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OZET

Bu caligmada Tiirkiye’deki ceviz agaclarindan ornekler alinarak hizlandirilmis
solvent ekstraksiyonu (ASE) uygulanmis, 6rneklerin igerdikleri ellajik asit (EA) ve
gallik asit (GA) miktarlari ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisi ile tayin
edilmistir. Ellajik Asit ve Gallik Asit polifenolik bilesiklerdir. Insan saglig1 iizerinde
bircok olumlu etkisi olan ellajik asidin en etkili 06zelligi kanser olusumlarini
engellemesidir. Ozellikle akciger, girtlak, karaciger, deri ve kolon kanserinde birgok

arastirma yapilmistir.

Calismada hareketli faz bilesenleri olarak A: 0,025M KH,PO, / H3PO,4 tampon
cozeltisi (pH: 3,0) ve B: Asetonitril (ACN) kullanilmistir. Bu iki ¢6ziicii ile farklh
dereceli eliisyon uygulamalar1 yapilmistir. En uygun dereceli eliisyon sistemi EA pik
alikonma zamani ve en yakin piklerin ayrilmalar1 g0z 6nune alinarak belirlenmistir.
Yeni bir ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) dereceli
ellsyon yontemi gelistirilmistir. RP-HPLC sistemi: Phenomenex Luna C18 (2) 4,6
mm X 250 mm, 5 pm kolon, bant genisligi 4 nm, A=255 nm dalga boyu ve diod dizi
dedektor (DAD) kullanilmistir.

Bes farkli 6rnekle ¢alisilmistir. 1. Ceviz agaci govdesi atigr (Rende), 2. Yaklasik 70
yillik ceviz agact kabugu (K-70), 3. Yaklasik 100 yillik ceviz agaci kabugu (K-100),
4. Sebin turu ceviz agact filizi 5. Pedro tiru ceviz agact filizi. Bu 6rneklerin
ekstraksiyonunda  Hizlandirilmis  Solvent  Ekstraksiyonu cihazi  (ASE100)
kullanmilmistir. Ektraksiyon kosullar1 ¢oziicii metanol-su (90:10); sicaklik 100°C,
statik zaman 1 dakika, temizleme hacmi % 50, yikama zaman1 60 saniye, statik devir
3 olarak ayarlanmistir. Kalibrasyon egrisi y=189,904x + 1,101 r’: 0,9968. Geri
kazanim % 35-43 olarak ceviz agaci govdesi atigi (rende) iginde hesaplanan EA
miktar1 % 21,65 bagil standart sapma degeri ile 39,3 mg/ 100g olarak bulunmustur.
Tayin ve gdzleme sinirlart sirastyla 13 ng.mL™ (sinyal/ guriilti: 10/1) ve 60 ng mL™

(sinyal/ guraltd: 3/1) olarak belirlendi.

Anahtar kelimeler: Ellajik Asit, Gallik Asit, hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu,

miktar tayini, yiiksek performansli sivi kromatografisi.
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SUMMARY

THE ISOLATION AND THE DETERMINATION OF ELLAGIC ACID AND
GALLIC IN TURKEY’S WALNUT TREE
BY ACCELERATED SOLVENT EXTRACTION

In this study, the samples were collected from Turkey’s walnut trees, extracted by
accelerated solvent extractor and determined the Ellagic acid (EA) and the Gallic
Acid (GA) amounts by applying reverse phase-high performance liquide
chromatography (RP-HPLC). Ellagid Acid ve Gallic Acid are poliphenolic
compounds. Ellagic Acid plays significant role in human health by preventing the
impovement of cancer. A number of studies have been reported on lung, throat, skin
and colorectal cancer about the healing of EA. Accelerated Solvent Extractor
(ASE100) was used for the extraction of the samples. Conditions for the extraction
were set as: methanol-water 90-10; temperature 100°C; static time 1 min; cleaning
volume 50 %; cleaning time 60 sec; static cycle 3 cycles. The mobile phase
components were A: 0,025M KH,PO, / H3PO, buffer solution (pH: 3,0) and B:
Acetonitril (ACN). Various gardient elution systems were tried and the proper
system was choosen considering the retention times and the resolution by using the A
and B. The RP-HPLC system consisted of Phenomenex Luna C18 (2) 4,6 mm x 250
mm, 5 um column and diode detector (DAD). The band width was 4 nm and the
wavelength A=255 nm. The five samples were studied: Walnut tree’s trunks;
approximately 70 year-old walnuts tree’s bark (K-70); approximately 100 year-old
walnut tree’s bark (K-100); buds of Sebin and Pedro walnuts. The constructed
calibration curve was y=189,904x + 1,101 r*: 0,9968. The recovery was founded 35-
43 %. The calculated amounts of EA the in the walnut tree’s trunks was founded 39,3
mg/ 100g with the RSD of % 21,65. The limit of quantification (LOQ) and limit of
dedection (LOD) values were dedected respectively as 13 ng.mL™ (signal/ noise:
10/1) and 60 ng mL™ (signal/ noise: 3/1).

Key words: Accelerated solvent extraction, determination, Ellagic Acid, Gallic

Acid, high performance liquide chromatography.
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SEMBOLLER
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KISALTMALAR

HPLC
DAD
ASE
RP-HPLC
EA

GA
ACN
HCI

uv
UV-VIS
FT-IR
DMSO
NMP

ppb

: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
: Diod Dizi Dedektor

: Hizlandirilmig Coziicii Ekstraksiyonu

: Ters Fazl1 Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
: Ellajik Asit

- Gallik asit

- Asetonitril

: Hidroklorik asit

: Ultraviyole

: Ultraviyole gorindr bolge

: Fourier transform infrared spektrometresi
: Dimetil sulfoksit

: 2-metil-1-pirolidin

: milyarda bir birim
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BOLUM I.

GIRIS VE AMAC

I.1. GIRIS

Polifenoller yaygin olarak ¢ay, kirmiz1 sarap, meyveler, ickiler ve cesitli tibbi
bitkilerde bulunmaktadir (1, 2). Sert kabuklu agaglar polifenol tlrlerinden olan
ellajik asit (EA), gallik asit (GA) igerir. Bitki tanninlerinde yaygin olarak bulunan bir
fenolik asit olan EA, gallik asidin dimeridir (3, 4). Ayrica EA sert aga¢ 6rneklerinde
yaygin olarak bulunur (3, 5).

EA basta ahududu, ¢ilek, kizilcik, ananas, thlamur, limon, findik, ceviz gibi
kabuklu yemisler, pekan cevizi ve nar olmak iizere 40 gesitten fazla meyvede rapor
edilmistir (6-9). Bitkilerde birgok tiirevi halinde bulunur ve bunlarin ¢oziintirliikleri,
reaktiviteleri, mobiliteleri farklidir (10). EA glukozla esterlesmis olarak bulunur.
Ellagitanninler asitle hidrolizlenerek serbest EA olusturduklarindan, EA’in birincil
kaynaklaridir (11). Toplam EA’in tayini i¢in temel bir kimyasal islem olan hidroliz
adimi  gerekir (12). Ellagitaninin asit hidrolizi ile ara drun olarak
hekzahidroksidifenik asit (HHDP) ve glukoz olusur. Daha sonra HHDP kendi
icindeki bir tepkime sonucunda su ¢ikisiyla EA’e doniisiir (6,13). Bu c¢alismada

hidroliz islemi yapilmamis, buna karsin bozunmamis olan EA tayini yapilmastir.

1.2. AMAC

Bu c¢alismada Tiirkiye’de yetisen ceviz agaglarinda bulunan EA’in ve GA’in
miktar tayinlerinin yapilmast amaclanmistir. Ceviz agacindaki bu maddeler
hizlandirilmis  ¢0zlici ektraksiyonu (ASE) yontemi kullanilarak izole edilerek,
yiiksek geri kazanimli, ucuz, basit ve kolay bir ekstraksiyon yontemi gelistirilmesi

hedeflenmistir.



BOLUM II.

GENEL BIiLGILER

11.1. CEVIZ (JUGLANS REGIA L.)

11.1.1. Ceviz Agacimin Genel Ozellikleri

Tiirkiye’deki ceviz agaglari, adi ceviz (Juglans regia L.) olarak bilinmekte ve
cevizgiller (juglandaceae) familyasindan gelmektedirler. Kisin yapraklarini doken,
geng siirgiinlerinin i¢i bdlmeli halde olan agacglardir. Yaprake¢ik sayist tiirlere gore ii¢
ile yirmi bes arasindadir. Agacin odununun 6zii koyu, dis kismi agik renklidir. Agir

ve guzel cila kabul eden odunlar turidar.

IL.2. POLIFENOLLER

Sarap, cay, cilek, bogiirtlen, elma, visne, patates, soya gibi bircok gidada ¢esitli
polifenoller gorilmektedir. Antioksidan, kanser oOnleyici etkileri nedeniyle
onemlidirler. Polifenoller yapilarina gore birgok farkli sekillerde siniflandirilirlar.
Tasidiklart aromatik halka sayilarina ve hidroksil gruplarina gore: fenolik asitler,
flavonoidler olarak ayrilirlar. EA, GA fenolik asit grubuna dahil olan polifenollerdir
(14).


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

11.2.1. Ellajik Asit ve Ozellikleri

Sekil 2.1. Ellajik asidin agik formiilii

EA IUPAC ismi . 2,3,7,8-tetrahidroksi[1]benzopirano

[5,4,3-cde][1]benzopiran-5,10-dion

Kapali formiili 1 C14HgOg
Molekiil agirligt : 302,197 g/mol
GOriiniisi . Acik sar1 renkte, toz, kat1

Ellajitanenler, asit veya bazlarla hidrolize ugradiginda ester baglar1 hidrolize olarak
hekzahidroksidifenik asit ve glukoz ara urtinlerini verir, hekzahidroksidifenik asit
kendiliginden laktonize olarak suda az ¢oziinen ellajik aside doniisiir (Sekil 2.2),

(6,15).



Ellajitannin Hekzahidroksidifenik Asit Ellajik Asit

HO OH  OH CH HO OH OH OH
o % o Hidroliz - Q Q o -2H,0
00 00
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Sekil 2.2. Ellajitanenlerin hidrolizi ile Ellajik Asit olusumu.

Tablo 1.1. Ellajik asidin organik ¢6ziculerde kalitatif olarak ¢6ztinmesi (9).

COzucl 5 mg EA’i ¢6zmek i¢in kullanilan
¢Oziicli miktar1 (ml)

Etanol 25

Piridin 2,5

NMP 0,2

Triethanolamine + 50 pl su 0,15

DMSO 2,0

PEG 400 0,6

Ayrica yaptigim ¢oziicli denemeleri ¢alismalarinda 4,9 mg EA’in 28 mL metil
alkolde, 5,2 mg EA’in 3,3 mL DMSO c¢6zicisunde, 5,5 mg EA’in 14 mL DMF

¢ozicusunde, 5 mg EA’in 3,4 mL THF ¢oziiciisiinde ¢6ziindiigiinii gézlemledim.

Ellajik asit g¢esitli bitki ve meyvelerde ii¢ farkli sekilde bulunabilir: Serbest
halde, hekzahidroksidifenikasit formu seker ile birlikte veya ellajik asit glikoziti
(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Serbest haldeki Ellajik Asit (sol ust), hekzahidroksidifenikasit formunda seker bagh olarak
bulunan Ellajik Asit (sagda), Ellajik Asit glikoziti (sol alt).

11.2.2. Gallik Asit ve Ozellikleri
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HO OH
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Sekil 2.4. Gallik asidin agik formiili



GA IUPAC ismi : 3,4,5-trihidroksibenzoik Asit

Kapali formiili : C7HgO5

Molekiil agirhig : 170,12 g/mol

Erime noktasi 1250 °C, 523 K, 482 °F
Goriiniisii : Beyaz renkte, kristal, kati

Sudaki ¢oziintirligii . Anhidrat standart icin 100 ml suda 1.1 g (20 °C),
monohidrat standart i¢cin 100 ml suda 1.5 g (20 °C).

11.2.3. Ellajik Asit ve Gallik Asidin Farmakolojik Ozellikleri

Sert govdeli agaglarla calisma esnasinda en ¢ok korkulan etkilerden biri agag
tozu kaynakli mesleki sinonasal kanseridir (16). EA’in yapi tasi olan gallik asit
esterleri DNA’ya direkt olarak toksik etki gostermistir (17). Bu ozelliklerinin yani
sira kolon kanseri (18), akciger ve yemek borusu kanserlerini (19) de onleyici etkisi
olduguna dair arastirmalar da bulunmaktadir. Hemostatik etkisi ve deriyi beyazlatici
etkisi de bulunan EA’in kanser olusumu Onleyici etkisiyle ilgili yaklasik on yildir

calismalar yayimlanmustir (6, 7).

Bir ilag aday1 olan EA antioksidan isleviyle Japonya’da, izinli olarak, gida katki
maddesi olarak kullanilmaktadir. (20, 21). Bu nedenle gerek dniimizdeki yillarda
ilag preparatt olarak pazara sunulma olasiligi gerekse gilinlimiizde yapilan
aragtirmalarda kullanilmas1 agisindan tayin metotlar1 gida hijyeni agisindan oldugu

gibi 6nem tasimaktadir (8).
11.2.4. Ellajik Asit ve Gallik Asit ile Yapilan Diger Calismalar

Ince toz edilmis mese ve ceviz agaci Orneklerinde ekstraksiyon isleminde
metanol kullanilmis ve sonikasyon uygulanmistir (22). Taze meyvelerle yapilan bir
calisma metanolde homojenizasyon yapilmis ve homojenat refluks edilerek

stizilmiis; seyreltik. HCI ¢ozeltisi ilave edilerek kat1 faz ektraksiyonu uygulanmistir



(8). Kestane kabugundan ekstraksiyonda ise Bianco MA, Handaji A, Savolainen
H’nin kullandigi yontem (1998) modifiye edilmis ve ¢Oziicliye azot gazi akimi
altinda kurutma uygulanmis, metanol trifloroasetik asit karisimi ile 2 saat 85°C’de

refluks ile hidrolize edilmistir (24).

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

sayida farkl sistemin kullanildig1 goriilmektedir. Bunlar;
Hypersil ODS kolon (200 mm x 4 mm I.D.) ve DAD dedektor (23);

Hypersil ODS kolon (250 mm x 4,6 mm, 5 um) ve UV dedektor, hareketli faz
olarak KH,PO4 (pH: 2,5) ve ACN dereceli eliisyon uygulanmis (25);

C18 LiChro CART kolon (125 mm x 3 mm 1.D, 5 um), UV dedektor (260 nm)

ve ¢ozict olarak %1 sulu formik asit ile ACN dereceli eliisyon uygulanmis (6);

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

ellsyon (13);

40°C’de 1sitilmig polietilen glikol (PEG) kolon (250 mm x4,6 mm, 5 um), UV
dedektor, hareketli faz olarak KH,PO,4 (pH: 2,5) ve ACN (20:80, v/v) kullanilmistir

9).



11.3. HIZLANDIRILMIS COZUCU EKSTRAKSIYONU (ASE)
Ornek ekstraksiyon teknikleri:

1) Sokslet

2) Otomatik sokslet

3) Sonikasyon

4) Mikrodalgali ekstraksiyon

5) Siiper kritik akiskanli ekstraksiyon

6) Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu

Hizlandirilms ¢oziicii ekstraksiyonun kullamlan diger yaygin adlari:
1) Basinghi ¢6ziicii ekstraksiyonu,

2) Hizlandirilmis ¢6ziicli ekstraksiyonu,

3) Basingli akigkan ekstraksiyonu,

4) Basingli sicak ¢oziicli ekstraksiyonu

5) Yiiksek basingli ¢6ziicti ekstraksiyonu

6) Yiiksek basing yiiksek sicaklikta ¢oziicii ekstraksiyonu

7) Subkritik ¢dziicu ekstraksiyonu (26)

Son yillarda analitik ekstraksiyonlarda kullanilan tehlikeli organik ¢oziicii
miktarin1 azaltma ihtiyaci, yeni ekstraksiyon tekniklerinin gelistirilmesine katki
saglamistir (27). Son otomatiklestirilmis ekstraksiyon teknikleri daha az ¢oziicii
kullanir ve gelismis analitik kararlilik verir (28). Bu tekniklerden biri kat1 ve yar1 kati

orneklerden analitlerin tam ekstraksiyonunu kisa zamanda elde etmek icin yliksek

8



sicaklik ve basing altinda, kiigiik hacimlerde ¢oziici kullanimima dayanan
hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonudur (ASE) (Sekil 2.5) (29, 30). ASE sokslet ve
ultrasonik ekstraksiyon gibi tekniklerden daha kisa ekstraksiyon zamani ve daha az
cOzucl tuketimine sahip bir ekstraksiyon teknigidir (32) (Tablo 2.1). Sokslet
ekstraksiyonu i¢in kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciileri ASE ig¢inde kullanilabilir.

Bundan dolay1 ASE klasik ekstraksiyon tekniklerinin yerine gegerek gelistirilmistir

(32).

Tablo 2.1. Siv1 ekstraksiyon tekniklerinin kiyaslanmasi.

Teknik Ornek Miktar1 (g) | Coziicti Hacmi (mL) | Ornek/Céziicii
(x10)

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

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

Mikrodalgali 5 30 1,67

ekstraksiyon

Calkalama 50 300 1,67

Otomatik sokslet | 10 50 2,00

ASE 10-100 15-120 6,67

Son yillarda, ASE kat1 atiklar (33), toprak (34-36), yosun ve ¢am agaci (37),
hayvan yemi, yiyecek matrisleri (38) ve tortu (39) gibi farkli matrislerden organoklor
pestisitlere, poliklorlu bifenillere, polisiklik aromatik hidrokarbonlara, poliklorlu
bifenil

uygulamistir. Ayrica poliklorlu bifeniller ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi

dibenzodiyoksinlere ve furanlara, polibromlu eterlere  ekstraksiyon

gevresel atiklarin basingli ¢oziiciilerle 100° C’ nin lzerinde etkili ve hizh

ekstraksiyon gergeklestirdigini rapor etmistir (28).

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

parametreleri olan ekstraksiyon basing ve sicakligindan etkilenir (40). Ek olarak
Ornek matriksi ekstraksiyon verimini etkiler (41). Bundan dolayr ASE’ nin

ekstraksiyon davranisi sade degildir ve isletme kosularinin optimizasyonu yorucudur.
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Super kritik akiskanli ekstraksiyon, klasik ekstraksiyon tekniklerine alternatif olarak

Onerilen bagka bir ekstraksiyon teknigidir (32).

Slper kritik akigkanli ekstraksiyon tarim ilag kalinti analizleri i¢in adapte
edilmis bir tekniktir. Tarim ilaglart mikrodalga etkili ekstraksiyondan sonrada analiz

edilebilir (28).

I’ =%
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Pompa

i;i:'-zi.icii\*
. ‘:. &
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|

Ekstraksiyon
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Statik .
vana '
i
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Sekil 2.5. Hizlandirilmig ¢6ziicii ekstraksiyonu cihazi sematik gosterimi
Hizlandinlnus Coziicii Ekstraksiyonu (ASE) Cihazimin Ozellikleri

ASE’ de, celik bir kap igerisine yerlestirilen (Sekil 2.6) kati1 yada yari-kati
Ornegin ¢oziicii ile bir firn igerisinde 50-200 C arasinda degisen sicakliklarda
1sitilmasi ile baslar ve 1sitma sirasinda firina 500-3000 psi degerleri arasinda basing
uygulanir (Sekil 2.8). Ekstraksiyonun 5-10. dakikalarinda ortama yeni ¢oziicii
pompalanarak 6rnegin ve kabin yikanmasi saglanmaktadir. Sistem icerisindeki batin
¢oziicii genellikle nitrojen gazi kullanilarak bir sise igerisinde (Sekil 2.7)

toplanmaktadir (42).
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Sekil 2.6.. Ekstraksiyon hiicresi

1) Yiksek sicaklik ve basing kullanilarak ¢oziicli tiikketimi ve ekstraksiyon
zamanini azaltir.

2) 1-50 g ornek ekstrakti igin 15-150 mL ¢dziicii kullanir.

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 hafizas1 vardir.

6) Uygun 6n panel islemi otomatik yontemi ¢alistirir.

ASE kati ve yar1 kati orneklerin sivi c¢oziiciilerle ekstraksiyonu igin bir

tekniktir.

Yiiksek sicaklik ve basingta ekstraksiyon islemlerinin verimini yiikselterek

uygun s1vi ¢oziiciiler kullanir.

Yiiksek basing ¢oziicliyii kaynama noktasinin altinda tutarken artmis sicaklik

ekstraksiyon kinetigini hizlandirir, bdylece hizli ekstraksiyon gerceklestirilir.

11
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Sekil 2.7. Toplama kabi

Yiiksek basing, c¢oziiclinlin, deney materyalinin i¢ kisimlarma kadar niifuz

etmesine imkan saglamaktadir.
ASE geleneksel s1vi ekstraksiyon yontemlerinden daha hizlidir.

ASE geleneksel ekstraksiyon yontemlerinden daha az ¢6zici (Tablo 2.1)

kullanir.
ASE matrikse baglilik gostermez.

ASE geleneksel yontemlerde halen kullanilan c¢oziiciileri kullanir. Bundan

dolay1 metot gelistirmek basittir.
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Sekil 2.8. Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu cihazi

Tablo 2.2. Hizlandirilmus ¢oziicii ekstraksiyonunda kullanilan genel ¢6ziicii hacimleri.

Ekstraksiyon Hicresi Cozicu 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 6nemli fark ekstraksiyon sicakligidir
(Tablo 2.3). ASE’ de ekstraksiyon sicakligi ¢oziiciiniin normal kaynama noktasi
tizerinde kullanilir. Aksine sokslet ekstraksiyonunda ekstraksiyon sicakligi kullanilan
¢cozliciiniin  kaynama noktasi ile smirhidir. Yiiksek sicakliklarda, polimer
partikiillerinin i¢inden bilesenlerinin diflizyonu yiizeylerinde artirilmistir. Ayrica
ekstraksiyon ¢oziiciisii i¢inde partikiillerin yiizeyden transferi daha hizli olacaktir.
Buna ek olarak ekstraksiyon sivisindaki bilesenlerin ¢oziintirliigii yiiksek sicaklikta
calisildigt zaman yiikseltilebilecektir. Bundan dolayr yiiksek sicakliktaki
ekstraksiyon degeri anlamli 6l¢iide yiiksek olacaktir (43).

Tablo 2.3. Diyoksin ve Furan ekstraksiyon kosullar1 (Cevresel 6rnekler).

ASE Sokslet
Ornek Miktari 4-10¢ 4-10 g
Cozicu Toluen, 15 mL Toluen, 250 mL
Sicaklik 150-180° C Kaynama noktast
altinda
Sure 2x10 dak. 18 saat
Analitik Yontem GC-MS GC-MS
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11.4. KROMATOGRAFI

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz
olmak tizere birbirleriyle karigmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve
saflagtirllmast yontemidir. Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla, sabit faz
tizerinde, degisik hizlarla hareket etmeleri veya siirliklenmeleri esasina dayanir.
Kromatografinin siniflandirilmast:

a) Ayrilma mekanizmalarina gore:

1) Adsorpsiyon kromatografisi

2) Partisyon (dagilma) kromatografisi

3) Iyon degistirme kromatografisi

4) Jel filtrasyon (Molekiler eleme) kromatografisi

5) Iyon ¢ifti kromatografisi

6) Afinite kromatografisi
b) Uygulama bigimine gore

1) Duzlemsel kromatografi

-Kagit kromatografisi

-Ince tabaka kromatografisi

2) Kolon kromatografisi

-Gaz kromatografisi

-Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
c) Faz tipine gore:

1) Sivi1 kromatografisi

-S1vi-Kat1 kromatografisi

-S1vi-S1vi kromatografisi

2) Gaz kromatografisi

-Gaz-Kat1 kromatografisi

15



-Gaz-S1vi kromatografisi

11.4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

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

cesitli inorganik bilesikler sayilabilir.

HPLC gunumuzde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi,
bitki kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini i¢eren alanlarda ayirma ve analiz igin
vazge¢ilmez 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 (44).
HPLC’nin avantajlart:

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

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

- Nicel analiz kullanilabilir.
- Analiz siiresi kisadir.

- Duyarlik ytiksektir.

a)Normal Faz Sivi Kromatografisi:

Polar sabit faz ve apolar veya diisiik polariteye sahip hareketli fazdan olusur.
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b)Ters Faz Sivi Kromatografisi:
Sabit faz apolar, hareketli faz ise polardir.

Kolon ve ¢oziicii sistemindeki polar ve apolar sistemi yer degistirilerek
gelistirilmis bir sistemdir (Tablo 2.2.). Bu sistemde kolon apolar, mobil faz ise
metanol, asetonitril ve su gibi polar ¢oziiciiler kullanilir. Gelistirilen bu teknikte
ornek ve kolon hidrofobik bir etkilesim olusturur. C1g, Cg C4, C,, fenil gibi kolonlar

ters faz s1vi kromatografisinde kullanilan kolon ¢esitleridir.

Tablo 2.4. Normal-faz ve ters-faz sivi kromatografisi kolon 6zellikleri.

Kolon Normal-faz Ters-faz

Sabit Faz Polaritesi Yksekten Ortaya Ortadan Diisiige
Cozlcu Polaritesi Ortadan Diistige Ylksekten Ortaya
Ornek Cikis Yeri Apolar Once Polar Once

Ters faz kromatografisinin avantajlari:

1. Normal faz kromatografide, sivi fazin kontrolii ¢ok onemli ve kritiktir.
Hareketli faz bilesimindeki kiiciik degisiklikler kromatogramda belirgin farkliliklara
neden olabilir.

2. Dengeye ulagma normal faz kromatografide ¢ok yavastir.

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

yayvan piklere sebep olur.

4. Apolar ¢oziiciiler cok pahalidir, ayrica nemden uzak tutmak zordur.
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HPLC tekniginde sistem tirleri:

Izokratik sistem: Bu sistemde tek pompa ve tek ¢oziicii kullanilir. Kullanilan
¢oziicii bir karigim olabilir. Bu sistemdeki ayirim yetersizdir.

Diisiik basingli dereceli sistem: Bu sistemde tek pompa, polariteleri 6nemli
derecede birbirinden farkli maksimum dort farkli hareketli faz vardir. Ayirim,
izokratik sistemden daha iyidir.

Yiiksek basingli dereceli sistem: Bu sistemde iki ya da i pompa ve polariteleri
onemli derecede birbirinden farkli iki yada {i¢ hareketli faz vardir. Karisma
pompadan sonra meydana gelir.

HPLC cihazi baslica ti¢ boliimden olusur:

Coziicli dagitma boliimii, ayirma kolonu, dedektor ve kaydedici sistem (Sekil

2.9)

[‘““M—' Aymrma Kolonu

Hareketli

Faz |
' Dedelctir

—*I:F

Enjektir A;i;-i;abl

Pompa A <
Ornelc K aydedici - ? W
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Sekil 2.9. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) cihazinin sematik gosterimi

11.4.1.1. Coziicii Dagitma Sistemi

COzicu pompalama sistemi HPLC’de en 6nemli kisimlardan biridir. Kolon
giris ve ¢ikisi arasinda olusturulmasi gereken yiiksek basing farki, kolon girisine bir

pompa yoluyla uygulanan basing ile saglanir. Pompanin performansi, analitik
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sonuglardaki tekrarlanabilirligi, nicel degeri, gdzlenebilme sinir1 vb. degerleri biiyiik

6lcude etkiler.

Pompalama sistemlerinin farkl: tipleri sunlardir:

-Dogrudan gaz basing pompalari
-Pnématik hizlandirici pompalar
-Pistonlu pompalar

-Siringa tipi pompalar

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

tek hareketli faz kullanildiginda giivenilir olmasidir.

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

bunlar, dereceli eliisyona uygun degildir. Ve basinglar1 135 atm’ den daha diisiiktiir.

Pistonlu (sabit akis) pompalar genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve
geri hareketiyle ¢oziiciiniin pompalandig: kiiciik bir silindirden meydana gelmistir.
Sirasiyla acgilip kapanan iki tane kiiresel kontrol muslugu, ¢oziiciinlin silindir igine
giris ve ¢ikis akisini kontrol eder. Coziicii piston ile dogrudan temas etmektedir. Bir
alternatif olarak, basing, gidip-gelen pistonla hidrolik olarak kumanda edilen esnek
bir diyafram yardimiyla ¢oziiciiye iletilebilir. Pistonlu pompalarin iistiinliigi; kiiclik
i¢c hacimleri (35-400 uL), yiiksek ¢ikis basinci (700 atm’e kadar), dereceli eliisyona
uyarlanmaya hazir oluslar1 ve kolon geri basincindan ve ¢o6ziicli viskozitesinden

biiyiik 6l¢iide bagimsiz olan sabit akis hizlaridir.

Siringa tipinde pompalarda, elektriksel olarak hareket eden kursun vida,

verilen ¢oziicli hacmini yeterli basingta tutan bir pistonu hareket ettirir. Bu
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pompalarin baslica avantaji, yiiksek basingta (7500 psi’a kadar) serbest pulslu akis

saglama yetenekleridir ve akis hizi, ¢alisilan basingtan bagimsizdir.
11.4.1.2. Kolonlar

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

borulardan yapilir. Kolonlarin biiylik ¢ogunlugu 10-30 cm arasindadir.

Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gergeklestirilen ayirma ile

yani, kolon dolgu maddesinin se¢ilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir.

Iyi bir kolon dolgu maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢oztculerine
hem de ornek ¢ozeltilere karsi inert olmalidir. Genis ylizey alanina, diizgiin olarak
dagilmis ve hareketli faza kolay erigebilir agik yapisal ylizeye sahip olmalidir.

Yiiksek basing ve yiiksek akig hizlarindan etkilenmemelidir.

Normal fazli HPLC caligmalarinda sabit faz olarak genellikle silika jel
kullanilir. igerdigi SiOH gruplar1 nedeniyle zayif asidik 6zellik gosteren 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 kat1 ylizeyine 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 dmriinii artirmak amaciyla, analitik kolondan dnce genellikle
kisa bir kolon (emniyet kolonu) yerlestirilir. Bu kolonun gorevi, sadece partikiil
haldeki maddeleri ve ¢6ziicii icindeki yabanci maddeleri tutmak degil, ayn1 zamanda
numune i¢inde bulunan ve durgun faza tersinmez olarak baglanan bilesenleri de
tutmaktir. Emniyet kolonundaki dolgu maddesinin bilesimi, analitik kolondakine ¢ok
benzer olmalidir; bununla beraber, basin¢ diisiisiinii en aza indirmek icin tanecik

boyutu genellikle daha buyuktur.

Bir¢ok uygulama i¢in kolon sicakliginin yakindan kontrolii gerekli degildir ve
kolonlar oda sicakliginda kullanilirlar. Ancak, c¢ogu zaman, kolon sicakligi,
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derecenin onda birkag1 hata ile sabit tutuldugu zaman daha iyi kromatogramlar elde
edilmektedir. Birgcok modern ticari cihaz, kolon sicakligin1 oda sicakligindan, 100-
150°C’ ye kadar her sicaklikta onda birka¢ derece hata ile sabit tutabilen kolon

wsiticilart ile donatilmistir (44).
11.4.1.3. Dedektorler

Dedektor HPLC’ de aletin en énemli kisimlarindan birini olusturur. Kolondan
¢ikan maddelerin derigimi kolon ¢ikisina yerlestirilen uygun bir dedektor ile 6lguldr.

Dedektor segimi dogru ve hassas bir analiz yapabilmek i¢in son derece 6nemlidir.

Bir dedektorde bulunmasi gereken 6nemli karakteristikler:

- 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 mimkdndr.

1. Genel dedektorler

2. Segici dedektorler

Genel dedektorler, hareketli faz ve 6rnek ¢ozeltisinin 6zelliklerindeki degisimi
Olger. Secici dedektorler ise yalniz 6rnek ¢ozeltisi i¢in duyarlik ve segicilik gosterir.
Genel Ozellikli 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.
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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 dedekttr
olacaktir. Bununla birlikte bir veya daha fazla bilesen UV-VIS 15181 absorplamiyorsa
alternatif dedektorler de diisiiniilmelidir.

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

boylarini 6lgebilen dedektorlerde ise doteryum lambasi kullanilir.

UV-VIS dedektorler icerisinde fotodiyot array dedektor son yillarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. UV-VIS dedektorden farki, her elementin ayr1 bir dalga
boyundaki absorbansini es zamanli olarak Ol¢ebilmesidir. Bu sayede ii¢ boyutlu
kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum taramasin
gorebilmek ve farkli dalga boyunda absorbans yapan tiirleri ayn1 anda tayin etmek
olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu aralifinda calisilabilmesi bu dedektoriin
sagladig bir diger dnemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynagi doteryum veya tungsten

lambadir.

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

etiketlendirilmis tiriin olusturulur.

10™- 10™ g.mL™ degerinde gdzlenebilme simrina ulasilan elektrokimyasal
dedektorler, elektroliz sonucu akim oSlgiilmesi ilkesine gore c¢alisir. Burada dlgiilen

akim, Ornek maddesinin elektrolizi sonucu olustugundan kullanilan ¢o6ziiciiniin
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elektrik akimi vermemesi gerekir. Elektrokimyasal redoks tepkimelerine cevap veren

ve polarografi ilkesine dayanan HPLC dedektorii de yaygin olarak kullanilir.

fletkenlik dedektorleri kolondan ¢ikan iyonik haldeki bilesenlerin 6l¢iimiinde
kullanilir. Bu dedektor organik sistemler ig¢in pek uygulanabilir degildir. Daha ¢ok

sulu sistemlere uygundur.

Tiim bilesenleri Olgebilen, yani se¢imli olmayan kirilma indisi dedektorii ile
yapilan Olgiimlerde, kirilma indisi sicaklikla degistiginden, ¢ok iyi bir sicaklik
kontrolii yapilmalidir. Cok yonliiliigii miikemmeldir, fakat duyarliligi vasat
oldugundan eser analizler icin ideal degildir. Bunlarin disinda amperometrik
dedektor, elektrik iletken dedektor, kitle spektrometrisi dedektéri ve daha az
kullanilmakla birlikte iyon se¢imli elektrotlarla yapilan potansiyometrik, fotoakustik,
indiiktif eslesmis plazma ve atomik absorpsiyon 6lctimlerine dayanan dedektérler de
vardir (44).
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11.5. KULLANILAN iSTATISTIKSEL YONTEMLER

11.5.1. Aritmetik Ortalama

S

X - 1

n

11.5.2. Standart Sapma

n |
. Z(xi—if

n-1

11.5.3. % Bagil Standart Sapma

]

%RSD =—X_, 100
X

11.5.4. Geri Kazanim

% Geri kazanim : m, x 100
mj
m+: Ekstrakte edilecek kati madde miktar:

m3: Ekstraksiyon sonucunda elde edilen kati madde miktar1
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BOLUM Il

TEZ CALISMALARI

I11.1. GEREC VE YONTEM

111.1.1. Kimyasal Maddeler
Ceviz agac1 6rneklerinden Sebin ve Pedro tiirleri Bandirma Ezer Fidancilik’tan diger

ornekler ise Isparta’dan temin edilmistir.

Kimyasalin adi: Firma:
Ellajik asit (2995 saflikta) Sigma E2250
Gallik asit (>%99 saflikta) Sigma
Metanol (HPLC saflikta) Merck
Asetonitril (HPLC saflikta) Merck
KH,PO, (136.086 g.mol™) Merck
H3PO4 Merck

II1.1.2. Cihaz ve Analitik Kosullar

1) DIONEX ASE 100 hizlandirilmis ¢6ziicti ekstraktorii

2) Memmert UM 400 etiv

3) Millipore Milli Q RG deiyonize su cihazi

4) Adam d=0,0001 g dijital terazi

5) Heidolph VV 2000 doner vakumlu evaporator
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6) Heidolph WB 2000 su banyosu

7) KNF LAB, Laboport vakum cihaz

8) Falc instruments manyetik karistirict
9) Arzum Mulino /AR 151 kahve 6giitiicii

10) Nuaire -85° C Ultralow Freezer sogutucu

HPLC Donanim:

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

2) G1311 Quat model pompa

3) G1322 Degasser vakum

4) G1329B model ALS SL otosampler
5) G1316A COLCOM kolon 1s1tict

6) G1315A model DAD detektor

7) Synergi 4 um, Hydro-RP 80A, 150 mm x4,6 mm kolon

HPLC kosullari:
Kolon: Luna 5u C18(2) 250 mm « 4,6 mm
Hareketli Faz A: KH,PO,4 ( 0,05 M; H3PO, ile pH:3,0’e ayarlandi)

Hareketli Faz B: ACN

26



Dedektér: DAD UV A: 254 nm

Akis Hizi: 1,000 ml/dak

Kolon sicaklig1 124°C
Enjeksiyon hacmi 120 pL
Dalga boyu : 254 nm (bant genisligi: 4 nm)

Kullanilan dereceli eliisyon sistemi: Hareketli faz B (ACN) oran1 % 7 oraniyla
baslayp sekizinci dakika sonunda %40’a, on iigiincii dakika sonunda %50’ye
ctkmasi saglanmistir. Daha sonra diizenli olarak azalarak on sekizinci dakika

sonunda yine baslangi¢ orani olan %7’ye diistiriilmiistiir.

Ayrica pik tanimlanmasi i¢in 190- 400 nm UV spektrumlar kaydedildi. BUtin

cam malzemeler deiyonize su ile kalibre edildi.

111.1.3. Cozeltiler

Stok Cozeltilerin Hazirlanmast:

Stok Ellajik Asit Cozeltisi: 20 mg EA tartilir. Metanol ile 100 ml’ye

tamamlanir. Stok ¢ozeltisinin konsantrasyonu 6,62x10™* mol. L™ * dir.

Stok Gallik Asit Cozeltisi: 10 mg GA tartilir. Metanol ile 50’ye tamamlanir.
Stogun konsantrasyonu 1,18x10° mol. L™ "dir.

HPLC Hareketli Faz Cozeltileri:
Hareketli Faz A: 0,025 M KH,PO, (pH 3,0) tamponu.

Hareketli Faz A’nin Hazirlanisi: 3,4000g + 0,0005 g KH,PO, tartildi. 900 ml

ultra distile suda ¢ozuldu. Fosforik asit ile pH:3,0’e ayarland.

Hareketli Faz B : %100 ACN

27



I11.1.4. Ekstraksiyon islemleri

Ceviz agaci atig1 (rende) ¢alismalarinda ayni kosullar igin 3 tartim alinarak
paralel calisma yapildi. HPLC piklerine ait alan degerleri igin hesaplanan % RSD

degerleri 3 6rnek (tartim) i¢in hesaplandi.

ASE Kosullar:: 1,5000 g + 0,5 mg ceviz agaci1 6rnegi ve 1,5000 g = 0,5 mg
diatom toprak tartilarak filtre kagidiyla sarildi, 10 mL’ lik ekstraksiyon hicresine

yerlestirildi.
Sicaklik :100° C
Statik zaman : 10 dak.
Temizleme hacmi - % 60
Yikama zamani :90s.
Statik devir :3

111.1.5. Kromatografik Kosullar

Ekstrakt ¢coziculeri 60° C’ de kuruluga kadar uguruldu. 10 mL hareketli faz A-B
¢ozelti karisiminda 50:50 (v/v) ¢ozildi. 0,45 um membran filtreden stizuldu. Tablo

3.1’ de verilen HPLC sistemine 20 pL enjekte edildi.
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111.2. BULGULAR

111.2.1. On denemeler

Kestane kabugundan elde edilmis olan ticari standart ile asagida verilen 6n

denemeler yapildi.
111.2.1.1. Ellajik Asit Standardinin Kromatogrami

Ornek Hazirlanmasi: 10 mg ellajik asit standardi1 tartildi. Saf metanol ile 50
mL’ye tamamlanarak ellajik asit stok standart ¢ézeltisi hazirlandi. Stok standart

cozeltisinden 0,25 mL alinip saf metanol ile 10 mL’ye tamamlandi.

Vekiari SA, Gordon MH, Garcia-Macias P, Labrinea H’nin (24) uyguladiklari
dereceli eliisyon sisteminde (Tablo 3.1.) kromatogrami alindi. Sekil 3.1.’de standart
EA c¢ozeltisinin kromatogrami verilmistir. Bu ¢alismanin kromatografik kosullari

sunlardir:

Kolon: Luna 5u C18(2) 250 mm « 4,6 mm
Hareketli Faz A: KH,PO, (0,05 M; pH:3,0)
Hareketli Faz B: ACN

Dedektér: DAD UV A: 254 nm

Akis Hizi: 1,000 ml/dak

Enjeksiyon Hacmi: 20 pL

R¢: 23.721 dak
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Tablo 3.1. Dereceli eliisyon sistemi (24)

Zaman (dakika) %B
0,00 7,0
8,00 7,0

25,00 32,0

30,00 35,0

35,00 7,0

DADI A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00023.D)
mAU ]
80 o
4 o~
Q
o
1 o~
60|
40|
20|
0
-t
0 10 20 30 40 mi

Sekil 3.1. Standart EA ¢o6zeltisinin kromatogrami. Kolon: Luna 5p C18(2) 250 mm « 4,6 mm;
hareketli faz A: KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN; dedektér: DAD; UV A: 254 nm;
akis hizt: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 20 pL; Ry: 23.721 dak.

DAD1, 23.720 (62.1 mAU, -) of LEV00023.D

LA e o B B
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 3.2. Standart EA c¢0zeltisinin HPLC-DAD dedektorle alman UV spektrumu. Sekil 3.1.°de

verilen kromatografik kosullar uygulanmistir.
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111.2.1.2. ki Tiir Ceviz Agaci Filizi ile Yapilan Cahsmalar

Bu incelemede 11.1.1.’de verilen kromatografik kosullarda ve Tablo 3.2.’de

verilen dereceli elusyon sisteminde ¢alisildi.

Ornek Hazirlanmasi: Ince filizler kiigiik parcalara ayrildi. Etiivde 50 °C’ de 2

saat kurutuldu. Arzum marka 6giitiiciide 6giitiiliip, havanda doviildi. 50 °C’ de sabit

tartima gelene kadar ( 3saat ) kurutuldu. incelenen tiirler asagida belirtilmistir.

Tur-I; Sebin Ornegi: 0,3000 g + 0,0001 g érnek tartildi. 0,3000 g + 0,0001 g

diatom toprak ilave edilerek siyah bantli filtre kagidina sarildi. Hizlandirilmis ¢6ziicti

ekstraksiyonu (ASE) cihazina verildi. Cihazda uygulanan metot Tablo 3.2.’de

verilmektedir.

Tablo3.2. Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu Kosullar: 1

Sicaklik 100°C
Statik zaman 1 dakika
Temizleme hacmi %50
Yikama zamani 60 s.
Statik devir 1
Cozicu (%100) Metanol

Evaporatorde 60°C’de 30 dak boyunca ¢oziiciisii uguruldu. Kalintt 5 mL saf

metanolde ¢oziildii. Ornek 0,45 pm membran filtreden stiziildi. Hicbir seyreltme
islemi yapilmadan HPLC cihazina 50 pL enjekte edildi. Sekil 3.3.’de Sebin

orneginin kromatogrami verilmistir.
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DADL1 A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00022.D)

mAU |
80
60

40

33.617

25.090
26.234

\ 1 ‘ 1 \ E— 1 ‘ \ — \ I —
0 10 20 30 40 min

Sekil 3.3. Sebin 6rneginin kromatogrami. Kolon: Luna 5p C18(2) 250 mm « 4,6 mm; hareketli faz A:
KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN; dedektor: DAD; UV A: 254 nm; akis hizi: 1,000
ml/dak; enjeksiyon hacmi: 50 pL

Kromatogram incelendiginde EA’e ait olan Ry: 23.721 dakikada herhangi bir pik

gozlenmemistir.

Tir-1I; Pedro Ornegi: 1,2000 g + 0,0004 g érnek tartildi. 1,2000 g + 0,0004 g
diatom toprak ilave edilerek filtre kagidina sarildi. Tablo 3.2.’deki kosullarda ASE
cihazina verildi. Alinan ekstraktin ¢dziiciisii evaporatorde 60°C’de 30 dak boyunca
ucuruldu. Kalmti almip, 5 mL saf metanolde ¢ozildii. Ornek 0,45 pm membran
filtreden siiziildii. Higbir seyreltme igslemi yapilmadan HPLC cihazina 50 pL enjekte

edildi. Sekil 3.4.’de Pedro 6rneginin kromatogrami verilmistir.
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00025.D)

q

mAU |
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Sekil 3.4. Pedro 6rneginin kromatogrami. Kolon: Luna 5p C18(2) 250 mm « 4,6 mm; hareketli faz A:
KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN; dedektor: DAD; UV A: 254 nm; akis hizi: 1,000
ml/dak; enjeksiyon hacmi: 50 pL; Ryga: 23.721 dak.

rX— [re—

W UV Apex spectrum of Peak 23.721 of LEV00025.D BEIE

DADT, 23.961 (175 mAl, - ) of LEVODDZS.D
DADY, 23,720 (52.1 mAL, - ) of LEVOODZZ.D

Norm. —|
180
140—5

120—5

100—5

80—5

BD—?

»

20—5

o

N N N N N N N N
200 225 250 275 200 325 250 375 nm

Sekil 3.5. Pedro 6rnegi ile EA standardnin HPLC-DAD dedektdrle alinan UV spektrumlarinin
karsilastirilmasi. Sekil 3.4.’de verilen kromatografik kosullar uygulanmistir. Kirmmzi renk ellajik asit

standart spektrumu; mavi renk pedro drnegi spektrumu.

Sekil 3.4.’deki kromatogram incelendiginde R; : 23.96 dakika ile énde belirgin,
arkada belirgin olmayan kuyruklanmaya sahip bir pik gdzlenmistir. Bu pike ait
HPLC-DAD dedektorle alman UV spektrum, EA standart spektrumu ile

karsilastirildiginda spektrumlarin birebir cakismadigi gozlenmistir.
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111.2.1.3. Dereceli Elusyon Sisteminde Yapilan Degisiklikler

Vekiari SA ve ark. nin ¢alismasinda (24) analiz siiresi uzun oldugu igin;
kisaltmak {izere ¢esitli denemeler uygulandi. 3 farkli dereceli elisyon sisteminde
calisildi. Bunlara iliskin dereceli eliisyon semalari ve kromatogramlar1 asagida

verilmistir.

Dereceli Elusyon I: Kullanilan hareketli faz B oran1 Tablo 3.3’ te belirtilmistir.
Sekil 3.6.’da EA gozeltisinin (1,655 x10”° mol.L™") kromatogrami verilmistir.

Tablo 3.3. Dereceli Eltsyon |

Zaman (dakika) %B
0,00 7,0
8,00 7,0

15,00 40,0

20,00 7,0

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00035.D)
mAU |

a
T7.090C
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Sekil 3.6. Dereceli eliisyon I’in kullanildigi EA standardinin kromatogrami. Kolon: Luna 5u C18(2)
250 mm » 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, ( 0,05 M; ph:3,0); hareketli faz B: ACN; dedekttr: DAD;
UV A: 254 nm; akis hizi: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 50 pL; R;: 17.030 dak.

Dereceli Elusyon Il: Kullanilan hareketli faz B oranm1 Tablo 3.4 de

belirtilmistir. Sekil 3.7’de EA cozeltisinin (1,655 x10° mol.L™") kromatogrami

verilmistir.
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Tablo 3.4. Dereceli Ellisyon 11

Zaman (dakika) %B
0,00 7,0
8,00 7,0

13,00 40,0

18,00 50,0

23,00 7,0

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00036.D)
mAU |
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Sekil 3.7. Dereceli eliisyon II’in kullanildigi EA standardinin kromatogrami. Kolon: Luna 5p C18(2)
250 mm « 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN; dedektor:
DAD; UV \: 254 nm; akis hizi: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 50 uL; R;: 15.898 dak.

Dereceli Elusyon 111: Kullanilan hareketli faz B oram1 Tablo 3.5 te
belirtilmistir. Sekil 3.8°de EA ¢ozeltisinin (1,655 x10° mol.L™") kromatogrami

verilmistir.

Tablo 3.5. Dereceli Eltsyon 111

Zaman (dakika) %B
0,00 7,0
8,00 7,0

15,00 50,0

20,00 7,0
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00037.D)

9

mAU |
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Sekil 3.8. Dereceli elisyon III’in kullanildigi EA standardinin kromatogrami. Kolon: Luna 5u
C18(2) 250 mm « 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN;
dedektor: DAD; UV A: 254 nm; akis hizi: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 50 uL; Ry: 16.118 dak.

Yapilan denemeler sonucunda bundan sonraki ¢alismalarda dereceli eliisyon II

tablosunun kullanilmasina karar verilmistir.

Kullanilan dereceli eltsyon Il sisteminde hareketli faz B (ACN) % 7 oraniyla
baslayip ilk sekiz dakika oranlarda degisiklik olmamistir. Sekiz ile on igiincii
dakikalar aras1 ACN orani1 %7 den %40’a dogru diizenli olarak artmaktadir. On iig ile
on sekizinci dakikalar aras1 ACN oranindaki artis %40’tan %50’ye ¢ikarilmistir. On
sekizinci dakikadan yirmi ti¢lincli dakikaya giderken ACN orani, diizenli olarak

azalarak, baslangi¢ pozisyonundaki %7’ ye donmiistiir.
111.2.1.4. Ceviz Agac1 Govdesi Atig1 (Rende) ile Yapilan Calismalar

Ornek Hazirlama: Rende 6rnegi etiivde 50°C’de 8 saat kurutuldu. Ogiitiici ve
havan kullanilarak kiigiik pargalara boliindii. 50°C’de etiivde sabit tartima getirildi.
1,5000 g + 0,0005 g rende Ornegi tartildi. 1,5000 g = 0,0005 g diatom toprak ilave
edilerek filtre kagidina sarildi. ASE cihazina verildi.

ASE cihazinin kosullar1 Tablo 3.6’da belirtilmistir.
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Tablo 3.6. Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu kosullari 2

Sicaklik 100°C

Statik zaman 1 dakika

Temizleme hacmi %50

Yikama zamani 60 s.

Statik devir 1

Cozicu (%90) CH3OH — (%10) H,0

ASE cihazindan alinan ekstraktin ¢oziiciisii, evaporatorde 60°C’de 30 dak
boyunca uguruldu. Kalint1 5 mL saf metanolde ¢6ziillip; rende stok drnegi hazirlandi.
Ornek 0,45 pm membran filtreden siiziildii. Rengi koyu oldugundan seyreltmeler
yapildi. Rende stok ¢ozeltisinden 1,000 mL almip saf metanol ile 10 mL’ye
tamamlanarak rende seyreltme | (RS-I) 6rnegi hazirlandi. RS-1 6rneginden 1,000 mL
alimip saf metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak rende seyreltme II (RS-II) 6rnegi
hazirlandi. RS-11 HPLC cihazina 20 uL enjekte edildi. HPLC sisteminde Tablo 3.4’
de belirtilen dereceli elusyon Il sistemi kullamlmustir. Sekil 3.9.’da standart EA

cozeltisinin (1,655 x10™° mol.L™?) kromatogrami verilmistir.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00051.D)
mAU | 0y
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Sekil 3.9. Standart EA c¢ozeltisinin kromatogrami. Kolon: Luna 5p C18(2) 250 mm » 4,6 mm;
hareketli faz A: KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN; dedektér: DAD; UV A: 254 nm;
akis hizt: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 20 puL; Ry: 15.977 dak.
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Sekil 3.10. Ceviz agaci rendesi (RS-I1) 6rnegi kromatogrami. Kolon: Luna 5p C18(2) 250 mm « 4,6
mm; hareketli faz A: KH,PO,4 ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN; dedektor: DAD; UV A: 254
nm; akig hizi: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 20 pL, R¢ga: 15.977 dak.

[ 1 DAD1, 15.978 (120 mAU,Apx) of LEV00054.D
[ 1 DADI1, 15.979 (189 mAU,Apx) of LEV00051.D
Norm. ]
150
100
50
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Sekil 3.11. Ceviz agaci rendesi (RS-1T) 6rnegi ile EA standardinin HPLC-DAD dedektorle alinan UV
spektrumlarinin kargilagtirilmasi. Sekil 3.10.’da verilen kromatografik kosullar uygulanmigtir. Kesikli
spektrum Ellajik Asit standardinin UV spektrumu, diiz spektrum ceviz agaci rendesi (RS-11) 6rneginin

spektrumudur.

Sekil 3.10.’daki kromatogram incelendiginde R : 15.977 dakikada EA standart
kromatogrami ile ayn1 zamanda gelen bir pik gézlenmistir. Bu pike ait HPLC-DAD
dedektorle alinan UV spektrumu, EA standardinin spektrumu ile karsilastirildiginda

birebir ¢akistig1 gozlenmistir.
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111.2.1.5. Yaklasik 70 Yillik Ceviz Agaci Kabugu (K-70) Calismalar:

Ornek Hazirlama: K-70 6rnegi etiivde 50°C’de 8 saat kurutuldu. Ogiitiicii ve
havan kullanilarak kii¢iik parcalara boliindii. 50°C’de etiivde sabit tartima getirildi.
1,5000 g + 0,0005 g rende 6rnegi tartildi. 1,5000 g + 0,0005 g diatom toprak ilave
edilerek filtre kagidina sarildi.

ASE cihazina verildi. ASE cihazinin ¢oziiciisii metanol:su (90:10) (v:v)
karigimidir. Statik zaman 1 dakika, temizleme hacmi %50, yikama zamani 60 saniye,

statik devir 1 olarak ayarlanmistir.

ASE cihazindan alinan ekstraktin ¢oziiciisii, evaporatorde 60°C’de 30 dak.
boyunca ucuruldu. Kalint1 5,000 mL saf metanolde ¢o6ziiliip; rende stok oOrnegi
hazirlandi. Ornek 0,45 um membran filtreden siiziildii. Stok ¢ézeltiden 1,000 mL

alinip saf metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak seyreltik K-70 ¢6zeltisi hazirlandi.

HPLC cihazina 20 pL enjekte edildi. HPLC sisteminde kullanilan dereceli
eltsyon Il sistemi Tablo 3.4.” de belirtilmistir.

DADL1 A, Sig=254,4 Ref=off LEVENT\LEV00060.D)
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Sekil 3.12. Yaklagik 70 yillik ceviz agaci kabugu (K-70) 6rnegi kromatogrami. Kolon: Luna 5u
C18(2) 250 mm « 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, (0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN;
dedektor: DAD; UV A: 254 nm; akis hizi: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 20 uL, R;: 16.221 dak.
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00073.D)
mAU |
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Sekil 3.13. EA standardinin kromatogrami. Kolon: Luna 51 C18(2) 250 mm « 4,6 mm; hareketli faz
A: KH,PO,4 (0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN; dedektér: DAD; UV A: 254 nm; akis hizt: 1,000
ml/dak; enjeksiyon hacmi: 5 puL

UV Apex spectrum of Peak 15.948 of LEYO0073.D _[5]x|

DADT, 16.222 (167 mAl,Ap=) of LEVOOOGO.0
DADRT, 15.949 (107 mAl,Ap:=) of LEVOOOTZ.D

I I T T I I T T |
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 3.14. Yaklasik 70 yillik ceviz agaci kabugu (K-70) 6rnegi ile EA standardinin HPLC-DAD
dedektorle alman UV spektrumlarinin karsilastirilmasi. Sekil 3.12.’de verilen kromatografik kosullar
uygulanmistir. Kirmizi renk ellajik asit standart spektrumu; mavi renk yaklasik 70 yillik ceviz agaci

kabugu (K-70) 6rnegi spektrumu.

Sekil 3.12.’deki kromatogram incelendiginde R; : 16.221 dakikada gelen bir pik
gozlenmistir. Bu pike ait HPLC-DAD dedektorle alman UV spektrumu, EA

standardinin spektrumu ile karsilastirildiginda birebir gakismadigi gozlenmistir.
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111.2.1.6. Yaklasik 100 Yillik Ceviz Agaci Kabugu (K-100) Calismalar:

Ornek Hazirlama: K-100 6rnegi etiivde 50°C’°de 8 saat kurutuldu. Ogiitiicii ve
havan kullanilarak kiigiik pargalara boliindi. 50°C’de etiivde sabit tartima getirildi.
1,5000 g + 0,0005 g rende 6rnegi tartildi. 1,5000 g + 0,0005 g diatom toprak ilave
edilerek filtre kagidina sarildi.

ASE cihazina verildi. ASE cihazinin ¢oziiciisii metanol:su (90:10) (v:v)
karistmidir. Statik zaman 1 dakika, temizleme hacmi %50, yikama zaman1 60 saniye,

statik devir 1 olarak ayarlanmistir.

ASE cihazindan alinan ekstraktin ¢oziiciisii, evaporatérde 60°C’de 30 dak.
boyunca ucguruldu. Kalinti1 5,000 mL saf metanolde ¢oziiliip; rende stok oOrnegi
hazirlandi. Ornek 0,45 um membran filtreden suzildi. Stok ¢ozeltiden 1,000 mL

alinip saf metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak seyreltik K-100 ¢ozeltisi hazirlandi.

HPLC cihazina 20 pL enjekte edildi. HPLC sisteminde kullanilan dereceli

eltsyon 11 sistemi Tablo 3.4” de belirtilmistir.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00066.D)
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Sekil 3.15. Yaklagik 100 Yillik Ceviz Agac1 Kabugu (K-100) 6rnegi kromatogrami. Kolon: Luna 5
C18(2) 250 mm « 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN;
dedektor: DAD; UV A: 254 nm; akis hizi: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 20 uL, R;: 16.056 dak.
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1 DADI1, 16.055 (130 mAU, - ) of LEV00066.D
] DADI1, 15.949 (107 mAU,Apx) of LEV00073.D

200 225 250 275 300 325 350 375 nn

Sekil 3.16. Yaklagik 100 Yillik Ceviz Agact Kabugu (K-100) 6rnegi ile EA standardim HPLC-DAD
dedektorle alinan UV spektrumlarmin karsilagtirilmasi. Sekil 3.15.’de verilen kromatografik kosullar
uygulanmigtir. Kesikli spektrum Ellajik Asit standardinin UV spektrumu, diiz spektrum yaklasik 100

yillik ceviz agaci kabugu (K-100) 6rneginin spektrumudur.

Sekil 3.15.”deki kromatogram incelendiginde R : 16.056 dakikada EA standart
kromatogrami ile ayni zamanda (Rt ga : 15.949) gelen bir pik gézlenmistir. Bu pike
ait HPLC-DAD dedektorle alinan UV spektrumu, EA standardinin spektrumu ile
karsilastirildiginda birebir cakigsmadigi gozlenmistir.

111.2.1.7. On Denemelerin Degerlendirilmesi
a. Tablo 3.4.’de verilen dereceli elisyon Il sistemi’nin analiz stresinin uzun

oldugu gozlendi.

b. Rende 6rneginde EA varligi saptanmis ve ayrilmis olmakla birlikte; diger
orneklerde ayni alikonma zamaninda gelen pikin saf EA’e ait olmadigi

gozlenmistir.

Cc. Sonu¢ olarak dereceli eliisyon II’ nin degistirilip analiz suresinin
kisaltilmasina ve bundan sonraki calismalarda 6rnek olarak ceviz agaci

govdesi atiginin (rendenin) kullanilmasina karar verildi.
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111.2.2. Yeni Dereceli Eltisyon Sistemi Olusturulmasi

Tablo 3.7’de HPLC sisteminde kullanilan yeni dereceli ellisyon sistemi
verilmistir. Ol¢ii egrisi ve ceviz agac1 gdvdesi atiginda (rende) yapilan analizlerde
dereceli eliisyon IV sistemi kullanilmistir. Sekil 3.17°de standart ellajik asit

kromatogrami verilmistir.

Tablo 3.7. Dereceli Eltisyon IV

Zaman (dakika) %B
0,00 7,0
8,00 40,0

13,00 50,0

18,00 7,0

DADL1 A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00289.D)
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Sekil 3.17. Dereceli elisyon 1V sisteminde EA standardinin kromatogrami. Kolon: Luna 5u
C18(2) 250 mm « 4,6 mm; hareketli faz A: KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN;
dedektor: DAD; UV A: 254 nm; akis hizi: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 20 uL, Ry: 9.672 dak.

111.2.3. Olgii Egrisi Olusturulmas:

20 mg EA tartildi, metanol ile 100 ml’ye tamamlanarak stok standart EA
cozeltisi (stok EA) (6,62x10™* mol. L") hazirlandi. Stok EA ¢ozeltisinden 250
alinarak hareketli faz A-B (50-50) (v/v) karisimiyla 10 mL’ye seyreltilerek seyreltik
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standart EA c¢ozeltisi (SSEA) hazirlandi. SSEA c¢ozeltisinden 18 pL alinarak
hareketli faz A-B (50-50) (v/v) karistmiyla 100 mL’ye seyreltilerek hazirlandi. Stok
EA c¢Ozeltisinden sirasiyla 14, 90, 180, 270, 360 uL alinarak hareketli faz A-B (50-
50) (v/v) karisimiyla 50 mL’ye seyreltilerek hazirlandi. Olgii egrisi 6 nokta ile
olusturuldu. Her bir 06l¢li egrisi i¢cin 3 farkli tartim alindi. 3 stok EA ¢ozeltisi

hazirlandi. 6lgii egrisindeki her bir nokta i¢in {icer enjeksiyon yapildi.

Kolon: Luna 5y C18(2) 250 mm « 4,6 mm,;
Hareketli faz A: KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0)
Hareketli faz B: ACN

Dedektor: DAD, A: 254 nm;

Akis hizi: 1,000 ml/dak

Enjeksiyon hacmi: 20 pL

Basing: 141 bar

Sicaklik: 24 °C

Tablo 3.8. Olgii egrisinde elde edilen pik alan degerleri

Ornek | C x 10° Alan Degerleri SD RSD
No (mol.L") [ AL A2 A3 Ao

1 0,00298 |8,5743 |8,2280 |7,9611 |82545 |0,307 |3,719
2 0,185 12,6595 | 12,1387 | 11,9718 |12,2567 |0,359 |2,929
3 1,19 70,3082 | 72,0437 | 66,4871 |69,6130 |2,843 | 4,084
4 2,38 1359920 | 1443127 |137,8711 |139,3919 | 4,364 | 3,131
5 3,58 2189449 |189,7193 | 189,8533 | 199,5058 | 16,835 | 8,438
6 4,77 263,3639 | 293,3419 | 279,0086 | 278,5715 | 14,994 | 5,382
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En kiiclik kareler yontemiyle elde edilen dogrularin regresyon anlizi yapildu.
Dogru denklemi y = mx + a (a: kayim, m: egim), korelasyon katsayisinin karesi r?

olarak ifade edildi.

Tablo 3.8°da belirtilen A1, A2, A3 ifadeleri alan degerleri olup A, ortalama alan

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

Tablo 3.9. Olgii egrisinde elde edilen (i¢ dogrunun egim, kayim ve korelasyon katsayismin Karesi

degerleri
a (kaymm) 3,14811 0,26747 -0,11281
M (egim) 187,2157 194,5440 187,9522
I* (korelayon | 0,99759 0,99501 0,99777
katsayisinin karesi)

Calismalar sonucunda dogru denklemi y = 189,904 x + 1,101 olarak, korelasyon
katsayisinin karesi 2 = 0,99679 olarak bulundu.

111.2.4. Rende Ornekleri ile Yapilan Calismalar

Ornek Hazirlama: Rende ceviz 6rnegi ve diatom toprak hassas terazida 1,5000
g = 0,0005 g tartildi. Homojen sekilde karistirildi. Siyah banth filtre kagidina
sarilarak ekstraksiyon hiicresine yerlestirildi. ASE cihazinda yeni kosullar
uygulanmistir. ASE cihazinin ¢oziictisii metanol: su (90:10) (v:v) karisimidir.
Sicaklik 100 °C, statik zaman 10 dakika, temizleme hacmi %60, yikama zamani 90

saniye, statik devir 3 olarak ayarlanmistir.

ASE cihazindan alinan ekstrakt, evaporatérde 60°C’de 30 dakika boyunca
ucuruldu. Kalint1 10 mL saf metanolde ¢oziiliip; rende stok 6rnegi (RS) hazirlandi.
Ornek 0,45 pm membran filtreden siiziildii. RS’den 1,000 mL almnip saf metanol ile
10 mL’ye tamamlanarak seyreltik rende ¢ozeltisi 1 (RS-1) hazirlandi. RS 1’den
1,000 ml alinip saf metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak seyreltik rende ¢ozeltisi 2
(RS-2) hazirlandi.
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Bu 6rnek hazirlama yolu kullanilarak toplam {i¢ rende ceviz 6rnegi hazirlandi.
Asagida belirtilen kromatografik kosullarda HPLC’ye enjekte edildi. Her bir RS-2
ornegi bes kez enjekte edildi. Sekil 3.18.’de ceviz agaci atig1 (rende) Grneginin

kromatogrami verilmistir.

Kromatografik kosullar: Luna 5y C18(2) 250 mm « 4,6 mm kolonla ¢aligildi.
Hareketli faz A olarak KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0) tamponu, hareketli faz B olarak
ACN kullanildi. DAD dedektorde dalga boyu 254 nm’ye ayarlandi. Akis hizi: 1,000
ml/dak olarak, 141 bar basing ve 24 °C kolon sicakliginda orneklerin 20 pL

hacminde enjeksiyonlar yapildi.

Kullanilan dereceli eliisyon sisteminde hareketli faz B’nin (ACN) ilk sekiz
dakikada % 7’den %40’a artmasi saglanmistir. Sekiz ile on tiglincii dakikalar arasi
%40’tan %50’ye varan harekli faz B artisinin devami uygulanmistir. On sekizinci
dakikada harekli faz B’nin tekrar baslangi¢c orani1 olan %7’ye diismesi saglanmstir.

Her iki enjeksiyon arasinda on dakika bekleme siiresi vardir.

. Stok EA cozeltisinden (6,62x10 mol. L™) 125 pL alinarak hareketli faz A-B
(50-50) (v/v) karisimiyla 10 mL’ye seyreltilerek seyreltik standart EA ¢ozeltisi
hazirlandi. Rende orneklerinde uygulanan kromatografik kosullarda enjeksiyonu
yapildi. Tablo 3.10°da belirtilen Ag, HPLC’de yapilan bes paralel enjeksiyonun

ortalama alan degeridir. SD standart sapma, RSD bagil standart sapma degerleridir.

Tablo 3.10. Ug paralel rende 6rneginin analiz sonuglari

Ornek No Alan Degeri SD RSD
Ceviz rende 6rnegi-1 86,2361 0,191 0,221
Ceviz rende 6rnegi-2 106,2080 0,975 0,918
Ceviz rende 6rnegi-3 133,0541 4,757 3,575

Farkli numaralandirilan ti¢ ceviz drneklerinin alan degerlerinin standart sapmasi

% 23,49 bagil standart sapmas1 %21,65 olarak hesaplanmustir.
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111.2.5. Gallik Asit ile Yapilan Calismalar

Gallik Asit (GA) Standardinin Hazirlanmasi: 10 mg gallik asit standardi
tartilir. Metanol ile 50’ye tamamlanir. Stok konsantrasyonu 1,18x10°° mol. L™ "dir.

GA stok standandart ¢ozeltisinden 1,000 ml alinip hareketli faz A-B (50-50)
(v/v) karisimiyla 10 mL’ye seyreltilerek seyreltik standart GA ¢ozeltisi hazirlanir.
Tablo 3,7’de verilen dereceli elisyon 1V sisteminde ve 111.2.4’te verilen

kromatografik kosullarda ¢alisildi.

DADL A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00323.D)
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Sekil 3.18. Gallik Asit standardinin kromatogrami. Kolon: Luna 5y C18(2) 250 mm « 4,6 mm;
hareketli faz A: KH,PO, ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN; dedektér: DAD; UV A: 254 nm;
akis hizt: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 20 pL, R : 5.507 dak.

DADL1 A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00284.D)
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Sekil 3.19. Ceviz agaci atig1 (rende) 6rneginin kromatogrami. Kolon: Luna 5y C18(2) 250 mm « 4,6
mm; hareketli faz A: KH,PO,4 ( 0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN; dedektor: DAD; UV A: 254
nm; akis hizt: 1,000 ml/dak; enjeksiyon hacmi: 20 uL, R : 9.638 dak.
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Sekil 3.17°de dereceli eliisyon 1V sistemi uygulanarak HPLC analizi uygulanan

EA standart ¢ozeltisinin kromatogrami verilmistir.

DADL A, Sig=254,4 Ref=off (LEVENT\LEV00289.D)
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Sekil 3.17. EA standardinmn kromatogrami. Kolon: Luna 5y C18(2) 250 mm « 4,6 mm; hareketli faz
A: KH,PO,4 (0,05 M; pH:3,0); hareketli faz B: ACN; dedektoér: DAD; UV A: 254 nm; akis hizt: 1,000
ml/dak; enjeksiyon hacmi: 20 pL, Ry: 9.672 dak.

DAD1, 9.640 (36.9 mAl, Ap:) of LEVODZE4.D
CADd, 670 (700 mal, - ) of LEVOD220.0

Harm.
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] ] ] ] ] ] ] ]
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Sekil 3.20. Sekil 3.19°daki ceviz agaci rende 6rnegi ile Sekil 3. 17°deki EA standardinin HPLC-DAD
dedektorle alman UV spektrumlarinin  karsilagtirilmasi. I11.2.4°deki kromatografik kosullar

uygulanmistir.

Sekil 3.17, Sekil 3.18 ve Sekil 3.19°daki kromatogramlar incelendiginde ceviz
agaci1 atig1 (rende) orneginde, standart GA pikiyle (Riga : 5.507 dak. ) ayn1 zamanda
gelen bir pik gézlenmemistir. Buna karsin EA standart kromatogrami (R¢ga : 9.672
dak. ) ile ayn1 zamanda gelen bir pik (R;: 9.638 dak.) gbzlenmistir.
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11.2.6. Geri Kazamim Degeri

1,5000 g + 0,0005 g rende 6rnegi ve 1,5000 g = 0,0005 g diatom toprak tartildi.
Siyah banth filtre kagidina sarilarak ekstraksiyon hiicresine yerlestirildi. ASE
cihazina verilen ilk 6rnege higbir standart ilavesi yapilmadi. Seyreltik standart EA
¢ozeltisi (5 pg/mL) hazirlandi. Bu standart ¢6zeltisinden sirasiyla 50 pL, 100 pL ve
200 pL miktarlarindan almip ekstraksiyon hucresine, ASE cihazina verilmeden
hemen 6nce, enjekte edildi. Enjekte edilen her bir miktar standart ¢ozelti icin (g

paralel 6rnek hazirlandi.

ASE cihazinin ¢oziiciisii metanol: su (90:10) (v:v) karigimidir. Sicaklik 100 °C,
statik zaman 10 dakika, temizleme hacmi %60, yikama zamani 90 saniye, statik devir
3 olarak ayarlanmistir. Alinan ekstrakt evaporatdorde 60 °C’de kuruluga kadar
ucuruldu. Kalinttya 10 mL saf MeOH ilave edildi. Hazirlanan ¢ozeltiden 1,000 ml
alinarak MeOH ile 10 mL’ye tamamlandi. Ara seyreltmeden sonra olusan ¢ozeltiden

tekrar 1,000 mL alinarak 10 mL’ye MeOH ile tamamlanarak seyreltildi.

Yapilan islemler sonunda geri kazanim degeri %35-43 araliginda hesaplanmistir.
Geri kazanim degerleri ¢ok diisiik ¢ikmistir. EA miktar1 geri kazanim miktarlan

dikkate alinmadan verilmistir.

11.2.7. Rendede Bulunan Ellajik Asit Miktari

Olgii egrisi kullanilarak rende drneklerinin alan degerlerinden igerdikleri EA
miktarlar1 hesaplanmistir. Yapilan matematiksel islemler sonunda rendede bulunan

EA miktar1 39,3 mg/ 100 g olarak belirlenmistir.
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BOLUM IV.

TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Tiirkiye’de yetisen ceviz agaglarindan (Juglans Regia L.) alinan
dort farkli 6rnekle galisilmis ve orneklerin ekstraksiyonu i¢in hizlandirilmis ¢oziicii
ekstraksiyonu kullanilmis, Ellajik asit miktar tayini ile ters fazli-yiiksek performansl
kromatagrafi (RP-HPLC) yontemi ile gergeklestirilmistir. Kullanilan 6rnekler: Sebin
ve Pedro tiirleri ceviz agaci filizleri, yaklasik 70 yillik ve 100 yillik ceviz agaci

kabuklari, ceviz agaci atigidir (rende).

Geleneksel ekstraksiyon yontemleri ile ¢ok zaman alabilecek ekstraksiyonlar,
hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu ASE100 ile her bir 6rnek igin yarim saat gibi
¢cok kisa bir siirede tamamlanmistir. ASE100 ekstraksiyon hicresinde ornek
miktarina esit miktarda diatom toprak kullanilmis bu sekilde basing uygulanan
hiicrede maddenin sikigmasi Onlenmistir. ASE100 icin daha 6nce bolumimizde
yapilan bir tez ¢alismasinda optimize edilmis olan kosullar (45) Segilmistir (Boliim

111.1.4).

Daha once literatiirde kayitli bulunan RP-HPLC dereceli eliisyon sistemlerine
gore analiz suresi gok daha kisa ve pik ayrilmalart yiiksek bir dereceli eliisyon
sistemi (Eliisyon Sistemi IV) gelistirilmistir (Boliim I11.2.2). Diyot dizi dedektor
kullanilarak farkli 6rneklerin ekstraksiyon kromatogramlari ile Ellajik Asit (EA)
standart kromatogramlar1 karsilastirilmis ve sadece ceviz agaci atig1 (rende) drnegi
ile standardin alikonma zamani ve spektrumlarinin bire bir ¢akismistir (BOlim
I11.2.1.4 de Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11). Gallik asit (GA) i¢in Eliisyon Sistemi
IV ile rende 6rnegi kullanilarak caligmalara devam edilmis, fakat bu 6rnekte GA piki

gbézlenmemistir.

Kromatografik kosullarin olusturulmasi i¢in Vekiari ve ark., (24) ¢alismasi temel
almmig (Bo6lim II1.2.1.1 ve Tablo 3.1) ilk basamakta {i¢ asamali (Bolim 111.2.1.3)
ikinci basamakta son bir degisiklik daha yapilmistir (Bolim 111.2.2, Tablo 3.7). Bu
sekilde Vekiari ve ark (24) ¢alismasinda alikonma zamani R;: 23,72 dak iken; g
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asamada 17,03 dak, 15,89 dak, 16,12 dak olarak belirlenen alikonma zamani 9,67
dakikaya indirilerek analiz siiresi yaklasik 2,5 kat1 azaltilmistir. Bu sekilde harcanan

organik ¢6ziicli miktar1 da azalmistir.

Tablo 3.1. Dereceli Eltsyon Sistemi (24)

Zaman (dakika) % B
0,00 7,0
8,00 7,0

25,00 32,0

30,00 35,0

35,00 7,0

Tablo 3.7. Dereceli Eltisyon IV

Zaman (dakika) %B
0,00 7,0
8,00 40,0

13,00 50,0

18,00 7,0

Kestane kabugundan elde edilmis olan % 95 safliktaki ticari Standart EA ile
yapilan caligmalarda tekrarlanabilir sonug¢ alinmasinda gii¢liikler ortaya ¢ikmis, buna
karsin maddenin agat havanda karistirilarak homojenize hale getirilmesi ile sorun
¢Oziilmiistiir. Dogrusal tayin aralig1 genis olup, (3x10‘9- 4,8x10°® Mol.L™) bu sekilde
miktar tayininde hatanin azaltilmasi saglanmistir. Ayrica tayin limiti ve dedeksiyon
limiti degerleri sirasiyla 13 ng.mL'1 ve 60 ng mL™ olarak belirlenmistir. Bu diisiik
tayin limiti, bugiin Japonya’da gida katki maddesi olarak kullanilan ve bir ilag aday1
olan EA’nin miktar tayininde ve ayrica giiniimiizde yapilan hayvan ve insan

denemelerinde 6nem tasimaktadir.

Literatiirde ceviz orneginde EA miktar tayini ile ilgili sadece iki ¢alismaya

rastlanmigtir. Arastirmacilardan Daniel, E. M. ve ark EA miktarim 59+0,1 g/ 100 g
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olarak (12); buna karsin Bianco ve ark 2800 mg / 100 g olarak bildirmistir (23). Bu
konuda yapilan calismalarin ¢ok az olmasi nedeniyle bir karsilastirma veya
genelleme yapmak olanaksizdir. Onceki EA miktar tayinlerinin ¢ogu, ¢ok cesitli
cilek-kiraz (berry) tiirleri, kusburnu, mese ve kestanenin cesitli kisimlarinda
yapilmistir. Son zamanlarda bu konuyla ilgili ayrintili bir inceleme yayinlanmistir.
EA nin en yiiksek miktarda cilek tiirleri olan raspberry ve yellow raspberry ile
kestanede bulundugu anlasilmaktadir (46, 24, 23).

Bu calismada Isparta’da bir marangozhaneden saglanan ceviz agaci atiginda
(rende) bulunan EA miktar1 39,3 mg/ 100 g olarak belirlenmistir. Cilek-kiraz
tdrlerinin meyva olarak yendigi diisiiniiliirse ticari agidan EA eldesi i¢in uygun bir
kaynak olmadigi sOylenebilir. Buna karsin kestaneden elde edilen EA % 95 lik
saflikta ticari olarak pazarda bulunmaktadir. Bu standardin 1 graminin giiniimiiz
itibariyle 160 TL oldugu diisilintiliirse, 1000 gram ceviz agaci atigindan elde edilecek
olan EA miktar1 yaklasik 393 mg olacaktir. Bu tlr atiklarin yakilarak tiiketildigi
diistiniiliirse bu ¢alismanin daha biiyiik 6lgekte preperatif olarak yapilmasi ile EA saf

olarak elde edilebilecek ve iilke ekonomisine bir katki verilebilecektir.

Calismamizda sorun olarak saptanan tek husus 3 paralel Ornekle c¢alisma
sonucunda bagil standart sapmanin % 21, 65 ile yiiksek bir degerde bulunmasi ve
geri kazanim degerlerinin % 35 ve % 43 ile ¢ok diisiik olmasidir. Ug paralel 6rnekten
ucuncusunin geri kazanimi daha da diistik bulunmus olup burada verilmemistir. Bu
nedenle hesaplanan miktarlarda geri kazanim degerleri gbz Oniine alinamamuistir.
Orneklerin tekrarlanabilirliginin diisiik olmasmin ydntemden degil, fakat bitkide
bulunan miktarin homojenite gostermemesinden kaynaklanmasi muhtemeldir. Geri
kazanim degerleri ilgili denemelerin tekrarlanmasi gerekmektedir. Ayrica, 0rnege
uygulanan 6giitme, eleme ve sabit tartima getirilme islemlerinin tekrarlanabilir sonug
alinmas1 i¢in yeterli olmadigi anlasilmistir. Bu nedenle liyofilizasyon islemine

basvurulmasi gerekmektedir.

Bu ¢alisgmanin gelistirilmesi i¢in ince tabaka ve/veya situn kromatografisi ile
EA elde edilip saflastirilmasi; elementel analiz, NMR, kiitle spektroskopisi ve IR

teknikleri ile tanimlanmasi planlanabilir.

52



KAYNAKLAR

1. Okuda T., Yoshida T., Hatano T., in: Huang MT., Ho CT., Lee CY.(Eds.). (1992)
Phenolic Compounds in Food and Their Effects on Health 11, ACS Symposium Series.
American Chemical Society, Washington, DC. 507; 87.

2. Okuda T., Yoshida T., Hatano T., in: Yagi K. (Ed.). (1993) Antioxidant Phenolics in

Oriental Medicine. Japan Science Society Press, Tokyo, 333.

3. Bianco MA, Savolainen H. (1997) Phenolic acids as indicators of wood tannins.

Science Total Environment 203; 79-82.

4.  Kawamoto H., Nakatsubo F. (1997) Effects of environmental factors on two-stage

tanin protein co-precipitation. Phytochemistry, 46; 479-483.

5. Tanaka T., Ueda N., Shinohara H., Nonaka G., Kouno I. (1997) Four new C-
glycosidic ellagitannins, castacrenins D-G, from Japanese chestnut wood_Castanea
creanata Sieb. et Zucc. Chemical Pharmacology Bull, 45; 1751-1755.

6. Hakkinen SH., Karenlampi SO., Mykkanen HM., Heinonen IM., & Torronen AR.
(2000) Ellagic acid content in berries: Influence of domestic processing and storage.

European Food Research Technology, 212; 75-80.

7. Rommel A., & Wrolstad R. (1993) Influence of acid and base hydrolysis on the
phenolic composition of red raspberry juice. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 41; 1237-1241.

8.  Amakura Y., Okada M., Tsuji S., & Tonogai Y. (2000) High performance liquid
chromatographic determination with photodiode array detection of ellagic acid in fresh

and processed fruits. Journal of Chromatography. 896; 87-93.
9. Bala I, Bhardwaj V., Hariharan S., Ravi Kumar MN. V. (2006) Analytical methods

for assay of ellagic acid and its solubility studies. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 40; 206-210.

53



10.

11.

12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Clifford M. N. , & Scalbert A. (2000) Ellagitannins- nature, occurence and dietary
burden. Journal of the Science of Food and Agriculture, 80; 1118-1125.

Zafrilla P., Federico F., Tomas-Barberan FA. (2001) Effect of processing and storage
on the antioxidant ellagic acid derivatives and flavonoids of red raspberry (Rubus

idaeus) jams. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49; 3651-3655.

Daniel EM., Krupnick AS., Heur YH., Blinzler JA., Nims RW., & Stoner GD. (1989)
Extraction, stability and quantitation of ellagic acid in various fruits and nuts. Journal
of Food Composition and Analysis, 2; 338-349.

Marcia da Silva Pinto, Franco Maria Lajolo, Maria Ines Genovese. (2008) Bioactive
compounds and quantification of total ellagic acid in strawberries (Fragaria X ananassa
Duch.). Food Chemistry, 107; 1629-1635.

Manach C., Scalbert A., Morand C., Rémésy C., Jime'nez L. (2004) Polyphenals:
food sources and bioavailability. The American Journal of Clinical Nutrification 79;
727-47.

Mullen W., McGinn J., Lean M. EJ. , MacLean M.R., Gardner P., Duthie G.G.,
Crozier A. (2002b) Ellagitannins, flavonoids and other phenolics in red raspberries
and their contribution to antioxidant capacity and vasorelaxation properties. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 50; 5191-5196.

Leclerc A., Luce D., Demers PA., (1997) Sinonasal cancer and occupation, Results
from reanalysis of twelve case-control studies. American Journal of Industrial
Medicine 31; 153-165.

Nakagawa Y., Moldeus P., Moore G. (1997) Propyl gallate-induced DNA
fragmentation in isolated rat hepatocytes. Archives of Toxicology, 72; 33-37.

Akagi K., Hirose M., Hoshiya T., Mizoguchi Y., Ito N., & Shirai T. (1995)

Modulating effects of ellagic acid, vanillin and quercetin in a rat medium term multi-

organ carcinogenesis model. Cancer letters, 94; 113-121.

54


http://www.springerlink.com/link.asp?id=100462

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

Rao CV., Tokumo K., Rigoty J., Zang E., Kelloff G., Reddy BS. (1991)
Chemoprevention of colon carcinogenesis by dietary administration of piroxicam,
difluoromethlornithine, 16b-fluor-5-androsten- 17-one and ellagic acid individually
and in combination. Cancer Research, 51; 4528-4534.

Stoner GD., Morse MA. (1997) Isocyanates and plant polyphenols as inhibitors of
lung and esophageal cancer. Cancer Letters, 114; 113-119.

Corthout J., Peiters LA., Claeys M., Vanden Berghe DA., Vleitinck AJ. (1991)
Antiviral ellagitannins from Spondia mombin. Phytochemistry, 30; 1129-1130

Kalt W., Forney CF., Martin A., Prior RL. (1999) Antioxidant capacity, vitamin C,
phenolics, and anthocyanins after storage of small fruits. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 47; 4638-4644.

Amakura Y., Okada M., Tsuji S., Tonogai Y. (2000) High-performance liquid
chromatographic determination with photodiode array detection of ellagic acid in fresh

and processed fruits. Journal of Chromatography A, 896; 87-93.

Bianco MA., Handaji A., Savolainen H. (1998) Quantitative analysis of ellagic acid in

hardwood samples. The Science of the Total Environment, 222; 123-126.

Vekiari S.A., Gordon M.H., Garcia- Macias P., Labrinea H. (2008) Extraction and
determination of ellagic acid content in chestnut bark and fruit. Food Chemistry 110;
1007-1011.

Bronze MR., Boas LF. V., Belchior AP. (1997) Analysis of old brandy and oak
extracts by capillary electrophoresis. Journal of Chromatography A. 768; 143-152.

Cam M., Hisil Y. (2006) Basingli Solvent Ekstraksiyonu Ve Uygulamalari. Gida
Teknolojileri Elektronik Dergisi, 3; 79-86.

Ken L., Landriault M., Fingas M., LIompart M. (2003) Accelerated solvent extraction

(ASE) of environmental organic compounds in soils using a modified supercritical

fluid extractor. Journal of Hazardous Materials. 102; 93-104.

55


http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/502691/description

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Obana H., Kikuchi K., Okihashi M., Hori S. (1997) Determination of
Organophosphorus Pesticides in Foods Using an Accelerated Solvent Extraction
System, Analyst, 122; 217-220.

Richter B. E., Ezzell J. L., Felix D., Roberts K. A., Later D. W. (1995) An accelerated
solvent extraction system for the rapid preparation of environmental organic

compounds in soil. Am. Lab. 27; 24-28.

Richter B. E. (2000) Extraction of Hydrocarbon Contamination from Soils Using
Accelerated Solvent Extraction. Journal of Chromatography A, 874; 217-224.

Dragan D., Cucu-man S., Mocuna R., Covaci A. (2007) Accelerated solvent extraction
method fort he determination of polychlorinated biphenyls and organochlorine

pesticides in soil. Revue Roumaine de Chimie, 52(6); 597-601.

Yarita T. (2001) Extraction Behavior of Accelerated Solvent Extraction of DDT
Metabolite from Fish Matrix. Analytical Sciences, 17; 913-915.

Popp P., Keil P., Moder M., Paschke A., Thuss U. (1997) Application of accelerated
solvent extraction followed by gas chromatography, high-performance liquid
chromatography and gas chromatography—mass spectrometry for the determination of
polycyclic aromatic hydrocarbons, chlorinated pesticides and polychlorinated dibenzo-
p-dioxins and dibenzofurans in solid wastes, Journal of Chromatography A, 774; 203-
211.

Hubert A., Wenzel K.D., Manz M., Weissflog L., Engewald W., Schiiurmann G.
(2000) High extraction efficiency for POPs in real contaminated soil samples using
accelerated solvent extraction. Analytical Chemistry. 72; 1294-1300.

Concha-Grafia E., Turnes-Carou M. I., Muniategui-Lorezo S., Lopez-Mahia P.,
Fernandez- Ferndndez E., Prada-Rodriguez D. (2004) Development of pressurized
liquid extraction and cleanup procedures for determination of organochlorine
pesticides in soils. Journal of Chromatography A, 1047; 147-155.

56


http://pubs.acs.org/journal/ancham

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Sporring S., Bewadt S., Svensmark B., Bjorklund E. (2005) Comprehensive
comparison of classic Soxhlet extraction with Soxtec extraction, ultrasonication
extraction, supercritical fluid extraction, microwave assisted extraction and
accelerated solvent extraction for the determination of polychlorinated biphenyls in

soil. Journal of Chromatography A, 1090; 1-9.

Wenzel K.D., Hubert A., Manz M., Weissflog L., Engewald W., Schutirmann G.,
(1998) Accelerated solvent extraction of semivolatile organic compounds from
biomonitoring samples of pine needles and mosses. Analytical Chemistry, 70; 4827-
4835.

Mdller A., Bjorklund E., Holst CV. (2001) On-line clean-up of pressurized liquid
extracts for the determination of polychlorinated biphenyls in feedingstuffs and food
matrices using gas chromatography—mass spectrometry. Journal of Chromatography
A, 925; 197-205.

De La Cal A, Eljarrat E., Barcel6 D., (2003) Determination of 39 polybrominated
diphenyl ether congeners in sediment samples using fast selective pressurized liquid
extraction and purification. Journal of Chromatography A, 1021; 165-173.

Schantz MM., Nichols JJ., Wise SA. (1997) Evaluation of Pressurized Fluid
Extraction for the Extraction of Environmental Matrix Reference Materials. Analytical
Chemistry, 69; 4210-4219.

Kenny DV., Olesik SV. (1998) Extraction of Lignite Coal Fly Ash for Polynuclear
Aromatic Hydrocarbons: Modified and Unmodified Supercritical Fluid Extraction,
Enhanced-Fluidity Solvents, and Accelerated Solvent Extraction, The Journal of

Chromatographic Science, 36; 59-65.
Kaufmann B., Christen P. (2002) Recent Extraction Techniques For Natural Products:

Microwave-Assisted Extraction And Pressurised Solvent Extraction. Phytochemical
Analysis, 13; 105-113.

57


http://pubs.acs.org/journal/ancham
http://pubs.acs.org/journal/ancham
http://pubs.acs.org/journal/ancham
http://www.j-chrom-sci.com/
http://www.j-chrom-sci.com/

43.

44,

45.

46.

Lou X., Janssen HG., Cramers CA. (1997) Parameters affecting the accelerated

solvent extraction of polymeric samples. Analytical Chemistry, 69; 1598-1603.

Skoog, DA., Holler, FJ., Nieman, TA. (1998) Enstrimantal Analiz, Bilim Yayncilik,
Edt. Kilig, E., Kdseoglu, F., Yilmaz, H., Ankara, Tlrkiye, 725-768

Sarayoglu E. (2010) Soya Etken Maddesi Genistein’ in Hizlandirilmis Coziici
Ekstraksiyonu Yardimiyla izolasyonu. M. U. Fen Bilimleri Enstitlsi, Istanbul,

(Danisman: Prof. Dr. G Yalgin).

Landete JM. (2011) Ellagitannins, ellagic acid and their derived metabolites: A review
about source, metabolism, functions and health. Food Research International,

44,1150-1160,

58


http://pubs.acs.org/journal/ancham
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09639969
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235040%232011%23999559994%233253765%23FLA%23&_cdi=5040&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=e5a6555cf2a086bf8973692ddd7fa5e7

OZGECMIS

7 Aralik 1984 tarihinde Istanbul’da dogdum. Ilk, orta ve lise egitimimi Istanbul’da
tamamladim. 2003 yilinda Trakya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiltesi Kimya
boliimiinde lisans egitimime basladim. 2008 yilinda lisans egitimimi bitirip, ayni yil
Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Analitik Kimya Anabilim dalinda

yiiksek lisans egitimime basladim.

59



	1-KAPAK
	2-TEZ-ONAY
	3-BEYAN
	4-BOLUM-I
	5-BOLUM-II
	6-BOLUM-III
	7-BOLUM-IV

