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OZET

Bu calsmada, Yukari Firat Havzasi'nda @d olarak yetgen kenger Gundelia tournefortii
L.), gullik (Eremurus spectabilid. Bieb.) ve skin (Rheum ribed..) bitkilerindeki bazi fenolik
asit ve flavonoitler ile bazi 6nemli eser elemamtlgFe, Cu, Zn, Mn, Pb, Co, Ni) tayininin
yapilmasi amaclandi. Bu maksatla bitkiler Diyarbakilazg, Tunceli, Bingdl illeri ve bu illerin
baz! ilce ve beldelerinden temin edildi. Fenoliit &s flavonoitler HPLC cihazi ile, eser element
tayinleri ise alevli AAS cihaziyla gercekteildi. Ayrica eser elementler icin kapali ortamda

mikrodalga ¢Ozunurktirme yapildi.

Analiz edilen bitkilerdeki fenolik asit ve flavortamiktarlari; rutin, en yiksek dizeydgin
bitkisi yapra&inda 415,26 ppm kenger bitkisinde ise eguflidiizeyde 62,13 ppm ile bulundu.
Mirisetin icin en yiksek dger; gullik bitkisinde 172,22 ppm, englik deser kenger bitkisinde
2,50 ppm diizeyinde olgu belirlendi. Resveratrol icin en yuksekgdein gullik bitkisinde 2,50
ppm dizeyinde oldiu halde gkin bitkisinde bulunmagi saptandi. Kampferol igin en yiksek
deserin; skin bitkisi yapr&inda 530,46 ppm, en glik deserin ise gkin bitkisi gdovdesinde 20,18
ppm degerinde oldgu tespit edildi.

Orneklerde bulunan ortalama eser element miktadkgerlendirildiginde, Cu icin en yiksek
deserin kenger bitkisinde 20,68 ppm, Fe icin en yukdeterin skin bitkisinde 2710,38 ppm, Zn
ve Mn i¢in en yuksek deerlerin gullik bitkisinde olup sirasiyla 794,42 ppm61,38 ppm olarak
tayin edildi. Co metalinin incelenen bitin bitknéklerinde bulunmagdi, Cr’nin ise gkin bitkisi
orneklerinde tayin sinirinin altinda kaichdan dolay tayin edilemeglisaptandi.

Elde edilen butim sonuglar gerlendirildiginde, flavonoit bakimindan en zengin bitkinin
flavonoit tiriine ve miktarina Bh olarak deistigi gorulmustur. Flavonoit tirlerinin ve miktarinin
dogru orantili olmadii belirlenmitir. Ornesin gllliik bitkisinde tiim flavonoit tiirleri mevcuitén
miktar olarak dger bitkilerden daha eser oranda kakm Bitkilerdeki eser element miktarlarinin
her bitkide farkl olmakla beraber ayni eser eletieeim duzeyleri farkh bitkilerde bir birine yakin
cikmistir.

Sonug olarak bir bitkideki polifenolik antioksidagerigi ile eser element miktari bitkinin
yetistigi bolgeye ve toprak 6zefline bali olabilmektedir. Eser element miktarlarinin fekol

bilesiklere gore daha az etkilergistylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Polifenolik bilesikler, eser element, HPLC, AAS, Ni, Cu, Fe, glll&kenger,
Iskin

VI



SUMMARY

DETERMINATION OF PHENOLIC COMPOUNDS AND METALS INT HE
KENGER (Gundelia tournefortiiL.), GULLUK ( Eremurus tpectabiligvl. Bieb.)AND ISKIN
(Rheum ribed..) OF THE PLANT GROWN IN UPPER EUPHRATES BASIN

In this study, it was aimed that the determinatddrsome phenolic acids, flavonoids and
some important trace elements (Fe, Cu, Zn, Mn{@h Ni) of kenger Gundelia tournefortii_.),
gulluk (Eremurus spectabiliM. Bieb.) and iskin Rheum ribed..) which naturally grown plants
in the Upper Euphrates Basin. For this purposeseth@ants were harvested from Diyarbakir,
Elazig, Tunceli, Bingol and their around. The anmtsusf phenolic acids and flavonoids analyses
were carried out by the HPLC equipment, the amoohtsace elements analyses were carried out
by the AAS. Also, it was done that a closed envinent microwave solubilization for trace
elements.

When phenolic acids and flavonoids quantities ar@uated in the analyzed plants; for
rutin, the highest value is 415.26 ppm in iskinvkss the lowest value is 62.13 ppm in kenger; for
myricetin, the highest value is 172.22 ppm in dullthe lowest value is 2.50 ppm in kenger; for
resveratrol, the highest value is 2.50 ppm in dullalso the resveratrol amount could not be
determined due to its amount is below the detecliimit. It was calculated that the highest
kaempferol value is 530.46 ppm is iskin leaves |dheest value is 120.18 ppm in iskin.

Once the average trace element amounts are assesbedsamples; for Cu, the highest
value is 20.68 ppm in the kenger; for Fe, the rsgalue is 2710.68 ppm in the iskin; for Zn and
Mn, the highest values are 794.42 ppm and 61.38 ppthe gulluk, respectively. In all the
samples Co amount, in the iskin and iskin leavear@ount could not be determined due to their
amounts are below the detection limit.

When all the results were considered it seems ¢ohilghest flavonoid amounts have
changed depending on the type of plant flavondigdeems to the variety of flavonoid with its
amount are not proportional. For example, all thednoid types are present in the gulluk, their
guantities are trace amounts than other plant epeniterms of quantity. The amounts of trace
element are different in each plant, but the sameetelements came close to one another in
different plants. Consequently, the polyphenoliticxidant content and the amount of trace
elements may be attached to the soil property aodrgregion of plant. It can be said that the

trace element amounts are less affected accorditigtphenolic compounds.

Key words: Polyhhenoliccompounds, trace element, HPLC, AAB,QNI, Fe, gulluk, acanthus,

iskin

VI



1.GIRIS

Bitkiler kayitl tarihnten ¢cok dnceki zamanlardanribeedavi amaciyla kullanilnglardir.
Nesiller boyu deneme ve yanilmalar hangi bitkileh@ngi hastaliklarin tedavisinde yararli
olacaini gostermgtir. Eski Yunanlilarda modern tibbin babasi olakakul edilen Hipokrat,
gunumuizde poptler olan vyizlerce bitkiyi gunlik gaklarinda kullanmgtir. Kisaca
Ozetlersek bitkiler zamanla sinagniedavi araclaridir. Bu nedenle de bitkiler ileaeidtim
dunyadaki cgtli kilttrler tarafindan kullaniimaktadir [1].

Antioksidan 0zellgi olan bilesikleri iceren dgal urinlerin argtirlmasi insan sgigi
acisindan oldukca dnenstanaktadir. Cinkid vilcudumuzda biriken toksik maddetgnak ve
onlarin zararh etkilerinden kurtulmak icin antiaksn maddelere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu
nedenle, son yillarda kimyasal yapisinda fenolilestkler iceren bitki ttrleri ile yapilan
calismalar artmgtir [2].

Polifenoller; antosiyanin, fenolik asit, flanovoedi ve stilbenleri iceren genibir
antioksidan sinifidirlar. Polifenoller bitkilerirekonder metabolitleridir ve radikal yok edici
Ozelliklerinden dolayi ¢ok etkili antioksidanlardaj.

Flavonoidler, bitkilerdeki polifenolik sekonder tabolitlerin en yaygin grubundan olup
metabolik hastaliklarin  tedavisinde kullanilan gdlo antioksidanlardir. Sebzelerde,
meyvelerde, cay vgarap gibi iceceklerde @al olarak bulunan polifenolik antioksidanlardir.
Kanser, koroner kalp hastalivb. kronik hastaliklara kar potansiyel koruyucu goérev
ustlenirler [4,5].

Gunumize kadar yapilan gahalarda eser elementlerin bircok hastaliklgkisi oldugu
belirlenmsitir. Metaller, eksiklginde veya fazla aliminda insanlarin vegati canlilarin
yasamini olumsuz etkileyen maddelerdir. Canli dokwdaeser dizeyde bulunan metaller
genellikle toksik elementlerdir. Bunlar topraktaikerek gidalara gegmekte ve boylece insan
saliginl olumsuz yonde etkilemektedirler. Bazi elemense bitkiler icin gerekli ve faydali
mikro elementlerdir. Bazi gw metallerin normal konsantrasyonlari bitkileriiyime ve
gelismesinde igin gerekli olan protein ve enzimlerin gapda yer alirlar. Orrgn, anemi
hastalginda sa¢ ve serumda ¢inko diuzeyinigtdgl, demir eksikiginde halsizlgin meydana
geldigi bilinmektedir. Ayrica yapilan c¢aimalarda kwunun canli organizmada birikerek
cssitli hastaliklara sebep olg@u belirtilmistir [6,7].

Son yillarda yapilan ¢glnalar sonucunda insanin kansere yakalanma riskiiketilen
meyve ve sebze orani arasinda ters Bkirlin oldugunu ortaya koymgtur. Bu sebeple, bazi



kanser turlerindeki caimalara ik tutmasi icin meyve ve sebzelerin kimyasal parmzakin
cikarilmasi son derece 6nemlidir [8].

Bu tez camasinda Yukari Firat Havzasinda yeti; kenger Gundelia tournefortiiL.),
gullik (Eremurus spectabilisM. Bieb.) ve skin (Rheum ribesL.) bitkilerindeki bazi
polifenollerin ve bazi eser elementlerin tayini ghaamstir. Bu amacla kenger bitkisi
Pertek/Tunceli, Karaca/Diyarbakir ve Yazikonak/Elazgullik bitkisi Nazimiye/Tunceli,
Ovacik/Tunceli ve Bingol, skin yapra& Alacakaya/Ela®y, Palu/Elazi, Pertek/Tunceli, skin
bitkisi ise Palu/Elag, Ovacik/Tunceli ve Munzur/Tunceli bélgelerindemie edildi. Orneklerde
fenolik asit ve metal desimlerinin kiyaslanmasi yapilgtir. Ayrica metal tayini icin kapal
ortamda mikrodalga cozunUgteme yapildi. Fenolik bilgk analizi icin ¢6zlcu olarak metil
alkol, eser element igin ise perklorik asir,nitagit ve hidrojen peroksit kullanilgtir. Fenolik
bilesik tayini icin Yuksek Performansh Sivi Kromotogsaf(HPLC), eser element tayini icin
ise Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi (AAS) lamlild1.



2.GENEL BILGILER

2.1.Kullanilan Numuneler
2.1.1. kkin

Iskin (Rheum ribed..) polygonaceae familyasindan ¢ok yillik otsu bitki olup iran-
Turan boélge bitkisidir. Filistin, Libnan, Kuzey kave iran gibi ulkeler ile yurdumuzun
Yukari Firat Havzasi bolimiinde ilkbaharda kegigillen yetgmektedir [9]. kkin, kayalik ve
cakil yamaclarda yeir. Boylari 40 cm 'ye kadar uzayabilir. Ayrica dtsimlarinda yere
yapsik ve yere paralel olan yapraklari varken, bunlamtasinda cubukeklinde uzayan ve
yapraksiz govde bulunmaktadir. Bitkinin yaprak v@vdesinin mideyi kuvvetlendirdi,
kusmay! Onledii ve kabiz etki gostergi bilinmektedir [10]. Hazimsizlik ve mide yanmalari
dahil pek cok rahatsiga iyi geldigi yore halki tarafindan bizzat denegnwe ispatlanms
olan kkin (Ribe3 seker hastalari tarafindan da 6zellikle aranir. Yg@kimis genc¢ surgunleri
yenildigi gibi toprak altinda kalan kok kismi da cikariidik sonra iyice yikanir ve
kaynatilarak stzuldikten sonra cay olarak icileb&hlari a¢ karnina icilegkin cayi yiksek
olan sekerin dgmesini ve dengelenmesinigadigl yore halkinca denenerek ispatlagimi
Ayrica istah acar, vicudu kuvvetlendirir. Mide vegoaak gazlarini giderir. Sarilik ve ¢cocuk
havalesi durumlarinda da kullaniligkin zengin vitamin ve mineral deposud@&mdiye
kadar hi¢c bir yan etkisi gortlmemibir bitkidir. Tibbi olarak yaprak ve koklerinden
faydalanilir. Kékler ayrica gugte kurutulup toz haline getirildikten sonra ballariktirilip
mide ve bdirsak iltihaplarini tedavi etmede kullanilir. Kékdrari sari ya da kirmizi renge
boyayabilir. Ayrica karager sorunlarini ¢ézer. Vicutta biriken suyun atiimeasalar.
Bagirsakta su emilimini azaltir ve ghiyr yumuwatarak mushil etkisi yapar. Etkisi yenildikten
5-10 saat sonra gordlir, tahedici olmadgindan ¢ocuk ve yhlara tavsiye edilir. Mashil
etkili pek cok bitki karin grisi yaparkenskin bu tir bir etki gostermez. ggr bir ilginc
Ozelligi ise yuksek miktarlarda mushil 6zgllivarken dgiuk dozlarda ishal kesici tesiri
olmasidir. Az miktarda alinginda peklik verici ve sindirimi kolaykarici etki yapar. Cok
alinirsa bu kez maushil etkisi gosterir. Boylecesibsaklar iyice temizlenngi olur. Ayrica
bitkinin bedeni guclendirici etkisi vardir. Kurutllktan sonra ygurtla karstinlip ytze
surtlurse sivilce ve lekeleri temizlerskin kokii suda kaynatilarak dinlenmeye birakilip
icildiginde mideye ve harsaklara kolaylik sgar, sekeri ditrur. ingiliz bilim adamlari
yaptiklari argtirmada, Turkiye'de 6zellikle Elag) Bing6l, Tunceli, Erzincan, Siirt, Bitlis,

Mus, Van, Agri ve Erzurum’da dgal olarak yeten ’Iskinin (Ribe$ kanserle miicadelede ¢ok



etkili oldugunu, bu bitkinin kanserli hiicrelerin gghesini 6nlediini ortaya ¢ikardi. Sheffield
Hallam Universitesi'nin ardirmasina gore,skinda dger kirmizi sebzelerde olgu gibi
kanseri onlemeye yardimci olan kimyasal maddeléurtuyor. Polifenol adli bu kimyasal
maddeler bgta I6semi olmak lzere bircok kanser tlrinu onldiyedsi Arastirmayi yuriten
Sheffield Hallam Universitesi Biyomedikal Agtrma Merkezi Bgkani Dr. Nikki Jordan-
Mahy, Daily Telegraph gazetesine, “Atamalarimiz $kinin 6zellikle psirildi ginde polifenol
miktari bakimindan olduk¢ca zengin ofuu gosterdi. Bu bitkiden elde edgoriz
polifenollerle olgturulacak bir ila¢c da kanserle micadelede kulldita diye konustu.
Ingiltere’de oldukga popiiler olagkinin saplari ve kokleri tiiketiliyor. Ulkede bu Kiitin,
pastasl, tarti ve kokteyli yapiliyor.

2.1.2. Kenger

Kenger Gundelia tournefortiil.) bitkisi ilkbaharin ortalarinda gada kendilinden
yetisen ve vitamin bakimindan zengin olan bir bitkidi0-80 cm 'ye kadar boylanabilen,
dikenli ve sutli, otsu bir bitkidir. Sakiz otu isyte de bilinen kenger otunun koklerinden
kenger sakizi elde edilir. Kenger otu, Nisan-Magytarinda cicek acan, 40-50 cm boyunda,
taylt, cok yillik, sutlt, dikenli ve otsu bir bitttir. Yapraklari ise derimsi, damarli beyazimsi
tuyll, govdedekiler sapsizdir. Cicekler morumsumkan renkte acar. Bakismi olgunlukta
sarimsi yail bir renk alir. Ulkemizde yegtigi yerler; Orta, Dgu, Glineydgu Anadolu ve
Akdeniz Bolgesi'dir.

« Kramp ¢ozucudar.
« Hazimsizlgl giderir.
« Sinirleri guclendirir.



- Migrene kagl faydaldir.

- lyi bir kan temizleyicidir.

« Terletir ve vicuda rahatlik verir.

« Kenger sakizi @nenirse gtahi acar.

« Damar tikanikigini 6nlemeye yardimci olur.

+ Disleri temizler ve di etlerini kuvvetlendirir.

« Antioksidan etkileri ile cilt ve prostat kanserikarsi koruyucudur.

- Karacger iltihabi dahil, air1 alkol ve bazi ilaclarin neden olglw safra yolu iltihabi,
siroz ve kronik karager hastalilarinda olumlu katkilar@ar.

« Soguk kis gunlerinde ya da fazla rizgarli ve cereyanh oléada bulunan insanlarda
sikca rastlanilan bir durum olan yiz felcini 6nlel@@ldukca yararhdir.

- Bunun yaninda kenger sakizgigemek cene ggemesini giderebilir, patlamikulak
zarinl duzeltebilir, safra kesesinde @istirmeye yardimci olabilir, hazmi kolaytaabilir,
seker ve tansiyonu gurebilir, kalp damarlarinin gggmesinde yardimci olabilir. Oldukca
sert ve tadi aci olan bu sakifa kayna olmasi bakimindan oldukgagtzet goruyor[11].

2.1.3. Gullak

Gullik (Eremurus spectabilidl. Bieb.) kokinden hazirlanan merhem uyuz ve frengi
tedavisinde kullanilir. Geng yapraklarisipidikten sonra bgaz ve karin grilarina kasi
kullanihir. Koka cikarilip yikandiktan sonra kaynat ve romatizma tedavisi icin igilir.
Bitkiden hazirlanan sivi haricen egzama tedavisikd&nilir. Bilinen dger adlari: Gullik,

gullik, d& pirasasi, kig, sari ¢ir, sarizambak...



2.2. Fenolik Asitler

Polifenoller, birden fazla fenil gruplari ile buugara bgli hidroksil yapilari iceren ve
bitkilerde bulunan bilgk grubudur. Ginimuzde yakl& olarak 8000—9000 polifenol turevli
maddelerin tespit edildi bilinmektedir. En basit fenollerden en kagrnayapi olan taninlere
kadar bu maddeler bitki yapilarinda bulunmaktadft] [Fenolik maddeler d@l antioksidan
maddelerinin en 6nemli gruplarini eturmaktadirlar. Bunlar bitkilerin tim kisimlarinda
gorulen polifenolik yapilardir. En yaygin bitkisehtioksidanlar flavonoidler, sinamik asit
turevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik dsitdir. Bu maddelerin besinlerde bulunan ve
kolaylikla oksitlenebilen maddeleri oksidasyondasrukuklari bilinmektedir [13]. Fenolik
bilesikler bitkilerde d@al olarak olgan maddelerdir. Bir veya daha fazla aromatik benzen
halkalari ile bir veya daha fazla hidroksil gruphan (-OH) bir araya gelmesi ile acian
bilesiklerdir. Fenolik bilgikler, asidiktir ve kolaca parcalanabilirler.

Fenolik bilsikler bitkileri ultraviyole sinlardan, hastalik ve zararlardan korurlar. Renk
ve aromaya katkida bulunurlar, ayni zamanda buyé@émesy Uretime yardim ederler [14].
Batin fenolik bilgikler en az bir tane benzen halkasi ve benzen bal&a gl bir veya daha
fazla hidroksil grubuna sahiptir. Metil, metoksdmino grubu veya glikozil gruplari ile
farklilasabilirler. Fenolik asitler; cay, kirmizgarap, meyveler ve g#li tibbi bitkiler gibi
bircok bitki aleminde gegicapta yayllim gostermektedir [15]. Fenolik Biker 6zellikle
renk, koku ve tat ile bitkiyi @i etkenlere kan koruyucu etkisi vardir. Tatlari ve renkleri
sebebiyle zararli boceklere itici etkilere sahlptir Fenolik bilgiklerin bir baka etkisi ise
insan sglginadir. Bu etki metabolizmadaki farmakolojik etla birlikte terapétik 6zelfi de
vardir [16]. Fenolik bilgikler, farkli sebze ve meyvelerde farklilik gostedtedir. Bu
farkliliklar bilesiklerin yapisal karmgkligindan kaynaklanan bir durum olabilir. Opig



fenolik bilesikler meyve gruplarinda hem glahem de serbest halde bulunmaktadir. Ancak
analiz yapilirken bu bikgklerin bagli yapida bulunanlar alinmamaktadir. Bu nedenldiana
sonucu tespit edilen fenolik bgi& miktari, meyvede bulunan toplam fenolik Rile
miktarinin altinda ¢ikmaktadir [17].

Insan viicudunun enzimatik ve enzimatik olmayan olmiere iki antioksidan
mekanizmasi bulunmakta ve zararl olan reaksiyordlemine etmektedir. Enzimatik olan
antioksidan mekanizmasinda superoksit, katalazvekgidaz gibi enzimler etkili olmaktadir.
Enzimatik olmayan mekanizmada ise vitaminler, goldller, proteinler ve bazi mineraller
yer almaktadir. Gidalar enzimatik olmayan mekaniantia antioksidanlarin ana kama
olusturmaktadirlar. Gida kaynakli olup protein yapidaktioksidanlar 6zelikle besin geri
de tgimakta, fenolik yapida olanlar ise kanser, felgi diastaliklarin dnlenmesinde rol
oynamakla birlikte antimutajenik, antialerjik vesianmayi 6nleyici etki de gdsterebildikleri
belirtiimektedir [18,19].

Fenolik ve protein yapidaki antioksidanlar bulunidwk dgsal ortam olan gidalarda
yapilarini koruyabilirken, sindirim yoluyla viicuddindiklarinda ¢gtli yapisal deisikliklere
ugrayabilmektedirler [20]. Meyve ve sebze tirlerind@sismesi bunlarin fenolik bikek
iceriklerini de dgistirebilmektedir. Bu farklilik fenolik bilgiklerinin karmaikligindan
kaynaklaniyor olabilir [21].
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2.2.1. Kafeik Asit

HO

HO

Sekil 2.Kafeik asit.

Molekul formult (3,4-dihidroksi sinnamilsig CoHsO4, molekul &irligi 180,16 g mol
“diir. Sari kristalizeseklinde bulunur.

Elma, Gzum, erik, yulaf gibi ¢#li meyvelerde mevcuttur. Nitrite hizli bgekilde etkiederek
nitrik oksite indirgemektedir (Huang ve ark., 1991)

2.2.2. Rosmarinik Asit

OH

HO |
OH

Sekil 3.Rosmarinik asit.

Rosmarinik asit lamiasae bitki familyasinda buludapal polifenol bir bilgiktir .Rosmarinik
asit genellikle Lamiaceae familyasinin Nepetoidesle familyasi ile Boraginaceae familyasi
uyelerinde bulunur. Rosmarinik aside ayricgsedi bitki familyalarinda da rastlanir. Ogie;
Blechnaceae familyasina aitgreltiotlarinda at kuyruklari gibi daha gik yapili bitkilerde,

Zosteraceae familyasina ait deniz ¢imi benzeri rkotiedonlarda ve Potamogetonaceae ve
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Cannaceae familyasina ait bitkilerde de Rosmaasikbulundguna dair cakmalar mevcuttur (Rawn
ve ark., 1994).

2.2.3. Ferulik Asit

HsCO 0

OH OH

Sekil 4.Ferulik asit.

Ferulik asit kisaca g§H:00, formallii bitki orijinli fenolik bir bilesiktir. Sistematik
isimlendirmeye gore, ferulik asit 3-(4-hidroksi—3staksifenil) propenoik asit olarak adlandirilir.
Farmakolojik cagmalar, ferulik asitin trombositlerin kiimelmesine engel oldiu, koroner kan aki
hizini arttirdgl, diiz kaslarin kasilip gegemesini sgladigi, anti-aritmik etkilere hikme#i, oksit
giderici, basikhg! tesvik edici, anti-inflamatuar vs. etkilerde buluriglu gostermytir (Lu ve ark.,
2005).

2.3. Flavonoidler

Flavonoidler polifenolik bitki sekonder metaboliilen en geni ve yaygin grubu olup
bitkilerde biyolojik strecte 6énemli roller Ustleldr. Flavonoidler yosunlardan angiospermlere
kadar bitkiler aleminde bulunan gdik molekdl girlhikh bir gruptur [22]. Flavonoidler
dogadaki canli sistemlerde cok gerbir alanda fonksiyon gosterirler. Ogie; cicekler,
meyveler ve tohumlar icin pigmentasyonun glaamasinda, tohum ddicilar ve
tozlsstiricilarin cezbedilmesinin g@nmasinda, ultraviyolesiga kagl korumada, patojenik
mikroorganizmalara kar bitki savunmasinda, bitkilerde verimlilik ve pal€imlenmesinde,
bitki-mikrop etkilesimlerinde sinyal molekult olarak rol oynamaktadirl&lavonoidler ayni
zamanda antioksidan 6zellik gosterirler.

Flavonoidler heterosiklik bir halkaya syirilmis ve ikinci bir aromatik halkaya lga
olan halka olgumudur. Aromatik halka tzerinde bulunan ¢ok sayidekolik hidroksil
gruplari antioksidan aktiviteyi kazandirmaktadir 3]2 Yine flavonoidlerin platelet
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agregasyonunu ve adezyonu engelleyegiiltipid metabolizmasinda gerekli enzimleri inhibe
ettigi, endotelyum bgmli damar gesiemesini indukledii belirtilmistir [18].

Fitoaleksinler flavonoidlerin alt gruplarindan ldin. Fitoaleksinlerin sentezi bitkilerde
aktif savunma mekanizmalarindan birini kapsamaktdl fitoaleksinler Vitaceae, Pinaceae,
Leguminosae ve Polygonaceae gibi birbirileriyleskili olmayan bitki familyalarinda
sentezlenmektedir. Fakatguay, arpa, misir gibi 6nemli tahillarda mevcugittr. Stilbenler
fitoaleksinlerin icinde yer alan gruplardan biridBtilbenlerin molekiler iskeletinde trans-
resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben) temel oll&rakabul edilir ve en yaygin stilben
resveratroldir [24].

Resveratrol (trans—3,4’,5-trihidroksistilbeMeratrum grandifloruriun reginesinde 1940
yilinda Michio Takaoka tarafindan ¥edilmistir[25].

Resveratrol cis- ve trans- izomerik formlarindauommhaktadir $ekil 2.1). Resveratrol
cogu bitki familyasinda bulunan bir fenolik bgi& olup bitkilerin fungi patojenlerinin
etkilerini inhibe eder ve bitki-parazit etkgienini dizenler. ResveratrolPolygonum
cuspidaturtun kokinde bglica polifenol olarak bulunnyur. Ancak bu madde asma
bitkisinde Polygonumcuspidaturdan daha fazla bulunmaktadir. Bu bitkinin  koki
aterosklerozisin tedavisi ve gdir terapotik amaclar icin Kore, Cin ve Japonya’'dakh
arasinda ila¢ olarak kullanilgtir [26]. Resveratrol gibi dgal stilbenoidler asma, yer figt)
¢am ve leguminosae familyasi bitkilerinde bol buhaktadir ve koroner kalp hastaliklari ile
aterosklerozisten koruma gibi 6nemli biyolojik égki oldugu belirtilmistir. Bircok calsma
resveratrol gibi dgal stilbenoidlerin gicli antioksidan, anti-mutajenanti-inflamatuar ve
karsinogeneziste etkili kanser kimyasal koruyuddl@te sahip olduklarini gostersgtir.

Ayrica resveratrolun insan oral skuamdz karsingmamiyelostik 16semi, gglis, prostat
ve kolon kanseri hicrelerini icerensgk insan kanser hicre serilerinin timorlerini ibé
ettigi belirtiimistir [27]. Serbest oksijen radikallerini temizleme@e vitaminine yardimci
olmak, bellgi ve dergsim kapasitesini artirmak, alzheimer hagedin olsumunu
engellemek, kan akimini gayan nitrik oksit dizeyini ayarlamak, hipertansiyo
engellemek, antikoagulan etkisi ile koroner ve ereaskiler hastaliklari dnlemek gibi
yararli etkiler gostermektedirler.

Flavonoidleri ¢ grupta incelemek mumkanddar.

Bunlar; flavonoller (kuersetin, kaempferol vb) ftav3-oller (katgin ve tirevleri,
teaflavinler vb), antosiyanidinler (siyanidin, peédin, petunidin vb)'dir.

Flavonoidlerin bglica fonksiyonlaringdyle siralayabiliriz.

- Bagisikhik islevlerini artirmak
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- Antibakteriyel, antiviral etki gostermek

- Enflamasyonu azaltmak

- Kanseri 6nlemek

En 6nemli flavonoidlerden olan kaempferol ve kugnd@ molekil yapilariSekil 2.1’ de

gorulmektedir.

Sekil 5.Flavonoidlerin genel yapisi (Shahidi ve ark., 1995)

2.3.1. Resveratrol

OH

HO
OH

Sekil 6. Resveratrol

Resveratrol (3,5,4-trihidroksistilben) glmda yaklask 72  bitki turinde bulunan bir
fitokimyasaldir. En 6nemli resveratrol kaynaCin ve Japonya’da ilag olarak kullanilan yabhimi
bitki olan Polygonum cuspidatudur. Okaliptis ve ladin gibi gaclar da resveratrol icermektedir.
Yenebilir bitkilerde yaygin daldir. Uziim, yer fistgl, yerfistgl ezmesi vesarap resveratrol iceren
gidalardir. Uziimde UV radyasyona Betrytis cineresya karsi yaprak dokulari tarafindan uretilen
resveratrol, kabuk kisminda bulundklim ve varyeteye bz olarak miktari dgisen resveratrol

kirmizi zimde beyaz Gzime gore daha fazladir (eaark., 2004).
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2.3.2. Kuersetin

Sekil 7. Kuersetin.

Serbest radikalleri yakalama 6zgiiden dolayr gucli bir antioksidandir. Bu
Ozelligiyle kardiyovaskuler (kalp ve damarlarla ilgili) $staliklardan korudgu bilinmektedir

(Bonaccorsi ve ark., 2008).

2.4. Eser Elementler

Canli organizmada az miktarda bulunan ve ayni zdaaelirli standartlarin altinda veya

Ustiinde olmalari durumundasite hastaliklara sebep olan elementlere eser eh¢menir.

2.4.1. Eser Elementlerin Canli Organizmaya Etkisi

Canli organizmada 6nemli roller Ustlenen eser etglmen farkl biyolojik ortamlardaki
miktarlarinin belirlenmesi ve hastaliklarlaskilerinin ortaya cikarilmasi ginimuzde birgok
arastirmanin konusu olmgiur [28].

Enzimlerin aktive olmasini §kyan, hicre ici ve ¢ pek ¢cok olayda etkin rol
oynayan eser elementlerin organizmadaki duzeylebirme baimhdir. Bu elementleri
iceren besinlerin yeteri diizeyde alinmagligaacisindan buyuk 6nem arz etmektedir [29].

2.4.2. Bazi Eser Elementlerin Genel Ozellikleri

2.4.2.1. Demir (Fe)

Dogada esmer renkli topraklarda bulunur. Dolayisiyladpraklarda yegen bitkilerde de bol

miktarda bulunur. Kana kirmizi rengi veren ve kaakctigerlerden dokulara ganmasini
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sgilayan alyuvarlarin yapisinda bulunan bir madddder bir hemoglobinin yapisinda dort
tane demir elementi bulunmaktadir. Hemoglobin’ipiganda bulunan Fe atmosferik oksijeni
gewek bicimde bglayarak dokularin derinliklerine ¢mmasini sgar. Kaslarin
myoglobininde bulunan Fe hemoglobin ile gelen @sijdepolar. Saikh bir insanin
vicudunda 4-5 g demir bulunur. Kandaki demir dizdgidigme goruldigl takdirde, anemi
hastalginin niksetmesine sebep olur. Bu tip anemide kaoretgrinin sayisi azalir,
hemoglobin sayisi dér. Balica belirtileri dikkatsizlik, yorgunluk, ¢caba haynca kalp
carpintisi, bazengali dil, dudak kenarlarinda catlaklar, yutma diggl, konkav tirnaklardir.
Cocuklarda gtahsizlik, yava blyime ve enfeksiyona direngsizlik de goéralur. em
eksikliginden kaynaklanan anemi hasgaligenelde alti aylik cocuklarda ve 30-50sya
arasindaki bayanlarda gorulur. Y&tn bir insanin gunlik demir ihtiyact 18 mg civadadir.
Demir eksiklginden kaynaklanan anemide midezliaak yolunda anormallikler ki bunlardan
biri mide asidi azfii goraltir.Demir iceren fica besinler; 1Ispanak, yumurta sarisi, bazi kuru
baklagiller ve deniz urlnleri sayilabilir [30]. Kasasi, demir eksikli mide asidinin
azalmasina ve bedende yetersiz demir emilimineagtgl gibi, bu iki rahatsizlik da demir

anemisine neden olabilir[31].

2.4.2.2. Magnezyum (Mg)

Gebelikte yiksek tansiyonu engellemek amaciyladeskberi kullanilan bir elementtir.
Bircok metabolik glem icin 6zellikle de sodyumun, potasyumun ve Kkaisiun hicre
zarindan dgru bicimde yayilmasini ggyan hicresel pompalar icin gereklidiksikliginde
asirl duyarhlik (tetani), sir kemiklesme, endokradium’da ve blyik damarlarda kireclennggbedlir.

Sigirlarda ise cayir tetanisi (Hipomagnezemi) gor{ifii].

2.4.2.3. Kalsiyum (Ca)

Kalsiyum, viicudun hemen hemen tighevlerinde, iyonize birsekilde tepkimelerde,
kaslarin kasiimasievlerinde, kanin pihtilamasinin sglanmasinda veya kompakt Biekilde
kemiklerin ve dilerin yapisinda 6nemli roller Ustlenensgensal bir maddedir. Her bireyin
gunluk belli miktarlarda kalsiyum almasi gerekir.

Ancak o6zellikle kemik yapiminin hizh bigekilde devam et§i ergenlik doneminde,
bebegin rahim icinde gelimekte oldgu gebelik déneminde&kadinlarda emzirme déneminde

ve kemik yapilarinin nispeten hizh biekilde "erime" riskinin artfii menopoz déneminde
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bedenin kalsiyum dengesinin korunmasigalaisti 6nem tamaktadir. Ancak giunde 2,5 g
kadar kalsiyum alan kilerde herhangi bir yan etki gézlenmezken daha gkiksiktarlarda
kalsiyum alan kilerde kalsiyumun, demir, ¢inko ve gdir gerekli minerallerin emilimini

azaltmasina @ bazi yan etkiler gozlenntir [32, 33].

2.4.2.4. Krom (Cr)

Insan bedeninin kromu kullanabilmesi icin kromurkgfi tolerans faktéru adi verilen ve
B3 vitamini (nikotinik asit) ile Uc¢ spesifik amins@le bilesim olusturdugu bir molekiil
formunda olmasi gerekmektedir. Kromun kaekerinin dizenlenmesinde rol aidi
bilinmektedir. Krom miktarinin vicutta belli birwgenin altina démesi durumunda eksiklik
belirtileri ortaya ¢cikmakta ve kagekeri duzeyinin denetimi azalarak bazi kronik dejatif

bozukluklar meydana gelebilmektedir [34].

2.4.2.5. Cinko (Zn)

Maden yataklari ve toprakta ¢h&@a cinkosulfur ve cinko karbonaeklinde bulunur.
Genelde Cd ile birliktedir [35]. Cinko, bircok enzive hormonun yapisinda bulurgdugibi
cogu enzim ve hormonun da etkinlik kazanmasiniglasg@n cok ©6nemli bir
biyokatalizordur.Cinko elementi, A vitamini metalzohas! igin olduk¢a gerekli bir
mineraldir. Yetgkin bir insanin gunlik ¢inko gereksinimi yakila olarak 12—15 mg oldiu
belirlenmstir. Ayrica birgcok argtirmaciya gére gebelik ve emzirme déneminde piebe
bagisiklik sisteminin tam olarak gskbilmesi icin yeteri miktarda c¢inko almasi
gerekmektedir. Cinko anne sutinde bolca bulunmaktaBu nedenle bebelgin ilk
donemlerinde (ilk alti ay) anne sitliine buyik onesmlwmelidir. Koti beslenme ile ortaya
cikan ve cok ender rastlanan bir deri hagtablan kalitsal akrodermatit enteropatikaya
yakalanan ¢ocuklarda buyumeninglsammasi icin ¢inko cok gereklidir[36].Besinlerletgdi
alinmamasi halinde kemma ve kainma sonucu cilt bozukfu, lekeli tirnakla kolayca
anlgilan cinko eksiklgi gorulir. Bu eksiklik oOzellikle biyime ve gghe ca&indaki
cocuklarda gefim bozuklgu, vicut zayiflgl, neesiz ve durgunluk, tat alma bozugly
seksuel geyimede durgunluk gibi oldukca 6nemli, ama kagrkdozukluklara neden olur. Zn;
anemi hastaginda sa¢ ve serumda Zn duzeyininstdgi gozlenmgtir. Ratlarda Zn
yetersizlginde kil dokulmesi, gejme bozuklgu, zayiflama, dermatidis ve alopecia

gorualmistar [37-38].
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2.4.2.6. Aluminyum (Al)

Aliminyum, vicut icine yiyecek, hava, su ve ilacla girer. Vicut icinde doku ve
organlarda toplanir(Alfry ve ark.1976). Aluminyumrgan sistemleri icerisine kan, bobrek,
kemik ve beyin gibi organlarda toksik etkisi ogdubelirtilmistir.Bu toksik etkiden dolayi
asiri miktarda alinmasi durumunda merkezi sinir sistéizerine olumsuz etkiler yaraiti
belirlenmstir. Bir baska 6nemli bulgu ise alzheimer hasgatin, vicutta @ri miktarda
aliminyum birikmesi sonucunda ortaya gikttahmin edilmektedir. Cunki bu hasgal
yakalanan hastalarin beyin dokularindaki aliminyuarktari digerlerinden daha fazla oldu
tespit edilmgtir[39].

2.4.2.7. Bakir (Cu)

Yerkabigundaki kayaclarda g@al bakir veya bakir iceren sulfur(kalkopirit, katkt) ve
karbonat mineralleri (malahit, azurit) halinde bula [40]. Bakirin vicuttaki roli 1800°IU
yillardan beri bilinmektedir. Bakir, vicutta cokeesoranda bulunmasinagraen viicut
metabolizmasi icin oldukca énemli bir elementtirn&in bircok enzimin yapisinda bulunur
ve kanin, damartlarin, kiterin ve kemiklerin yapiminda 6nemli gérevler stte Yani, bakir
metabolizmanin normal ¢amasi igin gerekli olan bir elementtir. Ayrica enzahtivatoru
gorevi de yapmaktadir Normal bir yinin bedeninde yakiak olarak 60-110 mg bakir
bulunmahdir. Bakirin kan kolesteroliiniin diizenlesimge roli oldguna dair kanitlar vardir
[41]. Cu depolamasini karacger Ustlenmitir. Karaciger fazla bakiri safra yoluyla bedenden
atar. Oyle ki, besinlerle algimiz bakir miktari yiikselse bile bedendeki bakiktami ayni
kalir. Bazi bakirli enzimlerin beyin metabolizmdaiylgili oldugu bilinir. C vitamininin

oksitlenmesinde de bakir rol oynar [42].

2.4.2.8. Kobalt(Co)

Dogada, bazi topraklarda yeterli miktarda bulugwlhalde bazilarinda azdi#3]. Kobalt,
Ozellikle hayvanlar icin 6nemli bir besin faktorlian B, vitamininin yapisindaki porfirin
halkasinin ortasinda merkez atom olarak bulunusiy@nokobalamin adini alir. Bu vitaminin

eksikliginde anemi, gaimede yavglama ve norolojik hastaliklar alur [44].

Tablo 2.Ortalama 70 kggarligindaki bir insanin glinlik almasi gereken bazi edement miktarlar [45].
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Cinko 14 mg Baryum 1,3 mg
Demir 10-28 mg Kadmiyum 0,05 mg
Aliminyum 3-10 mg Magnezyum 300 mg
Kalsiyum 500 mg Bakir 2-3 mg

2.5. Literatur Calismalar

Yapilan literatir argirmalarinda, bu calmada yer alan kengemRfieum ribesL.)
hakkinda dgrudan flavonoid analizlerinin yapiimagibelirlenmitir. Rheum(R.) cinsine ait
bitkiler incelendginde R. tataricum, R. wittrocki, R. emodi, R. officinae rhaponticum, R.
undulatum, R. australe, R. rhabarbaruwe R. nobile turlerinin flavonoid analizlerinin
yapildgi ve bu bitkilerin flavonoid icegi bakimindan zengin olduklari belirlengtir.

Rheum australebitkisinde yapilangcajmada en yuksek oranda tayin edilen flovanoit
kaempferol(40,553,44ppm) en deuk oranda tayin edilenflovanoit ise
reveratrol(1,25+0,34ppm) flovanoitidu6].

Rheum rhabarbarubitkisinde yapilancagmada en ytiksek oranda tayin edilen flovanoit
Naringin(75,64t13,24pm) en dgik orandatayin edilenflovanoit ise cat(2,25%1,34ppm)
flovanoitidir [47].

Rheum emodbitkisinde yapilancajmada en yuksek oranda tayin edilen flovanoit
Quarcetiri10,64t1,24opm) en dgilk oranda tayin edilenflovanoit ise Naringenin
(3,42+1,18ppm) flovanoitidif48].

M. Oztirk ve arkadgarinin yaptg bir calsmada Rheum australeskstraktinda yeni bir
antioksidan flavon eldesi yapilghr. Bu calsmada 6'-hydroxyhypolaetin 3'-methyl ether flavonu
bulunmy ve bir grup bilinen flavonoid tayin edilgtir [49].

Gundelia ve Eremurus bitkilerinin ise hem cins he tir bazinda falvonoid
iceriklerinin daha 6nceki camalara konu olmagdi yapilan literatir asirmalarinda aga
cikmistir.

Ciftci ve arkadsglar1 Pistacia terebinthuskahvesinde ya asitleri, vitaminler ve eser
elementlerin (Cu, Ni, Fe, Zn, Co) tayinini yagitm. Sonuclar literatirdeki ger calsmalarla
kargilastirilmigtir. Calsma sonucunda bu kahvesiginin iyi bir eser element ve gaasidi kayngi
oldugu bulunmgtur. Kahvedeki bazi eser elementlerin miktgiyle bulunmgtur: Cu 4.84, Ni 1.25,
Zn 14,5, Fe 62,2 ve Co 0.42 pg/g (Ciftci ve arkQP).
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Abdolkarim Chehregani ve arkagd@rinin 2008 yilinda yagh calsmada kenger
bitkisinde tayin ettikleri bazi eser element mildar soyledir; Cu: 24.00£3.8ppm, Fe:
1952.00£316ppm, Ni: 8.40+£1.3ppm, ve Zn: 820.00+h@rB olarak tayin etmgierdir [50].

Atatirk Universitesinde 2003 yilinda kenger bitkie yapilan ¢cajmada Fe: 2.79ppm,
Zn: 0.66ppm ve Cu: 0.086ppm diizeyinde tayin egimi51].

P:Sahiyamoorthy, P. Van Damme, M. Oven ve A. Geogthtarafindan gulliik bitkisinde
yapilan bir bgka calgmada Zn: 30,00ppm, Cu:14,00ppm, Fe: 3020,00ppm,M¥-Oppm ve
Ni: 3,80ppm olarak tayin edilrtir [52].
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3.ANALiZ YONTEMLER i

3.1. Kromatografi

Kromatografi 20. ylzyilin bgarinda Rus botanik¢i Mikhail Twsett tarafindan ouhu
ve onun tarafindan isimlendirilgtir. Twsett bu tekrdi, toz CaCQ doldurulmy bir cam
kolondan bitki pigmentleri ¢ozeltisini gecirerek okbfil ve ksantofil gibi birgok bitki
pigmentini ayirmada kullangtir. Ayirmada maddeler kolonda renkli bantlgeklinde
g6zuktiginden yontem icin kromotografi adini kullargim [53]. Onceleri diizlemsel yapida
sabit fazlar kullanilmy ve bu teknikler daha sonra g& kromatografisi ve ince tabaka
kromatografisi olarak isimlendirilngiir [54]. Modern sivi kolon kromatografisi ise 1969

yilinda HPLC’nin kullanima girmeye klamasiyla gelime gostermtir [55].

3.1.1. Kromatografinin Temel Prensibi

Kromatografi; birden fazla bitenin bulundgu bir kargimin, hareketli bir faz (¢c6zucu)
ile sabit bir faz (dolgu maddesi) iceren bir kolandgecirilmesi ile yapilan ayirmglemidir.
Bu teknikte ayrilacak bikenler sabit ve hareketli fazlarda farkh gdena ve tutunma
Ozellikleri gosterdiginden kolonu farkh strelerde terk ederler. Kolokidéarkli alikonma
surelerinden faydalanilarak kolon cikisina gel@derle orantili sinyal Ureten bir detektorin

yerlestiriimesiyle hem nitel hem de nicel analiz yapanrbetot gelstirilmi stir [56].

Karisim — Sabit faz + Hareketli faz= Ayirma Kromatografisi

Kromatografik yontemler temel olarakagidaki gibi siniflandirilabilir
1. Kagit kromatografi
2. Ince tabaka kromatografi
3. Kolon kromatografi
4. Gaz-sIvi kromatografi
5. Iyon kromatografi
6. Sivi kromatografi(HPLC)
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3.1.2. Kromatografinin Temel Kavramlari

3.1.2.1.Sabit Faz

Mobil faz icerisinde gelen orge ait bilgenlerin etkilgime girdikleri ve belirli 6lctide
alikonulduklari fazdir. Kromatografi tekfinin cesidine gére tasarlanmive cok dgisik
materyallerden cok farkli élctilerde imal editnvie “kolon” olarak adlandiriingisabit fazlar
mevcuttur. Ozellikle gaz ve sivi kromotografilegini ticari boyutta oldukca fazla marka ve
boyutta kolon tretimi yapiimaktadir.

Sivi kromatografisinin bir g&di olan yiksek performansli sivi kromatografisiRIEC)
uygulamalarinda kullanilan kolonlar daha cok 30-8@@ uzunlgundaki yaklaik 5 pm i¢
capinda metalik borgeklinde olup i¢ yuzeyleri ¢cok g@esik dzelliklerde kaplama materyalleri
ile kaplanarak analizi yapilacak madde 6rneklen modifiye edilmektedir.

3.1.2.2. Mobil Faz

Ornek bilgenlerini; sabit faz (kolon) boyuncastgan, caitli fiziksel ve kimyasal

Ozelliklere sahip ¢ozelti veya ¢oziicl kamlarina denir.

Kullanilacak mobil fazin seciminde; analizi yapdéic 6rnek madde bienlerinin
Ozellikleri, kullanillacak sabit faz ve detektérimetikleri vb. bircok parametreye dikkat

edilmelidir.

3.1.2.3. Alikonma (Retention)

Mobil faz icerisinde gelen analizi yapilacak madel@yt bilgenlerin sabit faz ile etkikg
yavalamas! ve boylece sabit fazi daha gec¢ terk etmiasima denir.Bu 6zellikten yola
cikilarak belirli sabit analitik kaullar altinda, her kimyasal madde icin parmak igelngi
tasiyan allkonma zamani (retention tim@-tanimi tretilmgtir. Bu kavram belirli sabit
deneysel kgullarda analizi yapilan maddenin sabit fazi terknedi icin gecen sureyi
gOstermektedir.

* 10 = kolona ait 6lti zaman (column dead time)
» tR = alikonma zamani (retention time)
* t'R = net alikonma zamani (net retention time)

s tR=p+tR
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3.1.2.4. Kromatogram

Kromatografik analiz sonucu elde edilen grafiklerematogramdenir.

Y-ekseni, kullanilan dedektorin oOl@in fiziksel ©zellgi (absorbans, fluoresans,
iletkenlik, akim, kirilma indisi vb.), X-ekseni iseamani gdstermektedir (allkkonma zamani
icin kolaylik olmasi bakimindan genellikle dakikansinden). Zamana kgr Y-ekseninde
Olcilen fiziksel 6zellin artip tekrar azalmaseklinde olgan pikseklindeki erilerin her biri
analizlenen maddeye ait bir hieni gostermektedir. Bu piklere ait girler (pik alani,
yuksekligi, vb.) kullanilarak kalitatif ve kantitatif analer yapmak olasidir.

Kromatogramda yer alan piklerden faydalanilarak&f ve kantitatif analiz yapilabilir.

Zaman eksenindeki piklerin yerleri, numune lelerini tanimada kullanilabilir.

Pik alanlari her bir bilgenin miktarinin bir él¢ctsuddr.

tr
©
c
D
w
5 'm
O =
L
2| /\
o
Time
tm: Oli zaman tr: Allkonma zamani

Sekil 8.0rnek Kromatograr§emasi

3.1.2.5. Lineer aks hizi (linear flow rate)

Kolon uzunlgunun (L) kolon 6l zamanina )t bolinmesiyle hesaplanir ve birimi
cm/sn’'dir. Lineer alg hizi, kolonun enine kesitinden gesiz olup ¢dzicu molekullerinin

kolon boyunca hareketleri sirasindaki ortalamaamal gosterir.
U ile sembolize edilir. U=L#

3.1.2.6. Cozunurluk (resolution)

Birbirini takip eden 2 adet biene ait piklerin birbirinden ayirimlarinin gaaisini

(oranini) gosterir.
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Takip eden piklere ait maksimalar arasi mesaferpik@ ait geniliklerin (birimi dakika)
toplamina boélinmesiyle hesaplanir. R=g2tk1)] / W1+W,. Takip eden pikler icin iyi bir
¢ozunurlukten bahsedebilmek icin hesaplanan geril@n 1-1,5 civarinda olmasi istenir. R ile

sembolize edilir.

3.2. Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi(HPLC)

Standart HPLC donanimi temel olarak 4 @leden olgmaktadir. Bu bilgenler sirasiyla

pompa, enjektor, kolon (sabit faz) ve detektorddr.

A \ HPLC Sistemi

Enjeksiyon blo gu

Cozucu
rezervuari iti
Analitik
kolon

DETEKTOR

Sekil 9.HPLC Aletinin Semasi

3.2.1. HPLC’ nin Calisma Prensibi

Sivi kromatografisi yonteminin 6zel uygulamasi ol4LC yonteminde, sabit faz olarak
kullanilan parcacik boyutlarini énemli dlcide kiglilr. Cok siki doldurulmg kolonda
hareketli fazin belirli bir hizla gecebilmesi ichir basing uygulanmasi gerekir. Bu yiksek
verimli kolonlarin ve oldukca yuksek basincin kaolldigi HPLC, element tirlendirilmesinde
en yaygin kullanilan kromotografi turidir. Sivi kratografisinde kolon veriminin dolguda
kullanilan taneciklerin boyutunun kicultiimesi (malde 100-250m’ den 1-1fum’ ye) ile
onemli derecede artmaktadir. Ancak tanecik cap0 3uh’ ye kadar kuguk olan dolgu
maddeleri 1960’h yillarin son ddénemlerinde kullamya balanmstir. Tanecik capiyla,

kolon capinin kiculdgli ve yiksek basincin uygulagdisivi kromatografisine yiksek
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performansli sivi kromatografisi denir. Yuksek peniansli sivi kromatografisi ginimuzde
en ¢ok kullanim alani bulan kromatografik metotéardir[57].

Bunun nedenleri arasinda:

* Duyarlhginin ytksek olmasi,

» Kantitatif tayinlerde kullanilabilmesi,

* Ucucu olmayan tirlerin ve sicaklikla kolayca badiien ttrlerin ayrilmasina uygun
olmasi,

e Sanayinin bircok bilim dalinin ve halkin birincegktcede ilgilengii maddelere gegi
bir sekilde uygulanabilirligi sayilabilir. Bu maddelere 6rnek olarak; Aminotlasi proteinler,
ndkleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratldaciar ve antibiyotikler sayilabilir.

Bir HPLC cihazi her biri 200-1000 ml ¢6zlcu icetehicamdan veya celikten yapikni
hazne icermektedir. Bazi cihazlarda bu hazneleoridd ve detektdr sisteminde gaz
olusturarak bozucu etkilere sebep olan c¢ozusngazlarin (genellikle oksijen ve azot)
giderilmesi icin bir cihazla donatilgtir. Bu gaz kabarciklari bant gel@mesine ve ggu
zaman da detektor performansinda bozucu etkildrig sdabilir. Cihazda bulunan 6n kolon
¢6zlcu icinde bulunabilecek toz ve partikil haliidemaddelerin pompaya veya enjeksiyon
sistemine zarar vermemesi veya kolonu tikamamasitaz ve partikil halindeki maddeleri
tutar. Boylece ¢Oziicu kaybi en aza indirgralur.

Sabit bilgimdeki tek bir ¢ozuci kullanilarak yapilan ayirnzakratik eliisyonolarak
adlandirilir. Genellikle ayirma etkil@i gradient eltisyonule artirilir. Bunun icin polariteleri
birbirinden ¢ok farkli, iki ya da ¢ ¢oztcu sistekallanilir. Elusyon bgladiktan sonra, belli
bir programa gore bazen surekli olarak, bazen debssamaklar halinde ¢6zuctlerin orani
degistirilir. Genellikle HPLC cihazlar ¢oziculerin hacleri orani zamanla gousal olarak
veya ustel olarak dggstirilebilecek nitelikte iki veya daha fazla haznad®dgl ¢oztcuileri bir

karistirma odasinda surekli olarakglgen hizlarda bir araya getiren sistemlerle donagtimi

3.2.2. HPLC’ nin Temel Bilesenleri
3.2.2.1. Pompa

Sivi kromotografisinde, ¢zellikle de HPLC donamda temel bir bilgendir.HPLC
uygulamalarinda mobil fazi ajturan ¢ozici kagimlarinin; enjektér, kolon ve detektor
icerisinden belirli, sabit veya daken bir hizda, belirli basing altinda gecmesigiaa

HPLC donaniminda yer alan pompalama sistemleretemarak 3 grupta toplanir.
Bir HPLC pompalama sistemi icin gerekdirtlarsunlardir:
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* 400 atm’ ye kadar basing uretimi

* 0,1-10 ml/dk araginda aks hizlari

* % 0,5 veya daha iyi bir Igd tekrarlanabilirlikle aks kontroll

» Korozyona dayanikl parcalar

Sivilar ¢ok fazla siktirlmadgindan dolayr HPLC pompalari tarafindan dretilenifg@s
bir patlama tehlikesi okturmaz. Bdylece sistemin parcalarindan herhangnder meydana
gelecek bir catlak, sadece c¢ozicgadi sizmasina neden olur. Ama sizintilar bir yangin

tehlikesi olygturabilir.
Tablo 3.HPLC Pompa Sistemleri

AKI S HIZINA GORE YAPILDI Gl MALZEMEYE | MOBIL FAZ ILETME
GORE MEKAN IZMASINA GORE

I Microbore Pompa | | Metalik I Siringa Tip Pompalar
Sistemleri

Il Standart BorePompa | Il | Ametalik Il Piston Pompalar
Sistemleri

i Preperatif Pompa
Sistemleri

3.2.2.2. Enjektor

HPLC donanimini okturan enjektor, 6rngn sabit faz (kolon) 6ncesinde mobil faza

enjekte edilmesi icin kullanilir. Temel olarak Kasma ayrilir.

Tablo 4. HPLC Enjektorleri

HPLC Enjektorleri
Manuel Enjektdrler(Manuel Injector) Oto-enjektorler (Autosampler)
I | XY Tipi
Il | Carousel
3.2.2.3. Kolon

Modern HPLC donaniminin 4 temel yapgitedan birisi olan kolon, karngek 6rneklerde
bilesenlerin birbirinden iyi ¢oztndrlikle ayirmindanrgmlu sabit fazdir. Kolon imalatinda
yapl materyali olarak 316 paslanmaz celik, TEFLOMmN veya PEEK en sik tercih
edilenlerdir. Kolonun ayirim gicu ve performanspy@gl materyalden c¢ok, i¢ ylzeyine
yapilan kaplamada kullanilan malzemenin kimyasal veiksel 0Ozelliklerinden
etkilenmektedir. Kullanilan bu tir kaplama malzeenetok c¢aitli olup, kullanilacak mobil
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fazin ve uygulanacak HPLC metodunun o6zellikleriree analizi yapilacak orgen bilinen
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore secilmetidi

Secilecek kolonun HPLC uygulamasinda kullanilackig &1z1 ve dolayisiyla okacak
basinca dayanikli olmasina dikkat edilmelidir. Bkc¢analitik kolonun i¢ caplr 2-5 mm
aralginda dgismektedir. Kolon i¢ capi arttikga gkinizi ve ic doldurma hacmi artmakta ama
olusacak piklerin c¢ozunurigii dolayisiyla duyarllik azalmaktadir. Kolonlarinoytar
(uzunlyu) cok caitli olup genellikle 30—300 mm arginda dgismektedir. Kolon uzunlgu
arttikca ornek bilgenlerinin ayirimi daha iyi olmakta fakat analiz ediruzadil icin daha
fazla mobil faz harcanmaktadir. Kolon boyutlariamimlanmasina uluslararasi standartlar
getirilmistir. Buna gore 6nce mm cinsinden uzunluk ve ¢apliyekta, bunu firma adi, sabit
faz tlrd, A° tarinden poroz ylzey capl Me cinsinden partikil buyikfu izlemektedir.
Ornegsin, 250/4,6 Nucleosil C18 100 —y&zildginda kolonun 250 mm uzunluk ve 4,6 mm ic
capa sahip oldiu anlgiimaktadir. Kolonun firmasi (markasi) Nuclesoil plsabit faz tird
normal fazda kullanilan bir tir olam&dir. Poroz yizey capi 100 A° olup dolgu materyalin

ait partiktl bayuklgua 5pum’ dur.

3.2.2.4. Detektor

Kolonda ayrimi yapilan analiz edilecek maddeyebdésenlerin alikonma zamanlarina
gore sirayla icerisinden gecerken miktar tayiniaripapildgi HPLC donanimidir. Detektor
etkilesime girdigi bilesene uygun olarak pik tretir. Bu piklerden faydalarak kargimda
hangi bilgenlerin oldgu ve bu bilgenlerin miktarlarinin ne kadar olgu tespit edilir. Pik
yeri bilesenin tdrand, pikin altinda kalan alan ise f&ein miktarini verir. HPLC
donaniminda 4 temel bienden birisi olan detektorler, 6érnek Biéalerini tayin ederken

Olctukleri fiziksel 6zelliklere gbre gruplara aynaktadir.

Tablo 5.Detektor Ceitleri

Detektor Olctugi Ozellik
I Uv [/ Goranar Bolgel Absorbans olgulur
Detektort

Il Fotodiyot Array Detektort | Birden fazla elementin absorbansini, her bir eléngn farkli
dalga boylarindasgamanli 6lgebilir

i Floresans Detektor Organik maddelerin olturdusu floresans olcer

IV | iletkenlik Detektor Tletkenlik olglir

Y Refraktif iIndeks Detektorti | Kirllma indisi olgtlur

VI | Elektrokimyasal Detektor | Elektro aktif maddeler analiz edilebilir

VII | Kitle Detektori Ornek bileenlerine ait cok 6zgun kromatogramlar elde edilir
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3.2.3. HPLC'nin Literaturdeki Yeri

HPLC gunumuzde kimya, biyokimya, biyoteknoloji,rifeakoloji, tip kimyasi, bitki
kimyasi, tarim ve kimya muhendigii iceren alanlarda ayirma ve analiz igin vazgeeit bir
arac olarak kabul edilmektedir [58]. Cevre sigakida termal olarak kararsiz hilkleri ve
yuksek polarhktaki bilgikleri herhangi bir tlrevlendirme olmaksizin ayiteibve analiz
edebilir [59].

Tablo 6.HPLCIle Yapilan Bazi Analizler

Analizlenen Madde Metot Tayin Edilen Bilesen Tayin Edilen
Miktar

I Erik HPLC-MS Fenolik asit 190,2 po/g

Il Idrar HPLC-MS/MS | S-Fenil markopturik asit 8 ug/g

11 Idrar HPLC-FL and | Tramadol 4 mg/kg

HPLC-MS/MS

v Uziim HPLC-MS/MS | Gallik asit 12,5 pg/g

Y, Nar HPLC-MS Elajik asit 14,3 pg/g

Vi Izgara turd yiyecekler | HPLC-MS Polisiklik aromatik| 10 pg/g

hidrokarbon (PAH)

3.3. Spektroskopi

Spektroskopi, elektromanyetik radyasyoninGa) ile atom ve molekuiller arasindaki
etkilesmeyi inceler. Elektromanyetigimanin dalga ve parcacik 6zgilvardir. Dalga olarak
ele alindginda; simanin yayilmasi ic¢in bir ortam gerekli olup bugkatin boyu, frekansi, hizi

vesiddeti vardir.

A

N
Ay

Sekil 10.Elektromanyetik Dalga
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»Dalga boyu Q\): Birbirini izleyen iki dalga tepesi arasindaki ufwktur. Birimi

uzunluk birimidir. Dalga boyu mikroruj, milimikron (mu) veya Angstrom (A) olarak verilir.
1A°=10%cm=10"m, Inm=1nu= 1A°=10" nn
» Frekans (v): Belli bir noktadan belli bir zamanda gecen dadgausi olup birimisn™*

dir. (1 Hertz=1 titrgim/sn). kigin hizi ile frekansi ve dalga boyu arasinda A.uliski

bulunur. (s1k hizi =c=3.1d%tm/sr)
» Dalga sayisi §): Bir santimetredeki dalga sayisi olup birimi Cudir.
v=1/A
Dalga siddeti (A): Sinusoidal hareket eden dalganin apsisten yzdki
Dalga periyodu (): Tam bir devir icin gereken zaman olup birimi sn/dedir.
Frekansin tersine sitir.
=10
P Isigin madde ile gigimi, 1s1gIin parcacik ozelgi ile agiklanir. Her pargagin (foton)
belli bir enerjisi vardir. Einstein-Planck formUkigore
E= hv=h.cA dir.

h=66310joul.sn/parcacik

Buna gore birsigin enerjisi dalga boyu ile ters, frekansi ilegdoorantilidir.

Maddeye gonderilersigin bir kismi madde tarafindan absorplanarak uyayitharuma
gecer. Bunabsorpsiyodenir.

Eksite durumdaki maddenin icegdifazla enerjiyi simaseklinde vermesine isemisyon

denir.

3.3.1. Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi

Atom, iyon ya da molekdllerin bir kati yizeyindduomasinaadsorpsiyon tutulan kati
taneciklerin yluzeyden ayrilmasimigesorpsiyon katiyaadsorplayic) kati ylizeyinde tutunan
maddeye iseadsorplanan adi verilir. Cagitli maddelerin bir faz ylzeyinde dé de
O0zumlenerek o fazin yapisi icine girmesine igbsorpsiyon denir. Adsorpsiyon ve
absorpsiyon birlikte oluyor ve ayirt edilemiyorshy olaya dasorpsiyomenir. Atomik
Absorbsiyon Spektroskopisi (AAS), temel dizeydekingeent atomlarinin kendilerine 6zgu
dalga boylarindasini absorblamalarina dayanir. Absorbsiyon buygklitemel duzeydeki
atomlarin degimi ve analit degimine balidir. Absorbsiyon 6lctilmesi ile analit dgmi

bulunabilir. Dengede bulunan bu sistemde uyasilrdiizeydeki atom sayisinin temel
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duzeydeki atom sayisi oranini Boltzmanitligzi verilir. Atomlarin sini absorblamalari, ilk
kez 1814 yilinda gozlengiir. Atomik absorbsiyon spektroskopisinin temel nsipleri ise

1860 yilinda Kirchhoff tarafindan kurulstur. Bununla birlikte, 1953’ te Alan Walsh AAS’
nin Ni element analizinde kullanilabilegei gostermgtir. AAS analitik kimyada en yaygin

kullanilan metotlardan biridir. AAS' nin gengdmasi gagidaki gibidir.

Isik Kayn&l = Numune Kabt> Monokromator—= Detektor— Kaydedici

3.3.1.1. kik Kaynaklari

Atomik absorpsiyonu esas alan analitik yontemldekteonik gecs enerjilerinin her
elemente 0zgu ve atomik absorpsiyon cizgilerinierih derecede dar olmasi (0.002-0.005
nm) sebebiyle oldukca spesifiktir.

Diger yandan, sinirli ¢izgi geigi molekiler spektroskopide kalasmadgimiz bir
problem getirir. Analitik sinyal (absorbans) ve iden arasinda dgrusal bir iliski olmasi i¢in
1sik kaynainin bant gesliginin bir absorpsiyon pikinden daha dar olmasi gerdyi kalite
monokromatérler dahi atomik absorpsiyon cizgilarigiengli ginden énemli derecede geni
etkin bant geniigine sahiptir. Sonug¢ olarak, atomik absorpsiyon Wligii, strekli gik
kaynakli yaygin spektrometrelerle yapgdizaman dgrusal olmayan kalibrasyongeleri
kacinilmazdir. Ustelik bu cihazlarla elde edilerid@syon @rilerinin egimleri kiguktar.
Cunkd monokromatdr slitinden gecesinin yalnizca kicuk bir kesri numune tarafindan
absorplanir, sonuc¢ diik duyarliktir. Atomik absorpsiyon piklerinin sihirgenkli ginden
olusan problem, absorpsiyon piklerinden daha dar bargrvcizgi kaynaklarinin kullanimiyla
¢cozulmigtar. Balica sik kaynaklart;

I.  Oyuk Katot Lambalari
II.  Kaynak Modulasyonu
lll.  Elektrotsuz Bgalim Lambalarseklindedir.

3.3.1.2. Atomiatirici

Atomik absorpsiyon spektroskopisinde giasilan numune atomgairma tekniklerinden
en yaygin kullanilan teknikler;
[.  Alev atomlgtirma
Il.  Elektrotermal atomkiirma teknikleridir.
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3.3.1.3. AAS’ de Monokromatér (Dalga Boyu Secicisi)

AAS’ de monokromator olarak prizmadan yapgnaiizenekler kullanilir. Prizmalarda
dalga boyunun secilmesi farkli dalga boylarindakiin prizmaya gigte ve ciksta farkli
miktarlarda kirilmasi ilkesine dayanir. Prizng&k Ikayna&ina gore déndurulerek gdi dalga
boyu degerlerine sahipsigin bir araliktan gecerek madde ile etkiteesi sglanir. Cornu tipi
prizmalarda, prizma iginde kirilmaya&nayan ik, prizmanin 6teki ylizinden c¢ikaraksitie
dalga boylarina dalir. Littrow prizmasinda ise prizmanin bir yizi Ayna ile kaphdir ve

prizmaya girensik, ayni yizden ¢itli dalga boylarina ayrilarak prizmayi terk eder.

3.3.1.4. Dedektor

Dedektor olarak foto ggltici tupler kullanilir. Foto ggaltici tiplerde foto katot
yluzeyinden foton carpmasi ile firlatilan elektrandignot denilen yizeylere gou elektriksel
alanda hizlandirilir ve dinoda carpan her elektdamot ylizeyinden 3-5 elektron daha koparir.
Boylece sayilar giderek artan elektronlar en solaubir anotta toplanarak elektrik akimina

cevrilir.

3.3.1.5.Atomik Absorpsiyon Spektroskopisinde Gigimler

Atomik absorpsiyon spektroskopisinde nicel tayinteferans madde ile kalastirma
seklinde yapildgindan, numune kabinda atogtlaciya kadar olanslemlerde c¢ozeltinin
fiziksel 6zelligi ve atomlama esnasinda ortamin fiziksel ve kimyasal 6zelliklanaliz
elementinin sgurma sinyalini pozitif veya negatif yonde etkileme$rnesin referans
maddesine gore herhangi farkh bir davsasergilemesine yol acar. Bgekilde sonucu

etkileyen tim etkenler giim olarak adlandirilir.

3.3.1.2.1.Kimyasal Girgim

Kimyasal girsim, elementin nicel olarak atomlaasini Onleyen herhangi bir elum
olarak tanimlanir. Kimyasal ggimlerin ortaya ¢cikmasinin Blaca iki nedeni vardir: Ya zor
eriyen veya buharian tuz olgmasi ve bu molekuller tam olarak aynasi ya da serbest
atomlar ortamda bulunan 6teki atom veya radikalg¢dpkimeye girerek kka formlara
donisurler. Alevde kagilasilan kimyasal gigimlerden en dnemlisi, serbest atomlarin ortamda
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bulunan bgka atom veya radikallerle kengiinden tepkimesidir. Serbest metal atomlariyla
alevin yanma Urunlerinin birjenesi sonucu; oksitler, hidroksitler, karburler veyitrler
olusur. Bu tdr girsimin sonucu olarak 30 kadar metalik element haedilas alevinde kararl
oksitler olyturduklarindan tayin edilemezler. Ornek matriksimeden oldgu kimyasal
girisimler de s6z konusudur.ger bir 6rnekte standarta gore daha azsagrimolekuller
olusuyorsa incelenen metalin dgmi distk bulunacaktir, buna kahk standarta gére daha
kolay ayrsan molekuller olguyorsa sinyal argi gozlenecektir ve bunun sonucu olarak
derisimde pozitif bir hata olgacaktir. Bircok kimyasal ggim alev sicakiginin
yukseltilmesiyle uzakkirilabilir, bunun dginda girsimler kimyasal olarak da giderilebilir.
Girisim yapan iyonlar standart ¢ozeltiye eklenip 6rnelatnksi ve standart ¢ozeltiler
birbirine benzetilebilir. Dier bir sekilde olwan girsimin giderilmesinde, gigimi yapan
anyon ornek cozeltisinesi@ eklenen bgka bir katyonla bglanabilir veya tayin edilecek

katyon kompleks icinde tutularak ekilde kimyasal gigim giderilebilir [60].
3.3.1.2.2.Fiziksel Girsim

Fiziksel girsimler; ¢ozeltilerin viskozitesi, ylzey gerilimi vézgul &irligi gibi fiziksel
Ozelliklerinin ornek ve referans maddede farkli atmnedeniyle ortaya cikar. Cozeltilerin
sislggme verimi; ylzey gerilimi, viskozite ve ganluga bahdir. Cinkd bu 6zellik damlacik
boyutunu tayin eder. ger bir ¢ozeltinin fazla miktarda tuz eklemesiyléassa daha az 6rnek
emilir ve damlaciklar biytr, aleve gémn 6rnek miktari azalir. Organik ¢ozuculerin viskez
ve 6zgul @rhg sudan daha az olgu icin bunlarin puskurtilmeleri kolay olur. Dahasdk
ylzey gerilimi sislgmenin daha iyi olmasini ve dolayisiyla birim zamaddha fazla orrgn
aleve ulamasini sglar. Fiziksel girgimler 6rnek ve standart cozeltilerin fiziksel 6xdbri
birbirine benzetilerek giderilebilir veya standaitleme ydntemi uygulanarak bu problem
giderilebilir.

3.3.1.2.3Iyonlasma Girisimi

Ozellikle sicak alevlerde bircok element az vey& ggonlasir; bu durumdu temel
diizeydeki toplam atom sayisi da azagmedan duyarlik da azalilyonlasma girkimi iki
yolla giderilebilir. Atomlama, daha diilk sicakliktaki bir alevde yapilabilir. Orgi@ alkali
metalleri hava/asetilen alevinde ©6nemli o6lcide Iggtrklarindan daha $mk olan

hava/hidrojen alevinde iyondmadan atomkirilabilirler. Ancak bu yontem elementlerin
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¢cogu icin uygun dgildir. Cunki s@uk alevde atomkama verimi azalir ve kimyasal girmler
ortaya cikar.lyonlasma girsimi giderilmesi icin 6rnek ve standart ¢ozeltil@btasyum ve
sezyum kolaylikla iyonlgan elementler eklenebilir, iekilde iyonlama girsimi giderilebilir
[61].

3.3.1.2.4. Spektral Girgimler

Oyuk katot kaynaklarinin emisyon cizgilerinin ¢olardolmasi nedeniyle cizgilerin
Ortismesinden ileri gelen giim az gorulir. Boyle bir gigimin olusmasi igin iki ¢izgi
arasinda 0,1 A° dan daha az fark olmasi gerekmnegin, altiminyumun 3082.15 A° daki
absorbsiyon cizgisine dayanan bir analizde, 30827 1daki bir vanadyum cizgisi gigim
yapar. Girgim, aliminyum icin bu cizgisi yerine 3092.7 A° dakizgisi kullanilarak
Onlenebilir. Spektral gigsimler, sinlarin sagiimasina sebep olan kati tanecikli i@itldn veya
genk bant absorpsiyonu aituran yanma drtnlerinden de ileri gelir. Her ikikd gelen gin

gucunu zayiflatir ve pozitif analitik hataya yokbag

3.3.1.2.5. Zemin girgimi

Zemin girsimlerinin iki 6énemli nedeni vardir. Birincisi katya da sivi parcaciklarin
neden oldgu stk saciimasi ve bundan glan spesifik olmayan absorpsiyonlar, ikincisi ise
Isigin molekiler veya radikaller tarafindan absorplasuha. kigin molekul ve radikaller
tarafindan absorplanmasi UV bdlgedeki molekileogisyonudur. L'vov ve Koirtiyoham
hat ve zemin sinyallerini ayni anda 6lcebilmek ikemalli bir sistem gediirmislerdir [62].
AAS yontemi secimlilgi ve spesifikigi yuksek bir yontemdir. Cizgi 6lciimlerinde 6zelkkI
grafit firin kullanildginda zemin 6lgimu alevdekinden dnemlidir. Bu timizedlgiimlerinde

surekli g1k kayna, 6zellikle déteryum lambasi kullanilir.
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4. METARYAL VE METOT

4.1. Kullanilan Cihazlar Ve Cam Malzemeler

Bu calgmadafenolik asit ve flavonoitayini icin HPLC (Shimadzu), DAD (Shimadzu
SPD-M10A VP) dedektort, fgkolonu ile birlikte kullaniimgtir.

Eser element tayini icin Perkin Elmer AA 800 Analy&tomik Absorpsiyon
Spektrometresi ve kapali ortamda mikrodalga pangalanetodu kullanildi. Kapali ortam
mikrodalga ile ¢cozUnurktirme icin ve BERGHOF MWS-2 mikrodalga firini kaitildi.

Kullanilan diger yardimci malzemelgunlardir:

Ultra saf su cihazi

Cigkolonu

Elektronik tart

Etav

Isiticili karstirici

Otomatik pipet

Suzgec¢ k&di (125 mm)

Kolon [Macherey Nagel (MN) EC 150/4,6 Nucleodu0i® G ec]
Santriftj ( Hettich Zentrifugen Universal 320 R)
10. Vial tip

11.Homojenizator(Miccra)

12. Teflon kap

© © N o g s~ w DdPE

13. Degisik buyiklikte pipet, beher, balon joje, mezir véancmalzemeler kullanildi.

4.2 Kullanilan Standart C6zelti ve Reaktiflerin Haarlanmasi

4.2.1. HPLCIcin Standart Cozelti ve Reaktiflerin Hazirlanmasi

Standart ¢ozelti olarak kullanilan flavonoidleridu@rsetin, Resveratrol) HPCL saflikta
500 ppm’lik stok ¢ozeltileri kullanildi.

Mobil Faz: 10 mM H,PO, (A) ¢ozeltisi ile mutlak metanoliin (B) hacimce 3aninda

alinarak mobil faz olgturuldu. Mobil faz olgturulurken gegi hizi 1 mL/dk olarak belirlendi.
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4.2.2. AASIcin Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Co Standart ¢ozeltisi: 2000ppm’ lik Co' In stok ¢ozeltisinden (Merck) B,2,5ppm’ lik
cOzeltiler hazirlandi.

Cr Standart ¢oOzeltisi: 1000ppm’ lik Cr' un stok ¢oOzeltisinden (Merck) ,B,2,5 ppm' lik
cozeltiler hazirlandi.

Cu Standart ¢ozeltisi: 1000 ppm 'lik Cu'un stok c¢ozeltisinden (Merck),3,2,5 ppm'lik
cOzeltiler hazirlandi.

Fe Standart c¢ozeltisi: 1000ppm' lik Fe' Iin stok ¢ozeltisinden (Merck) ,3,2,5ppm' lik
cozeltiler hazirlandi.

Mn Standart ¢ozeltisi: 1000ppm’ lik Mn' In stok ¢ozeltisinden (Merck) 0162, 1.8, 2.4, 3
ppm’ lik ¢cozeltiler hazirlandi.

Zn Standart ¢ozeltisi: 1000ppm' lik Zn' In stok ¢oOzeltisinden (Merck) 0.2, 0.3, 0.4,
0.5ppm’ lik ¢ozeltiler hazirlandi.

4.3. Orneklerin Temini ve Analize Hazirlanmasi

Yukari Firat Havzasindakenger bitkisi Pertek/Tunceli, Karacaf@iyarbakir ve
Yazikonak/Elazi; gulluk bitkisi Nazimiye/Tunceli, Ovacik/TuncelievBingdl, skin yaprai
Alacakaya/Elaz, Palu/Elazt, Pertek/Tunceli,skin bitkisi ise Palu/Elag, Ovacik/Tunceli ve
Munzur/Tunceli bolgelerindendogal yetseme ortamindan ilkbahar déneminde temin
edildikten sonra analizler gercefdigilene kadar -48C'de derin dondurucuda muhafaza
edildi. Incelenen tum bitkiler homojenize edilipsytartimlar alinarak, @gidaki yontemler

uygulanarak analiz i¢cin hazirlandi.

4.3.1. Bitki Orneklerinin Fenolik Bilesik Tayini Icin Ekstraksiyonu

Dipfrizde muhafaza edilen bitkiler analiz dénemingdipfrizden alinip kicik parcalara
bolundukten sonra homojenize edilip bitkilerden 5@r gram tartildi. Behere konulan
orneklerin Gizerine 25@ér mL metil alkol ilave edilip homejenizator ilerkgirildi.

Homojen haldeki ekstraktlar santrifilj edilip amaigin bekletildi. Ornekler daha sonra
HPLC cihazina enjekte edildi.
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4.3.2 Kapali Ortamda Mikrodalga Parcalama Yontemiile Bitki

OrneklerininMetalTayini i¢in Coziinirlestirimesi

Dipfrizde muhafaza edilen bitkiler dipfrizde c¢ikép kiguk parcalara bolinen bitkiler
homojenize edilip her birinden 1’ er gram tartil@rnekler teflon kap icerisine alinip izerine
2 mL nitrik asit, 2 mL perklorik asit ve 2 mL hidem peroksit ilave edilip 30 dk bekletildi.
Tablo 4.1. de
gOsterilmitir. Seyreltme dlemi uygulanarak son hacim 25 mL’ ye tamamlanddeEgdilen

Ornekler

mikrodalga firina alindi.

cozeltiler AAS’ de analiz edildi.

Tablo 7.Mikrodalga Isitici Parametreleri

Mikrodalga

IsItl parametreleri

Step 1 2 3 4

T °C 145 175 120 120
Power% 80 80 80 80
Time min. 5 10 10 10

4.4. Flavonoidicin Standart Kromotogram

150
125 4
100+

75 4

mAU

50 4

25 4

CAT 1,473

MYRICETIN 0,763

RESVERATROL 0,406

| = RUTIN 0810

NARINGIN 1

KAEMPFEROL 0,566

[

Sekil 11 HPLC-DAD Flavonoidigin Standart Kromotogram
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4.5. Standart Grafiklerin Korelasyon Degerleri ve Denklemleri

4.5.1. Fenolik Asit ve Flavonoitlerin Standart graiklerin Elde Edilmesi

Tayini yapilacak her bir fenolik asit ve flavonaitstandart kitleri kullanilarak farkl
derisimlerinde c¢o6zeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler HELye (optimimizesartlarda) enjekte
edilerek elde edilen kromatogramlardan tablo 4eki dveriler elde edildi. Bu denklemlere

gore hesaplamalar gercegtialdi.

Tablo 8 Flavonoidler icin Standart Grafiklerin Kolerasyon Berleri (R ) Ve Denklemleri

Flavonoid Kolerasyon Ogeri (R) Denklemi
Rutin 0,9431 y=987,83x+1506
Myricetin 0,9955 y =223x - 13682
Quarcetin 0,986 y = 31,454x + 2248,5
Kaempferol 0,9717 y = 254,6x + 450
Naringin 0,9901 y=980,2x-789
Naringenin 0,9793 y = 906,52x + 568
Resveratol 0,9673 y =402x + 3243

4 .5.2. Eser Element Standart Grafiklerin Elde Edilnesi

Tayini yapilacak eser elementlerin standart stokettilerinden her bir elementin
lineer calgma aralgl g6z 6nune alinarak farkh dgmlerindeki ¢Ozeltileri hazirlandi. Bu
cozeltiler AAS ile (optimimizesartlarda) absorbanslar Olclldi. DBen- absorbans
grafiklerinden her elementin lineer glasu ve d@ru denklemi bulunarak tablo 4.3.deki

veriler elde edildi. Bu denklemlere gore her eletimehesaplamalari gercekteildi.
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Tablo 9. Eser Element icin standart grafiklerin kolerasyeperleri (R) ve denklemleri

Eser Element Kolerasyon Dgeri (R°) Denklemi

Cu 0,976 y =0,1817x

Mn 0,9736 y =0,228x + 0,0438
Ni 0,9958 y =0,0567x + 0,0129
Cr 0,9967 y =0,012x - 0,0012
Fe 0,9957 y = 0,0586x + 0,0122
Co 0,9975 y = 0,0626x + 0,0053
Zn 0,9984 y =0,1945x + 0,0041
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5. BULGULAR

5.1. HPLC Kromatogramlari

HPLC-DAD cihazinda Class-VP HPLC programina (ShimgadKyoto, Japan) goére
veriler hesaplanmtir.

5.1.1. Bitkiler Igin Elde Edilen Kromatogramlar

Bitkilerde bulunan flavonoidlerin kromatogramlasegudaki gibidir.
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Sekil 12HPLC-DAD ile Iskin Yapraindaki(Alacakaya) Flavonoid Kromatogrami
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Sekil 14 HPLC-DAD ile Iskin Yaprainin(Pertek) Flavonoid Kromatogrami
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Sekil 18. HPLC-DAD ile Kenger Bitkisinin (Karaca) Flavonoid Kromatogrami
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Sekil 20. HPLC-DAD ile Kenger Bitkisinin (Yazikonak) Flavonoid Kromatagn
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Sekil 21. HPLC-DAD ile Giilliik Bitkisinin (Bingol) Flavonoid Kromatogrami
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Sekil 23. HPLC-DAD ile Giilliik Bitkisinin (Ovacik) Flavonoid Kromatogrami

MYRICETIN 0,003
QUERCETIN 0,023

5.1.2.Bitkilerdeki Flavonoid Miktarlari

Flovanoid tayini icin analiz edilecek olan bitkidkesn yga halde 50 gramlik tartimlar
alindi. Daha sonra 250 mL %96’ lik metil alkol Beendirda pargalanarak homojenize edildi.
Elde edilen kagim santifirGjlendi, ¢ozelti posadan suzilerek alyriBu ¢ozeltiden 25 mL
alindi, HPLC’'ye 0,02 mL enjekte edilerek kromotagtar elde edildi. Elde edilen
kromotogramlardan her bir flovanoid miktari tayidildi. Bitkilerdeki her bir flovonoitin
fenolik asit ve flavonoitniktarinin hesaplanmasina 6rnek olarak Yazikonailg&e bitkisinde
bulunan  myricetin  miktari sagidaki gibi  hesaplanmgiir.  Myricetin  igin
kromotogramdarfiekil 5.9.) elde edilen d@er kullanilarak sgagidaki gibi hesaplama
yapilmstir.

0027 ugMyrycetin 9 1mg 9 1 ><1O3g 675 mgMyrycetin

250mLoérn.coz. x - — 3
002mLorn.c6z.  10°xg 50guski  1kg kgigisk

Ayrica elde edilen kromotogramlar ve analiz sonudtk-1’ de verilmitir.

Bitki 6rneklerindeki fenolik asit flavonoit miktaat aagidaki tablolarda verilnstir.

44



Tablo 10Iskin Bitkisindeki Flavonoid Miktari (n=3)

Flavanoid Iskin (mg/kg)
Palu Ovacik Munzur

Rutin 11,75+8,98 125,25+12,48 102,28+9,56
Myricetin 1,00+0,45 2,25+0,48 1,75+0,63
Quarcetin 7,50+2,45 8,25+2,17 4,50+1,72
Kaempferol 2,50+1,10 2,00+0,28 1,25+1,74
Naringin 19,35 +8,16 22,4542 .43 20,95+6,42
Naringenin 1,75%0,56 2,25+1,08 1,75+0,48
Resveratol 1,25+0,48 <ts <ts
Cat <ts <ts <ts

Tablo 11Iskin Bitkisinin Yapraindaki Flavonoid Miktari (n=3)

Flavanoid Iskin Yapragi(mg/kg)

Alacakaya Pertek Palu

Rutin 22.2+3.12 41,5+4,45 13,25+2,12
Myricetin 65.35+3.68 12,25+3,65 40,36+3,98
Quarcetin 6.64+1,18 4,25+1,38 4,12+0,65
Kaempferol 70.2516.45 46,18+5,42 38,05+5,52
Naringin 54.51+3,42 72,24+6,46 118,25+17,45
Naringenin <ts 1,25+0,18 <ts
Resveratol <ts 1,18+0,12 <ts
Cat <ts <ts <ts
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Tablo 12. Kenger Bitkisindeki Flavonoid Miktari (n=3)

Flavanoid Kengel(mg/kg)
Pertek Karaca Yazikonak
Rutin 7,50+2,52 5,75+2,18 2,25+0,65
Myricetin 1,25+,0,24 1,25+0,19 6,75+1,22
Quarcetin 0,5+0,18 1,25+0,29 22,5+4,19
Kaempferol 11,25+4 ,46 10,86+2,78 21,8+5,48
Naringin <ts <ts <ts
Naringenin 7,50+2,48 1,25+0,92 <ts
Resveratol 2,5+0,03 3,75%1,46 1,25+0,46
Cat <ts <ts <ts
Tablo 13.Giillik Bitkisindeki Flavonoid Miktari (n=3)
Flavanoid Gulluk(mg/kg)
Nazimiye Bingol Ovaclk
Rutin 6,25+2,65 2,5+1,16 11,25+3,35
Myricetin 0,25+0,05 9,50+5,64 0,75+1,82
Quarcetin 4,42+1,33 4,25+2,98 5,70+3,62
Kaempferol 11,75+3,46 2,50+0,24 1,25+0,45
Naringin 51,75+8,43 26,25+5,25 57,75+9,76
Naringenin 4,75+1,58 11,25+3,12 6,25+2,98
Resveratol 0,25+0,08 1,25+0,22 1,25+0,18
Cat 103+9,13 0,5+0,20 87,5+7,43
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5.2.Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi ileilgili Bulgulari

Eser element tayini icin analiz edilecek olan béiden ya halde 1’ er g tartildi. Teflon
kap icerisine alinan orneklere gr mL nitrik asit, perklorik asit ve hidrojen pé&sit ilave
edilip 30 dk bekletildi. Tam ¢ozinmalemi gerceklgtikten sonra c¢ozeltiler 25 mL’ ye
seyreltildi. Atomik Absorbsiyon Spektroskopisinejekie edilen c¢ozeltilerde eser element
tayini yapildi.. Bitkilerdeki her bir eser elementiktarinin hesaplanmasina 6rnek olarak

Yazikonak kenger bitkisinde bulunan yaklademir miktari g@agidaki gibi hesaplanngtir.

25mLorncozx AoMdemir 1 1009 19 _,g,0Mg
002mLorng6z 1gkenger 1kg 10°1g kg

Tablo 14.Iskin Bitkisindeki Eser Element Miktari (n=3)

Eser Element I skin(mg/kg)
Palu Ovacik Munzur
Cu 19,56+1,84 15,84+1,18 21,24+1,62
Mn 50,75+4,98 51,75+4,53 45,62+3,67
Ni 3,12+0,29 2,45%0,28 2,88+0,24
Cr <ts <ts <ts
Fe 2947,91+281,48 2710,38+259,42 2241,97+198,48
Co <ts <ts <ts
Zn 25,23+2,28 29,45+2,66 28,78+2,43
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Tablo 15.Iskin Bitkisinin Yapragindaki Eser Element Miktari (n=3)

Eser Element Iskin Yapragi(mg/kg)
Alacakaya Pertek Palu
Cu 16,72+1,55 18,13+1,68 19,72+1,81
Mn 58,25+5,53 57,35+5,34 56,21+5,44
Ni 2,94+0,19 2,13+0,14 3,43+0,271
Cr <ts <ts <ts
Fe 2925,425+271,35 2328,981+209,62 2645,42+253,62
Co <ts <ts <ts
Zn 650,422+63,82 894,54+79,61 792,456+78,41
Tablo 16Kenger Bitkisindeki Eser Element Miktar (n=3)
Eser Element Kenge(mg/kg)
Karaca Pertek Yazikonak
Cu 20,68+2,32 22,45+1,98 18,73+1,89
Mn 52,47+4,65 56,48+5,56 61,627+5,83
Ni <ts <ts <ts
Cr 32,82+3,16 38,62+3,75 34,71+3,44
Fe 1825,425+173,46| 1454,258+105,35 1850,42+191,62
Co <ts <ts <ts
Zn 794,42+77,32 741,35+74,24 798,291+75,34
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Tablo 17 Gullik Bitkisindeki Eser Element Miktari (n=3)

Eser Element

Gulluk (mg/kg)

Nazmiye Bingol Ovaclk
Cu 2,38+0,22 2,88+0,23 1,55+0,13
Mn 63,25+5,75 56,75+5,63 61,38+6,58
Ni 2,49+0,19 2,78+0,24 2,95+0,26
Cr 3,45+0,31 3,15+0,29 2,98+0,27
Fe 2925+28 1974+17 2652+25
Co <ts <ts <ts
Zn 645,23+63,45 739,52+72,41 657,26+65,13
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6. SONUCLAR VE TARTI SMA

Bu calsmada; rutin, myricetin, quarcetin, kaempferol, ngim, naringenin, resveratol
gibi fenolik bilssikler ve flovanoidlerin ve bazi eser elementlei@u( Co, Mn, Fe, Zn, gibi)
Yukari Firat Havzasinda Yeéin; kenger, gullik veskin bitkileri ile iskin bitkisinin yapr&in
turlerindeki konsantrasyonlari atauldi.  Flovanoit analizi icin HPLC-DAD kullaniid
Eser element analizi icin Alevli AAS kullanildi.

Flovanoid bilgiklerle ilgili yapilan calsmalar bu bilgiklerin sglik acisindan
azimsanamayacak kadar onemli olduklarini ortayamkstur. Ozellikle antialarjik, anti-
enflamasyon, antiviral, antiproliferatif 6zellikeer sahip olduklari ve koroner Kkalp
rahatsizliklari, felg, akger kanseri ve mide kanseri gibi hastaliklari aze#tkilerinin oldgu
saptanmytir [1].

Behnaz ve arkagkri Gebre otu bitkisi Uzerinde yagticalsmada bu bitkinin kok,
govde ve yapraklarinda flavanoid konsantrasyontarasiyla Rutin: 1.02ppm, 1.95ppm,
25.82ppm ve Quarcetin:6.63ppm, 8.82ppm, 10.4ppmaklaulunmytur [63].

Japon efii bitkisinin kOk ve vyapraklarinda yapilan gahada Rutin flavanoid
konsantrasyonlari sirasiyla 2.85ppm ve 3.08ppnabklayin edilmgtir [64].

Kirmizi Gzimde yapilan camada konsantrasyonlari; Catechin 18.87+0.6ppm, c@tiar
22.37+0.3ppm, Rutin 17.17+0.3ppm, Resveratrol 2040apm olarak tayin edilrgtir [65].

Flovanoidler ile ilgili yapilan dier calsmalar da incelenginde de ayni bitki igin
farkll kosullarda flovanoid konsantrasyonlarinin bir birin@kyn oldgu gorulmektedir.
Ornezin Malatya'da yetien ve sekerpare olarak adlandirilan kayisi turiiniin Darenee
Akcada ilcelerinden alinan 6rneklerindeki kamferol konsasyonlari sirasiyla
0.52+0.03ppm ve 1.5+1.00ppm, olarak bulugtau[66].

Yapilan baka bir calsmada da onemli polifenol icerikleri belirlenen yefdirkli cay
ornesinde polifenol tayini yapilngtir.ihtiva ettikleri toplam polifenol bakimindan siralasn,
Ihlamur >isirgan otu > papatya > adacayl > rezerserremaki > kgburnu seklindedir.
Goruldigu gibi toplam polifenol icegi bakimindan en zengin olan bitkisel ¢cay thlamurdur
Ancak i1sirgan otu da thlamur gibi polifenol iggrbakimindan zengindir. Senemaki bitkisi ise
tayini yapilan polifenoller acisindanggr cay érneklerine gore daha fakirdir [67].

Bu calsmada gkin ve skin yaprginda en fazla bulunan fenolik bgigin tim orneklerde
naringin oldugu gorulmektedir. Ayrica bazi flovanoitlerin tayinnginin altinda kalg
gorilmektedir. Orngin naringenin flovanoiti skin  yaprginda tayin sininnin  altinda

bulunmutur.
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Tablolardaki dgerler incelendiinde flovanoit miktarlarinin kenger, galukkin ve gkin
yaprainda farkli oranlarda oldw gorilmektedir. Ayrica bir bitkinin farkli koillarda
(sicakhk, rizgar, su, toprak turl) waebis Ornekleri incelendinde fenolik bilgik
konsantrasyonlarinda bulyiik bir farklilik olmgdgérilmektedir. Orngin Palu, Ovacik ve
Munzurdan temin edilen skin bitkisindeki Quarcetin konsantrasyonlari syksi
75,00+6,45ppm, 82,50+8,17ppm, 65,50+6,7ppr@edadedir.

Eserelementler ile ilgili yapilan ¢ainalar gosteriyor ki insan ggi icin metaller buyuik
onem arz etmektedir. Orgi@ bakir ba&irsaklar icin 6nemli iken demir anemi hastaligin
onem arz etmektedir. Ayricasia miktarda aliminyum alinmasi ise alzaimer hagiiaa
sebep olmaktadir[31].

Chehregani, Noori and Yazdi'ninan' da kenger bitkisi tizerinde yaptcalsmada tayin
ettikleri demir miktari 1952,25+316,38ppm dizeyidinld68]. Calsmamizda kullangimiz
ve Yukari Firat Havzasindan ygtie doneminde temin eitmiz kenger érneklerindeki demir
miktarlari ise 1454,62+105,32ppm ile 1965,48+19h@8@ arasinda gesmektedir. Kenger
ve gullik bitkilerindeki Fe miktari ise gier eser elementlere gére daha buyuk bigldik
bulunmaktadir.

Fernandez ve arkaglarinin 2002’ de yapmgiolduklari benzer bir ¢caimada ysil cay ve
siyah caydaki Ca ve Mg iceii5-22ppm arafiinda tayin edilmgtir [69].Yine ayni bitkide
Lozak ve arkadgarinin 2002’ de yapmiolduklarn bir calymada ise Mg ve Ca icerikleri
sirasiyla 5778ppm ve 15331ppm olarak bulugtomj70].

Yapilan analizler sonucu elde edilen miktarlar Babl5, Tablo 5.6, Tablo 5.7 ve Tablo
5.8'de verildgi gibidir. Buna gore Cu, Ni, Cr, Cd, Co gkxlerinin tayin sinirinin altinda
bulunmutur. Ayrica bir bitkinin farkli ortamlarda yatnis Ornekleri incelendiinde eser
element miktarlarinda genellikle buytk bir farkilolmadgl gorulmektedir. Yapilan
calismalarda goruluyor ki bir bitkideki antioksidan veee element miktari ygtne bdlgesine
bagl olarak buylk bir fark olmamakla beraber farkligéstermektedir. Ayrica ayni bolgede
yetisen farkh bitkilerdeki antioksidan ve eser elemeniktarlarinda da farklilik oldgu

gorulmektedir.
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8.EK

Run time: 22.08.2011 16:06:20

Metod name: C:\CLASS-VP\Methods\FLAVONOID PDA33ime

File name: C:\Documents and Settings\HPLC \DeskiopIMA SERHAT2\ALACAISKINY Vial no: 3

Injection vol:
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Spectrum
Max Plot
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
1: 254 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RUTIN 3,381 82535 31,29 6425 33,01 0,089 ug
MYRICETIN 3,847 126732 48,05 8319 42,74 0,052 ug
QUERCETIN 5,322 28429 10,78 2119 10,89 0,024 ug
2:264 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
KAEMPFER 8,892 403430 100,00 16543 100,00 0,281 ug
oL
3:280nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
CAT 0,000 BDL ug
NARINGIN 2,191 420959 70,19 21603 31,35 0,218 ug
4:285nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
NARINGENI 5,992 371 100,00 53 100,00 0,000 ug
N
5:306 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RESVERAT 0,000 BDL ug
ROL
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Run time: 22.08.2011 17:00:10

Metod name: C:\CLASS-VP\Methods\FLAVONOID PDA33ime

File name: C:\Documents and Settings\HPLC_\DesRicpIMA SERHAT2\BGULLUK Vial no: 6 Injection
vol: 20
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Minutes
Spectrum
Max Plot
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
1:254 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RUTIN 3,479 4539 1,93 998 3,79 0,005 ug
MYRICETIN 3,877 183124 77,75 20442 77,64 0,075 ug
QUERCETIN 5,329 20422 8,67 2104 7,99 0,017 ug
2:264 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
KAEMPFER 8,679 1556 22,57 180 28,51 0,001 ug
oL
3:280nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
CAT 0,000 BDL ug
NARINGIN 2,458 202623 11,64 34371 11,38 0,105 ug
4:285nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
NARINGENI 5,842 37265 100,00 3419 100,00 0,022 ug
N
5:306 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RESVERAT 0,000 BDL ug
ROL
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Run time: 22.08.2011 17:13:37

Metod name: C:\CLASS-VP\Methods\FLAVONOID PDA33ime

File name: C:\Documents and Settings\HPLC \DeskiopIMA SERHAT2\KARACAKARGER Vial no: 7

Injection vol: 20

800
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200 o

RUTIN 0,023

0,000
(MYRICETIN) 0,000 BDL

>

0,000
(QUERCETIN) 0,000 BDL

1

T
6
Minutes

»

10

Spectrum
Max Plot
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
1:254 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RUTIN 3,360 21669 23,56 3562 45,75 0,023 ug
MYRICETIN 0,000 BDL ug
QUERCETIN 0,000 BDL ug
2:264nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
KAEMPFER 8,459 5498 100,00 320 100,00 0,004 ug
oL
3:280nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
CAT 0,000 BDL ug
NARINGIN 0,000 BDL ug
4:285nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
NARINGENI 0,000 BDL ug
N
5:306 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RESVERAT 3,100 51681 100,00 6743 100,00 0,015 ug
ROL
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Run time: 22.08.2011 18:20:50
Metod name: C:\CLASS-VP\Methods\FLAVONOID PDA33ime

File name: C:\Documents and Settings\HPLC \DeskiopIMA SERHAT2\MUNZURISKIN Vial no: 12
Injection vol: 20
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Spectrum
Max Plot
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
1: 254 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RUTIN 3,336 37114 42,16 3373 43,84 0,040 ug
MYRICETIN 3,856 7180 8,16 541 7,03 0,003 ug
QUERCETIN 5,120 21495 24,42 2045 26,58 0,018 ug
2:264 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
KAEMPFER 8,549 3494 100,00 93 100,00 0,002 ug
oL
3:280 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
CAT 1,754 183474 7,53 60709 14,50 0,587 ug
NARINGIN 2,360 1616246 66,29 183159 43,76 0,838 ug
4:285nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
NARINGENI 5,755 6303 100,00 563 100,00 0,004 ug
N
5:306 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RESVERAT 0,000 BDL ug
ROL

60



Run time: 22.08.2011 16:19:48
Metod name: C:\CLASS-VP\Methods\FLAVONOID PDA33ime
File name: C:\Documents and Settings\HPLC_\DesRiopIMA SERHAT2\NGULLUK Vial no: 4 Injection

vol: 20
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Spectrum
Max Plot
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
1: 254 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RUTIN 3,473 23688 82,81 3221 71,56 0,025 ug
MYRICETIN 0,000 BDL ug
QUERCETIN 0,000 BDL ug
2:264 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
KAEMPFER 8,566 67281 100,00 2470 100,00 0,047 ug
oL
3:280nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
CAT 1,730 1343677 77,08 258925 81,80 4,302 ug
NARINGIN 2,440 399528 22,92 57609 18,20 0,207 ug
4:285nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
NARINGENI 5,830 32974 100,00 2932 100,00 0,019 ug
N
5:306 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RESVERAT 0,000 BDL ug
ROL
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Run time: 22.08.2011 17:53:55

Metod name: C:\CLASS-VP\Methods\FLAVONOID PDA33ime

File name: C:\Documents and Settings\HPLC \DeskiopIMA SERHAT2\OVACIKISKIN Vial no: 10
Injection vol: 20
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Spectrum
Max Plot
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
1:254 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RUTIN 3,352 38087 30,66 3265 30,22 0,041 ug
MYRICETIN 3,906 22353 17,99 1790 16,57 0,009 ug
QUERCETIN 5,134 40148 32,31 3893 36,03 0,033 ug
2:264 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
KAEMPFER 8,958 12166 100,00 729 100,00 0,008 ug
oL
3:280nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
CAT 0,000 BDL ug
NARINGIN 2,369 1732099 49,98 204164 37,84 0,898 ug
4:285nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
NARINGENI 5,776 16180 96,60 1371 98,03 0,009 ug
N
5:306 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RESVERAT 0,000 BDL ug
ROL
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Run time: 22.08.2011 17:40:30
Metod name: C:\CLASS-VP\Methods\FLAVONOID PDA33ime
File name: C:\Documents and Settings\HPLC \DesRiopIMA SERHAT2\YAZIKONAKKARGER Vial no:

9 Injection vol: 20
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Spectrum
Max Plot
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
1: 254 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RUTIN 3,344 8097 4,42 1216 6,60 0,009 ug
MYRICETIN 3,837 66148 36,10 6479 35,17 0,027 ug
QUERCETIN 5,128 109010 59,49 10726 58,23 0,090 ug
2:264 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
KAEMPFER 8,502 1213474 100,00 83574 100,00 0,846 ug
oL
3:280nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
CAT 0,000 BDL ug
NARINGIN 0,000 BDL ug
4:285nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
NARINGENI 5,760 1849 17,07 216 20,83 0,001 ug
N
5:306 nm, 8
nm
Name Retention Area Area Percent Height Height ESTD Units
Time Percent concentration
RESVERAT 0,000 BDL ug
ROL
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