Şekil 

12.6), juglon’ un analiz koşullarında bozunmadığına işaret etmektedir. Bunda ASE' 

nin kapalı bir sistem olması, çözücü olarak % 100 metanol kullanılması, önceki 

çalışmalardan farklı olarak oda sıcaklığında çalışılması belirleyici olmuştur. Yöntem, 

toprakta ve diğer bitkilerdeki juglon analizinde kullanılmak için uygundur.  

Ölçü eğrisinde kayım değerinin negatif olması standardın % 97 saflıkta 

olmasından kaynaklanabilir. Daha saf bir standart elde etmek için ise, juglon’u 

yüksek miktarda içeren bir ekstrakttan süblimleştirme yoluyla elde etmektir. Bu 

çalışmada süblimleştirme yapılmamıştır. Pazarda böyle bir standart bulunmadığı için, 

bu çalışmadakinden daha düşük miktarlarda ve insan sağlığını ilgilendiren bir 

konuda analiz yapılacağı zaman bu yola başvurulmalıdır.  

Yaş yaprak örneklerinde bulunan juglon miktarlarının farklılık göstermesi çeşitli 

nedenlerden kaynaklanabilir. En önemli faktör, yaş yaprakların tuttuğu su miktarının 

farklı olması ve örneklerin homojen olarak elde edilememiş olmasıdır. Bunun dışında 

juglon’un bitkide nasıl oluştuğu konusunda henüz doğrulanmış bir araştırma yoktur. 

Bu nedenle yapraklardaki miktarın dağılımı konusunda da bir öngörüde 

bulunulamaz. Örneğin, mekanik bir müdahale sonucu oluşuyorsa, müdahalenin 

yapıldığı bölgede daha fazla, diğer bir bölgede daha az bulunabilir. Örneklerin 

liyofilizasyonla kurutulup homojenizatörde karıştırıldıktan sonra, analizinin 

yapılması bitkide bulunuş şekli hakkında daha çok bilgi verecektir.  
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