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SEMBOLLER

°c : Santigrad derece
L . Litre

mL - Mililitre

uL : Mikrolitre

mm : Milimetre

pum : Mikrometre

nm : Nanometre

psi : Basing

bar : Basing

mg : Miligram

g : Gram

% : Yuzde

Rf : Ornegin aldig1 yol/ Coziiciiniin aldig yol
mol.L™? : Konsantrasyon
dak : Dakika

S : Saniye

g.mol™ : Mol kiitlesi
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KESTANE KABUGUNDA BULUNAN ELLAJIK ASIiT TUREVLERININ
HIDROLIZi UZERINE CALISMALAR

[rfan BAHSI, Prof. Dr. Giiler YALCIN
Analitik Kimya Anabilim Dali

OZET

Amag:
Bu calismada, kestane meyve kabugunda bulunan ve bir polifenol olan ellajik asidin

(EA) miktarinda hidroliz sonucu ortaya ¢ikan degisimin izlenmesi planlanmustir.
Gereg ve YOntem:

Bu asamada esit miktarda ogiitiilmiis, elenerek ayni biiyiikliige getirilmis kestane
kabugu ve perikaptan esit miktarda alinarak hizlandirilmis ¢oziicii ektraksiyon cihazi
(ASE 100) ile ekstrakte edildi. Hidroliz Reaksiyonu Yontemi: Ekstraksiyon islemi ile
elde edilen ekstrakttaki metanolun tamami ucuruldu, 4 N trifloraasit ile 110 °C de 2.5
saat hidroliz islemi uygulandi. EA standart ¢ozeltisi ve hidroliz reaksiyonu ile artigin
miktarimnin tespiti i¢in bir HPLC yontemi gelistirilmistir. RP-HPLC-DAD Y 6ntemi:
Kolon: ODS V3; mobil faz: % 82 5 mM pH=2,5 KH,PQO, ¢ozeltisi, % 18 asetonitril,
RTea: 10,52 dak. analiz siiresi: 28,0 dak. basing: 135 bar, sicaklik: 25,0C.

Bulgular:

Hidroliz 6ncesi ve sonrasi yapilan HPLC analizleri sonucunda EA pik alaninda 4.07
kat artis gozlenmistir. Ayrica, EA’den daha kisa alikonma zamanima (RTx; =2,49
dak RTx, =3,28 dak) sahip ve ellajitanen olmasit muhtemel bilesiklerin pik
alanlarinda azalma gozlenmistir.

Sonuglar:

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, dis standart ekleme yontemi ile 3 kez olusturulan
Olgli egrisinin dogru denklemi: y = 61,448x + 153,57 ve r2=0,9986 olarak
bulunmustur. Geri kazanim degeri: %89,20 olarak bulunmustur.

Bu c¢alismada, en uygun ve verimli hidroliz reaksiyonu sartlar1 belirlemek igin,
hidroliz kosullarindan sicaklik ve zaman parametreleri degistirilerek artis miktar

belirlendi ve gelistirilen HPLC metodu valide edildi.

Anahtar kelimeler: Ellajik asit, Kestane, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC), Hizlandirilmig Coziicli Ekstraksiyonu (ASE).



A STUDY ON HYDROLYSIS OF ELLAGIC ACID DERIVATIVES IN
CHESTNUT PEEL

[rfan BAHSI, Prof. Dr. Giiler YALCIN
Department of Analytical Chemistry

SUMMARY

Objective:
In this study, it is planned to observe the change in the amount of a polypheonol,

ellagic acid (EA) exists in chestnut peel and pericarp after acid hydrolysis.

Material and Methods:

At this step chestnut peel and pericarp are grinded and seived to have similar granul
size. Equal amounts were taken from both samples and extracted by Accelwereted
Solvent Extractor (ASE 100). Hydrolysis Reaction Method: All remainig methanol in
the extract was evaporarted and the extract was hydrolyzed with 4N trifluoro acetic
acid at 120 °C for two hours. An HPLC method is developed to determine the
increase in ellagic acid amount after hydrolysis. RP-HPLC-DAD Method: Column:
ODS V3, mobile phase: % 82 5 mM pH=2.5 KH,PO, solution, % 18 acetonitrile,

RTea: 10,52 min, analysis time: 28.0 min, pressure: 135 bar, temperature: 25 °C.

Results:

As a result of HPLC analysis, 4.07 fold increase was observed at EA peak area after
hydrolysis. Additionally, a decrase was observed in the peak area of compounds
which have shorter retention time than EA (RTx; =2,49 min TRy, =3,28 min) and are

likely to be ellagitannins.

Conclusion:

As a result of this study, calibration curve was constructed three times by standard
addition method and found to be y = 61,448x + 153,57 and r2=0,9986. Recovery
value was determined as 89,20%.

In this study, in order to find optimum hydrolysis conditions; hydoylsis parameters
such as temperature and time were varied, the amount of increase was determined

and the developed HPLC method was validated.

Keywords: Ellagic acid, chestnut, High Performance Liquit Chromatography
(HPLC), Accelerated Solvent Extraction (ASE).



1. GIRIS

1.1. Amag ve Kapsam
Bu ¢alismada, kestane meyve kabugu 6rneginin uygun kosullarda ekstraksiyonu

yapilmistir. Yiiksek performanslt sivi kromatografisi cihazi i¢in uygun kromatografik
sistem gelistirildi. Elde edilmis ekstreler belirlenen sistemde isleme tabii tutularak,
ellajik asit miktar1 belirlendi. Sonrasinda kestane meyve kabugu ekstraklari igin,
hidroliz reaksiyonu yontemi gelistirilip diger polifenolleri ellajik aside doniistimii
saglandi. Gelistirilen kromatografik sistemle artis miktar1 belirlendi. Calisilan

kromatografik yontem valide edildi.

Polifenoller acilik, renklilik gibi duyusal 6zelliklere sahip olup, saglik iizerine
olasi etkilerinden dolay1r 6nemli kimyasal bilesiklerdir (Amokura ve ark., 2000).
Genel olarak polifenollere ¢ay, kirmizi sarap, ¢esitli meyveler ve bazi tibbi bitkilerde
rastlanir (Hakkinen ve ark., 2000; Bala ve ark., 2006). Polifenolik bilesiklerden olan
ellajitanenler, bir veya daha fazla sayidaki hekzahidroksidifenol grubu tasiyan bir
molekil ile seker molekiiliiniin (genellikle glukoz) esterlesmesiyle olusan ve
hidrolize olabilen bilesiklerdir (Lee, 2004). Ellajitanenler, asit veya bazlarla hidrolize
ugradiginda ester baglar1 hidrolize olarak hekzahidroksidifenik asit ve glukoz ara
uranlerini verir, hekzahidroksidifenik asit kendiliginden laktonize olarak suda az
cozinen ellajik aside doniistir (Hakkinen ve ark., 2000; Clifford ve ark., 2000;
Mullen ve ark., 2002). Ellajik asit, ayn1 zamanda gallik asidin kondanse dimeridir
(Amakura ve ark., 2000; Kawamoto ve ark., 1997). Zayif bir asit olan ellajik asit,
dogada birgok bitkide (¢ilek, ahududu, bogiirtlen, nar, yaban mersini, ananas gibi
meyvelerde ve ceviz, kestane, gibi sert kabuklu yiyeceklerde) serbest halde
bulunabildigi gibi, glikozitleri halinde, ya da hekzahidroksidifenik asit olarak da
bulunur (Mullen ve ark., 2002). Hidrofilik kismi temsil eden dort fenolik ve iki
lakton grubu ve lipofilik alani temsil eden dort halka ile termodinamik olarak
oldukga kararli bir molekiildiir. Lipofilik Ustinlik gosteren molekiiliin dort halkasi
nedeniyle 1siya olduk¢a dayaniklidir. Suda az ¢6zlnlr; metanol, etanol ve dimetil
stlfoksitte iyi ¢ozunur (Bala ve ark., 2006; Cuartero ve ark., 2011; Aguilera-Carbo
ve ark., 2007).



Ellajik asidin 1960’11 yillarda kan pihtilasmasi ve cilt beyazlatma etkileri,
hemostatik aktivitesi iizerinde calisilmistir. Ilerleyen yillarda kanser olusumu; daha
sonraki yillarda ise olasi antimutajenik, antiviral ve antikanserojenik etkileri
nedeniyle ellajik aside olan ilgi artmistir. Ozellikle laboratuvar hayvanlarinda
calisilmigtir. Buna karsin literatiirde insanlarda yapilan c¢alismalara daha az
rastlanmaktadir (Akagi ve ark., 1995; Sigman ve ark., 1984; Bhargava ve ark., 1968;
Mandal ve ark., 1990; Wood ve ark., 1982; Khandurja ve ark., 1999; Wilson ve ark.,
1990). Ayrica, ellajik asidin oldukga diisiik toksititesi ve bitkilerde yaygin olarak
bulunan bir ellajitanen olmasi nedeniyle, kansere karsi kimyasal koruma olarak
kullanilmasina yonelik arastirmalar yapilmistir. Yutak, akciger, dil, kolon ve cilt
kanserinde engelleyici oldugu yapilan c¢aligmalarda bildirilmistir (Mandal ve ark.,
1990; Stoner ve ark., 1997; Mukhtar ve ark., 1986; Rao ve ark., 1991). Sentetik
antioksidanlarin kanserojen oOzelliklerinden dolayr kullanimlarina kisitlamalar
getirilirken, gida ve ilag endistrisinde dogal bitkilere, antioksidan olarak
kullanimlarina, kansere kars1 koruyucu 6zelliklerine olan ilgi artmistir (Mahdavi ve
ark., 1995). Yapilan arastirmalarla, ellajik asitin kansere, kalp hastaliklarina ve diger
tibbi problemlere yararli etkileri goz oniinde bulundurulmustur. Besin takviyesi
olarak pazarlanmasina baslanmistir (Bravo, 1998; Sellapan ve ark., 2002). Bu
nedenle de ellajik asit gibi dogada bulunan ve basta antioksidan olmak Uzere bircok
Ozellige sahip bilesiklerin hangi gidalarda ne kadar bulundugu, elde edilmeleri,
saflagtirilmalar1 ve hidroliz ile miktarlarinin arttiritlmasi 6nem kazanmistir (Cuartero

ve ark., 2011).

Ellajik asit bir ¢ok bitki ve meyvede tayin edilmis, bu amacla kromatografik,
spektroskopik, elektroforetik ve polarografik tekniklerle ve son olarak ellajik asidin
rediiksiyonuna bagli voltametrik teknikle ¢alisilmistir (Zhou ve ark., 2008; Thakur ve
ark., 2008; Mullen ve ark., 2003; Chang ve ark., 1996). Buna karsin, yapilan hidroliz
caligmalart ¢ok az sayidadir. Demokratik Kongo Cumhuriyeti’nin belirli bir
bolgesinden toplanmis Anisophyllea dichostyla R.Br. kok kabuklari drneklerinde
NMR, HPLC-ESI-MS ve nano-ESI-MS-MS yontemleri kullanilarak bir c¢alisma
yapilmistir (Khallouki ve ark., 2007). Bu ¢alismada, ellajik asit tiirevleri, katesinler
ve prosiyanidinlerin kalitatif ve kantitatif analizlerine iliskin sonuglar rapor edilmis

olup ellajik asidin 8 tiirevi tanimlanmustir.



Diger bir ¢alismada, yeni bir yaklagimla otomatik yeniden Kristallendirme
yontemi ile tekrarlanan saflastirmalar yapilarak mutlak safsizlik belirlenmistir. Ticari
ellajik asit ornekleri 4 kez yeniden kristallenerek safsizlik yiizdeleri bulunmustur
(Nara, 1997). Hindistan’da yetisen Triphala Churanam formilasyonunda Ylksek
Performansl ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC) yontemi ile ellajik asit ve gallik
asit miktarlart tayin edilmistir (Jeganathan ve ark., 2008). Vasconcelos’un
caligmasinda kestanenin farkli dokularinda polifenol igerigine bakilmis, diisiik
molekill agirlikli ellajik asit ve gallik asit bulundugunu belirlemistir (Maria do
Carmo ve ark., 2010). Gongalves ¢alismasinda kavrulmus, haslanmis ve ham kestane
ornekleri ile calismis haslanmis kestane Orneklerinin daha yiiksek ellajik asit ve
gallik asit igerigine sahip oldugunu saptamistir (Berta ve ark., 2010). Gongalves
yapmis oldugu calismada sicaklikla madde arttirirminin oldugunu belirlemistir. Ancak
hidroliz reaksiyonu ile miktar arttirnrm c¢alismalarina pek rastlanmamistir. Bu
caligmada kestane meyve kabugunun Hizlandirilmis Cozlcl Ekstraksiyonu (ASE) ile
ekstraksiyonu yapilmistir. Bu ekstrelerde bulunan fenolik bilesiklerden ellajik asitin
miktarmin belirlenmesi i¢in uygun Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

(HPLC) sistemi gelistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kestane

2.1.1. Kestane genel ozellikleri
Kestane (Castanea), Fagaceae (kaymngiller) familyasindandir (Resim 2.1). Bu

tirlerin dogal yayilma alanlart Dogu Asya (Cin, Kore, Japonya), Tiirkiye, Giliney
Avrupa ve Kuzey Amerika’dir (Subasi, 2004).

Resim 2.1. Kestane (Castanea)

Kestane agaclari, giizellik, barinak ve yakacak i¢in diinyada 6000 yildan beri
yetistirilmektedir (Subasi, 2004). Yayilis merkezinin neresi oldugu kesin olarak
bilinmemektedir. Anadolu’nun bu tiirlin anavatani oldugu ihtimali kuvvetlidir.
Verimliligi, hasat kolaylig1, yeme icin hazirligimin basit olmas1 ve gelir saglamasi

insanlar1 kestane yetistirmeye sevk etmistir (Subasi, 2004).



Kestanenin odunu diizgiin yapili ve ¢iiriimeye dayaniklidir. Kiitiigliniin
saglamligr nedeniyle mobilya ve gemi sanayinde 6nemli bir yere sahiptir. Birgok
yap1 islerinde, elektrik direklerinde ve demiryolu raylarinin désenmesinde kullanilir.
Kestane uzun Omiirlii bir agac tiirli olarak 200-500 yil kadar yasayabilmektedir.
Yaslanan ve verimden diismiis kestane agaclarinin kereste olarak degerlendirme

imkani mevcuttur.

Kestane iretiminin biiyiikk bir kismi Ege ve Karadeniz Bolgelerinde
yogunlagmistir. Toplam agag sayisi ve kestane iiretimi olarak Aydin ili ilk siradadir.
Turkiye kestane Uretimi yonunden kendine yeterli olup, kestane ithalat1 s6z konusu

degildir. Kestane ihracat1 yillik 7-8,5 ton arasinda degismektedir.

Kestanelerin kimyasal bilesimi genel olarak diger sert kabuklu meyvelere gore
sagliga daha uygundur ve yag orani diisiik kiiltiir ¢esitleri kizartma ve haslama ile
kolaylikla hazmedilebilir. Bu nedenle bircok rejim recetelerinde kestane
bulunmaktadir (Subasi, 2004). Kestanenin ¢ok diisiik miktarlarda yag igermesi kalp
ve damar hastaliklarini1 6nlemede ileri yaslarda ve sismanlik sorunu olanlar i¢in 6nem

tagimaktadir (Connor, 1997).

Kestane meyvesi normal kosullarda % 40-45 su, % 35-40 karbonhidrat, %15-20
nisasta, % 5-10 seker, % 3-6 protein, % 3-5 yag ve kalsiyum, potasyum, magnezyum,
fosfor, demir, sodyum gibi mineraller igerir (Subasi, 2004). Kestane igerdigi
potasyum nedeniyle sinir sistemi ve kalp kaslarimin c¢alismasi {izerinde etkili
olmaktadir. Fosfor ve kalsiyum varligi ile kemik ve dis olusumuna olumlu etki
yapmakta iskelet sisteminin yapisina girmektedir. Sodyum igermesi ile potasyum-
sodyum dengesi saglanmaktadir. Kestanede sodyum miktarmin azligi nedeniyle

yuksek tansiyon hastalari tarafindan tercih edilmektedir (Isik, 2003).

Ayrica B ve C vitaminlerinin de oldugu kaydedilmektedir (Barros Ana ve ark.,
2011). Kestanenin igerdigi B1 vitamini enerji, biiylime, istah, 6grenme kapasitesi
uzerinde olumlu etkiler yaparken viicudu yaslanmaya, sigara ve alkoliin zararlarina
kars1 korumaktadir. Vitamin B2 vicutta antikor dretimi, buyime ve kataraktin

onlenmesi bakimindan &nemlidir. Nikotinik asit saglikli bir cilt icin gereklidir.



Pantotenik asit karbonhidratlar, yag ve proteinin enerjiye doniismesi i¢in gereklidir.

Vicudu glglendirici 6zelligi bulunmaktadir (Isik, 2003).

Kestanenin doku yapisint olusturan lifler viicut tarafindan sindirilememekte
ancak bagirsak hareketini diizenlemekte ve hizlandirmaktadir. Yine bagirsak
florasinin gelismesinde 6nemli rol oynadigi kaydedilmektedir. Zararli maddelerin
vicuttan atilmasinda ve kandaki kolesterol diizeyinin diisiiriilmesinde etkili oldugu
belirtilmektedir. Beslenme diyetlerinde kestanenin de dikkate alinmasi 6nem
tasimaktadir (Isik, 2003).

Kestanelerin; meyve, sekerleme ve kereste olarak kullaniminin yani sira meyve
kabuklar1 tanin {retiminde, yaprak ve cicekleri ila¢ ve kozmetik sanayinde
kullanilmaktadir (Berta ve ark., 2010).

Kestane tiiketimi baslica iki ana grupta toplanir. Bunlar taze (sofralik) tiiketim
ve islendikten sonra tiiketim (sekerleme, kestane hamuru, j6le vb.) Tirkiye’de genel

olarak sofralik ve sekerleme halinde tikketim yaygindir (Subasi, 2004).

2.2. Polifenoller

Sarap, cay, cilek, bogiirtlen, elma, visne, patates, soya gibi birgok gidada
cesitli polifenoller goriilmektedir. Antioksidan, antikanserojen gibi etkileri nedeniyle
onemlidirler. Polifenoller yapilarina gore bir¢ok farkli sekillerde smiflandirilirlar.
Tasidiklart aromatik halka sayilarina ve hidroksil gruplarina gore: fenolik asitler,
flavonoidler olarak ayrilirlar. EA, GA fenolik asit grubuna dahil olan polifenollerdir
(Hakkinen ve ark.,1998).

2.2.1. Ellajik asit ve ozellikleri

Sekil 2.1. Ellajik asidin ag¢ik formiilii



EA IUPAC ismi :2.3.7.8-tetrahydroxy[1]benzopyrano[5,4,3-cde][1]benzopyran-
5,10- dione

Kapali formiili :C14H608
Molekiil agirlig :302.197 g/mol
Gorlintist :ac1k sar1 renkte, toz, kati

Polifenolik bilesiklerden olan ellajitanenler, bir veya daha fazla sayidaki
hekzahidroksidifenol grubu tasiyan bir molekiil ile seker molekiiliiniin (genellikle
glukoz) esterlesmesiyle olusan ve hidrolize olabilen bilesiklerdir (Lee, 2004).
Ellajitanenler, asit veya bazlarla hidrolize ugradiginda ester baglar1 hidrolize olarak
hekzahidroksidifenik asit ve glukoz ara driinlerini verir, hekzahidroksidifenik asit
kendiliginden laktonize olarak suda az ¢o6ziinen ellajik aside donisiir (Sekil 2.2),

(Okuda ve ark., 1995; Shahrzad ve ark.,1996).

Ellajitanen Hekzahidroksidifenol Ellajik Asit
HO OH OH OH Ho OH OH oH
Hidroliz -2H,0
Ho— \ B HO‘_?/f\ o 2 i
00 00
0 i M H
 Glukoz /
+Glukoz

Sekil 2.2. Ellajitanenlerin hidrolizi ile Ellajik Asit olusumu.

Ellajik asit zayif bir asit olup yiiksek erime noktas: ile kararli bir bilesiktir.
Hidrofilik kismi temsil eden dort fenolik ve iki lakton grubu ve lipofilik alani temsil
eden dort halka ile termodinamik olarak oldukc¢a kararli bir molekuldir. Lipofilik
ustinliik gésteren molekiiliin dort halkasi nedeniyle 1siya olduk¢a dayaniklidir. Suda
az ¢ozundr; metanol, etanol ve dimetil siilfoksitte iyi ¢ozinir (Bala ve ark., 2006;
Cuartero ve ark., 2011; Uzuner, 2008). Ellajik asit bir¢cok besin maddesinde
bulunmaktadir. Ayrica yapilan g¢alismalarda mese, ceviz gibi agag¢ tiirlerinde de

ellajik asit icerigine rastlanmigtir (Tablo 2.1) (Bianco ve ark., 1998).



Tablo 2.1. Ellajik asidin organik ¢oziculerde kalitatif olarak ¢oziinmesi (Hékkinen
ve ark., 2000).

Cozlcu 5 mg EA’i ¢6zmek i¢in ¢Ozlcl
miktar1 (ml)
Etanol 25
Piridin 2,5
NMP 0,2
Triethanolamine + 50 pl su 0,15
DMSO 2,0
PEG 400 0,6

Ellajik asit cesitli bitki ve meyvelerde ii¢ farkli sekilde bulunabilir: Serbest halde,
hekzahidroksidifenikasit formu seker ile birlikte veya ellajik asit glikoziti (Sekil 2.3).

e HO OHHO oH

Sekil 2.3. Serbest haldeki Ellajik Asit (sol Ust), hekzahidroksidifenikasit formunda
seker bagli olarak bulunan Ellajik Asit (sagda), Ellajik Asit glikoziti (sol alt).
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Denek hayvanlari iizerinde ellajik asit ile yapilan galigmalarda bu maddenin
kolon, girtlak, karaciger, akciger, dil ve deri kanseri olusumlarini 6nemli Olciide
engelledigi belirlenmis ve ellajik asidin kanser tedavisinde kullanilabilecek
potansiyel bir kemoterapi ajan1 olabilecegi ortaya konmustur (Rommel ve ark., 1993;
Wilson ve ark., 1990; Hayatsu ve ark., 1998; Okuda, 2005). Degisik
mikroorganizmalar iizerinde gergeklestirilen ¢alismalarda da taninlerin 6nemli bir
antimutajen madde oldugu bildirilmektedir. Ellajik asidin antikanserojenik ve
antimutajenik etkileri sahip olduklar1 antioksidatif 6zelliklere baglanmaktadir (Chung
ve ark., 1998; Isyapan, 2011). Tanenler icerisinde yer alan ellajik asit kan
pihtilastirict olarak kullanilabilmektedir. Ayrica ellajik asidin kan basincini diistirticii
yonde etkileri de mevcuttur (Bhargava ve ark., 1968; Wood ve ark., 1982; Strube ve
ark., 1993).

2.2.2. Ellajik asidin farmakolojik ¢zellikleri

Sert govdeli agaglarla calisma esnasinda en ¢ok korkulan etkilerden biri agag
tozu kaynakli mesleki sinonasal kanseridir (Daniel ve ark., 1989). EA’in yapi1 tasi
olan gallik asit esterleri DNA’ya direkt olarak toksik etki gdsterirken (Rommel ve
ark., 1993), EA’in deney farelerinde yapilan ¢aligmalarda kanser tizerine yararli bir
kimyasal etki gosterdigi saptanmistir (Versari ve ark., 1997). Bu 0zelliklerinin yani
sira kolon kanseri (Hé&kkinen ve ark., 1999), akciger ve yemek borusu kanserlerini
(Bala ve ark., 2006) de onleyici etkisi olduguna dair arastirmalar da bulunmaktadir.
Hemostatik etkisi ve deriyi beyazlatict etkisi de bulunan EA’in kanser olusumuna
etkisiyle ilgili yaklasik on yildir ¢alismalar yayimlanmistir (Okuda ve ark., 1995;
Lee, 2004; Versari ve ark., 1997).

Antioksidan isleviyle Japonya’da, izinli olarak, gida katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. (Bianco ve ark., 1998; Vekiari ve ark., 2008). Bu nedenle tayin

metotlari gida hijyeni ve saglik agisindan da 6nem tagimaktadir (Pinto ve ark., 2008).

2.2.3. Ellajik asit ile yapilan diger ¢calismalar

Ince toz edilmis mese ve ceviz agaci orneklerinde ekstraksiyon isleminde
metanol kullanilmis ve sonikasyon uygulanmistir (Narayanan ve ark., 1999). Taze
meyvelerle yapilan bir ¢aligma metanolde homojenizasyon yapilmis ve homojenat

refluks edilerek siiziilmiig; seyreltik. HCl ¢ozeltisi ilave edilerek kati faz
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ektraksiyonu uygulanmistir (Hakkinen ve ark., 2000). Kestane kabugundan
ekstraksiyonda ise Bianco MA ve arkadaslarinin kullandig1 yontem (1998) modifiye
edilmis ve c¢oziiciiye azot gazi akimi altinda kurutma uygulanmig, metanol
trifloroasetik asit karisimi ile 2 saat 85°C’de refluks ile hidrolize edilmistir (Cuartero
ve ark., 2011).

Kromatografik analiz i¢in Onceki ¢aligmalarda kullanilan sistemler genellikle
ters fazli HPLC sistemi olup dereceli eliisyon uygulanmistir. 254 nm dalgaboyunda
ve dizi diyod dedektorlerle (DAD) calisilmistir. HPLC analizi igin literatiirde sinirl

sayida farkli sistemin kullanildig1 goriilmektedir. Bunlar;

Hypersil ODS kolon (200 mm x 4 mm 1.D.) ve DAD dedektor (Narayanan ve ark.,
1999);

Hypersil ODS kolon (250 mm x 4,6 mm, 5 um) ve UV dedektor, hareketli faz olarak
KH2PO4 (pH: 2,5) ve ACN dereceli elusyon uygulanmis (Aguilera-Carbo ve ark.,
2007);

C18 LiChro CART kolon (125 mm x 3 mm LD, 5 um), UV dedektor (260 nm) ve
¢ozlcu olarak %1 sulu formik asit ile ACN dereceli eliisyon uygulanmis (Okuda ve
ark., 1995);

Prodigy ODS3 kolon (250 mm x 4,6 mm, 5 pm) ters faz silika, DAD dedektor,
hareketli faz olarak su: tetrahidrofuran: trifloroasetikasit (98:2:0,1) ile ACN dereceli

elisyon (Charrier ve ark., 1992);

40°C’de 1sitilmis polietilen glikol (PEG) kolon (250 mm x4,6 mm, 5 pum), UV
dedektor, hareketli faz olarak KH2PO4 (pH: 2,5) ve ACN (20:80, v/v) (Hakkinen ve
ark., 2000) kullanilmustir.

2.3. Hizlandirilms Coziicii Ekstraksiyonu (ASE)
Ekstraksiyon teknikleri:

1) Sokslet

2) Otomatik sokslet
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3) Sonikasyon

4) Mikrodalgal1 ekstraksiyon

5) Siiper kritik akiskanli ekstraksiyon

6) Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu

Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonun kullanilan diger yaygin adlart:
1) Basingli ¢oziicii ekstraksiyonu

2) Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu

3) Basingl1 akigkan ekstraksiyonu

4) Basingli sicak ¢oziicli ekstraksiyonu

5) Yiiksek basingl ¢oziicii ekstraksiyonu

6) Yiiksek basing yiiksek sicaklikta ¢oziicii ekstraksiyonu
7) Subkritik ¢cozicu ekstraksiyonu (Sharma ve ark., 1994)

Son yillarda analitik ekstraksiyonlarda kullanilan tehlikeli organik c¢oziicii
miktarin1 azaltma ihtiyaci, yeni ekstraksiyon tekniklerinin gelistirilmesine katki
saglamistir (Harttig ve ark., 1996). Son otomatiklestirilmis ekstraksiyon teknikleri
daha az ¢oziicti kullanir ve gelismis analitik kararlilik verir (Corthout ve ark., 1991).
Bu tekniklerden biri kat1 ve yari kati1 6rneklerden analitlerin tam ekstraksiyonunu
kisa zamanda elde etmek i¢in yiiksek sicaklik ve basing altinda, kii¢iik hacimlerde
¢oziicli kullanimima dayanan hizlandirilmis ¢oziicti ekstraksiyonudur (ASE) (Sekil
2.4) (Kalt ve ark., 1999; Stoner ve ark.,, 1997). ASE sokslet ve ultrasonik
ekstraksiyon gibi tekniklerden daha kisa ekstraksiyon zamani ve daha az ¢oziicli
tiketimine sahip bir ekstraksiyon teknigidir (Okuda, 2005) (Tablo 2.2). Sokslet
ekstraksiyonu icin kullanilan ekstraksiyon c¢oziiciileri ASE iginde kullanilabilir.
Bundan dolay1, ASE klasik ekstraksiyon tekniklerinin yerine gecerek gelistirilmistir
(Boukharta ve ark., 1992).
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Tablo 2.2. Sivi ekstraksiyon tekniklerinin kiyaslanmasi.

Teknik Ornek Miktari (g) E}n?il;cu Hacmi S(T:)klgozucu
Sokslet 10-30 300-500 0,33-0,60
Sonikasyon 30 300-400 0,75-1,00
Mikrodalgali

ekstraksi;/gon > 30 167
Calkalama 50 300 1,67

Otomatik sokslet 10 50 2,00

ASE 10-100 15-120 6,67

Son yillarda, ASE kati atiklar (Tanaka ve ark., 1993), toprak (Mukhtar ve ark.,
1986; Rao ve ark., 1991; Mahdavi ve ark., 1995), yosun ve ¢am agaci (Bravo, 1998),
hayvan yemi, yiyecek matrisleri (Sellapan ve ark., 2002) ve tortu (Garcia del Moral
ve ark., 2007) 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 ¢evresel atiklarin basingh ¢oziiciilerle, 100°

C’ nin tlizerinde etkili ve hizli ekstraksiyon gergeklestirdigini rapor edilmistir

(Corthout ve ark., 1991).

Genel olarak; ASE’ nin ekstraksiyon verimi, ASE’ nin ekstraksiyon
parametreleri olan ekstraksiyon basing ve sicakligindan etkilenir (Venkat Ratman ve
ark., 2006). Ek olarak, 6érnek matriksi ekstraksiyon verimini etkiler (Mullen ve ark.,
2003). Bundan dolayi, ASE’ nin ekstraksiyon davranisi sade degildir ve isletme
kosularinin optimizasyonu yorucudur. Siiper kritik akiskanli ekstraksiyon, klasik
ekstraksiyon tekniklerine alternatif olarak onerilen baska bir ekstraksiyon teknigidir

(Boukharta ve ark., 1992).

Stiper kritik akiskanli ekstraksiyon tarim ila¢ kalinti analizleri i¢in adapte
edilmis bir tekniktir. Tarim ilaglart mikrodalga etkili ekstraksiyondan sonrada analiz
edilebilir (Corthout ve ark., 1991).
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Sekil 2.4. Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu cihazi sematik gdsterimi

Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu (ASE) Cihazinin Ozellikleri

ASE’ de, celik bir kap igerisine yerlestirilen (Sekil 2.4) kat1 ya da yari-kati
Ornegin, ¢oziicli ile bir firin icerisinde 50-200 OC arasinda degisen sicakliklarda
1sitilmast ile baglar ve 1sitma sirasinda firina 500-3000 psi degerleri arasinda basing
uygulanir. Ekstraksiyonun 5-10. dakikalarinda ortama yeni ¢oziicii pompalanarak
Oornegin ve kabm yikanmasi saglanmaktadir. Sistem igerisindeki biitiin ¢dziicii
genellikle nitrojen gazi kullanilarak bir sise igerisinde toplanmaktadir (Chang ve ark.,

1996).

Resim 2.2. Ekstraksiyon hiicresi

1) Yiiksek sicaklik ve basing kullanilarak ¢oziicii tikketimi ve ekstraksiyon zamanini

azaltir.

2) 1-50 g 6rnek ekstrakti igin 15-150 mL ¢oziicii kullanir.
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3) Ekstraktlar otomatik filtrelenir ve dogrudan enjeksiyon i¢in yada son temizlik i¢in

hazirlanir.

4) Kolay kullanilan toplama kaplar1 mevcuttur.

5) Kullanim kolaylig1 i¢in uygun ¢oklu yontem hafizasi vardir.
6) Uygun 6n panel islemi otomatik yontemi calistirir.

ASE kat1 ve yar1 kat1 6rneklerin sivi ¢oziiciilerle ekstraksiyonu icin bir tekniktir.

Yiiksek sicaklik ve basingta ekstraksiyon islemlerinin verimini yiikselterek
uygun sivi ¢oziiciiler kullanir. Yiiksek basing ¢oziicliyli 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.

Resim 2.3. Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu cihazi
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Tablo 2.3. Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonunda kullanilan genel ¢oziicii
hacimleri.

Ekstraksiyon Huicresi Coziucu 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

ASE ve sokslet ekstraksiyonu arasindaki onemli fark ekstraksiyon sicakligidir
(Tablo 2.4). ASE’ de ckstraksiyon sicakligi ¢oziiciiniin normal kaynama noktasi
tizerinde kullanilir. Aksine, sokslet ekstraksiyonunda ekstraksiyon sicaklig
kullanilan ¢6ziicliniin kaynama noktasi ile sinirlidir. Yiiksek sicakliklarda, polimer
partikiillerinin i¢inden bilesenlerinin difiizyonu yiizeylerinde artirilmistir. Ayrica,
ekstraksiyon ¢oziiciisli i¢inde partikiillerin ylizeyden transferi daha hizli olacaktir.
Buna ek olarak, ekstraksiyon sivisindaki bilesenlerin ¢oziiniirliigli yliksek sicaklikta
calisildigi  zaman yiikseltilebilecektir. Bundan dolayr yiliksek sicakliktaki
ekstraksiyon degeri anlaml olgiide yiiksek olacaktir (Gémez-341 Caravaca ve ark.,
2008).

Tablo 2.4. Dioksin ve Furan ekstraksiyon kosullari (Cevresel 6rnekler).

ASE Sokslet
Ornek Miktari 410 g 410 g
Cozuci Toluen, 15 mL Toluen, 250 mL
Sicaklik 150-180° C KN altinda
Sire 2x10 dak. 18 saat
Analitik Yontem GC-MS GC-MS
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2.4. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz
olmak {iizere birbirleriyle karigsmayan, iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve
saflastirilmast 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 (Molekdler eleme) kromatografisi
5) Iyon ifti kromatografisi
6) Afinite kromatografisi
b) Uygulama bicimine gore
1) Duzlemsel kromatografi
-Kagit kromatografisi
-Ince tabaka kromatografisi
2) Kolon kromatografisi
-Gaz kromatografisi
-Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) (HPLC)
c) Faz tipine gore:
1) S1v1 kromatografisi
-S1vi-Kati kromatografisi

-S1v1-S1vi kromatografisi
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2) Gaz kromatografisi
-Gaz-Kati kromatografisi

-Gaz-S1v1 kromatografisi

2.4.1. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Yiksek performansli sivi kromatografisi, biitiin analitik ayirma teknikleri
arasinda en yaygin kullanilanidir. Yontemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri,
duyarliligi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan
tiirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve
hepsinden de Onemlisi sanayinin, bir¢ok bilim dalinin ve halkin birinci derecede
ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu maddelere 6rnek
olarak; amino asitler, proteinler, nukleik asitler, hidrokarbonlar, karbohidratlar,
ilaclar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik tirler ve

cesitli inorganik bilesikler sayilabilir.

HPLC giinlimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi,
bitki kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini igeren 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
sicakliginda termal olarak kararsiz bilesikleri ve yiiksek polarliktaki bilesikleri
herhangi bir tiirevlendirme olmaksizin ayirabilir ve analiz edebilir (Thakur ve ark.,

2008).
HPLC’nin avantajlari:
- HPLC kolonu, rejenerasyon gerekmeksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

- HPLC teknigi kullanicinin becerisine daha az bagimhdir ve

tekrarlanabilirlik daha yuksektir.
- Nicel analiz i¢in kullanilabilir.
- Analiz siiresi kisadir.

- Duyarlilik ytiksektir.
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a) Normal Faz Stvi 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 ¢oziicii sistemindeki polar
ve apolar sistemin yer degistirilerek gelistirilmis oldugu bir sistemdir (Tablo 2.5). Bu
sistemde kolon apolar, mobil faz ise metanol, asetonitril ve su gibi polar ¢ozlculer
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 (Jeganathan ve ark., 2008).

Tablo 2.5. Normal-faz ve ters-faz sivi kromatografisi kolon 6zellikleri.

Kolon Normal-faz Ters-faz

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

Ters faz kromatografisinin avantajlar:

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

farkliliklara neden olabilir.
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 {i¢ ¢esit sistem mevcuttur:
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Izokratik sistem: Bu sistemde tek pompa ve tek ¢dziicii kullanilir. Kullanilan

¢oziicii bir karigim olabilir. Bu sistemdeki ayirim yetersizdir.

Diisiik basingli dereceli sistem: Bu sistemde tek pompa, polariteleri énemli
derecede birbirinden farklt 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 ii¢ hareketli faz vardir. Karisma
pompadan sonra meydana gelir (Thakur ve ark., 2008; Khallouki ve ark., 2007,
Nara, 1997; Jeganathan ve ark., 2008; Mario do Carmo ve ark., 2010; Berta ve
ark., 2010; Zhou ve ark., 2008).

HPLC cihaz1 ¢oziicli dagitma boliimii, ayirma kolonu, dedektor ve kaydedici

sistem olmak tizere baslica Ui¢ boliimden olusur (Sekil 2.5).

l__ Ayirma Kolonu
Hareketli Y

Faz |
Y Dedektir
n i
Enjektir Atk Kah
Pompa JL

Cimek [Kaydedici /\M

—

Y

islemei

Sekil 2.5. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) cihazinin
sematik gosterimi

2.4.1.1. COzucu dagitma sistemi
Coziicii pompalama sistemi HPLC’de en 6nemli kisimlardan biridir. Kolon giris

ve cikigt arasinda olusturulmasi gereken yliksek basing farki, kolon girisine bir
pompa yoluyla uygulanan basing ile saglanir. Pompanin performansi, analitik
sonuglardaki tekrarlanabilirligi, nicel degeri, gdzlenebilme sinir1 vb. degerleri biiyiik

Olcude etkiler.
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Pompalama sistemlerinin farkli tipleri sunlardir:
-Dogrudan gaz basing pompalari

-Pnématik hizlandiric1 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 (Sigman ve ark., 1984).

En basit pnomatik (havali) pompalarda, sivi hareketli, sikistirilmis bir gaz ile
basin¢landirilabilen bir kap icine yerlestirilmis, portatif bir kap i¢ine konur. Bu tip
pompalar, pahali degildir ve pulssuzdur, ancak kapasitesi sinirlt olup, ¢ikis basinct
diistiktiir ve ¢ikis hizi Pistonlu (sabit akis) pompalar genellikle motor kontrollii bir
pistonun ileri ve geri hareketiyle ¢oziiciiniin pompalandig1 kiigiik bir silindirden
meydana gelmistir. Sirasiyla agilip kapanan iki tane kiiresel kontrol muslugu,
¢Oziiciinlin silindir i¢ine giris ve ¢ikis akisim1 kontrol eder. Coziicii piston ile
dogrudan temas etmektedir. Bir alternatif olarak, basing, gidip-gelen pistonla hidrolik
olarak kumanda edilen esnek bir diyafram yardimiyla ¢6ziiciliye iletilebilir. Pistonlu
pompalarin istiinliigli; kiiglik i¢ hacimleri (35-400 pL), ytiksek ¢ikis basmer (700
atm’ e kadar), dereceli eliisyona uyarlanmaya hazir oluslar1 ve kolon geri
basincindan ve ¢oziicii viskozitesinden biiylik Olglide bagimsiz olan sabit akis
hizlaridir.¢oziicii viskozitesine ve kolon geri basincina baglidir. Ayrica bunlar,

dereceli ellisyona uygun degildir. Ve basinglar1 135 atm’ den daha diisiiktiir.

Siringa tipinde pompalarda, elektriksel olarak hareket eden kursun vida, verilen
¢Ozlcii hacmini yeterli basingta tutan bir pistonu hareket ettirir. Bu pompalarin
baslica avantaji, yiiksek basingta (7500 psi’a kadar) serbest pulslu akis saglama
yetenekleridir ve akis hizi, ¢alisilan basingtan bagimsizdir (Isyapan, 2011).
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2.4.1.2. Kolonlar
HPLC cihazi kolonlar1 normal olarak diizgiin i¢ c¢apli paslanmaz ¢elik

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

Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gergeklestirilen ayirma ile

yani, kolon dolgu maddesinin secilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir.

Iyi bir kolon dolgu maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiciilerine
hem de ornek cozeltilere karsi inert olmalidir. Genis yiizey alanina, diizgiin olarak
dagilmis ve hareketli faza kolay erisebilir agik yapisal yiizeye sahip olmalidir.

Yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan etkilenmemelidir.

Normal fazli HPLC ¢aligmalarinda sabit faz olarak genellikle silika jel kullanilir.
Icerdigi SiOH gruplar1 nedeniyle zay1f asidik 6zellik gdsteren silika jel, bazik 6zellik
gosteren bilesikleri bazlik kuvvetlerine gore tutar. Yani, kuvvetli bazlar silika jel
kolonlarda zayif bazlara oranla daha kuvvetli tutulurlar. Silika jel dogrudan dolgu
maddesi olarak kullanildig1 gibi bir kati1 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
tagtyan bir kolon dolgu maddesi de aliiminadir. Bu dolgu maddesi de kat1 bir yiizeye
film halinde kaplanarak kullanilir.

Analitik kolonun 0mriinii artirmak amaciyla, analitik kolondan 6nce genellikle
kisa bir kolon (emniyet kolonu) yerlestirilir. Bu kolonun gorevi, sadece partikiil
haldeki maddeleri ve ¢oziicii 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 diislisiinii en aza indirmek i¢in tanecik

boyutu genellikle daha biyuktir (Uzuner, 2008).

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 olgiiliir.

Dedektor se¢imi dogru ve hassas bir analiz yapabilmek icin son derece 6nemlidir.

Bir dedektorde bulunmasi gereken dnemli karakteristikler:
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- Duyarlilik

- Dogrusallik

- Secici 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 dlger.
HPLC dedektorlerinin iki tipine rastlamak mimkindur.
1. Genel dedektorler
2. Secici dedektorler

Genel dedektorler, hareketli faz ve ornek ¢ozeltisinin 6zelliklerindeki degisimi
Olcer. Se¢ici dedektdrler ise yalniz drnek ¢ozeltisi i¢in duyarlik ve segicilik gosterir.
Genel 6zellikli dedektorlere 6rnek olarak kirilma indisi 6lgen 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.

Dedektor se¢imi 6rnegin kimyasal yapisina ve metodun gereksinimlerine gore
degisir. Ornek bilesenleri kromofor (UV veya goriiniir alandaki 15181 absorplayan
fonksiyonel gruplar) gruplar iceriyorsa ilk tercih dogal alarak UV-VIS dedektor
olacaktir. Bununla birlikte bir veya daha fazla bilesen UV-VIS 15181 absorplamiyorsa
alternatif dedektorler de diistintilmelidir (Uzuner, 2008; Lee, 1992; Chung ve ark.,
1998; isyapan, 2011).

UV-VIS dedektor, kolondan ayrilarak dedektore ulagsan bilesenlerin ultraviyole
bolgede yaptigi absorbansin Ol¢iimiine dayanir. Tek bir dalga boyunda calisan
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dedektorler kullanilabildigi gibi bir monokromatdr ile ¢esitli dalga boylarini segerek
calisan dedektorler de vardir. Tek dalgaboyunda calisan dedektdrlerde 151k kaynagi
olarak genellikle 254 nm’ de 151ma yapan Hg (civa) lambasi, ¢esitli dalga boylarini

Olcebilen dedektorlerde ise doteryum lambasi kullanilir.

UV-VIS dedektorler igerisinde fotodiyot array dedektér son yillarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. UV-VIS dedektorden farki, her elementin ayr1 bir dalga
boyundaki absorbansini es zamanli olarak Olgebilmesidir. Bu sayede ii¢ boyutlu
kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum taramasini
gorebilmek ve farkli dalga boyunda absorbans yapan tiirleri ayn1 anda tayin etmek
olasidir. Ayrica, istenilen dalga boyu araliginda calisilabilmesi bu dedektoriin
sagladig1 bir diger 6nemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynagi déteryum veya tungsten

lambadir.

Eser miktardaki analizlerde (6rnek derisimi 1 ppb den daha diisiikse) floresans
veya elektrokimyasal dedektorler kullanilmalidir. Floresans 6zellikleri tasiyan
bilesiklerin analizinde spektrofotometrik dedektorlere oranla duyarligi daha fazla
olan floresans dedektorlerin kullanilmas1 miimkiindiir. Bu dedektor ile 10-11 g.mL-1
gibi ¢ok diisiik gozlenebilme sinirlarina inilebilmektedir. Luminesans ozelligine
sahip olan ilaglarin, aminoasitlerin tayini yapilabilir yada bazi biyokimyasal
bilesikler floresant bir madde ile tepkimeye sokulup, yeni bir floresans iirliin veya

etiketlendirilmis {iriin olusturulur.

Gozlenebilme sinir1 10-11- 10-12 g.mL-1 degerine ulasilan elektrokimyasal
dedektorler, elektroliz sonucu akim 6Slgiilmesi ilkesine gore ¢alisir. Burada oOlgiilen
akim, ornek maddesinin elektrolizi sonucu olustugundan kullanilan ¢oziiciiniin
elektrik akim1 vermemesi gerekir. Elektrokimyasal redoks tepkimelerine cevap veren

ve polarografi ilkesine dayanan HPLC dedektdrii de yaygin olarak kullanilir.

Iletkenlik dedektérleri kolondan ¢ikan iyonik haldeki bilesenlerin dlciimiinde
kullanilir. Bu dedektor organik sistemler i¢in pek uygulanabilir degildir. Daha ¢ok

sulu sistemlere uygundur.

Tiim bilesenleri Olgebilen, yani se¢imli olmayan kirilma indisi dedektorii ile

yapilan Ol¢limlerde, kirilma indisi sicaklikla degistiginden, ¢ok iyi bir sicaklik
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kontrolii yapilmalidir. Cok yonliiligli miikemmeldir, fakat duyarliligi vasat
oldugundan eser analizler icin ideal degildir. Bunlarin disinda amperometrik
dedektor, elektrik iletken dedektor, kutle spektrometrisi dedektorii ve daha az
kullanilmakla birlikte iyon se¢imli elektrotlarla yapilan potansiyometrik, fotoakustik,
indiiktif eslesmis plazma ve atomik absorpsiyon 6l¢iimlerine dayanan dedektorler de
vardir (Khallouki ve ark., 2007).

2.5. Kullanilan istatistiksel Yontemler

2.5.1. Aritmetik ortalama

DI
X = i=L___

n

2.5.2. Standart sapma

—
S, _ Z(Ki_if

n-1

2.5.3. % Bagil standart sapma

5
%RSD = . 100

X

2.5.4. Geri kazanim
% Geri kazanim : (m2/m1) x 100

m1: Ekstrakte edilecek kati madde miktari

m2: Ekstraksiyon sonucunda elde edilen katt madde miktar

2.6. Yontem Dogrulamasi (Validasyon)

Analitik yontem dogrulamasi, yontemin amaglanan analitik uygulamanin tiim

gereklerini karsiladiginin, laboratuar ¢alismalari ile kanitlanmasi islemidir.

Dogrulamanin yapilmasi gereken durumlar:
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* Taninma testleri

« Safsizliklarin miktar tayini

* Safsizliklarin limit testleri

* Bitmis tirtinde etken maddenin (ya da segilen baska bir maddenin) kantitatif analizi
Analitik Yontem Parametreleri:

a) Ozglnlik (Specifity)

b) Dogrusallik (Linearity)

¢) Konsantrasyon aralig1 (Range)

d) Dogruluk (Accuracy)

e) Kesinlik (Precision)

* Giin icinde tekrarlanabilirlik (Repeatability)

* Giinler arasi tekrarlanabilirlik (Intermediate Precision)
* Labaratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik (Reproducibility)
f) Dedeksiyon limiti (Dedektion Limit —LOD)

g) Kantitatif tayin limiti (Quantitation Limit-LOQ)

h) Saglamlik (Robustness)

j) Sistemin uygunluk testi (System Suitability Testing)

2.6.1. Ozgunlik

Validasyonun en onemli parametresidir, metod gelistirilirken ilk yapilmasi

gereken testtir. Iki sekilde gerceklestirilir:

a) Safsizliklar ve bozunma iirlinleri gibi girisim yapabilecek maddelerin standartlari
mevcutsa gelistirilen yontemde bu maddelerin etken maddeden uygun bir ayrilma

giicii degerleriyle ayrildigi ispat edilmelidir.
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b) Girisim yapan maddelerin standartlar1 saglanamiyorsa, drnek 1s1 151k, nem, asit,
baz, oksidasyon gibi stres sartlarina maruz birakilip sonuglar referans maddeyle

karsilastirilir.

2.6.2. Dogrusallik

Bu test, standart stok ¢ozeltisinin seyreltilmesiyle ve/veya ayri tartimlar alinarak
gergeklestirilir. Dedektor cevabina karsilik konsantrasyon grafigi ¢izilir (kalibrasyon
egrisi). Egrinin dogrusalligi en kiiciik kareler yontemi ile degerlendirilir. Dogrunun

egimi, kayim degeri, korelasyon katsayis1 dogrusallig: belirler.

2.6.3. Konsantrasyon araligi

Yontemin dogruluk, kesinlik, dogrusallik, testlerini gectigi konsantrasyon
aralifidir ve dogrusallik calismalarindan metodun sinirlart belirlenir. Incelenen

konsantrasyon araligi yontemin kullanimina gore degisir.

2.6.4. Dogruluk

Bir yontemin dogrulugu, olciilen miktarin gergek degere yakinligi olarak
tanimlanir.  Genellikle geri kazanim g¢alismasi yapilmakla beraber, bu test iic

yontemle gergeklestirilir:

a) Standart ile karsilastirma: Analiz edilecek madde karisik bir matriks iginde degilse
bu yontemden yararlanilir. Saf standart madde saglayan kuruluslardan analiz
maddesinin standardi satin alimir. Farkli tartimla hazirlanmis en az 3 farkh
konsantrasyondaki c¢ozeltilerden 3 defa Olglim yapilir, ¢ikan sonucglar bagka bir

yontemle elde edilen sonuglarla kiyaslanir ve rapor edilir.

b) Geri kazanim: Analiz edilecek madde karigik bir matriks iginde ise bu yontemden
yararlanilir. Placebo hazirlanir ve etken maddesinin % 50, 75, 100, 125, 150 ¢ sini

iceren konsantrasyonlarda ¢ozelti hazirlanir ve geri kazanim hesaplanir.

c¢) Standart katma yontemi: Analiz edilecek madde karisik bir matriks iginde ise ve

matriks hazirlamak imkansiz ya da ¢ok zorsa bu yontem tercih edilir.

Sonuglar % olarak veya belirli bir gliven araliginda bulunan degerin gercek

degerden farki seklinde ifade edilir (isyapan, 2011).
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2.6.5. Kesinlik

Uge ayrilir:

a) GUln ici tekrarlanabilirlik: Metodun kisa bir zaman igerisinde ayni uygulama
kosullarindaki kesinligidir. %100 konsantrasyonda hazirlanan tek bir 6rnegin en az
10 defa enjeksiyonu vyapilir veya yontemin smirlart igerisinde alman 3
konsantrasyondan 3’er enjeksiyon yapilir. Pik alan1 veya pik yiiksekligi degerlerinin

bagil standart sapmasi1 hesaplanir.

b) Giinler aras1 tekrarlanabilirlik: Yontemin farkli analizciyle, farkli cihazda, farkl

giinlerde uygulanmasidir.

c¢) Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik: Farkli laboratuarda  yontemin
uygulanmasidir. Pik alan1 veya pik yiiksekligi degerlerinin standart sapmasi ve bagil

standart sapmas1 hesaplanir.

2.6.6. Dedeksiyon limiti

Dedeksiyon limitinin hesaplanmasinda yontemin enstriimantal olup olmadigina

gore birkag yaklasim vardir:

a) Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimantal olmayan miktar
tayini yonteminde kullamlir. Ornegin bilinen konsantrasyonlari hazirlanir ve

giivenilir bir sekilde dl¢iilebilecegi minimum konsantrasyon bulunur.

b) Sinyal/Giiriiltii oranina dayanan yontem: Diisiik konsantrasyonda hazirlanan 6rnek

cozeltisiyle elde edilen sinyalin baseline giiriiltiisiine oran1 3:1 olmalidir.

c) Kalibrasyon egrisinden yararlanarak istatiksel hesaplamalara dayanan yontem.

2.6.7. Kantittatif tayin limiti

Kantitatif tayin limitinin hesaplanmasinda yOntemin enstriimantal olup

olmadigina gore birkag yaklasim vardir:

a) Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimantal olmayan miktar
tayini yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsantrasyonlar1 hazirlanir ve dogru

ve kesin olarak tayin edilebildigi minimum konsantrasyon hesaplanir.
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b) Sinyal/Gurultl oranina dayanan yontem: Diisiik konsantrasyonda hazirlanan 6rnek

¢ozeltisiyle elde edilen sinyalin baseline giiriiltiisiine oran1 10:1 olmalidir.

c¢) Kalibrasyon egrisinden yararlanarak istatiksel hesaplamalara dayanan yontem

2.6.8. Saglamhk

Yontem parametreleri Gizerinde kasith olarak degisiklik yapildiginda, sonuglarin
ne kadar etkilendiginin saptanmasi amaciyla yapilan testtir. Sivi kromatografi

yonteminde asagidaki degisiklikler yapilabilir:

» Hareketli fazin pH’s1

» Hareketli faz bileseni

» Farkli kolon (farkli lot numarali veya farkli firmadan)

* Sicaklik

2.6.9. Sistem uygunluk testleri

Bu testler, analiz edilecek 6rnege, analitik uygulamaya, kullanilan cihaza bagl
olarak gelistirilen testlerdir. HPLC yonteminde USP 26’ya gore uygulanmasi
gereken sistem uygunluk parametreleri kapasite faktorii (k”), kolon ayirma giicii (R),
pik kuyruklanma faktorii (T), RSD tekrarlanan enjeksiyonlarin bagil standart
sapmasidir. k> 1-5 arasinda (18), R>2 (19), T=1 (20) RDS <2 (20) olmalidir
(Isyapan, 2011; Ozgiil, 2011).

30



3. TEZ CALISMALARI

3.1. Gereg Ve Yontem

3.1.1. Kimyasal maddeler

Kimyasalin adi Firma:
Ellajik asit  >95 % powder, from tree bark Sigma
Gallik asit  >95 % Sigma
Metanol (Gradient Grade) Merck
Asetonitril  (Gradient Grade) Merck
KH,;PO, Merck
NH4HPO, Merck
CF;COOH Sigma
o-Fosforik asit Sigma

Kestane meyve kabugu ornekleri Kafkas Pasta Sekerleme San. Tic. A.S.’den temin

edilmistir.

3.1.2. Cihaz ve analitik kosullar

1) DIONEX ASE 100 (Hizlandirilmis Coziicti Ekstraktorii)
2) Memmert UM 400 etiv

3) Millipore Milli Q RG deiyonize su cihazi

4) Adamd =0,0001 g dijital terazi

5) Heidolph VV 2000 déner vakumlu evaporator
6) Falc instruments manyetik karistirici

7) Retsch elek

8) Simens kahve 6giitiiciisii

9) Heidolph WB 2000 su banyosu

10) Nuavre -85 °C ultralow freezer

11) Block heater
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HPLC Donanimi:
1) Agilent 1100 seri HPLC sistemi (Hewlett-Packard, Germany)
2) G1311 Quat model pompa
3) G1322 Degasser vakum
4) G1329B model ALS SL otosampler
5) G1316A COLCOM kolon 1sitict
6) G1315A model DAD detektor
7) Synergi 4um, Hydro-RP 80A, 150mmx4,6 mm kolon

HPLC kosullari:

Kolon : Inertsil ODS V3 5um 250 mm . 4,6 mm
Hareketli Faz A : KH,POq4 (0,05 M; pH: 2,5)

Hareketli Faz B : ACN HPLC grade

Kullanilan eliisyon sistemi  : Hareketli Faz A %82 — Hareketli Faz B %18
Dedektor : DAD UV A=254 nm

Akis Hizi : 1,000 mL/dakika

Kolon Sicaklig1 :25°C

Enjeksiyon Hacmi 120 pL

Dalga Boyu : 254 nm

3.1.3. Gozeltiler
Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi:

Stok Ellajik Asit Cozeltisi: 20 mg Ellajik asit tartilir. Metanol ile 100 mL’ye
tamamlanir. Stok ¢ozeltisinin konsantrasyonu 6,62x10™ mol.L™ dir.

Stok Gallik Asit Cozeltisi: 10 mg Gallik asit tartilir. Metanol ile 50 mL’ye

tamamlanur stok ¢ozeltisinin konsantrasyonu 1,18x10™ mol.L™ dir.

HPLC Hareketli Faz Cozeltilerin Hazirlanmasi:
Hareketli Faz A’nin Hazirlanist: 0,6805 g = 0,0005 g KH,PO, tartildi. 1000 mL
ultra distile saf suda ¢6ziildii. Fosforik asitle pH: 2,5’e ayarlandi.

Hareketli Faz B: %100 ACN
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3.1.4. Ornek hazirlama

Kestane meyve kabuklar1 oda sicakliginda kurutuldu. Kahve 6giitiictisiinden dort
kez gecirildi. El ile olabildigince tiiylii kisim ve toz kisim birbirinden ayrildi. Ayrilan
tilylii kisim kaba bir elekten gegirildi. Daha sonra tiiyli kisim titreme hizi 80 devir/s
olan toplama kabinda 10 dak. isleme tabi tutuldu. Boylece tiiylii kisim iyice tozundan
arindirildi. Elde edilen tozlu kismi ve tiiylii kismi1 olabildigince homojen yapabilmek

icin tekrar ayr1 ayr1 ogiitliciiden gecirilip asagidaki islemler uygulandi.

* Tyl kistm 10 mesh (2,0 mm) elekten, 70 devir/s titreme hiz1 ile 10 dak. Elendi
(Resim 3.1).
» Ince kisim 75 mesh (0,710 mm) elekten 40 devir/s titreme hiz1 ile 10 dak. Elendi
(Resim 3.2).

Ince kisim Tiiyli kisim
1.Tartim 59,3015 gr 130,0816 gr
2. Tartim 59,2798 gr 130,0115 gr
3.Tartim 59,2750 gr 130,0100 gr

Tiiylii ve ince kisim tartihp 1 saat 60 °C de, etlivde bekletildi. Vakumlu
desikatdrde sogutulup tekrar tartim alindi ve yeniden etiivde 1 saat 60 °C de
bekletildi. Sabit tartima gelene kadar bu islemler tekrar edildi.

Resim 3.1. Kestane meyve kabugu Resim 3. 2. Kestane meyve kabugu
Tiiyli kisim. Ince kisim.
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3.1.5. Hizlandirilmis ¢oziicii ekstaksiyonu ( ASE ) ile yapilan ¢aliymalar
Kestane meyve kabugu (KMK) 6rneginden ayni kosullarda 3 tartim alinarak

paralel calisma yapildi. Bolim III. 1. 4. deki islem sonucunda elde edilen toz ve
tiiylii kisim ayr1 ayn filtre kagidinda 0,5000 g + 0,5 mg tartildi. Toz ve tiiylii kisimlar
tizerine ayr1 ayri 0,5000 g = 0,5 mg diatome toprak ilave edildi. Her iki Ornek
homojen sekilde karistirildi. Filtre kagitlar {ist iiste konularak katlandi. Ekstraksiyon
hiicresine yerlestirildi. %100 ‘liikk metanol ¢oziiciisii ile ekstraksiyon gerceklestirildi

(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Hizlandirilmis ¢oziicli ekstraksiyonu (ASE) calisma kosullari

Sicaklik 100 °C
Statik Zaman 10 dak
Temizleme Hacmi % 60
Yikama Zamani 90s
Statik Devir 3

3.1.6. Kromotagrofik Kosullar
Stok KMK 6rnek ¢ozeltisi ekstraktlari, evaporatorde 60 °C de kuruluga kadar
ucuruldu. Kalintilar 10 mL metanolde ¢oziindiiriildii. 0,45 pm membran filtreden

suzulda.

Tablo 3.2. Izokrotik ellisyon sistemi

Zaman (dak.) %B % A
0,00 18,0 82,0
20,00 18,0 82,0
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3.2. Bulgular

3.2.1. HPLC yontemi i¢in 0n denemeler

3.2.1.1. HPLC ydntem 1
Standart EA Cozeltisinin Hazirlanmasi: 20 mg ellajik asit (EA) standardi tartildi.

Saf metanol ile 100 mL’ye tamamlanarak EA stok standart ¢ozeltisi hazirlandi.
Seyreltme iglemi mobil faz ile yapildiginda piklerde yayilma ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle seyreltme isleminde Asetonitril yerine Metanol kullanildi. Stok standart
¢ozeltisinden 0,36 pL alinip tizeri 10 mL’ye MeOH - Mobil FazA ( 50/50, v/v) ile

tamamlanarak seyretme yapildi.

Kestane Meyve Kabugu Orneginin Hazirlanmasi: Kestane meyve kabugu
(KMK) 6rneginden ayni kosullarda 3 tartim alinarak paralel ¢alisma yapildi. Boliim
3.1.5 deki islemler sonucunda elde edilen ektraklar, evaporatérde 60 °C de kuruluga
kadar ucuruldu. Kalintilar 10 mL metanolde ¢oziindii. 0,45 pm membran filtreden
stiziildii. Hazirlanan stok KMK ¢ozeltisinden 1 mL alinip tizeri 10 ml’ye MeOH -
Mobil FazA (50/50, v/v) ile tamamlanarak seyretme yapildi.

Vekiari SA ve ark. (Vekiari ve ark., 2008) uyguladiklar1 dereceli eliisyon
sisteminde degisiklikler yapilarak (Tablo 3.3) kromotogramlar alindi. Sekil 3.1°de
standart EA ¢Ozeltisinin kromatogrami verilmistir. Bu caligmanin kromatografik

kosullar1 asagidaki gibidir.

Kolon : Waters 5um 250 mm . 4,6 mm
Mobil faz A : KH,PO, 0,025M pH=3
Mobil faz B : ACN

Stop Time 28,0 dak

Basing . 135 bar

Sicaklik . 240°C

R¢ : 9,729 dak
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Tablo 3.3. Dereceli Elusyon Sistemi 1

Zaman (dak) % B Akis Hiz1 (mL/dak) | Mak. Basing
0 7 1,00 241
8 40 1,00 241
13 50 1,00 241
18 7 1,00 241

DADI A, Sig=254 4 Ref=0f [RFANVRFO00T0 0]
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Sekil 3.1. Standart EA ¢6zeltisinin kromatogrami. Kolon: Water Spu C18(2) 250 mm .

4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, ( 0,025 M

pH=3 ); hareketli faz B: ACN;

dedektér: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20 pL; Ry:

9,729 dak.
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Sekil 3.2. Standart EA ¢0zeltisinin HPLC-DAD dedektorle alinan UV spektrumu.
Sekil 3.1 de verilen kromatografik kosullar uygulanmistir.
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Bu sistemde; EA piki 9,739 dak alikonma zamani ile gelmistir ve daha polar
Ozellikteki ellajitanenlerin pikleri gozlenememistir. Ayrica, EA pikinde o©n

kuyruklanma goriilmiistiir. Bu nedenle kolon degistirilmesine karar verilmistir.

3.2.1.2. HPLC ydntem 2
HPLC yontem 1° de kullanilan Waters Sum, 250 mm . 4,6 mm kolon artik

kullanilmayacaktir. Bu ve bundan sonraki biitiin ¢alismalarda Inertsil ODS V3 Sum,

250 mm . 4,6 mm kolon kullanilmistir.

Standart EA c¢ozeltisinin ve kestane meyve kabugu Orneginin hazirlanmasi

islemleri HPLC yontem 1’ de anlatildig1 gibi yapilmigtir.

HPLC yéntem 1’°de kullamilan Vekiari SA ve ark. gelistirdikleri Ozgil L. (b)
tarafindan modifiye edilen dereceli ellisyon sistemi kullanilarak (Tablo 3.4)

kromotogramlar alindi. Bu ¢alismanin kromatografik kosullar1 asagidaki gibidir.

Kolon . Inertsil ODS V3 5um, 250 mm . 4,6 mm
Mobil faz A : KH,PO, (5mM pH=2.5)

Mobil faz B : ACN

Basing . 135 bar

Sicaklik . 25.0°C

Stop Time . 35,0 dak

Rt . 15,428 dak

Tablo 3.4. Dereceli Elusyon Sistemi 2

Zaman (dak) %B Akis Hiz1 (mL/dak) | Mak. Basing
0 7 1,00 241
8 7 1,00 241
15 40 1,00 241
20 7 1,00 241
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DAD1 B, Sige254.4 Ref=off [RFANIRFO0045.0Y

15.428

L
40 50 uilli

Sekil 3.3. Standart EA ¢6zeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3 5um 250
mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO,4 (0,006 M pH=2,5); hareketli faz B: ACN;
dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20 uL; Rt:
15,428 dak.
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Sekil 3.4. Kestane meyve kabugu ¢dzeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3
5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO,4 (0,005 M pH=25); hareketli faz
B: ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20
uL; Rt: 15,380 dak.

Calisilan bu HPLC yoénteminde, standart EA ¢ozeltisinin enjeksiyonu ile elde
edilen kromatogramdan, EA pikinin simetrik oldugu goézlendi. HPLC Yontem 1°
deki gibi hazirlanan KMK 6rnegi enjekte edildi. Yapilan karsilagtirma sonucunda EA

piklerinin alikonma zamanlarinin esit oldugu belirlendi. Ancak KMK 6rneginde EA
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piki, kendinden bir 6nceki pikten iyi ayrilmadigi i¢in yeni yontem denenmesine karar

verilmigtir.

3.2.1.3. HPLC yontem 3
Standart EA ¢0zeltisinin ve kestane meyve kabugu Orneginin hazirlanmasi

islemleri HPLC yontem 1’ de anlatildig1 gibi yapilmustir.

Danial ME ve ark. gelistirdikleri dereceli elisyon sistemi (Tablo 3.5)
uygulanarak Standart EA ¢ozeltisinin (Sekil 3.5) ve Kestane meyve kabugu
¢oOzeltisinin  (Sekil 3.6) kromatogramlar1 alindi. Yapilan bu c¢alismanin

kromatografik kosullar1 sunlardir.

Kolon : Inertsil ODS V3 5um 250 mm . 4,6 mm

Mobil faz A %50 (0,03 M NH4H,PO4 pH=3.0) + %50 Metanol
Mobil faz B : 0,03 M NH4H,PO,4 pH=3.0

Basing . 141 bar

Sicaklik : 40.0°C

Stop Time . 60,0 dak

Rt . 27,675 dak

Tablo 3.5. Dereceli Elusyon Sistemi 3

Zaman (dak) % A Akis Hiz1 (mL/dak) | Mak. Basing
0 30 1,00 241
20 100 1,00 241
40 100 1,00 241
60 30 1,00 241
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Sekil 3.5. Standart EA ¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3 5um 250
mm . 4,6 mm; hareketli faz A: %50 NH;H,PO, (0,03 M pH=3.0) + %50 Metanol;
hareketli faz B: NH4H,PO, (0,03 M pH=3.0) ; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi:
1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 20 ul; Rt: 27,675 dak.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=0ff (IRFAMIRFD0025.0)
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Sekil 3.6. Kestane meyve kabugu ¢dzeltisinin kromatogrami. Kolon: inertsil ODS V3
5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: %50 NH4H,PO, (0,03 M pH=3.0) + %50
Metanol; hareketli faz B: NH;H,PO,4 (0,03 M pH=3.0) ; dedektor: DAD; A=254 nm;
akis hiz1: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20 pL; Rt: 27,635 dak.
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Sekil 3.7. Standart EA ¢0zeltisinin HPLC-DAD dedektorle alinan UV spektrumu.
Sekil 3.5’de verilen kromatografik kosullar uygulanmistir.

Calisilan bu HPLC yonteminde standart EA piki simetriktir ve spektrumu
litaratiirdeki EA spektrumu ile aynidir. Ayrica ilk kez olasi ellajitanen pikleri
g6zlenmistir. Buna karsin; R(:27,635 dak ile analiz suresinin uzun olmasi ve EA den

erken gelen, olas1 Ellajitanen piklerinin ayrilmamasi nedeniyle yontem terkedilmistir.

3.2.1.4. HPLC ybntem 4
Standart EA ¢0zeltisinin ve kestane meyve kabugu Orneginin hazirlanmasi

islemlerit HPLC yontem 1° de anlatildig: gibi yapilmistir.

Amakura Y. ve arkadaslarmin gelistirdikleri izokrotik ellisyon sistemi
uygulanarak Standart EA ¢ozeltisinin (Sekil 3.8) ve Kestane meyva kabugu
cozeltisinin (Sekil 3.9)  kromatogramlart alinmistir. Yapilan bu ¢aligmanin

kromatografik kosullar1 sunlardir.

Kolan : Inertsil ODS V3 5um 250 mm . 4,6 mm
Mobil faz A : KH;PO, (0,006 M pH=2.5)

Mobil faz B : % 100 ACN

[zokrotik sistem : %82A-%18B

Basing : 135 bar

Sicaklik : 40.0°C
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Stop Time . 20,0 dak.
Rt . 7,61 dak.
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Sekil 3.8. Standart EA ¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3 5um 250
mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO,4 (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B: ACN;
dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20 pL; Rt:
7,67 dak.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (IRFANIRFI0025.0)

mal | &
1 =
4
1754
cn
150 @ g
c o .
125 - R
B o
E =}
= L
L
A oy
rm1 - - - - 1 - - - - 1 - - T T T T T T 1 T T T
0 10 20 A A = mid

Sekil 3.9. Kestane meyve kabugu ¢dzeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODs V3
5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO,4 (0,005 M pH=2.5); hareketli faz
B: ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20
uL; Rt: 7,61 dak
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Calisilan bu izokrotik eliisyon sisteminde EA pikinden 6nce gelen piklerdeki
genisleme ortadan kalkmistir. Ancak EA piki ile ilgili birbaseline sorunu
gozlenmistir. Ry:7,300 olan alikonma zamaninin uzatilmasi i¢in daha diisiik sicaklikla

calisilmasina karar verilmistir.

3.2.1.5. HPLC yontem 5
Standart EA c¢ozeltisinin ve kestane meyve kabugu Orneginin hazirlanmasi

islemleri HPLC yontem 1’ de anlatildigi gibi yapilmistir.

Amakura Y. ve ark gelistirdikleri izokrotik eliisyon sistemi, sicaklik parametresi
degistirilerek modifiye edildi. Standart EA ¢o6zeltisinin (Sekil 3.10) ve Kestane
meyve kabugu cozeltisinin (Sekil 3.11)  kromatogramlar1 alindi. Yapilan bu

calismanin kromatografik kosullar1 sunlardir.

Kolan . Inertsil ODS V3 5um 250 mm . 4,6 mm
Mobil faz A : KHyPO, (0,006 M pH=2.5)

Mobil faz B : %ACN

Izokrotik sistem : %82A-%18B

Basing . 135 bar

Sicaklik . 24,0°C

Stop Time . 20,0 dak.

Rt : 11,009 dak.
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Sekil 3.10. Standart EA ¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3 5um 250
mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO,4 (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B: ACN;
dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20 pL; Rt:
11,009 dak.

4> 11.009

DADL1 A, Sig=254,4 Ref=0ff (IRFAN\IRF00477.D)
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Sekil 3.11. Kestane meyve kabugu ¢dzeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS
V3 5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M pH=2.5); hareketli
faz B: ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi:
20 pL; Rt: 11,026 dak.
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Sekil 3.12. Standart EA cozeltisinin ve KMK ¢o6zeltisinin HPLC-DAD dedektorle
alman cakigik UV spektrumu. Sekil. III. 10°de verilen kromatografik kosullar
uygulanmustir.

Modifiye edilerek ¢alisilan bu izokrotik eliisyon sisteminde EA pikinin alikonma
zaman1 Ongoriildiigii gibi 3.10 dak daha uzatilmistir. Standart EA piki simetriktir.
KMK o6rnegindeki EA piki, kendinden once gelen piklerden ayrilmustir.( Sekil 3.12).
EA pikinden 6nce gelen piklerde, 6nceki yontemlerde var olan genisleme ortadan
kalkmis ve birbirinden etkin bir sekilde ayrilmig iki pik gozlenmistir. Dolayisiyla
sicaklik parametresinin degistirilmesi ile modifiye edilen bu kromatografik sistemin,

calismamiz i¢in uygun bir yontem olduguna karar verilmistir.

Sekil 3.11° de elde edilen kromatogramdaki ilk iki pik yeterince birbirinden
ayrilmasina ragmen alikonma zamanlarimi degistirip, birbirinden daha fazla
ayrilmasini saglamak adina mofil faz % oranlarinda, ACN miktarin1 azaltici

degisikler yapildi.
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HPLC Yodntem 5-a

HPLC Yontem 5’in mobil faz oranmimi 0,05 M KH,PO,ACN (84/16)(v/v)
seklinde degistirerek, Standart EA ¢ozeltisinin (Sekil 3.13) ve Kestane meyve
kabugu ¢ozeltisinin (Sekil 3.14) kromatogramlar1 alindi.
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Sekil 3.13. Standart EA ¢dzeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3 5um 250
mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO,4 (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B: ACN;
dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20 pL; Rt:
16,100 dak
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Sekil 3.14. Kestane meyve kabugu ¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS
V3 5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M pH=2.5); hareketli
faz B: ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi:
20 pL; Rt: 16,115 dak.
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HPLC Yontem 5-b

HPLC Yontem 5’in mobil faz oranmimi 0,05 M KH,PO,ACN (84/16)(v/v)
seklinde degistirerek, Standart EA ¢ozeltisinin (Sekil 3.15) ve Kestane meyve
kabugu ¢6zeltisinin (Sekil 3.16) kromatogramlari alindi.

DADL B, Sig=254,4 Ref=off (IRFAN\IRF00136.D)
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Sekil 3.15. Standart EA ¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3 5um 250
mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO,4 (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B: ACN;
dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20 pL; Rt:
27,878 dak
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Sekil 3.16. Kestane meyve kabugu ¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS
V3 5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M pH=2.5); hareketli
faz B: ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi:
20 pL; Rt: 27,833 dak.
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Amakura Y. ve ark. gelistirdikleri izokrotik ellisyon sistemini modifiye ederek
olusturulan HPLC Yontem 5’in, mobil faz bilesenleri oranlarinda degisiklik
yapilarak elde edilen KMK 6rnegi kromatogramlarinda, (Sekil 3.15 ve Sekil 3.16)
ilk iki pikin alikonma zamanlarinda herhangi bir degisiklik olmamistir. Analiz
stiresinin uzamasi, EA pikinin genislemesi ve daha etkin bir ayrim saglanamadigi

icin mobil faz sisteminin HPLC Yontem 5° in kullanilmasina karar verildi.

Calismamiza uygun bir HPLC yontemi gelistirmek i¢in yapilan 6n denemeler
sonucunda, Amakura Y. ve ark. gelistirdikleri izokrotik eliisyon sisteminin sicaklik
parametresi degistirilerek olusturulan HPLC yontem 5 ile ¢alisilmasina karar

verilmistir.

3.2.2. Hidroliz reaksiyonu yéntemi icin 6n denemeler:

3.2.2.1. Hidroliz reaksiyonu yontemi 1
Stok Kestane Meyve Kabugu (KMK) Orneginin Hazirlanmas:: KMK

orneginden ayni kosullarda 3 tartim alinarak paralel ¢calisma yapildi. Bolim 3. 1. 5
deki islemler sonucunda elde edilen ekstraklar, evaporatorde 60 °C de kuruluga kadar
uguruldu. Kalintilar 10 mL metanolde ¢6zlindi. 0,45 pum membran filtreden stizild.

10 mL’lik balonjoje’ ye aktarild1.

Hidroliz reaksiyonu islemi: Hazirlanan stok KMK 6rneginden 1,0 mL alinip
10,0 mL’lik deney tiipiine konuldu. Uzerine 1 mL 4 N TFAA c¢ozeltisi ilave edildi.
Deney tiipii agz1 agik bir sekilde, su banyosunda 95 °C sicaklikta 2 saat siireyle
hidroliz edildi. Daha sonra 10 mL’lik balonjojeye aktarildi ve 10 mL’ye MeOH -
Mobil FazA (50/50, v/v) karigimi ile tamamlandi.

Karsilastirma ¢ozeltisi: Artis miktarin1 belirlemek igin biitiin islemlerin sabit

tutuldugu sadece hidroliz olmayan KMK 6rnegi hazirlandi.

Santrifiij islemi: Her iki deney tiipiliniin agz1 kapatilip, santriflij cthazina karsikli
yerlestirildi. 24 °C de, 3000 devirle, 15 dak santrifiijlendi. Kati kisim sividan ayrildi.
Sivt kisimdan 20 pL enjekte edilip, HPLC yontem 5 ile kromatogramlar1 alindu.
(Sekil 3.17 ve Sekil 3.18). Karsilastirma yapilda.
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Sekil 3.17. KMK karsilastirma ¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: inertsil ODS V3
5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B:
ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20
pL; Rt: 10,831 dak

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (RFAN\IRF00165.D)
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Sekil 3.18. KMK c¢ozeltisinin hidrolizi sonucunda alinan kromatogrami. Kolon:
Inertsil ODS V3 5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M
pH=2,5); hareketli faz B: ACN; dedektér: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak;
enjeksiyon hacmi: 20 uL; Rt: 10,898 dak.

Hidroliz islemi uygulanmadan elde edilen EA pikinin alan1 240,1 mAu iken,
hidroliz isleminden sonra EA pikinin alani 469,1 mAu olmustur. Yapilan bu
calismada EA’de 1,95 kat artis saglandigi gozlemlendi. Daha yiiksek sicaklikta
hidroliz yapildigindaki artis miktarim1  gormek icin block 1siticidda hidroliz

yapilmasina karar verildi.
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3.2.2.2. Hidroliz reaksiyonu yontemi 2
Stok Kestane Meyve Kabugu (KMK) Orneginin Hazirlanmasi: Stok kestane

meyve kabugu Orneginin hazirlanmasi islemleri Hidroliz yontem 1’ de anlatildigi

gibi yapilmistir.

Hidroliz reaksiyonu islemi: Hazirlanan stok KMK 6rneginden 0,4 mL alinip 3,0
ml’lik deney tiipline konuldu. Metanolii azot gazi yardimiyla uguruldu. Kalintrya
0,40 mL Trifloraasetik asit (TFAA) ilave edildi. Agz1 acik tiipte, 120 °C sicaklikta,
30 dak block 1sitic1 cihazinda hidroliz edildi. Hidroliz sonrasinda kalan asit ¢ozeltisi,
azot gazi yardimiyla uguruldu. Kalinti, 2 mL MeOH - Mobil FazA ( 50/50, v/v)

karigimi ile ¢oziindii.

Resim 3. 3. Stuart Block 1sitict

Karsilagtirma c¢ozeltisi: Hidroliz reaksiyonu sonucu artis miktarinm1 gozlemek
i¢in, bir bagka 3,0 mI’lik tiipe stok KMK 6rneginden 0,40 mL alindi. Metanolii azot
gazi ile uguruldu. Kalinti, 2 mL MeOH - Mobil FazA ( 50/50, v/v) karisimi ile

¢ozlndu.

Santrifiij islemi: Her iki deney tiipiiniin agz1 kapatilip, santrifiij cihazina karsikli
yerlestirildi. 24 °C de, 3000 devirle, 15 dak santrifiijlendi. Kati kisim sividan ayrildi.
Siv1 kisstmdan 20 pL enjekte edilip, HPLC yontem 5 ile kromatogramlar1 alindi.
(Sekil 3.19 ve Sekil 3.20). Karsilastirma yapilda.

50



DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (IRFAN\IRF00184.D)

mAU ]
801

60

40

20|

A s o I B e e e e L L s e e e L pe o IS e |
0 10 20 30 40 50 mi

Sekil 3.19. KMK karsilastirma ¢dzeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3
5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B:
ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20
pL; Rt: 11,196 dak
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Sekil 3.20. KMK c¢o6zeltisinin hidrolizi sonucunda alinan kromatogrami. Kolon:
Inertsil ODS V3 S5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M
pH=2.5); hareketli faz B: ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hiz1: 1,000 mL/dak;
enjeksiyon hacmi: 20 uL; Rt: 11,044 dak.

Hidroliz islemi uygulanmadan elde edilen EA pikinin alan1 602,6 mAu iken,
hidroliz isleminden sonra EA pikinin alani 729,2 mAu olmustur. Yapilan bu
calismada EA’de onemli bir artisin saglanmadigi gézlemlendi. Hidroliz siiresinin
kisa oldugu diistinilmiistiir. Ayrica kullanilan asit miktarmin az olmasit ve dnemli bir
kisminin hidroliz igslemi sirasinda buharlagsmasindan dolayr Azot gazi ile ugurma

isleminden vazgecilmistir.
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3.2.2.3. Hidroliz reaksiyonu yontemi 3
Stok kestane meyve kabugu 6rneginin hazirlanmasi islemleri Hidroliz yontem 1°

de anlatildig1 gibi yapilmistir.

Hidroliz reaksiyonu islemi: Hazirlanan stok KMK 6rneginden 1,0 mL alinip 3,0
mL’lik deney tiipiine konuldu. Uzerine 1 mL TFAA c¢ozeltisi ilave edildi. Deney
tiipli agz1 kapal1 bir sekilde, block 1siticida 120 °C sicaklikta 2 saat siireyle hidroliz
edildi. Daha sonra 10 mL’lik balonjojeye aktarildi ve 10 mL’ye MeOH - Mobil FazA
(50/50, v/v) karigimi ile tamamlandi.

Karsilagtirma ¢ozeltisi: Artis miktarint belirlemek i¢in biitiin islemlerin sabit

tutuldugu sadece hidroliz olmayan KMK 6rnegi hazirlandi.

Santrifiij islemi: Her iki deney tiipiiniin agz1 kapatilip, santrifiij cihazina karsikli
yerlestirildi. 24 °C de, 3000 devirle, 15 dak santrifiijlendi. Kat1 kisim s1vidan ayrildu.
Sivi kisitmdan 20 pL enjekte edilip, HPLC yontem 5 ile kromatogramlar1 alindi.
(Sekil 3.21 ve Sekil 3.22) Karsilagtirma yapildi.
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Sekil 3.21. KMK karsilastirma ¢dzeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3
5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B:
ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20
pL; Rt: 10,925 dak
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Sekil 3.22. KMK ¢o6zeltisinin hidrolizi sonucunda alinan kromatogrami. Kolon:
Inertsil ODS V3 Sum 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M
pH=2.5); hareketli faz B: ACN; dedektdr: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak;
enjeksiyon hacmi: 20 uL; Rt: 10,898 dak

Hidroliz islemi uygulanmadan elde edilen EA pikinin alan1t 317,8 mAu iken,
hidroliz isleminden sonra EA pikinin alani 484,1 mAu olmustur. Yapilan bu
calismada EA’de 1,52 kat artisin saglandig1 goriilmiistiir. Bundan sonraki ¢alismada;
Hidroliz yontem 1° de elde edilen Stok kestane meyve kabugu 6rneginin belli bir

miktarmin degilde, tamaminin hidroliz edilmesine karar verildi.

3.2.2.4. Hidroliz reaksiyonu yontemi 4
Stok kestane meyve kabugu 6rneginin hazirlanmasi islemleri Hidroliz yontem 1°

de anlatildig: gibi yapilmustir.

Hidroliz reaksiyonu islemi: Hazirlanan 10 mL’lik stok KMK 06rnegininin
metanoli, 65 °C de uguruldu. Bu islem 3 mL’lik tiiple yapilabildigi igin 2 ser mL’lik
5 ilave ile yapildi. Bu sekilde stok KMK 6rneginin tamami konsantre hale getirildi.
Elde edilen konsantre KMK o6rnegine, 2 ml TFAA (4 N) ¢ozeltisi ilave edildi. Block
1siticida 120 °C sicaklikta 2 saat hidroliz hidroliz islemi gerceklestirildi.

Karsilastirma ¢ozeltisi: Artis miktarin1 belirlemek igin biitlin islemlerin sabit
tutuldugu sadece hidroliz olmayan KMK 6rnegi hazirlandi.
Santrifiij islemi: Her iki deney tiipliniin agz1 kapatilip, santrifiij cihazina kargikli

yerlestirildi. 24 °C de, 3000 devirle, 15 dak santrifiijlendi. Kat1 kisim s1vidan ayrildi.
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Sivt kisimdan 20 pL enjekte edilip, HPLC yontem 5 ile kromatogramlari alindi.
(Sekil 3.23 ve Sekil 3.24) Karsilagtirma yapildi.

DADL1 A, Sig=254,4 Ref=off (IRFAN\IRF00150.D)
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Sekil 3.23. KMK karsilastirma ¢dzeltisinin kromatogrami. Kolon: inertsil ODS V3
5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO4 (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B:
ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20
uL; Rt: 11,891 dak

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (RFAN\IRF00146.D)
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Sekil 3.24. KMK c¢ozeltisinin hidrolizi sonucunda alinan kromatogrami. Kolon:
Inertsil ODS V3 5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M
pH=2.5); hareketli faz B: ACN; dedektér: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak;
enjeksiyon hacmi: 20 uL; Rt: 11,124 dak

Hidroliz islemi uygulanmadan elde edilen EA pikinin alan1 313,8 mAu iken,
hidroliz isleminden sonra EA pikinin alani 427,1 mAu olmustur. Yapilan bu

calismada EA’de 1,36 kat artisin saglandigr goriilmiistiir. Bu c¢alismadaki artis
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miktarinin az olmasi nedenin eklenen TFAA c¢ozeltisinin yiiksek sicaklikta
calisgilmasindan dolayi, reaksiyon ortaminda kalmamasi olarak diisiiniilmistiir.
Ayrica stok KMK’ nin 2 ser 2 ser ilave edilmesinin nedeni; block 1siticinin 10
mL’lik deney tiipiinii alabilecek aparatinin olmamasidir. Ancak yapilan bu islemde
sistematik hatanin biiylik olmasi1 kaginilmazdir. Ayrica bu sekil de konuldugunda
madde kaybida yasanilmaktadir. Biitlin bu nedenlerden dolay1 block 1siticinin 10

mL’lik tiip ile calisilabilecek aparatir alinmistir.

3.2.2.5. Hidroliz reaksiyonu yontemi 5
Stok kestane meyve kabugu 6rneginin hazirlanmasi islemleri Hidroliz yontem 1’

de anlatildig1 gibi yapilmistir.

Hidroliz reaksiyonu islemi: Hazirlanan 10,0 mL’lik stok KMK 0&rnegininin
tamami deney tiipiine konularak su banyosunda, 65 °C sicaklikta metenoliin biiyiik
bir kismi1 uguruldu. Bu sekilde stok KMK 6rneginin tamami konsantre hale getirildi.
Elde edilen konsantre KMK 6rnegine, 2 ml TFAA (4 N) ¢ozeltisi ilave edildi. Block
isiticida agzi kapali bir sekilde, 120 °C sicaklikta, 2 saat hidroliz islemi
gerceklestirildi. Hidroliz islemi bittikten sonra, deney tiipiinde kalan TFAA ve
MeOH cozeltilerini ugurmak icin 130 °C sicaklikta 25 dak 1sit1ldi. Kalint1 daha sonra
10 mL’lik balonjojeye aktarildi ve 10 mL’ye MeOH - Mobil FazA ( 50/50, v/v)

karigimi ile tamamland.

Karsilastirma ¢ozeltisi: Artis miktarin1 belirlemek i¢in biitiin islemlerin sabit

tutuldugu sadece hidroliz olmayan KMK 6rnegi hazirlandi.

Santrifiij islemi: Her iki deney tiipiliniin agz1 kapatilip, santriflij cthazina karsikli
yerlestirildi. 24 °C de, 3000 devirle, 15 dak santrifiijlendi. Kat1 kisim sividan ayrildi.
Sivit kisimdan 20 pL enjekte edilip, HPLC yontem 5 ile kromatogramlari alindi.
(Sekil 3.25 ve Sekil 3.26) Karsilastirma yapildi.
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Sekil 3.25. KMK karsilastirma ¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3
5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B:
ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20
pL; Rt: 10,925 dak
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Sekil 3.26. KMK ¢ozeltisinin hidrolizi sonucunda alinan kromatogrami. Kolon:
Inertsil ODS V3 5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M
pH=2.5); hareketli faz B: ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hiz1: 1,000 mL/dak;
enjeksiyon hacmi: 20 pL; Rt: 10,988 dak

Hidroliz islemi uygulanmadan elde edilen EA pikinin alant 313,1 mAu iken,
hidroliz isleminden sonra EA pikinin alam1 1092,1 mAu olmustur. Yapilan bu
calismada EA’de 3,48 kat artisin saglandigi goriilmiistiir. Bu hidolizin agzi1 kapali
yapilmasindaki amag¢ asit miktarin1 reaksiyon siiresince korumaktir. Ancak

sonrasinda ugurmak icin bagka bir islem yapildigi i¢in bundan vazge¢ilmistir.
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3.2.2.6. Hidroliz reaksiyonu yontemi 6
Calisilan bu yontem de, Hidroliz reaksiyonu yontemi 5° deki eksiklikleri ve

zaman kayiplarini giderici modifikasyonlar yapilip, yontem sistematiklestirilmistir.

Stok kestane meyve kabugu 6rneginin hazirlanmasi islemleri Hidroliz yontem 1°

de anlatildig1 gibi yapilmistir.

Hidroliz reaksiyonu islemi: Hazirlanan stok KMK 6rnegininin tamami 10,0
mL’lik deney tiipiine konularak su banyosunda, 65 °C’ sicaklikta metenoliin tamami
ucuruldu. Kalint1 iizerine 2 mL TFAA (4 N) ¢ozeltisi ilave edildi. Deney tiipii agzi
acik bir sekilde, block 1siticida 120 °C sicaklikta 2 saat siireyle hidroliz edildi. Daha
sonra 10 mL’lik balonjojeye aktarildi ve 10 mL’ye MeOH - Mobil FazA ( 50/50,

v/v) karigimi ile tamamlandi.

Santrifiij islemi: Her iki deney tiipiiniin agz1 kapatilip, santrifiij cihazina karsikli
yerlestirildi. 24 °C de, 3000 devirle, 15 dak santrifiijlendi. Kat1 kisim s1vidan ayrildi.
Sivi kisitmdan 20 pL enjekte edilip, HPLC yontem 5 ile kromatogramlar1 alindi.
(Sekil 3.27 ve Sekil 3.28) Karsilagtirma yapildi.
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Sekil 3.27. KMK Kkarsilastirma ¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: Inertsil ODS V3
5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B:
ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hiz1: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20
uL; Rt: 10,925 dak
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (IRFAN\IRF00324.D)
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Sekil 3.28. KMK ¢ozeltisinin hidrolizi sonucunda alinan kromatogrami. Kolon:
Inertsil ODS V3 Sum 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M
pH=2.5); hareketli faz B: ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak;
enjeksiyon hacmi: 20 uL; Rt: 10,648 dak

Hidroliz islemi uygulanmadan elde edilen EA pikinin alan1 300,1 mAu iken,
hidroliz igsleminden sonra EA pikinin alan1 1220,9 mAu olmustur. Yapilan bu
calismada EA’de 4,07 kat artisin saglandigi goriilmistiir. Bu asamadan sonra,
hidroliz reaksiyonu yontem 6’ nin sicaklik ve zaman parametrelerini kontrollii

degistirerek en uygun sartlarinin belirlenmesine karar verilmistir.
Hidroliz Reaksiyonu Yoéntemi 6’nin Zaman Degisimleri
En uygun reaksiyon siresini belirlemek icin, 120 °C sicaklikta 5 farkl siirede

hidroliz gerceklestirilmistir. Her bir nokta i¢in 3 paralel ¢calisma yapilmastir.

Tablo 3.6. Hidroliz Reaksiyonu Yontemi 6 nin hidroliz kosullar

Eklenen Asit (mL) Sicaklik (°C) Zaman (dak) Pik Alan1 (mAu)
2,00 120 30 412,59
2,00 120 60 746,55
2,00 120 90 992,86
2,00 120 120 1218,54
2,00 120 150 1198,80

58



1400

1200 43..—

1000

800 /,
600 =—4—Seri 1
400 /

200

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Sekil 3.29. Hidroliz reaksiyonu 6’nin zamana kars1 pik alan1 degisimi

Yapilan ¢aligmada, 120 dakikadan sonra ellejik asit pik alaninda, daha fazla artig
gozlenmedigi tespit edilmistir. Hidroliz siiresinin 120 dakika olmasina karar

verilmigtir.

Hidroliz Reaksiyonu Yontemi 6’nin Sicaklik Degisimleri
En uygun reaksiyon sicakligini belirlemek i¢in 120 dak. sabit siireyle 5 farkh

sicaklikta hidroliz islemi yapilmistir. Her bir nokta i¢in 3 parelel ¢alisma yapilmistir.

Tablo 3.7. Hidroliz Reaksiyonu Yontemi 6’nin hidroliz kosullart

Eklenen Asit (mL) Sicaklik (°C) Zaman (dak) Pik Alan1 (mAu)
2,00 90 120 305,75
2,00 100 120 731,72
2,00 110 120 998,45
2,00 120 120 1198,54
2,00 130 120 1179,86
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Sekil 3.30. Hidroliz reaksiyonu 6’nin sicakliga karsi pik alani degisimi

Yapilan cahismada 120 °C sicakliktan fazlasi uygulandigi zaman, ellejik asit pik
alaninda daha fazla artis gozlenmedigi tespit edilmistir. Hidroliz reaksiyon

sicakliginin 120 OC olmasma karar verilmistir.

3.3. Gelistirilen Tayin ve Hidroliz Yontemi

Amakura Y. ve ark gelistirdikleri izokrotik eliisyon sistemi, sicaklik parametresi
ve polaritesi degistirilerek, modifiye edilip en kosullar belirlendi (HPLC Y&ntem 5).
Belirlenen kromatografik sistemde, ellajik asit standarti yardimi ile kestane meyve
kabugu oOrneklerinde ve hidroliz reaksiyonu sonrasindaki kestane meyve kabugu
orneklerinde, bulunan ellajik asit miktarlar1 belirlenmistir. Hidroliz reaksiyonu

sonucu ellajik asit oranindaki artis tespit edilmistir.

Hidroliz reaksiyonu i¢in yapilan 6n denemeler sonucunda, en fazla doniisim
saglayan hidroliz metodunun ‘Hidroliz Reaksiyonu Yontemi 6’ oldugu belirlenmistir.
Sonrasinda Hidroliz Reaksiyonu Yontemi 6’nin sicaklik ve zaman degerleri

degistirilerek en uygun sicaklik ve zaman degerleri belirlenmistir.
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3.4. Gelistirilen Tayin Yonteminin Dogrulanmasi

Analitik yontem dogrulama parametrelerinin gerektirdigi dogruluk, 6zgiinliik,

dogrusallik, konsantrasyon aralig1, saglamlik ve sistem uygunluk testleri uygulandi.

3.4.1. Yontemin ozgiinliigiiniin belirlenmesi
Gelistirilen yonteme gore kestane meyve kabugunda bulunan Ellajik asitin

ornekte yer alan diger bilesiklerden kantitatif acidan uygun olarak ayrildigi Sekil
3.31, Sekil 3.32 ve Sekil 3.33 de gosterilmistir.
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Sekil 3.31. KMK karsilastirma ¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: inertsil ODS V3
5um 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M pH=2.5); hareketli faz B:
ACN; dedektor: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak; enjeksiyon hacmi: 20
pL; Rt: 10,925 dak

DADL A, Sig=254,4 Ref=off (RFAN\IRF00324.D)
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Sekil 3.32. KMK ¢o6zeltisinin hidrolizi sonucunda alinan kromatogrami. Kolon:
Inertsil ODS V3 Sum 250 mm . 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,005 M
pH=2.5); hareketli faz B: ACN; dedektér: DAD; A=254 nm; akis hizi: 1,000 mL/dak;
enjeksiyon hacmi: 20 uL; Rt: 10,648 dak
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DAD1, 10.575 (6.0 mAU,Apx) of IRF00379.D
DAD1, 10.922 (13.9 mAU,Apx) of IRF00371.D
DAD1, 11.010 (44.0 mAU,Apx) of IRF00354.D
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Sekil 3.33. Ellajik asit standartt spektrumu (379), Hidroliz 6ncesi KMK 6rnegi
spektrumu (371), Hidroliz sonrast KMK spektrumu (354)

3.4.2. Yontemin dogrusalliginin belirlenmesi

3.4.2.1. Ellajik asitin o6l¢ii egrisinin dogrusalligimin belirlenmesi
Olgii egrisini belirlemek icin standart ekleme metodu kullanildi. B6lim 3.2.1 de

anlatildig1 gibi hazirlanan Stok KMK ¢ozeltisinden, 1 ml alinip 10 m1’lik balonjojeye
aktarildi. Bu sekilde 6 paralel 6rnek hazirlandi. Hazirlanan 6 paralel 6rnegin
herbirinin Gzerine, Boliim 3.1.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan Ellajik Asit stok
cozeltisinden (C= 6,62 x10™ mol.L™ ), artan hacimlerde (50, 100, 300, 600, 750,
1000 pL) standart ¢ozeltisi ilave edildi. Son olarak herbir balonjenin hacmi 10 ml ye
Metanol+Mobil faz ile tamamlandi. Hazirlanan 6rnekler 3’er defa sisteme enjekte
edildi. Her bir konsantrasyon degerine karsilik gelen Ellajik asit pik alan degerleri
grafige gecirildi. Calisma farkli giinlerde 3 defa tekrarlandi.

[Ik numune c¢ozeltisine ilave yapilmaz. Numune c¢ozeltisi hepsinde

bulundugundan ortam yaklagik olarak aynidir

A1 , A2 ,A; : Her bir konsantrasyon i¢in yapilan 3 enjeksiyondan elde edilen pik

alan1 degerlerinin ortalamasi.

Ay : A degerlerinin ortalamasi
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Tablo 3.8. Ellajik Asit’e iligkin 6l¢ii egrisinde elde edilen pik alan degerleri

C(mol/L)x10™ | A; A, As Ao SD RSD
1 0 140,33 | 152,00 | 154,63 | 148,99 | 7,611 5,108
2 0,331 161,16 | 158,97 | 180,27 | 166,8 |11,716 |7,023
3 0,662 188,63 | 206,067 | 214,43 | 203,04 | 13,163 | 6,483
4 1,986 256,40 | 280,33 | 295,13 | 277,27 [ 19,543 |7,048
5 3,972 382,54 | 412,90 |414,93 | 403,47 | 18,143 | 4,497
6 4,963 44220 | 464,20 | 470,47 | 458,96 | 14,846 | 3,234
7 6,610 515,42 | 557,57 | 593,43 | 555,47 |39,047 |7,029

En kiigiik kareler yontemiyle elde edilen dogrularin regresyon analizi yapildu.
Dogru denklemi y = bx + a (a: kayim b: egim), korelasyon katsayisimin karesi R

olarak ifade edildi.

Tablo 3.9. Ellajik asit igin 6l¢ii egrisinden elde edilen dogrularin egim, kayim ve R?
degerleri

1 2 3 SD RSD

a 145,21 161,84 161,70 9,561 6,119
57,736 60,755 64,274 3,272 5,370

b 0,9971 0,9982 0,9979 0,0006 0,060
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Sekil 3.34. EA’e iliskin dedektdr sinyalinin konsatrasyona karsi grafigi

Konsantrasyona karsi ortalama alan degerleri grafige gecirildiginde elde edilen
dogru denklemi y = 61,448x + 153,57 korelasyon katsayisinimn karesi R> = 0,9986
olarak bulundu.

3.4.2.2. Yontemin ¢calisma araligimin belirlenmesi
Ellagic asit icin 0.3335 — 12.5815 x 10-6 mol.L™ konsantrasyon araliginda

dogrusallik elde edilmistir.

3.4.2.3. Dedeksiyon limiti (LOD) ve kantitatif tayin limiti (LOQ)
Ellagic asit icin dedeksiyon limiti 8,338 x 10® M, kantitatif tayin limiti 3,335 x

107 M:; olarak bulunmustur.

3.4.2.4. Yontemin dogrulugunun belirlenmesi
Bu test geri kazanim caligmalan ile gergeklestirilmistir. Stok ¢ozeltiden alinan

36 ul EA, 1gr KMK 0rnegi tiirii lizerine eklenmistir. Diatomize toprakla karistirilan
standart eklenmis 6rnek ASE cihazinin ekstraksiyon hiicresine yerlestilir ve 60 °C’de
3 kez tekrarlanan % 100 metanol ekstraksiyonu gergeklestirilir. Elde edilen
ekstraktan rotary evaporatdr yardimiyla metanol ugurulur. Kalan ¢okelti 10 ml
methanol cozeltisinde c¢ozinddrildukten sonra 0.45 pm’lik siringa ucu naylon
filtreden gegirilip HPLC ‘ye enjekte edilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pl’dir. Her
enjeksiyon 3 defa tekrarlandi. 3 farkli tartim alinarak yapilan geri kazanim

calismasina ait sonuglar Tablo 21°de verilmistir.
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Tablo 3.10. EA iceren karisimdan geri kazanim testi sonuglari

1.Analiz 2.Analiz 3.Analiz
EA iceren karigimdan geri EA iceren karisgimdan geri EA iceren karigimdan
kazanim kazanim geri kazanim
N % EA % EA % EA
1 91,02 89,09 87,50

EAicin; X : 89,203, SD:1,763 RSD: 1,976

Sonuglar incelendiginde ortalama % geri kazanim degerleri Ellajik Asit i¢in %
87,50-91.02 olarak bulunmustur.

Geri kazanim testinin sonuglar1 % 95 giiven sinirlar1 icerisinde degerlendirildi.
Xort. + tn-1 x s/ Vn formiiliinde t2 =4,30 alinarak giiven sinirlar1 hesaplandi.
Ellajik Asit’in li¢ farkli analizi i¢in;

89,203 + 4.30 x 1,763 / V3 = 89,203 + 4,377
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada hidroliz sonucu miktar arttirimini sagladigimiz, zayif bir asit olan
ellajik asit termodinamik bakimdan kararli bir polifenoldur. Polifenoller acilik,
renklilik gibi duyusal 6zelliklere sahip olup, saglik iizerine olas1 etkilerinden dolay1

onemli kimyasal bilesiklerdir (Okuda ve ark., 1995).

Ellajik asidin 1960’1 yillarda kan pihtilasmasi ve cilt beyazlatma etkileri,
hemostatik aktivitesi {izerinde ¢alisilmistir. lerleyen yillarda kanser olusumu; daha
sonraki yillarda ise olast antimutajenik, antiviral ve anti kanserojenik etkileri

nedeniyle ellajik aside olan ilgi artmistir.

Sentetik antioksidanlarin kanserojen 0Ozelliklerinden dolayr kullanimlarina
kisitlamalar getirilirken, gida ve ilag endiistrisinde dogal bitkilere, antioksidan olarak
kullanimlarina, kansere karsi koruyucu 6zelliklerine olan ilgi artmistir (Hakkinen ve
ark., 1999; Bala ve ark., 2006; Bianco ve ark., 1998; Vekiari ve ark., 2008). Bu
nedenle de ellajik asit gibi dogada bulunan ve basta antioksidan olmak iizere bir ¢ok
Ozellige sahip bilesiklerin elde edilmeleri saflagtirilmalart ve miktar arttiriminin

saglanmaya calisilmasi 6nem kazanmustir.

Bu ¢alismada, Kafkas Kestane Firmasindan temin edilen kestane meyve kabugu
(KMK), o6giitme, sabit tartima getirme ve eleme 6n islemlerinden gecirildi. Bu
islemler sirasinda tanecik buyukliklerinin tekdiize olmasi hedeflendi. Ekstraksiyon
icin sokslet gibi geleneksel yontemlerden {istin olan hizlandirilmis ¢oziici
ekstraksiyon yontemi (ASE cihazi) kullanildi. ASE cihazi, yiiksek sicaklik ve basing
kullanimi ile ¢ozicl tuketimini ve ekstraksiyon zamanini azaltmaktadir. Yiiksek
basing ¢oziicliyli kaynama noktasinin altinda tutarken, artmis sicaklik ekstraksiyon
kinetigini hizlandirir, boylece bir 6rnegi kisa bir zamanda (yaklasik 30 dak) hizla
ekstrakte etmek mimkindir. Anabilim dalinda daha once yapilan calismalarda
kestane meyvesinde (Isyapan, 2011) ve ceviz agaci kereste atiklarinda (Ozgiil, 2011)
ellajik asit i¢in hizlandirilmig ¢oziici ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir.

Ekstraksiyon kosullar1 Tablo 3.1 de verilmistir. Ekstraktlar, evaporatérde 60°C de
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kuruluga kadar uguruldu. Kalintilar EA’nin ¢oziiniirliigliniin yiiksek oldugu

metanolde ¢oziindii ve -20°C de sakland: (Isyapan, 2011; Ozgiil, 2011).

Elde edilen ektraklardaki, ellajik asit ve diger olasi ellajitanenlerin etkin bir
sekilde ayrilmasi ve miktarinin belirlenmesi amacla ile yeni bir RP-HPLC-DAD

tayin yontemi gelistirilmistir ve kullanilan yontem valide edilmistir.

Calismada oOncelikli olarak, fenolik bilesiklerin analizlerinin Kkimyasal
yapilarinin benzer olmasi nedeniyle son derece zor olmasi ve ¢esitli calismalarda
fenolik madde igeriklerinin tespitine yonelik analizlerde HPLC yodnteminin
yaygin olarak kullanilmasindan dolay1 en uygun HPLC ydnteminin belirlenmesi

i¢in ¢aligmalar yapilmistir.

HPLC sistemine yonelik calismalarda baslangic olarak, Vekiari ve ark.,
uyguladiklar1 dereceli eliisyon sisteminde degisiklikler yapilarak (Tablo 3.3)
kromotogramlar alindi. Bu kosullar altinda yapilan 6n denemeler sonucu g¢alisilan
maddenin standartina ait piklerde 6n kuyruklanma goriilmistiir. Ayrica var oldugu
diisiiniilen daha apolar 6zellikteki ellejitanenlerin pikleri gézlenememistir (Sekil 3.1).
Ayrica arda arda yapilan enjeksiyonlarda dahi tekrarlanabilir sonuclar elde
edilememistir. Bu nedenle yapilan c¢alisma terk edilerek HPLC yontem 1°de
kullanilan Vekiari SA ve ark. gelistirdikleri Ozgul L. tarafindan modifiye edilen
dereceli eliisyon sistemi kullanilarak (Tablo 3.4) kromotogramlar alindi. Calisilan bu
HPLC yoOnteminde, standart EA c¢Ozeltisinin enjeksiyonu ile elde edilen
kromatogramdan, EA pikinin simetrik oldugu gozlendi. HPLC Yontem 1° deki gibi
hazirlanan KMK 06rnegi enjekte edildi. Yapilan karsilagtirma sonucunda EA
piklerinin alikonma zamanlarinin esit oldugu belirlendi. Ancak KMK 6rneginde EA
piki, kendinden bir 6nceki pikten iyi ayrilmadigi ve analiz slresi uzun oldugu igin

yeni yontem denenmesine karar verilmistir.

Piklerin ayiriminda ve pik sekillerin diizelmesinde diisik pH degerinde
hazirlanan bir tampon ¢ozeltinin (5mM KH,PO, tamponu (pH: 2.5 o-fosforik asit))
etkili olacag diisiinilerek Amakura Y. ve ark izokritik HPLC ¢aligsmasi temel alinip
kromatografik kosullar degistirilmistir. Olas1 ellajitanen piklerini goérebilmek ve

alikonma zamanini arttirmak i¢in ilk olarak sicaklik diisiiriilmiistiir. Sonrasinda
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mobil faz oraninda degisiklikler yapilarak polaritenin degisimine ellajik asit ve
ellajitanen piklerinin cevab1 gozlenmistir. Amakura Y. ve ark. gelistirdikleri,
kromatografik kosullar1 modifiye edilerek c¢alisilan metot ile, ellajik asit ve
ellajitanen piklerinin ayrimi etkin bir sekilde saglanilmistir. Bu sekilde calisilacak

RP-HPLC-DAD (HPLC Yo6ntem 5) metoduna karar verilmistir.

Polifenolik bilesiklerden olan ellajitanenler, bir veya daha fazla sayidaki
hekzahidroksidifenol grubu tasiyan bir molekiil ile seker molekiiliiniin (genellikle
glukoz) esterlesmesiyle olusan ve hidrolize olabilen bilesiklerdir (Lee, 2004).
Ellajitanenler, asit veya bazlarla hidrolize ugradiginda ester baglar1 hidrolize olarak
hekzahidroksidifenik asit ve glukoz ara Urtnlerini verir, ve hekzahidroksidifenik asit
kendiliginden laktonize olarak suda az ¢oziinen ellajik aside doniisiir (H&kkinen ve
ark., 2000; Clifford ve ark., 2000; Mullen ve ark., 2002). Ellajik asit, dogada bir¢cok
bitkide (¢ilek, ahududu, bdgiirtlen, nar, yaban mersini, ananas gibi meyvelerde ve
ceviz, kestane, gibi sert kabuklu yiyeceklerde) serbest halde bulunabildigi gibi,
glikozitleri halinde, ya da hekzahidroksidifenik asit olarak da bulunur (Okuda ve
ark., 1995; Daniel ve ark., 1989; Pinto ve ark., 2008; Bianco ve ark., 1998).

Belirtilen bu 6zelliklerinden ve ilag aday: bir molekiil olmasindan ve en 6nemlisi
sentetik olarak Uretilememesinden dolayi, ellajik asitin bitkilerden ektrakte edilmesi
kacinilmazdir. Diger yandan iilkemizde kestane, sanayi Ol¢eginde islenerek cesitli
urtnler elde edilmektedir. Yapilan bu iiretimler sonrasinda tonlarca kestane kabugu

atig1 olugsmaktadir.

Atik olan kestane meyve kabugu ektresinden onceki ¢aligmalarda (Clifford ve
ark., 2000; Mukhtar ve ark., 1986; Isyapan, 2011) ITK ile saflastirma ydntemleri
gelistiriltir. Fakat bu giine kadar iilkemizde kestane kabugu ektresindeki
ellajitanenlerin hidrolizi yoluyla ellajik asit miktarinin arttirilmasi ile ilgili bir
calisma yapilmamistir. Diinyada ise sayili hidroliz ¢calismalarinin hig¢birinde atik olan

kestane kabugu hedef olarak alinmamastir.

Bu calismada kestane kabugu ektresinde bulunan, ellajik asit miktar1 gelistirilen
hidroliz reaksiyonu yoluyla 4,07 katina ¢ikarilmigtir. Gelistirilen hidroliz yontemi
kosullar1 optimize edilmis, gelistirilen RP-HPLC-DAD (HPLC Y0ontem 5) ile miktar
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tayini yapilmistir. Miktar tayini metodu olarak standart katma yontemi seg¢ilmistir.
Calisilan kromatografik yontem valide edilmis, LOD (8,338 x 10® M); LOQ
(3,35X10'7 M) degerleri 6nceki ¢alismalardan daha diisiik bulunmustur. Geri kazanim
degeri (%89.20) ise analitik agidan oldukca ylksektir.

Sonug olarak; kestane meyve kabugunun metanollii ektresindeki ellajik asit
miktarini, 4,07 katina ¢ikaran bir hidroliz metodu ve duyarli bir RP-HPLC-DAD
metodu gelistirilerek hidroliz olmamis 1 kg KMK atigindan 75,53 mg EA, hidroliz
edilmis 1 kg KMK atigindan 307,41 mg EA elde edilmistir.
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