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OZET

Bu calismada, Elazig ve yoresinden temin edilen ¢edene (Pistacia terebinthus) ve
¢edene kahvesinde bulunan bazi fenolik asitler ve flavonoidler ile bazi metallerin
konsantrasyonlari incelendi. Fenolik madde tayininde HPLC-DAD, metal tayininde alevli
AAS cihazlar1 kullanildi.

Fenolik bilesik tayininde ¢edene bitkisi i¢in bulunan degerler su sekildedir: vanilik
asit: 219,167 + 26,135 ppm, kafeik asit: 154,5 + 9,987 ppm, ferulik asit: 9,667 + 1,04 ppm,
rosmarinik asit: (<t.s), kuersetin: 156,83 + 11,85 ppm, resveratrol: 373,5 + 19,15 ppm.

Cedene kahvesi i¢in bulunan degerler su sekildedir: vanilik asit 179,5 + 13,4ppm,
kafeik asit 101,5 + 8,4ppm, ferulik asit 3,5 + 0,5ppm, resveratrol 295,41 + 20,05ppm,
kuersetin 129,9 + 10,3ppm.

Mikrodalga parcalama yontemiyle metal tayininde Cu, Co, Ni, Pb, Mn degerleri tayin
sinirinin altinda bulunmustur. Fe i¢in en yiiksek deger ¢cedene kahvesinde 52,8 + 1,81 ppm
olarak bulunmustur. Zn igin en yiiksek deger ¢edene bitkisinde 38,233 + 3,259 ppm olarak
bulunmustur.

Kuru kiilleme yonteminde Cu i¢in en yiiksek deger ¢cedene bitkisinde 8,05 + 0,65 ppm
bulunmustur. Zn igin en yiiksek deger ¢cedene bitkisinde 33,103 £ 2,217 ppm bulunmustur. Fe
icin en yiiksek deger ¢edene kahvesinde 44,2 + 5,6 ppm bulundugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Fenolik asit, Flavonoid, Eser element, AAS, HPLC, HPLC-DAD,

Pistacia terebinthus, Bakir, Nikel, Demir
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SUMMARY

DETERMINATION OF PHENOLIC COMPOUNDS AND TRACE ELEMENTS IN
TURPENTINE (Pistacia terebinthus) GROWN IN ELAZIG

In this study, the concentration of some phenolic acids, flavonoids and some metals
examinated in turpentine and turpentine coffee obtained from Elazig and its surroundings.
HPLC-DAD used in determination of phenolic matters, AAS with flame used in determination
of metals.

These values obtained for turpentine plant in determination of phenolic compounds;
vanilic acid: 219,167 + 26,135 ppm, caffeic acid: 154,5 + 9,987 ppm, ferulic acid: 9,667 +
1,04 ppm, rosmarinic acid: (< t.s), quercetin: 156,83 + 11,85 ppm, resveratrol: 373,5 + 19,15
ppm.

These values obtained for turpentine coffee in determination of phenolic compounds;
vanilic acid 179,5 + 13,4 ppm, caffeic acid 101,5 + 8,4 ppm, ferulic acid 3,5 + 0,5 ppm,
resveratrol 295,41 + 20,05 ppm, quercetin 129,9 + 10,3 ppm.

These values obtained in determination of metals with microwave digestion method:
Cu (<t.s), Co (<t.s), Pb (<t.s), Ni (<t.s), Mn (<t.s). The highest of values Fe obtained in
turpentine coffee: 52,8 + 1,81 ppm. The highest of values Zn obtained in turpentine plant:
38,233 £ 3,259 ppm.

These values obtained in determination of metals with dry-ashing method: The highest
of values Cu obtained in turpentine plant: 8,05 + 0,65 ppm, The highest of values Fe obtained
in turpentine coffee: 44,2 + 5,6 ppm.

Key Words: Phenolic Acid, Flavonoid, Trace Elements, AAS, HPLC, HPLC-DAD,
Pistacia terebinthus, Copper, Nickel, Iron.
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KISALTMALAR

AAS : Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi
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1. GIRIS

Bitkilerdeki fenolik bilesiklere ilgi bugiin her zamankinden daha fazladir. Bunlarin
dogada bulunuslari, dagilimlari, biyosentezi, bitkilerdeki metabolizma ve fonksiyonlarina ait
akademik calismalarin Gtesinde, fenolik bilesikler, uygulamali bilimlerde artan bir éneme
sahip olmaktadirlar (Harborne,1988). Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en onemli
gruplarini olustururlar. Bunlar bitkilerin tiim kisimlarinda gériilen polifenolik komponentlerdir
(Tunalier ve ark., 2002). Bitkilerde fenolik bilesiklerin tayininde genelde HPLC, HPLC-MS,
HPLC-DAD, GC ve GC-MS gibi modern tekniklerden yaralanilmaktadir.

Canlilarin, eser elementlere az miktarlarda ihtiya¢ duymalar1 bir rastlanti degildir.
Aslinda bu elementlerin ¢ogu zehirli madde sinifina girer ve bir ortamda ancak ¢ok az
miktarlarda olurlarsa yasami desteklerler. Bir eser elementin, topraktaki ya da sudaki formu
onun zehirlilik derecesini belirleyebilir. Bu amagla en ¢ok kullanilan metot alevli Atomik
Absorpsiyon Spektrofotometrisidir. Bu ¢alismada Elazig ve yoresinden temin edilen ve ¢edene
olarak bilinen menengicte (Pistacia terebinthus) bulunan veya bulunmasi muhtemel bazi
fenolik bilesiklerin (Rosmarinik asit, vanilik asit, kafeik asit, ferulik asit, resveratrol, kuersetin
gibi) HPLC-DAD ile ve bazi metallerin (Cu, Pb, Co, Fe, Ni, Mn gibi) alevli AAS ile tayini

amaclanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarint olustururlar. Bunlar
bitkilerin tiim kisimlarinda gériilen polifenolik komponentlerdir (Tunalier ve ark., 2002).

Fenolik bilesikler simdiye kadar 8000’1 askin ¢esidi bilinen bir grup kimyasaldir. Tiim
bu bilesiklerin ortak yani en az bir hidroksil grubuna bagli en az bir aril halka varligina sahip
olmalaridir. Ayn1 zamanda otgul hayvanlar i¢in dogal bir antimikrobiyal ajan ve koruyucu
olarak gorev yaparlar. Fenolik bilesikler bircok bitki tarafindan muhtemelen hasat dncesi
tohum ¢imlenmesinde inhibitér rol oynayan ikincil metabolitler olarak iiretilirler (Ersdz ve
ark., 2009).

Bitkiler pek c¢ok esansiyel besin bilesenlerinin yaninda besleyici olmayan (non-
nutrient) ancak biyolojik olarak aktif ¢ok genis bir gurup olan fenolik bilesikleri de igeririler.
Fenolik bilesikler bitkilerde aromatik aminoasit metabolizmasi sirasinda sentezlenen yan
bilesiklerden olusan ikincil metabolitlerdir; fenolik asitler ve flavonoidlerden olusurlar.
Fenolik bilesikler meyve, sebze ve diyette tiiketilen diger bitkisel gidalarda bulunmaktadir.

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan sagligi agisindan islevleri, tat ve koku
olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve antioksdatif
etki gostermeleri enzim inhibisyonuna neden olmalar1 gibi bir¢ok acidan Onem tasirlar.
Fenolik bilesiklerden flavonoidler baslica; flavonoller, flavonlar, flavononlar, katesinler,
antosiyanidinler, proantosiyanidinler ve izoflavonoidler olarak siniflandirilirlar (Ersoz ve ark.,
2009).

Bitkilerdeki fenolik asitler ise benzoik asitin hidroksillenmis tiirevleri (hidroksibenzoik
asitler) ve sinamik asitin hidroksil tiirevleri (hidroksisinamik asitler) olarak ikiye ayrilir
(Hakkinen ve ark., 2000).

En yaygin bitkisel fenolik antioksidanlar flavonoidler, sinnamik asit tiirevleri,
kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla

oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan koruduklari bilinmektedir. Bu nedenle uzun yillardir



besinlerin koku ve tat gibi Ozelliklerini arttirmak igin katki olarak kullanilan baharat ve

aromatik bitkiler giderek 6nem kazanmaktadir (Tunalier ve ark., 2002).
2.2. Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Bitkilerdeki fenolik bilesiklere ait ilk modern smiflandirma, basit fenolleri, fenolik
asitleri, fenil asetik asitleri, sinnamik asitleri, kumarinleri, izokumarinleri, lignanlari, 10 grup
flavonoidi, ligninleri, taninleri, benzofenonlar1i, ksantonlari, stilbenleri, kinonlar1 ve

betasiyaninleri icermektedir (Harborne ve ark., 1964).

Tablo 2.1. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Karbon Temel .
. Simif Ornekler
Atomu Sayisi Iskelet
6 Cs Basit Fenoller Benzokinonlar Katesol, hidrokinon, 2,6-dimetoksi benzokinon
7 Cs-Cy Fenolik asitler p-hidroksi benzoik asit, Salisilik asit

3-Asetil-6-metoksi benzaldehit p-hidroksi

8 Ce-C, Asetofenonlar Fenilasetik asitler ] o
fenilasetik asit

Hidroksisinnamik asitler
Kafeik asid, ferulik asid, mirisetin, eugenol,
9 Ce-Cs Fenil propenler Kumarinler . . ) )
. umbelliferon, aesculetin, bergenin, eugenin.
Izokumarinler Kromonlar

10 Ce-C4 Naftakinonlar Juglon, plumbagin

13 Cs-C1-Cq Ksantonlar Mangiferin

14 Ce-C,-Cs Stilbenler Antrakinonlar Lunularik asit Emodin
15 Cs-C3-Cq Flavonoidler Izoflavonoidler Kersetin siyanidin Genistein
18 (Co-Cs)2 Lignanlar Neolignanlar Pinoresinol Eusiderin

30 (C6-C3-Co)2 Biflavonoidler Amentoflavon
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Sekil 2.1. Fenolik bilesiklerin olusum yolu (Dey ve ark., 1989)

Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak

iki gruba ayrilirlar (Nizamlioglu ve ark., 2002).



2.2.1 Fenolik Asitler

Hidroksi benzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.

Hidroksibenzoik asitler Cg-C; fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde iz
miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asitler gibi
asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise Cg-C3 fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina
baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkli ozellik gosterirler. Cok yaygin
bulunanlar1; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir. Bitkilerde biiyiik bir
kismi organik asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunan, fenolik asitlerin kimyasal yapilar
Tablo 2.2.’de goriilmektedir.

Hidroksisinnamik asitler dogadaki diger pek cok polifenolden daha yaygin olarak
bulunurlar. Ornegin kafeik asit, siklohekzan karboksilli asitlerle (kuinik asit gibi), sekerlerle
(ramnoz gibi), organik asitlerle (malik asit gibi), aminlerle, lipidlerle ve diger fenollerle
birlesmis halde bulunur (Harborne ve ark., 1988).

Tablo 2.2. Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit tiirevleri
(Shahidi ve ark., 1995).

R1
R24©—QOOH R2@—CH=CH —COOH
R3 (@)

R1
R3 (b)

Asit R1 R2 R3 Asit R1 2 R3

p-Hidroksibenzoik H OH H P-Kumarik H CH H

Pirokate suik H OH| OH | Kafeik H |OH | oH
Vanilik CH;O |OH| H | Ferulik CH,O| oH H
Siringik CH,0 |OH|CH;0| Sinapik CH,O| oH | CH,O
Gallik OH |OH| OH




2.2.1.1. Vanilik Asit

OH

Sekil 2.2. Vanilik asit
Molekiil formiilii (3-metoksi 4-hidroksi benzoik asit) CsHsOas, molekiil agirligi 168,14 g
mol ™ diir. Alkoldeki ¢oziiniirliigii ¢ok iyidir. Erime noktas: 210-230 °C *dir. Beyaz renkli pudra
seklindedir. Sarap (Minussi ve ark., 2003), bugday kepegi (Yu ve ark., 2005) ve okaliptusta

(Gonzalez ve ark., 2004) bulunmaktadir.

2.2.1.2. Kafeik Asit

HO

HO

Sekil 2.3. Kafeik asit



Molekiil formiilii (3,4-dihidroksi sinnamik asit) CoHsO4, molekiil agirligi 180,16 g
mol™*diir. Sar1 kristalize seklinde bulunur. Erime noktasi 223— 225 °C ’dir. Sicak suda ve
alkolde ¢oOziiniirligl oldukea iyidir.

Elma, iiziim, erik, yulaf gibi ¢esitli meyvelerde mevcuttur. Nitrite hizli bir sekilde

etki ederek nitrik oksite indirgemektedir (Huang ve ark., 1991).

2.2.1.3. Rosmarinik Asit
OH

HO
OH

Sekil 2.4. Rosmarinik asit

Rosmarinik asit lamiasae bitki familyasinda bulunan dogal polifenol bir bilesiktir
(Baba ve ark., 2005). Rosmarinik asit genellikle Lamiaceae familyasinin Nepetoideae alt
familyas1 ile Boraginaceae familyasi iiyelerinde bulunur (Litvinenko ve ark., 1975).
Rosmarinik aside ayrica diger bitki familyalarinda da rastlanir. Ornegin; Blechnaceae
familyasina ait egreltiotlarinda (Hausler ve ark., 1992), at kuyruklar1 gibi daha diisiik yapili
bitkilerde (Takeda ve ark., 1990), Zosteraceae familyasina ait deniz ¢imi benzeri
monokotiledonlarda (Rawn ve ark., 1994) ve Potamogetonaceae ve Cannaceae familyasina ait
bitkilerde de Rosmarinik asit bulunduguna dair ¢aligsmalar mevcuttur.

Rosmarinik asit’in biyolojik aktivitelerine dair literatiirde ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Anti-inflamatuar, anti-mutajen, anti-bakteriyal, antioksidan, ve antiviral
aktiviteler bunlar arasinda sayilabilir (Parnham ve ark., 1985; Deans ve ark, 1989; Exarchou
ve ark., 2002; Giilliice ve ark., 2003). Ozellikle Rosmarinik asit igeren Melisa officinalis
Oziitlerinden, Herpes simplex kaynakli infeksiyonlarin tedavisinde yararlanildigi rapor

edilmektedir (Parnham ve ark., 1985). Anti-inflamatuar aktivitenin, lipooksigenaz ve siklo-



oksigenaz enzimlerinin inhibe edilmesi sonucunda ortaya ¢iktig1 6ne siiriilmektedir (Parnham
ve ark., 1985). Bu enzimler 6zellikle ekosenoiklerde ve lipit metabolizmasinda etkin rol alir.
Rosmarinik asit benzeri fenolik bilesiklerin kansere kars1 koruyucu bir etki sergiledikleri de
bilinmektedir. Ayrica bu bilesik, kozmetik endiistrisinde kullanilan Rosmarinus officinalis ve
Sanicula europaea gibi bitkilerin aktivitelerinde de 6nemli rol oynamaktadir (D’Amelio ve

ark., 1999).

2.2.1.4. Ferulik Asit

HsCO 0

OH OH

Sekil 2.5. Ferulik asit

Ferulik asit kisaca C1gH1004 formiillii bitki orijinli fenolik bir bilesiktir. Sistematik
isimlendirmeye gore, ferulik asit 3-(4-hidroksi—3-metoksifenil) propenoik asit olarak
adlandirlir (Jankovska ve ark. 2001). Farmakolojik caligmalar, ferulik asitin trombositlerin
kiimelesmesine engel oldugu, koroner kan akis hizimi arttirdigi, diiz kaslarin kasilip
gevsemesini sagladigi, anti-aritmik etkilere hiikmettigi, oksit giderici, bagisiklig: tesvik edici,
anti-inflamatuar vs. etkilerde bulundugu gostermistir (Lu ve ark., 2005).

2.2.2. Flavonoidler

Flavonoidler cesitli besin ve tibbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en yaygin
gruplar arasinda olan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler renk, tat ve koku gibi organoleptik
Ozelliklerden sorumlu olduklari i¢in, analizlerini 6nemli derecede ilging yapan bu tiir iirlinlerin

kalitesiyle yakindan ilgilidirler (Fabre ve ark., 2001; Borbalan ve ark., 2003).



Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (Cs-C3-Cs) yapisindadir. Flavonoidlerin
yapisindaki OH gruplari, reaktif ozelliklerinden dolay1r kolaylikla glikozitlenir. Flavon
tiirevleri olan flavonoidlerin genel yapist Sekil 2.6.’de goriilmektedir. Flavonoidler gidalarda
en yaygin bulunan polifenollerdir. Yaklasik 6500 farkli flavonoid bilinmektedir. Yapisal
olarak bes gruba ayrilirlar (Saldaml1 ve ark., 2007);

1- Antosiyanidinler

2- Flavonlar ve flavonollar

3- Flavanonlar

4- Katesinler ve loykoantosiyanidinler

5- Proantosiyanidinler

Fenolik bilesiklerin en genis sinifi olan flavonoidler biyosentetik olarak bu iki yolun
kombinasyonundan tiirerler.

1-Dogrudan hidroksisinnamik asit ve kumarinler gibi fenil propanoidleri veren sikimik
asid yolu.

2-Pek ¢ok kinonlar1 ve basit fenolleri iiretebilen poliketit yolu (Demirkiran ve ark.,

2005).

Sekil 2.6. Flavonoidlerin genel yapist (Shahidi ve ark., 1995)

Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma kapasiteleri onlarin molekiil yapilarina

baghdir. Hidroksil gruplarmin pozisyonu, sayisi ve flavonoidlerin kimyasal yapilarindaki



diger ozellikler onlarin antioksidan ve serbest radikal temizleme aktiviteleri i¢in onemlidir
(Suschetet ve ark., 1998).

Flavonoidler, antialerjik, antienflamasyon, antiviral, antiproliferatif (¢ogalmay1
Onleyici) aktiviteye sahip bilesikler olarak bilinmektedir (Harborne ve ark., 1994).
Epidemiyolojik g¢aligmalarda flavonoid alimi ile koroner kalp rahatsizliklari, felg, akciger

kanseri ve mide kanseri arasinda zit iligkiler saptanmistir (Hakkinen ve ark., 2000).

2.2.2.1. Kuersetin

Sekil 2.7. Kuersetin

Kuersetin, diyetlerde en bol bulunan flavonol olup serbest radikal temizleme
aktivitesi agisindan tim dogru yapisal Ozelliklere sahip oldugu i¢in potansiyel bir
antioksidandir (Pietta ve ark., 2000; Erkog ve ark., 2003).

Serbest radikalleri yakalama 0&zelliginden dolayr giiclii bir antioksidandir. Bu
ozelligiyle kardiyovaskiiler (kalp ve damarlarla ilgili) hastaliklardan korudugu bilinmektedir

(Bonaccorsi ve ark., 2008).

10



Tablo 2.3. Kuersetinin genel 6zellikleri

Molekiil formuiili
Molekiil agirlig
Faz

Erime noktasi
Kavnama noktasi
Y ogunlugu

Duger céziictilerde

coziiniirliikler:

Goriniisii

IUPAC ada

C,sH,,0-

302 g/mol

Kat1

316 °C

1.799 g/em’

Su: gok az ¢ézinir

Metanol. etanol, dietileter gibi
organik ¢éziiciilerde 1vi ¢oziniir.
Sar renk

2-(3.4- dihydroxyphenyl)- 3.5,7-

trihvdroxy- 4H- chromen- 4-one

2.2.2.2. Resveratrol

HO

Resveratrol (3,5,4-trihidroksistilben) dogada yaklasik 72 bitki tiirlinde bulunan bir
fitokimyasaldir. En onemli resveratrol kaynagi, Cin ve Japonya’da ila¢ olarak kullanilan
yabani bir bitki olan Polygonum cuspidatum’dur. Okaliptiis ve ladin gibi agaclar da resveratrol
igermektedir. Yenebilir bitkilerde yaygin degildir. Uziim, yer fistig1, yerfistig1 ezmesi ve sarap
resveratrol igeren gidalardir. Uziimde UV radyasyona ve Botrytis cinerea’ya kars1 yaprak
dokular tarafindan iiretilen resveratrol, kabuk kisminda bulunur. Iklim ve varyeteye bagh

olarak miktar1 degisen resveratrol kirmizi iizimde beyaz iiziime gore daha fazladir (Hao ve

ark., 2004).

OH

OH

Sekil 2.8. Resveratrol
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Resveratrol cis ve trans izomerleri veya glikolize olmus formda bulunur. Bitkilerde
cogunlukla glikolizenmis (3-0-D-glukozit) formdadir (Ather ve ark., 2007). Resveratrol, anti-
inflamatuar ve anti-koagulant ozellige sahip olup arterioskleroz (damar sertligi) ve kalp
hastaliklarina karsi koruma saglar. Bu hastaliklara kars1 koruma, resveratrolun LDL (diisiik
yogunluklu lipoprotein) oksidasyonu inhibe etmesinden ve trombosit kiimelesmesini
(agregasyonunu) bloke etmesinden kaynaklanmaktadir (Gerogiannaki ve ark., 2006).

Resveratrol prostaglandin tiretimini, siklogenaz—2 ve niiklear faktor-B aktivitesini
inhibe ederek inflamasyonu azaltarak kalp hastaligi ve kansere karsi koruma saglamaktadir
(Sovak ve ark., 2001). Timoriin baslangig, ilerleme ve yayilma safhalarini inhibe eder.

Oksidatif stresten kaynaklanan hiicre dliimlerini azaltir (Gerogiannaki ve ark., 2006).

2.3. Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon, bir ¢ozelti icerisindeki biligenlerin yogunluk farkindan faydalanilarak

birbirinden ayrilmasi islemidir.

2.3.1. Sivi-Sivi Ekstraksiyonu

Kaynama noktasi birbirine ¢cok yakin olan, birbiri i¢erisinde karigmayan ve kaynama
noktasinda bozunan sivilarin ayrilmasinda kullanilan bir yontemdir. Bu ydntem i¢in ayirma
hunisi kullanilir. S1vi-sivi ekstraksiyonunda ayirma hunisi kullanilarak ve yogunluk farkindan

yararlanarak yani dagilma oranlarinin farkindan ayirma yapilabilen sistemlerdir.

2.3.2. Siirekli Ekstraksiyon

Diger ekstraksiyon yontemleri ile ayrilmasi zor olan maddeleri bu yontemle ayirmak
miimkiindiir. Dagilma oranlarinin kii¢iik oldugu durumlarda ¢ok sayida sivi-sivi ekstraksiyonu
uygulamak gerekir. Bu uzun zaman aldig1 ve fazla ¢oziicii gerektirdiginde dolay:r stirekli
ekstraksiyon yontemine basvurulur. Siirekli ekstraksiyon katilardan yapilacak olan c¢ekme
islemi i¢in de kullanilir. Bunun i¢in en uygun yontem soxhlet cihaziyla yapilacak olan

ekstraksiyon islemidir. Kati1 ornekler siirekli ¢oziicliyle sirkiilasyon halinde etkilestirilerek
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¢ekme islemi yapilir ve boylece islem istenildigi kadar tekrarlanir (yani ¢oziicii siirekli 6rnekle
etkilestirilir). Boylece istenilen bilesenler daha az ¢oziicii kullanarak ve daha kisa siirede

ayrilabilmektedir.
2.4. Eser Elementler ve Canhlardaki Rolii

Eser elementler topraktaki ve litosferdeki dagilimi “binde bir” mertebesinden
“milyonda bir” mertebesine kadar degisiklikler gosteren elementlerdir. Canlilarin, eser
elementlere az miktarlarda ihtiyag duymalar1 bir rastlanti degildir. Aslinda bu elementlerin
¢ogu zehirli madde sinifina girer ve bir ortamda ancak ¢ok az miktarlarda olurlarsa yasami
desteklerler. Bir eser elementin, topraktaki ya da sudaki formu onun zehirlilik derecesini
belirleyebilir. Buna en iyi 6rnek krom ve civadir. Cr*® elementinin en zehirli bilesikleri +6
degerlikle yaptiklar1 bilesiklerdir. Bakir, ¢inko gibi agir metallerin, iyon hallerinin en zehirli
durumlart olmasi ise dikkat c¢ekicidir. Diger kosullarda bu elementlerin zehirliliklerini
ortamdaki konsantrasyonlari belirler (Ezer ve ark., 2005).

Yiiksek organizasyonlu bitkiler i¢in gerekli 16 esas element oldugu kabul edilir.
Bitkinin ihtiyact olan miktara gore yapilan smiflandirmaya gore esas elementler mikro
element ve makro element diye ikiye ayrilmistir. Makro elementler bitki tarafindan fazla
miktarda (kuru agirlikta 1000 mg/kg) gereksinim duyulan ve biinyesinde fazla bulunan
elementlerdir. Mikro elementler ise aksine bitkinin daha az ihtiya¢ duydugu (kuru agirlikta
100 mg/kg’dan daha az) ve biinyesinde az miktarda bulunan elementlerdir. Makro elementler
kiikiirt (S), fosfor (P), magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), potasyum (K), azot (N), oksijen (O),
karbon (C) ve hidrojen (H)’dir. Mikro elementler ise molibden (Mo), bakir (Cu), ¢inko (Zn),
mangan (Mn), bor (B), demir (Fe) ve klor (Cl) olarak bilinir (Taiz ve ark., 1991).

Mikro elementleri makro elementlerden ayiran en 6nemli 6zellik bitkilerin fizyolojik
olarak bunlara daha az gereksinim duymalaridir. Bitkide makro besin elementleri bitki
vejetatif organinda (yaprakta) ortalama % 0.1-0.5 arasinda bulunurken, mikro besin

elementleri ancak % 0.00002-0.02 arasinda yer alir (Firat ve ark., 1998).
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2.4.1. Kromun (Cr) Canhlardaki Rolii

Krom, mavimsi gri renkli havada kolayca kararmayan sert bir metaldir. Kimyasal
simgesi Cr, atom numarasi 24, atom agirligr 51.996 olan kromun erime noktas1 da oldukca
yiiksektir (1875 'C) (Erdik ve ark., 1986).

Atik sularda bulunan gesitli krom tiirlerinin 6zelligi, ¢esitli endiistriyel kaynaklarin
atiklarindaki degisik fizikokimyasal sartlardan dolayi, dogal sularda bulundugundan
bilesiklerine, pH’a, materyal islemlerinden gelen organik ve/veya inorganik atiklara ve iiretim
endustrisindeki (kromat renkli pigmentler ve korozyon Onleyici pigmentler) atik suyunda
bulunur. Suda krom tayininde Cr(l11), en ¢ok beklenen krom tiirii olmasina ragmen, tortuda
meydana gelen redoks reaksiyonlari, Cr(V) derisimini artirabilir. Fakat materyal igleminden
gelen yiiksek miktardaki organik madde derisimi, ¢0ziiniir Cr(III) komplekslerinin

olusmasinda etkili olur (Elgi ve ark., 2002).
2.4.2. Nikelin (Ni) Canhlardaki Rolii

Demirin bazi niteliklerini tagiyan beyaz, parlak maden olan nikelin kimyasal simgesi
Ni olup, atom numaras1 28, atom agirlig1 58,7 g/mol, kaynama noktasi 2913 C (3186 K),
yogunlugu 8.908 g/mL, elektron yerlesimi 2—-8-16-2"dir ve periyodik tablonun VIII. grubunda
yer alir (Erdik ve ark., 1986).

Igme sularinda miisaade edilen maksimum Ni konsantrasyonu Avrupa Birligi iilkeleri
i¢in 50 ppb olup Diinya Saglik Orgiitii bunu 20 ppb olarak sinirlandirmistir. Bdyle ¢ok diisiik
Ni konsantrasyonlarinin tayini i¢in en ¢ok kullanilan metot grafit firmli AAS’dir. Ancak ¢ogu
matrikste major veya mindr diizeyde bulunabilen Ca, K, Mg ve Na elementleri alevsiz

AAS’de dnemsenecek diizeyde girisim yaparlar (Work Environ 1990).
2.4.3. Demirin (Fe) Canhlardaki Rolii

Demir, insan ve diger pek ¢ok canli tiirii i¢in temel bir elementtir. Eriskin bir insan
viicudunda 3—4 gram demir vardir ki, viicudun % 0,004 {inii olusturur. Tiim viicut tartisinin %

7 sini olusturan kan demirinin % 70’ini igerir. Kanin % 15’ini teskil eden hemoglobinde %
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0,335 demir vardir. Demir dokuya oksijen tasinmasi ve dokudaki oksidasyon olaylarinin
stirdiiriilmesi icin gereklidir. Viicutta ve besinler igerisinde biiylik kismi organik maddelerle
birlesmis durumda bulunmaktadir. Viicutta demir, 6ncelikle ince bagirsaklarda kontrol edilir.

Ince bagirsak demir icin hem emilim hem de dislama islemini yapar. Eriskin bir
insanin giinliik demir ihtiyac1 10 mg olarak hesaplanmaktadir. Kadin ve ¢ocuklarin erkeklere
gore demir ihtiyaci daha fazladir (Ezer ve ark., 2005).

Demir ayrica hemoglobin seklinde, kanin oksijeni akcigerden dokulara tasimasini
saglamaktadir ve elektron transferinde rol alir. Eksikligi kiiresel 6l¢iide yayilmis olan anemiye
sebep olur. Asirist tehlikelidir, hemokromatasis’e sebep olur. Bagirsak ¢eperinde absorbe
edilen demir yalniz (II) degerlikli demirdir. Demir (III)’lin yalniz sindirim yoluyla indirgenen

boliimiinii emilir.
2.4.4. Kobaltin (Co) Canhlardaki Rolii

Kimyasal simgesi Co olan kobaltin atom numarasi 27, atom agirligi 58.9, kaynama
noktasi 29270 C (3200 K), 6zgiil agihig1 8.9 (20 C’de) ve elektron yerlesimi 2-8-15-2 olup
periyodik tablonun VIII. grubunda yer alir (Erdik ve ark., 1986).

Kobalt dogada yaygin bulunmakla birlikte yer kabugunun yalnizca % 0,001’ini
olusturmaktadir. Yer ve gok tas1 kokenli nikelli demirde, obiir elementlerle birlesmis halde
dogal sularda, toprakta, bitkilerde ve hayvanlarda az miktarda rastlanir. Cogu demir, nikel
bakir, gimiis, mangan, ¢inko ve arsenik gibi cevherlerde eser miktarda bulunan kobalt bu
cevherlerden bir yan iriin olarak elde edilir. Kobalt, sigir ve koyun gibi gevis getiren
hayvanlarin beslenmesinde, insandaki alyuvarlarin olgunlasmasinda gerekli olan Bjy
vitamininde yer alir. Parlatilmis kobalt, maviye ¢alan giimiis beyaz1 rengindedir (Elgi ve ark.,
2002).

Insan ve gevis getiren hayvanlarin beslenmesinde kobaltin &nemi onun dogal su,
toprak, bitki, giibre gibi ¢esitli 6rneklerdeki tayinine olan ilgiyi arttirmaktadir. Kobalt yasayan
canli tlirlerinde By vitamini i¢in gerekli bir element olmakla birlikte biiyiik miktarlari toksiktir

(Narin ve ark., 2003).
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2.4.5. Cinkonun (Zn) Canlhlardaki Rolii

Insan viicudunda toplam olarak 1-2,5 gram ¢inko bulunur. Kemiklerde, dislerde, sagcta,
deride, kaslarda, testislerde ve karacigerde depolanmis haldedir. Cinko birgok enzim ve
hormonun yapisinda bulundugu gibi ¢ogu enzim ve hormonun da etkinlik kazanmasin
saglayan ¢ok onemli bir biyokatalizordiir. Besinlerle yeterli alinmamasi halinde kasinma ve
kasinma sonucu cilt bozuklugu, lekeli tirnakla kolayca anlasilan ¢inko eksikligi goriiliir. Bu
eksiklik ozellikle gocuklarda biiytime ve gelisim bozuklugu, viicut zayifligi, nesesiz ve
durgunluk, tat alma bozuklugu gibi olduk¢a 6nemli, ama karmasik bozukluklara neden olur.
Cinko besinlerle alinir.

Bitkiler yiiksek diizeyde ¢inko igerseler bile viicut, bitkisel ¢inkoyu degerlendirip
kullanamaz, yine de eksikligi goriiliir. Tahil agirlikli ve yalniz bitkisel beslenme rejiminde
eksikligi yaygin olarak goriiliir. Hayvansal protein alinmasi ile bitkilerle alinan ¢inko da
degerlendirilir. En azindan ekmegi peynirle, misir ve bakliyati siitle veya etle yersek daha
yararll olur ve eksikligi goriilmez. Ozellikle hamile ve emzikli annelerin yeterli ¢inko
alabilmek i¢in hayvansal protein de yemeleri sarttir. Yine ¢inkonun da gerekenden fazla
alinmasi organizma agisindan sakincalidir. Giinliikk 50 mg alindiginda kolesterolde diisiis

gbzlenmistir.

2.4.6. Bakirin (Cu) Canhlardaki Rolii

Bakir tiim canlilar i¢in "yasamsal 6nemli" eser elementlerin en basinda, demir ve ¢inko
ile ayn1 diizeyde gerekli eser elementtir. Viicuttaki tiim oksidasyon olaylarinda, enzimlerin
kontrollii ¢alismasi igin bakir gereklidir. Normal bir eriskin insanda 100-150 mg kadar bakir
bulunur. Bunun % 90 kadar1 kas, kemik ve karacigerde depolanmus haldedir. ileri derecede
beslenme ve bagirsakta emilme bozuklugu olanlarda bakir eksikligi goriilebilir. Bu durumda
kansizlik, cilt ve kemik kusurlar1 ve zeka gelisme bozukluklar1 goriiliir.

Bakirin da fazlasi zehirleyicidir. 15 mg’dan daha fazla elementel bakir yutulmasi
halinde, bulanti, kusma, ishal, karin agrisi, yaygin kas agrilart gibi belirtiler ortaya ¢ikar.

Zihinsel kusurlar ile koma ve 6liim de goriilebilir.
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2.4.7. Manganin (Mn) Canhlardaki Rolii

Mangan da ¢inko gibi hem bazi enzimlerin yapisinda bulunur hem de bazi enzimleri
aktifler. Ayrica bag dokusu yapiminda, iire olusumu, protein ve yag asitleri sentezine katilir.
Kemiklerin ve bircok enzimin yapisina giren mangan, kepekli tahillarda, yesil yaprakli
sebzelerde, findik, fistik, ceviz ve ¢ayda bol miktarda bulunur. Deney amaciyla manganezden
aritilmis bir beslenmeye giren Kiside kilo kaybi, bulanti, kusma, deri tahrisi, sa¢ uzamasinda
yavaslama ve sag¢ renginde beyazlasma goriilmiistiir.

Manganez zehirlenmesi nadiren, manganez iiretimde g¢alisan Kisilerde ortaya gikabilir

ve Parkinson hastalig1 benzeri sinir sistemi belirtileri ortaya ¢ikarir.

2.4.8. Kursunun (Pb) Canlilardaki Rolii

Kursun, kemiklerde birikir. Kolaylikla kalsiyumun yerini alabilir. Ancak ¢ogu bilesigi
suda ¢ok az ¢6ziindiigii i¢in yillarca zehir etkisi lizerinde fazla durulmamustir.

Kursundan kaynaklanan rahatsizliklar meslek hastaliklar1 arasinda ilk sirayr alir.
Kursun zehirlenmesi en ¢ok goriilen zehirlenmedir. Zehirlenmede uykusuzluk, yorgunluk,
isitme ve gbérme bozuklugu ve kramp, agirlik kaybi goriiliir (Vandecasteele ve ark., 1997,
Mizuike ve ark., 1983).

2.5. Eser Analiz Yontemleri

2.5.1.0rnek Coziiniirlestirme Yontemleri

Spektroskopik yontemlerle Orneklerin analizinde numunenin ¢ozelti halinde olmasi
gerekir. Bu sebepten analiz edilecek olan kati 6rnek ¢ozelti haline getirilmelidir. Bu amacla
ornegi analize hazirlamada 6rnek once dgiitiilerek homojenlestirilir ve akabinde yakma veya
parcalama metotlar1 uygulanir. Gidalar heterojen bir yapiya sahip olduklarindan karisimdaki
maddelerden her biri ayn1 miktarda eser element icermez. Bu yiizden eser elementlerin tayini
icin Ornegin homojen olmasi zorunludur. Bir 6rnegin c¢oziiniirlestirilmesi i¢in uygulanan

metotlar genellikle yas ve kuru metot seklinde siiflandirilir.
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2.5.1.1. Yas Cozme

Asitte yas ¢cozme tek bir asitle gerceklestirilebilecegi gibi birden fazla derisik asidin
kanigimi ile de gergeklestirilebilir. Asitlerle ¢dziiniirlestirme, yilikseltgen asitlerde
¢oziinlirlestirme (HNO3;, HCIO4, der HySO; ) ve yikseltgen olmayan asitlerde
¢oziiniirlestirme( HC1, HF, HsPO4, HBr, sey H,SO4, sey HCIO,, ) seklinde ayrilabilir.

Orneklerin tam ¢oziiniirlestirilmesinde asitlerin tek kullanilmasi genellikle iyi sonug
vermemektedir. Bu nedenle iki ya da daha fazla asit karisimi kullanilmasi tercih edilmektedir.
Ancak, tiim elementlerin analizi yerine yalniz bir veya birka¢ elementin analizi gerekiyorsa,
elementin ve numunenin niteligine gore tek bir yiikseltgen asit ve hatta yiikseltgen olmayan
asitler kullanilabilir. Bu amagla ya acgik ya da kapali sistem kullanilir. Kapal1 sistemde teflon
sistem veya basin¢g bombas1 altindaki cam-karbon kaplar kullanilir.

Yas ¢oziniirlestirme genellikle 200 OC’nin altindaki sicakliklarda uygulandiginda kuru
yiikseltgemeye tercih edilir. Ciinkii buharlastirma kayiplar1 As ve Se gibi bazi mineraller
haricinde yoktur.

Ayrica kuru kiillenmeye gore daha biiyiilk miktarda asitler kullanildigindan daha az
buharlasma ve daha az adsorbsiyon kayiplar1 olur. Bununla beraber yas ¢ozmede As, B, Cr,
Ge, Hg, Os, Re, Ru, Sb, Se ve Sn gibi elementlerin buharlagsma ile kayiplariin tehlikesi
vardir. Kuru ¢ozmeye oranla daha c¢ok ¢oziicii gerektiginden reaktiflerden gelen kirlenmeler,
ornek sinirlamasi ve daha biiyiik dikkat gosterilmesi geregi gibi dezavantajlar s6z konusudur.

Cozme islemi igin kullanilan en yaygin ¢6ziicii reaktifler; Nitrik asit (HNO3), Perklorik
asit (HCIO,), Hidroflorik asit (HF), Hidroklorik asit (HCI), Siilfiirik asit (H,SO,4), Hidrojen
peroksit (H20,) ve kral suyudur. HCIO, ve HF daha az ve 6zel amagli olarak kullanilmaktadir.

Derisik c¢ozeltilerinde ve sicakta iyi bir yiikseltgen olan HClO4’in kullanildig:
cozliniirlestirmelerde HCIO, in patlayici 6zelliginden dolayr 6rnegin kurumasina miisaade

edilmemelidir.
2.5.1.2. Kuru Coézme

Bu yontemde prensip olarak oncelikle 6rnekte bulunan su buharlastirilir, sonra 6rnek

kil edilir (400 'C- 700 DC). Kiilleme tamamlaninca kiil seyreltik bir asit ile ¢oziindiiriliir. Kiil
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etme islemi normal basingta sicak firinlarda hava ile yapildigi gibi, yiiksek basingta
bombalarda oksijen ile de yapilmaktadir.

Bu metot basit olmasi, 6rnek miktarinda sinirlama probleminin olmamasi ve daha az
¢Oziicii kullanilmasina bagli olarak daha az kirlenme riski gibi avantajlara sahiptir. Bunun yani1
sira kiilleme stiresince bazi metallerin (B, Cr, Cu, Ni, P, V, Zn gibi) metalik halde, kloriirleri
halinde veya organometalik bilesikleri halinde buharlagmasi gibi dezavantajlar1 vardir. Hg, Pb,
Cd, As gibi elementler yiiksek sicaklikta buharlasabilmektedirler. Kayiplar ¢dzlinmeyen
kalintilardan ve kap ylizeyinde adsorpsiyondan da kaynaklanabilir. Kuru kiilleme uzun zaman
gerektirdiginden fazla miktar 6rnek ile calisilamamaktadir. Kuru kiillemede elde edilen kiil
tekrar ¢oziindiiriiliirken zorluk ¢ikabilmekte, kullanilan malzemelerin kirlenmesi ve asinmasi

da ayr1 bir sorun yaratmaktadir.

2.6. Cedene (Pistacia terebinthus) Hakkinda Bilgiler

Menengigler (¢cedene) kisin yaprak doken 2—-3 m boyunda ¢ali ya da agagcik veya 8—10
metreye kadar boylanabilen kalin govdeli ve yuvarlak tepeli agaclardir. Genellikle fazla
boylanmaz ve yavas biiylirler. Govde ve dal kabuklari, sarims1 boz renkte ve kiiciik pullar
halinde ¢atlaklidir. Yumurta ya da muzrak seklinde ve oblong (boyu eninden biiylik)
yaprakeiklarin, boylar1 4-8 cm arasinda ¢ok kisa sapli, kenarlar1 diiz ve keskin, {ist yiizeyleri
parlak koyu yesil, alt yiizeyleri ise mat acik yesil renktedir. Terminal yaprakeik lateral
yaprakciklardan daha dar olup regine kokusuna sahiptir. Gen¢ yapraklarn tiiylii, ergin

yapraklari ise parlak yesil ve tliysiizdiir. Nisan-Mayis aylarinda agmaya baslayan ve bir 6nceki

19



yila ait siirglinlerde gelisen lireme organlar1 ayr1 bireylerde ¢icekler dik duran bilesik salkim
kurulusunda ve kirmizimst mor renktedir. Meyveler ise yuvarlak¢a veya g¢arpik yumurta
seklinde olup, dnceleri kirmiz1 renkte, Agustos-Eyliil aylarinda olgunlastiklarinda ise koyu
esmer yesilimsi veya mavimsi renktedirler. Meyveler cekirdekli, kokulu ve yagli olup
yenilebilir niteliktedir (Davis ve ark., 1967; Baytop ve ark., 1984).

Pistacia terebinthus L. (Anacardiaceae), Giiney Avrupa ve Ortadogu’da genis
yetistirme alanina sahip ve birgok biyolojik aktivitesi bulunan 20 Pistacia tiiriinden biridir.
Pistacia tiirleri antimikrobiyal, antiinflamatuar ve sitotoksik aktivitelerinin yani sira
antioksidan potansiyelleri ile arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir (Y1lmaz ve ark., 2010).

Pistacia cinsinin en yaygin tiirii P. terebinthus’tur. Sicak iklime sahip alanlarda genis
yayilis gostermekte ve Akdeniz vejetasyonunun karakteristik iiyesi ve baskin elementi olan
Quercus coccifera L. gibi bitki tiirleri ile birlikte maki formasyonunda yogun bir sekilde
bulunmaktadirlar (Zohary ve ark., 1996; Atli ve ark., 1999; Kafkas ve ark., 2002). Isik
istekleri yiiksek olup, giinesli bakilar1 tercih eden bu takson kurakliga karsi dayanikli fakat
donlara kars1 hassastir.

Tiirkiye’de P. terebinthus tiirleri 6zellikle deniz seviyesinden 1600 m yiikseklikteki
daglarin giineyinde, cam ormanlarinda ve kayalik yamacglarinda yetismektedir. Bu tiiriin
meyveleri Tirkiye’nin giiney boélgelerinde atistirmalik olarak, 6zel kdy ekmeklerinin
kabartilmasinda ve kahve olarak kullanilir. Geleneksel tipta bu meyveler mide agrisi, astim,
bogaz enfeksiyonlari, diyare, egzama, oksiiriik, romatizma ve bagirsak tedavisinde kullanilir.
Ayrica, uyarici, diiiretik, antitussif, kanamay1 durdurucu, ates diisiiriicii ve antibakteriyel

etkilerinin oldugu bulunmustur (Y1lmaz ve ark., 2010).
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2.7. Literatiir Calismalar:

Okkes Yilmaz ve calisma arkadaslari, Pistacia terebinthus’un fenton reaktifinde
radikal siipiiriicli etkisi ve doymamis yag asitindeki koruyucu etkisini arastirmis ve Pistacia
Terebinthus ekstraktlarinin DPPH daki siipiiriicii etkisinin flavanoid konsantrasyonundaki
artisa bagli oldugu bulunmustur. Pistacia Terebinthus ekstraktinda yag asiti miktar1 fenton R
gruptan daha yiiksek ¢ikmistir (Y1lmaz ve ark., 2010).

Pistacia terebinthus’la yapilan baska bir ¢alismada Pistacia terebinthus’un antioksidan
potansiyeli, antimikrobiyal aktivitesi ve [-glukoronidaz inhibitoriiniin miimkiinligi
arastirilmistir. Calisma sonucunda Pistacia terebinthus ekstraktlarinin biyoaktivitesinin kanser
riskini azalttig1 bulunmustur (Kavak ve ark., 2010).

iftci ve arkadaglar1 Pistacia terebinthus kahvesinde yag asitleri, vitaminler ve eser
elementlerin tayini yapmistir. Bu ¢alismada Cu, Ni, Fe, Zn, Co tayini yapilmistir. Sonuglar
literatlirdeki diger ¢alismalarla karsilastirilmistir. Calisma sonucunda bu kahve cesidinin iyi
bir eser element ve yag asidi kaynagi oldugu bulunmustur. Kahvedeki baz1 eser elementlerin
miktar sdyle bulunmustur: Cu 4.84, Ni 1.25, Zn 14,5, Fe 62,2 ve Co 0.42 ng/g (Ciftci ve ark.,
2009).

G. Topcu ve arkadaslarinin yaptigi1 bir calismada Pistacia terebinthus ekstraktinda yeni
bir antioksidan flavon eldesi yapilmistir. Bu ¢alismada 6'-hydroxyhypolaetin 3'-methyl ether
flavonu bulunmus ve bir grup bilinen flavonoid tayin edilmistir (Topgu ve ark., 2007).

Oliveira ve arkadaslar1 farkli kiiltiirlerdeki (Franguette, Mayette, Marbot, Mellenaise
ve Parisienne) cevizlerin yesil kabuklarinda antimikrobiyal aktivite, antioksidan potansiyeli ve
toplam fenolik bilesik miktarini tayin etmislerdir. Toplam fenolik asit miktar1 i¢in kolorimetrik
tayin kullanilmis ve en diisiik deger Mellanaise kiiltiiriinde (32,61 mg/g), en yiiksek deger
Franguette kiiltiiriinde (74.08 mg/g) bulunmustur (Oliveira ve ark., 2008).

Baska bir calismada 19 c¢esit ¢ilek tiiriinde HPLC ile farkli kolonlar kullanarak
antioksidan ve antikanserojen etki gdsteren kamferol, kuersetin, miyrisetin, p-kumarik asit,
kafeik asit, ferulik asit, p-hidroksi-benzoik asit, gallik asit, ellagik asit gibi bilesiklerin
analizini yapilmistir (Hakkinen ve ark., 1999).

Baska bir calismada Solar ve calisma arkadaslar1 Elit, Franguette, Hardley ve Sampion

ceviz kiiltiirlerinin filizlerindeki fenolik bilesikleri (katesin, mirisetin, vanilik asit, sirincik asit,
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ellagik asit, klorjenik asit, juglon, 1,4-naftokinon) HPLC ile mevsimlere gore tayin edilmistir.
Katesin ve mirisetin Agustos’tan Mayis’a kadar azalmistir. Vanilik, sirincik, ellagaik ve
Klorjenik asitlerin degeri baharda en yiiksek yazin sonunda en disiiktiir. Juglon ve 1,4-
naftokinonda Mayisin sonunda 6l¢iilen deger en diisiiktiir (Solar ve ark., 2006).

Badem kabuklariyla yapilan baska bir calismada dogal badem kabugunda, haglanmis
badem kabugunda ve haglama suyunda 21 farkli polifenol HPLC ile tayin edilmistir. Toplam
fenolik miktar1 dogal badem kabugunda haslanmis badem kabugu ve haslama suyuna gore
daha yiiksektir (Mandalari ve ark., 2010).

Portekiz de yetistirilen farkli kiiltiirlerdeki (Lara, Franguette, Mayette, Marbot,
Mellanaise ve Parisienne) ceviz yapraklarinda fenolik bilesikler antimikrobiyal ve antioksidan
ozellikler HPLC ile tayin edilmistir.10 tane fenolik bilesik kalitatif ve kantitatif olarak tayin
edilmistir: 3-ve 5-kafeoilquinik asitler,3-ve 4-parakumaroilquinik asitler, parakumarik asit,
kuersetin 3-galaktosit, kuersetin3-pentosit derivativ, kuersetin3-arabinozit,kuersetin3-ksilozit
ve kuerstein3-ramnosit.(Pereira ve ark., 2007).

Francisco ve arkadaglart yer fistig1 ekstraktlarinda fenolik bilesiklerin (gallik,
protokatesik, epigallokatesin, katesin, p-resorcylic, kafeik, prosiyanidin, epikatesin,
epigallokatesin galat, p-kumarik, ferulik, piseit, epikatesin galat, katesin galat, resveratrol ve
kuersetin) es zamanli tayinini RP-HPLC ile yapmustir (Francisco ve ark., 2009).

Uziimde yapilan bir ¢alismada Lacopini ve arkadaslart HPLC-UV cihazi ile katesin,
epikatesin, kuersetin, rutin ve resveratrolii analiz etmisler ve antioksidan aktivitelerini
incelemislerdir (Lacopini ve ark., 2008 ).

Bakkali ve arkadaslarinin sebzelerdeki (domates, biber, sogan) eser elementlerin
tayinini yaptiklar1 bir ¢alismada eser elementler (Cd, Cr, Cu, Mn, Pb) basit ve hizli bir metotla
tayin edilmistir. Eser elementler, kapali kapli mikrodalga pargalama sistemi kullanarak
hidrojen peroksit ve nitrik asit ortaminda ekstrakte edildikten sonra grafit firnli AAS de tayin
edilmistir. Domateste en yiliksek deger Cu (78,8 png/kg ), en diisiik deger Cd (14,2 ug/kg ).
Biberde en yliksek deger Cu (81,7 pg/kg ), en disik deger Cd (11,8 pg/kg ), soganda en
yiiksek deger Cu ( 80,9 pg/kg ) en diisiik deger Cd (10,7 pg/kg ) bulunmustur ( Bakkali ve
ark., 2009).

Baharatlarda, kuru meyvelerde ve kuru yemislerde agir metallerin (Pb, Cu, Zn, Fe, Mg)

konsantrasyonu AAS ile tayin edilmistir. Baharat karisimlarinda eser elementler i¢in en
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yiikksek ve en diisiik degerlerler Pb (6,6-9,2 ng/g), Cd (0,65-1,34 ng/g), Fe (142,3-285,0
ng/g), Zn (64,2—65,8 ng/g). Kuru meyvelerdeki agir metal miktarinin kuru yemislerden daha
az oldugu bulunmustur. Bademde Pb (1,02 pg/g) ve Cd (0,24 pg/g ) miktart diger kuru yemis
ve kuru meyvelerden daha yiiksek bulunmustur (Sattar ve ark., 1989 ).

Sogukta muhafaza edilen sogandaki kuersetin glikozitleri ve fruktooligosakkaritlerin
icerigini Grzelak ve arkadaslari HPLC ile tayin etmislerdir. Soganin li¢ ¢esidinde kuersetin
glikosit igerigini swrastyla 1,381.6 + 123,1 ve 1,479.4 + 1255 mg/100gr oldugunu
kanitlamislar (Grzelak ve ark., 2009).

Ticari poset cay ve kafein igeren igecekler tizerinde yapilan ¢alismada bu igeceklerin
fenolik madde miktarlarina gére Karsilastirilmasini amaglanmistir. Orneklerin toplam fenolik
madde miktarlarini belirlemede Folin-Ciocalteu metodunu kullanilmistir (Lakenbrink ve ark.,
2000).

Kakaonun, cay ve kirmizi saraba gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu ortaya koymaya cgalisan Lee ve arkadaslari, antioksidan aktivitenin belirlenmesinde
ABTS ve DPPH yontemlerini kullanmig, ayrica toplam fenolik madde (Folin- Ciocalteu
metodu ile) ve toplam flavonoid miktarlarin1 da hesaplamiglardir. Yesil ¢ay igin toplam
fenolik madde miktar1 165 mg, flavonoid miktar1 47 mg olarak bulunurken, siyah ¢ay i¢in ayni

sonuglar sirasiyla 124 mg ve 34 mg olarak hesaplanmigtir (Lee ve ark., 2003).
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3. ANALiIZ YONTEMLERI

3.1. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenleri birbirinden ayirmak i¢in kullanilan
yontemlerin genel adidir. Kromatografik yontemlerde karisimdaki bilesenler, gaz veya sivi
haldeki hareketli fazin akisi ile sabit faz boyunca tasinirlar. Bilesenlerin ayrilmasi, bilesenlerin
ilerleme hizlarindaki farkliliga, bir bagka ifade ile sabit faza olan ilgilerine dayanir. Yani A
bileseninin sabit ve hareketli, fazlardaki dagiliminin,

A sabit = A hareketti dengesi ile verildigi distiniiliirse, bu dengenin denge sabiti, K, K= Cs
/ Cw olur.

Burada Cs ve C y siras1 ile a bileseninin sabit fazdaki ve hareketli fazdaki molar
derisimidir. Bu denge sabiti degerine dagilma oran1 veya dagilma katsayisi adi verilir ve ideal
olarak bu oranin ¢ok genis bir derisim araliginda sabit olmasi istenir.

Kromatografik yontemler, hareketli fazin sivi veya gaz olmasma gore, sivi ve gaz
kromatografisi olarak siiflandirilir. Tablo 3.1.’de ¢oziinenin hareketli ve sabit fazlardaki
dagilma dengesine bagl olarak sivi kromatografisi (LC) ve gaz kromatografisi (GS) tiirleri

gorilmektedir.



Tablo 3.1. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

Genel
siniflandirma

Tiiru

Yontem Ada

Sabit Faz

Denge Tiirii

S1v1 kromatografisi
(LC)

(hareketli faz: s1v1)

Stvi-sivi veya
dagilma
Sivi-kat1 veya
adsorbsiyon

Iyon degistirme

Kati lizerine adsorblanmis sivi

Kat1 iyon degistirici regine

iki stvida
dagilma
Adsorbsiyon

fyon degistirme

Gaz kromatografisi
(GC)
(hareketli faz: gaz)

Gaz-Sivi

Gaz-Kati

Kati lizerine adsorblanmis sivi

Kati

Gaz ve s1vida
dagilma

Adsorbsiyon

3.2. Kromatografi Metotlari

Kromatografi metotlar1 fiziksel olarak, kolon diizlem (kagit ve ince tabaka) olmak

tizere ikiye ayrilir. Kolon iizerine kurulan kromatografilerde hareketli faz, kolondaki sabit faz

icinden gecerek kolonun altina iner.

Diizlem iizerine kurulan kromatografide hareketli faz (ortam), ya kapiler olaylarla veya

yer ¢ekimi (gravitasyon) kuvvetiyle hareket eder. Bu tiir kromatografilerde sabit faz ya diiz bir

levha (cam, aliiminyum gibi) ilizerine muntazam olarak yayilmis 6zel bir madde (silika jel,

aliminyum oksit gibi) veya kagit gibi lifli bir maddedir. Bu iki tlir kromatografide kurulan

dengeler ve teoriler aynidir.

Daha fondamantal bir bakisla kromatografi dérde ayrilir. Bunlar:

dir.

S1v1 kromatografisi,

Gaz kromatografisi,

Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC),
Stiperkritik akiskan kromatografisi
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Boyle bir klasifikasyon hareketli ve sabit fazlarin cinsine ve bilesenlerin iki faz
arasindaki dengesine dayanir. Adlarindan da anlasilacagi gibi birinci kromatografi tiiriinde
hareketli faz sivi, ikincisinde gaz, iiglinciisiindeyse bir stiperkritik akiskandir. Kromatografi
metotlarinin biiyiik cogunlugu ilk iki genel gurupta toplanir.

Kromatografiler arasinda sadece sivi kromatografisi, hem kolonda, hem de diizlemde,
gaz kromatografisi ve siiperkritik akiskan kromatografisi sadece kolon ve tiibiiler boruda

gergeklesir.

3.2.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performans sivi kromatografisi, biitiin analitik ayirma metotlar1 arasinda en
¢ok kullanilanidir (Glindiiz, 1997). Bunun nedeni, bu metodun: hassas olmasi, sicakliga hassas
olan maddelere bile uygulanabilmesi, dogruluk dereceleri ve kesinlikleri yiiksek sonuglar
vermesidir.

Metodun uygulanabildigi baslica alanlar soyledir:

e Niikleik asitler,

e Terpenoitler,

e Pestisitler,

e Antibiyotikler,

e Steroitler,

e Proteinler,

e Aminoasitler,

e Hidrokarbonlar,

e Karbonhidratlar,

e Metal organik bileseikleri,

e Bazi inorganik maddelerdir
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3.2.1.1. HPLC Cihazn1

HPLC cihazi ana hatlariyla asagidaki sekilde verilmistir.

(

]

i)

Coziclu

haz

3.2.1.2. Coziicii Haznesi ve Coziicii

veya paslanmaz celiktendir. Cihazda ¢oziiclide ¢oziinmiis halde bulunan oksijen, azot gibi

gazlar1 uzaklastirmak icin de bir sistem bulunur. Bu sistemle ¢oziiclide ¢oziinen gazlar disari

nesi

Her cihazda en az bir tane 500 mL lik bir ¢6ziicii haznesi bulunur. Bu hazne camdan

Yuksek
basing
pompasi

Basingolger

&

Sivi faz, yan gegisi

Goziicl

Numune

9

Numune

Kromatografi
kolonu
A,B,C,.D
ayrilmis
tiirler

M._ dedektor

Yazici

Sekil 3.1. HPLC cihazinin sematik olarak goriiniisii

atilir. Aksi halde bu gazlar dedektorii olumsuz yonde etkiler. Gaz uzaklastirici olarak;

H E

E

B

0O w>



Vakum pompasi,

Destilasyon cihazi,

Isitma sistemi,

Coziiciiyii karistiran bir sistem,
e (Coziiciiden inert gaz geciren bir sistem kullanilir.
Bir numunenin bilesenlerine ayrilmasi sadece bir ¢oziicii kullanilarak yapilirsa buna
isokratik eliisyon, farkli polaritede iki veya daha fazla ¢oziicii kullanilarak yapilirsa buna

dereceli eliisyon denir.

3.2.1.3. Yiiksek Basin¢ Pompasi

Yiiksek basing pompasinin vuruntu yapmamasi gerekir. Vuruntu anormal piklerin
meydana gelmesine neden olur. Bu amagla ileri geri hareket eden pistonlu pompalar kullanilir.
Boyle pompalarda pistonun geri hareketinde sivi pistona emilir, ileri hareketinde basilir.

Daha iyi sonu¢ almak icin farkli fazda iki pompa da kullanilabilir. Bu metotta pompa

sistemi ¢ok 6nemlidir. Bunun nedenleri baslica soyledir:

Yaklasik 300 atmosferde ¢alisilmasi,

0,1-10 mL/dk arasinda degisen bir akis hizina ihtiya¢ duyulmasi,

Akis hiz1 kontroliiniin ve tekrarlanabilirligin gerekmesi,

Pulsuz ¢ikiglarin istenmesidir.

Bu kromatografi dalinda basmcin yiiksek olmasi, biiylik bir engel degildir. Ciinkii
stvilarin sikisma kabiliyeti ¢ok diisiiktiir. Boyle bir ¢alisma yaparken bir ariza olmasi halinde
patlama meydana gelmez.

Sistemde meydana gelebilecek bir kirilma sadece sivi akmasina neden olur. Ancak,
akan s1vinin yangina sebep olabilecegini unutmamak gerekir.

HPLC’de kullanilan pompalar genel olarak {i¢e ayrilir. Bunlar:

. Silindir yollu pompalar,

. Yer degistirme veya siringaya benzer pompalar,
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. Pnoématik pompalardir.

Bunlardan en ¢ok kullanilan1 da silindir yollu pompalardir.

3.2.1.4. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Cogu zaman, sivi kromatografik 6lgmelerin kesinleyici belirli faktérii, numunenin
kolon dolgu maddesine sevkinin tekrarlanabilirligidir. Asirt numune yiiklenmis kolonlarda
goriilen bant geniglemesi de keskinligi etkiler. Bu yiizden kullanilan hacim, mikrolitrenin
birka¢ ondaligindan belki 500 pL ‘ye kadar oldukga kiiclik olmalidir.

Ilk ve en basit numune verme diizenegi, kendi kendine sizdirmazlik saglayan
elastomerik septumlardan siringa ile enjeksiyon sistemiydi. Bu amacla 100 atmosfer basinca
kadar dayanikli mikro siringalar kullanilir. Akis durdurma enjeksiyonunda, ¢oziicili akisi bir an
icin durdurulur, kolonun basindaki baglanti ¢ikarilir ve numune dogrudan kolon dolgu
maddesine enjekte edilir. Baglant1 tekrar kurulduktan sonra ise sisteme tekrar basing
uygulanir. Bu teknigin avantaji Dbasitligidir. Ne yazik ki, siringa ile enjeksiyonun
tekrarlanabilirligi nadiren % 2-% 3 ‘den daha iyidir ve ¢cogu zaman 6nemli 6lgiide kotiidiir.

Sivi kromatografide numune vermek i¢in en yaygin kullanilan yontem numune giris
sartmlarinin kullanim esasina dayanmaktadir. Bir¢ok sivi kromatografi cihazinin ayrilmaz bir
parcast olan bu sarimlar, degistirilebilir nitelikte olup 5 pl’den 500 pL’ye kadar degisen
hacimlerde numune hacmi se¢imine olanak tanimaktadir. Bu tipteki numune alma haklari,
numunenin 7000 psi basinca kadar, binde birkag bagil hata vererek kesinlikle numunenin
kolona uygulanabilmesini saglamaktadir. Hacmi 0,5-5 pL arasinda olan halkalari bulunan

mikro numune enjeksiyon musluklar1 da mevcuttur.

3.2.1.5. Kolonlar

Kolon ¢aplar1 ve uzunluklar1 yapilacak islerin cinsine gore degisir. Ancak, tipik bir
HPLC kolonunun ¢apt 3-4 mm, uzunlugu 10-40 cm’dir. Kolon paslanmaz ¢elikten yapilir.
Bazi 6zel durumlarda kolon boyu 80-100 cm kadar olabilir. Boyle durumlarda da daha iri
dolgu maddesi kullanilir. Kolonun i¢ yliziiniin camla veya teflonla kaplanmasi daha iyi sonug

verir. Dolgu maddesi olarak kullanilan silika jel boncuklarin biiytikliigii genelde 5-10 pm’dir.
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HPLC’ de bazen et kalinlig1 daha biiylik olan cam kolonlarda kullanilabilir. Boyle
durumlarda i¢ basing ¢ok daha diisiikk olmalidir. Halen en ¢ok kullanilan kolonlar 4,6 mm
capinda ve 25 cm boyunda olanlardir. Bunlar yaklasik 5 um’lik dolgu maddesiyle doldurulur.
Boyle bir kolonda tabaka sayis1 metre basina 40000—50000 arasinda degisir.

Son zamanlarda ¢aplar1 1-4,6 mm, dolgu maddeleri ¢aplari 3—-5 um, boylar1 5—7,7 cm
olan kolonlarda yapilmaktadir. Boyle kolonlarda tabaka sayist 100000’e ¢ikmaktadir.
Bunlarda hem az ¢6ziicii kullanilmakta, hem de isler daha kisa siirede tamamlanmaktadir. Az
¢oziicli kullanilmasi1 son derece 6nemlidir. Ciinkii kromatografide kullanilan ¢éziiciiler ¢ok saf

ve pahalidir.

3.2.1.5.1. Koruyucu Kolonlar

Analitik kolonlar, ¢ok degerli cihazlar olduklarindan, hareketli faz bunlara gelmeden
once bir kolondan gegirilir. Bu kolonda ¢oziiciide olmasi muhtemel partikiiller ve kirler
bertaraf edilir. Boyle kolonlara koruyucu kolonlar denir. Bunlar analitik kolonlara gore ¢ok
daha ucuzdur. Koruyucu kolonun bir baska faydasi, analitik kolondaki sabit faz sivisim
korumasidir.

Koruyucu kolondan gegen hareketli faz sivisi, sabit faz sivisiyla doymus hale gelir ve
analitik kolondaki sivi azalmamis olur. Koruyucu kolonun yapimi, dolgu maddesini
biiyiikliigii hari¢ analitik kolonla ayni olmalidir. Pargaciklar biiytlidiik¢e kolondaki kars1 basing

azalir.
3.2.1.5.2. Kolon Termostatlari

Kolonlar genel olarak oda sicakliginda ¢alistirilir. Ancak, ¢ok 6zel durumlarda ve daha
iyi kromatogramlar elde etmek icin kolonlar bazen bir termostat icine alinir. Boyle

termostatlar oda sicakligindan 150 °C ‘a kadar sicakliklarda kolon sicakligini derecenin onda

birleri mertebesinde sabit tutabilir. Kolonlar sabit sicakliktaki suyla da kontrol edilebilirler.
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3.2.1.5.3. Kolon Dolgu Maddesi Tipleri

Kolon dolgu maddesi olarak genelde boncuk seklinde iki tip madde kullanilir. Birinci
tip maddeler gozenekli olmayan cam veya bir polimerden yapilir. Caplar1 genel olarak 30—40
um’dir. Yizeylerine gozenekli yapida silika, aliimina veya iyon degistirme recinesi kaplanir.
Bu uygulamalarda, bu sekilde kaplanmis olan boncuklarin iistiine bir kaplama daha yapilir. Bu
daha oOnce yapilan kaplamanin {istiine adsorbsiyonla kaplanmis veya yayilmis bir sividir.
Boncuk seklindeki parcaciklar duruma gore dogrudan bir organik maddeyle de kaplanabilir.
Bunlar halen sadece koruyucu kolonun dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir (analitik
kolonlarda kullanilmazlar).

Boncuk seklinde olan ikinci tip maddeler gézeneklidir. Bunlar ¢aplar1 3—10 um olan
mikro pargaciklardir. Bunlar da silika, aliimina ve iyon degistirme recinelerinden yapilir.
Ancak, en ¢ok silikadan yapilanlar kullanilir. G6zenekli madde neden yapilmis olursa olsun,

yiizeyi film seklinde organik bir madde ile kimyasal veya fiziksel olarak kaplanir.

3.2.1.6. Dedektorler

Siv1 kromatografi dedektorleri temel olarak iki tiptir. Yigin 6zelligi dedektorleri,
hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti veya yogunlugu gibi, analit tarafindan degistirilen
y1igin ozelligine cevap veren dedektorlerdir. Bunun tersine, analitik 6zelligi dedektorleri
analitin UV absorbansi floresans siddeti veya diflizyon akimi gibi hareketli fazin sahip

olmadig1 bazi 6zelliklerine cevap veren dedektorleridir.

3.2.1.6.1. Filtreli Ultraviyole Absorbans Dedektorleri

En basit UV absorbsiyon dedektorleri, 151n kaynagi olarak bir civa lambasi kullanan
filtreli fotometrelerdir. Bunlardan en yaygin kullanilan1 da 254 nm dalga boyundaki siddetli
1s1n, filtrelerle izole edilmistir. Bazi cihazlarda, 250, 313, 334 ve 365 nm dalga boyundaki
isinlarda, filtre degistirmek suretiyle kullanilabilmektedir. Tabi ki bu tip dedektorlerin

kullanimi, bu dalga boyundaki 1s1nlardan birini absorblayan analitlerle sinirlidir.
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Giris filtresi bulunan doteryum veya tungsten teli 1s1n kaynaklar1 da bir kolondan elue
edilen absorblayici tiirlerin teshisi icin kolaylikla degistirilebilen ve numunenin kalitatif
bilesiminin bilindigi durumlardaki filtrelerin uygun sirada segilmesi yoluyla tekrarlanabilir
kantitatif analizler i¢in 6zellikle kullanighdir. Cogu zaman, filtrelerin degistirilmesi bilgisayar

kontrollidiir.

3.2.1.6.2. Floresans Dedektorler

HPLC i¢in floresans dedektorler florometre ve spektroflorometrelere benzer sekilde
tasarlanmiglardir. Bunlarin ¢ogunda floresans uyarict 1sina 90 derecede yerlestirilmis bir
fotoelektrik dedektor yardimiyla gozlenmektedir. En basit dedektorlerde uyarict 1s1n kaynagi
olarak civa lambasi veya yayilan 1sinlarin belli bir bandini izole etmek icin bir veya birkag
filtre kullanilir. Daha gelismis cihazlarda, kaynak olarak ksenon lambasi floresans 1gimasini
izole etmek i¢in ise optik ag monokromatdr kullanilir. Floresans dedektorlerinde gelecekteki
gelismeler, duyarlilik ve seciciligi arttirmak amaciyla muhtemelen ayarlanabilen lazer 1s1n
kaynaginin kullanilmasi yoniindedir.

Floresans yontemlerinin o6zelliginden kaynaklanan {stlinliikleri, bircok absorbans
islemindekinin 10 katindan daha biiyiik olabilen duyarliklardir. Bu istiinliik, floresans 6zelligi
bulunan numunelerdeki birlesmelerin ayrilmasi ve tayini igin sivi kromatografide
kullanilmaktadir. Floresans 6zelligi olan bilesikler, ilaclar, dogal iiriinler, klinik numuneler ve

petrol {irlinleri gibi maddelerin analizinde siklikla kullanilmaktadar.

3.2.1.6.3. Kirma indisi Dedektorleri

Kirma indisi dedektorlerinin hemen hemen biitliin analitlere cevap vermek gibi
onemli bir Ustlinliigli vardir. Buna gore gaz kromatografisindeki alev veya termal iletkenlik
dedektorlerine benzer tarzda bulunan genel dedektorlerdir. Ayrica giivenilirdirler ve akis
hizindan etkilenmezler. Ancak bunlar sicakliga olduk¢a duyarli olduklarindan, sicakliklari
derecenin binde birkacindan daha az degisecek sekilde tutulmalari gerekir. Ayrica bu

dedektorler diger tip dedektorler kadar duyarh degildir.
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3.2.1.6.4. Elektro Kimyasal Dedektorler

Bu cihazlar amperometri, polarografi, kulometri ve kondiiktometri esasina gore
calismaktadir. Her ne kadar elektrokimyasal dedektorler heniiz optik dedektorlerle yarisamasa
da, duyarlilik, basitlik, kullanislilik ve yaygin kullanim alani gibi bir¢ok yonden avantajlar
sunmaktadir. Prensip olarak bu guruplardan herhangi birini igeren tiirler, amperometrik,
polarografik ve kulometrik islemlerle belirlenebilmektedir. Bu yiizden elektrokimyasal
dedektorlerin, HPLC’nin uzun zamandir ihtiyaci olan duyarli, genel dedektor gorevini yerine

getirme potansiyelinde oldugu sdylenebilir.

3.2.1.6.5. Kiitle Spektrometrik Dedektorler

Sivi kromatografi ile kiitle spektrometreyi birbirine baglamadaki temel problem,
birincisinin bagil olarak ¢ok ¢oziicii hacimleriyle c¢aligmasi ve ikincisinin de vakum
gerektirmesidir. Bu problemi ¢6zmek amaciyla c¢esitli ara baglantilar gelistirilmistir.
Bunlardan piyasada mevcut olan bir tanesinde, kolondan ¢ikan eluant iki kisma ayrilir ve ¢ok
az bir kismi, dogrudan kiitle spektrometrik dedektére baglanmasi miimkiin olabilir. Ticari
olarak da satilan ikinci tip baglanti da, ¢0ziicii ve analiti buharlastirma ile ayirmak igin,
cozelti, hareketli bir serit veya hareketli bir tel iizerinde toplanir ve bir 1sitma odasina
gonderilir. Coziiclisii buharlagtirildiktan sonra, serit veya tel lizerindeki analit desorbsiyon

iyonlagsmanin meydana geldigi iyon kaynagi bolgesine gelir (Skoog-West).

3.2.1.6.6. Fotodiyod Array Dedektorii (DAD)

UV/VIS dedektorden farki, 512 elementten olusan bir yiizeyde, her elementin ayri bir
dalga boyundaki absorbansi es zamanli olarak Olgebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu
kromatogramlar almak ve istenilen her pikin c¢ok hizli spektrum taramasini gorebilmek
olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu araliginda g¢alisilabilmesi bu dedektoriin sagladigi bir
diger 6nemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynagi doteryum veya tungsten lambadir (Dinger ve

ark., 2010).
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3.3. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi

Atomik Absorbsiyon Spektrometrisi (AAS), temel diizeydeki element atomlarinin
kendilerine 6zgii dalga boylarinda 1511 absorblamalarina dayanir. Absorbsiyonun biiyiikligii,
temel diizeydeki atomlarin derisimi ve analit derisimine baglidir. Absorbans olgiilmesiyle,
analit derisimi bulunabilir. Dengede bulunan bu sistemde uyarilmis diizeydeki atom sayisinin
temel diizeydeki atom sayisina oran1 Boltzmann esitligi ile verilir.

Atomlarin 1g1n1 absorblamalari, ilk kez 1814 yilinda gozlenmistir. Atomik absorbsiyon
spektroskopisinin temel prensipleri ise, 1860’da Kirchhoff tarafindan kurulmustur. Bununla
birlikte, 1953’te Alan Walsh, AAS’nin Ni element analizinde kullanilabilecegini gostermistir.

Bugiin, AAS, analitik kimyada en yaygin kullanilan metotlardan birisidir.

(1) (2) €©) (4) (5)
Kaynak (lamba Numune kabi Dalga boyu Dedektor Sinyal islemci
veya 1sitilmig (atomizer) secici ve gosterge
kat1) (monokromator)

Sekil 3.2. Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi Genel Semasi

AAS, oOrnekteki analite ait serbest atomlarin elde edilmesi ve olusan bu atomlarin
elektromanyetik 1511 absorblamalart olmak {izere iki ana bdliime ayrilabilir. Ornekteki
molekiil veya iyonlardan temel haldeki element atomlarmmin olusturmasi, atomlastiricida
gergeklestirilir. Temel diizeyde bulunan atomlarin elektromanyetik 1sin1 absorblamalariyla
atomlar, uyarilmis elektronik diizeye gecerler. Temel diizeyle ilk uyarilmis diizey arasindaki
gecis “rezonans gecisi” olarak bilinir. Rezonans hat, en siddetli absorbsiyona sahip olan hattir.
Temel enerji diizeyiyle, uyarilmis enerji diizeyleri arasindaki enerji farki gittikce azalir.
Dolayisiyla elementin absorbsiyon siddeti de azalir.

Duyarlig1 yliksek analizler igin, analitin rezonans hatt1 kullanilir. Biitiin metallerin ilk
rezonans hattinin dalga boyu 220 nm’den daha biiyiiktiir. Pek ¢ok non-metaller i¢in rezonans
hattin dalga boyu UV (ultraviyole) bolgededir. Bu nedenle, AAS 6l¢limleri, yaygin olarak

metallerin analizinde kullanilir. Absorbsiyon olayi, Beer tarafindan aciklanmistir ve Beer
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Kanunu olarak bilinir. Buna goére, serbest gaz atomlarinin yaydiklar1 elektromanyetik 151
monokromatiktir ve P = Po. e-abc formiiliiyle verilir. Po, gelen 151n siddeti, P; yayilan 1sinin
giicli veya siddeti, a; analit absorbansi, b; 151n yolu, c; analit derisimidir.

Bu esitligin gegerli olabilmesi igin, 6rnek iizerine gelen 1s1nin emisyon hat genisligi
analit atomlarinin absorbsiyon hat genisliginden daha dar olmasi gerekir. Primer 1smn
kaynaginin absorbsiyon hat genisligi ¢ok dardir (<0.001 nm). Bu temele dayanarak ticari

atomik absorbsiyon spektrometreleri tiretilmistir.

3.3.1. Isik Kaynaklari

AAS’de en yaygin olarak kullanilan primer 151k kaynagi, oyuk katot lambasidir. Oyuk
katot lambasinin katodu, i¢ ¢ap1 2—5 mm olacak sekilde analiz edilecek elementin ¢ok saf
metalinden veya o elementi iceren alisimdan yapilir. Katot ve anot, cam silindir icine
yerlestirilmistir. Yiiksek voltaj ve 30 mA’e kadar akim, oyuk katotta tamamen bosalim
saglamak i¢in kullanilir. Dolu gaz1 olarak 1-5 torr basingla, Ar veya Ne gazi kullanilir. Ne
gaz1, yliiksek iyonlagsma potansiyelinden dolayi tercih edilmektedir.

Elektrotlar arasina yeterli gerilim uygulanarak inert gazin anotta iyonlagsmasi saglanir.

Bu iyonlar, iki elektrot arasinda bulunan elektriksel potansiyel ile katot ylizeyine dogru
hizlandirilir. Pozitif yiiklii iyonlar, negatif yiiklii katot yiizeyine siddetle ¢arpinca, hareket eden
gaz iyonlar ile carpisarak enerji absorblarlar. Boylece, uyarilmig elektronik enerji diizeyine
cikarlar. Tekrar temel enerji diizeyine donerken, katot elementinin karakteristik spektrumunu
yayarlar.

Primer 1sin kaynagimin yaydigi 1smmin  siddeti, AAS tayinlerinde Onemli bir
parametredir. Belirli bir optimum degerin 6tesinde lamba akimini arttirmak, pek ¢ok elementin
duyarliligin1 azaltir. Yiiksek akimda, self-absorpsiyon ve hat genislemesi artar. Doppler
genislemesi, 1s1n yayan atomlarin termal hareketi nedeniyle olusur. Hat genislemesini
Onleyecek ve iyi bir lamba kararlilig1 verebilecek optimum bir ¢aligsma akimi secilmelidir.

AAS’nin en 6nemli dezavantaji, analiz edilebilecek her bir element icin farkli oyuk
katot lambasinin kullanilmasidir. Bu nedenle, ¢cok elementi oyuk katot lambalarinin yapilmasi
diistiniilmiistiir. Multi element iceren lambalar, birka¢ elementin kombinasyonu seklinde

kullanilir. Katot, alasimlardan, metaller arasi1 bilesiklerden veya toz haline getirilmis metal
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karisimlarindan yapilabilir. Diger bir sorun da, ii¢ veya daha fazla element bir lambada
birlestirildiginde, her bir elementin emisyon siddetinin tek elementli lambaya gore
zayiflamasidir. Bunun sonucunda, sinyal/giliriiltii oraninin azalmasi ile kesinlik ve

gozlenebilme sinir etkilenebilir.

3.3.2. Monokromator (Dalgaboyu Segici)

Atomik absorbsiyonda, iki hattin birbirinden ayrilmasi, sadece oyuk katot lambasinin
emisyon hatlariin yar1 genigligi ile absorbsiyon hatlarinin yar1 genisligine baglhidir AAS’inde
monokromator, analitin rezonans hattini, alevden veya daginik isiktan ayirmak amaciyla
kullanilir. Yapilan ¢alismalar 0,2 nm’lik bant genisliginin pratik olarak biitiin elementler icin

yeterli oldugunu gdstermistir.

3.3.3. Dedektor

Atomik absorbsiyon spektroskopisinde, 151k sinyalinin  elektrik  sinyaline
donustiiriilmesinde fotogogalticilar kullanilir. Fotogogalticinin kullanacagi spektral aralik,
katot Ttzerindeki 1s18a duyarli tabakaya ve tiipiin pencere malzemesine baglidir.
Fotogogalticilarda, cogunlukla UV ve goriiniir bolgenin kisa dalga boylarinda Cs-Sb, goriiniir
bolge icin ise selenyum katot kullanilir. Foto alicilar yardimiyla elde edilen elektrik sinyalleri
dijital, analog ya da bir yazicidan absorbans olarak kaydedilir. Gerekirse, bilgisayar baglantisi

ile dogrudan derisim olarak okunabilir.

3.3.4. Atomlastiricilar

Atomlastiricinin gorevi, Ornekteki molekiil veya iyonlardan temel haldeki element

atomlarini olusturmaktir. Analizin basarili olup olmamasi, atomlasmanin etkinligine baglidir.

Tayinin duyarlilig1 ise, incelenen elementin atomlagma derecesi ile dogrudan orantilidir.
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3.3.4.1. Alevli Atomlastiricilar

Alevde, 6rnegin atomlastirilmasinda ilk islem 6rnek ¢ozeltisinin aleve piiskiiriilmesidir.
Aerosol halinde aleve 6rnek girdikten sonra, ¢oziicli buharlastirilir. Kuruyan kiiciik pargaciklar
ayrilir. Kati madde kalir. Kati madde buharlagtirilir. Bu molekiillerin bir kismi, nétr atomlar

vermek iizere ayrilir. Bu atomlar, AAS’de absorpsiyon yapan tiirlerdir.

MX Cdzeltisi
Sislestirme

\
MX Nemli Aerosol

Coziicli Buharlasmasi

Y
MX Kuru Aerosol

Buharlasma

[YONLAR <+—— ATOMLAR +— MOLEKULLER

¥
BUHAR

UYARILMIS ATOMLAR

Sekil 3.3. Alevde atomlagsma basamaklar1 ve alevdeki diger olaylar

Sekil 3.4° de goriildigl gibi, sisteme verildiginde, ¢esitli kimyasal olaylarla, serbest
atom olusum verimi artar. Bu kimyasal olaylar:

1. Uyarilma ve gaz molekiillerinin elektromanyetik 151n yaymasi
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2. Yiiksek sicakliklarla molekiil ve iyonlari olusturmak i¢in alev bilesenleri ile gaz
atomlarinin reaksiyonu
3. Uyarilmig atomlarin olusumunu igerir.

Alev, elektrotermal atomlagsmada gelismelere ragmen, atomik spektroskopi igin
atomlagtirici olarak olduke¢a faydalidir. Alevde atomlagma verimi, uygulanan yanici ve yakict
gaz oranina dolayisiyla sicakliga baglhidir. Alevin maksimum calisma sicakligi, absorpsiyon
veya emisyon hatti ile karigmamalidir.

Alevli AAS’de hava/yakit oranm1 ve alev yliksekligi, temel diizeyde serbest atomlarin
sayisin1 maksimum yapacak, emisyon, iyonlasma veya bilesik olusumunda kaynaklanacak
bozucu etkileri minimuma indirgeyecek sekilde segilir. Tablo 3.2.’de maksimum alev
sicakliklar1 ve yanici-yakici gaz tiirleri verilmistir. AAS’ de en iyi bilinen ve kullanilan alev
hava/asetilen alevidir.

Birgok element i¢in uygun bir ortam ve atomlagma igin yeterli sicaklik saglar. Bu alev,
genis bir spektral aralikta gecirgendir 230 nm’ye kadar self absorbsiyonu yoktur. Ayrica,
emisyonu ¢ok disiiktiir. Aliminyum, berilyum, silisyum, vanadyum ve nadir toprak
elementleri gibi ¢ok kararli oksitler olusturan elementlerin atomlagmasi i¢in ise sadece yliksek

sicaklik veren oksijen asetilen veya nitroz oksit-asetilen alevleri kullanilir.

Tablo 3.2. Yaygin olarak kullanilan alevin 6zellikleri

Yanici Gaz Yakic1 Gaz Sicaklik {DC‘}
Asetilen Hava 2400
Asetilen Azot oksit 2800
Asetilen Oksijen 3140
Hidrojen Hava 2045
Hidrojen Azot oksit 2690
Hidrojen Oksijen 2660
Hidrojen Hava 1925
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3.3.4.2. Elektrotermal Atomlastiricilar

Alevli atomlagtiricilara alternatif olarak elektrotermal atomlastiricilar gelistirilmistir.
Grafit firin ve karbon c¢ubuk gibi elektriksel 1sitmali cihazlar AAS’ de alevsiz atomlastirict
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ciinkii bu maddeler, yiiksek elektriksel iletkenlige,

yiiksek i¢ dirence ve uzun siire dayanikliliga sahiptirler.

3.3.5. Atomik Absorpsiyon Spektrometrisinde Gériilen Girisimler ve Onlenmesi

Atomik absorpsiyon spektroskopisinde nicel tayinler referans madde ile karsilastirma
seklinde yapildigindan, Ornegin referans maddesine gore herhangi bir farkli davranisi
girigsimlere yol agmaktadir. Girisim kelimesi ile analizde hataya neden olan etmenlerin tiimii
kastedilmektedir. Girisimler nedenlerine baglh olarak kimyasal, fiziksel, iyonlagma, spektral ve
zemin olarak smiflandirabilir. Kimyasal girisimler, birim hacimde olusan atom sayisini

etkiledigi halde, zemin ve spektral girisimler sinyal l¢glime dayanir.

3.3.5.1. Kimyasal Girisimler

Kimyasal girisimlerin ortaya ¢ikmasinin baslica iki nedeni vardir: Bunlardan birisi, zor
eriyen veya buharlasan tuz olusur ve olusan molekiiller tam olarak ayrigsmaz. Diger bir neden,
serbest atomlar, ortamda bulunan 6teki atom veya radikallerle tepkimeye girerek absorpsiyon
icin uygunluklarini kaybederler. Alevde karsilasilan kimyasal girisimlerden baglicasi, serbest
atomlarin ortamda bulunan bagka atom veya radikallerle kendiliginden tepkimesidir. Serbest
metal atomlari ile alevin yanma {iriinlerinin birlesmesi sonucu oksitler, hidroksitler, karbiirler
veya nitriirler olugur. Bu tiir girisimin sonucu olarak, otuz kadar metalik element hava/asetilen
alevinde kararl1 oksitler, hatta zor eriyen karbiir ve nitriirler olustururlar.

Ornek matriksinin neden oldugu kimyasal girisimler de s6z konusudur. Eger, bir

ornekte standarda gore daha az ayrisan molekiiller olusuyorsa, incelenen metalin derigimi
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hatali olarak diisiik bulunacaktir. Buna karsilik, standarda gore daha kolay ayrigan molekiiller
olusuyorsa, sinyal artar ve pozitif bir hata s6z konusudur.

Bir¢ok kimyasal girisim, alev sicakligmin yiikseltilmesi veya kimyasal c¢evrenin
degistirilmesi ile uzaklastirtlir. Bu pratik degilse, kimyasal girisimler, kimyasal olarak
giderilebilir. Bunun i¢in en ¢ok kullanilan yontemler sunlardir:

1. Girisim yapan iyon, standart ¢ozeltiye eklenir veya daha genel olarak, ornek

matriksi ve standart ¢ozeltiler birbirine benzetilir.

2. Girisim yapan anyon, ornek ¢ozeltisine agir1 eklenen bagka bir katyonla baglanir.

3. Tayin edilecek katyon kompleks iginde tutulur.

4. Alevsiz atomlastiricilarda, kimyasal olarak inert ve indirgen bir ortam oldugundan

alevin ozelliklerinin neden oldugu ¢esitli girisimlerle kargilagsmaz.

Elektrotermal atomlastiricilarda, kimyasal girisimler, baslica, ugucu bir bilesik
olusumu veya kararli bir bilesik olusumundan kaynaklanir. Analit, iki nedenden dolay1
ortamdan uzaklasabilir. Bunlardan birisi, incelenen element 6rnekte, kullanilan kiil etme bdyle
bir bilesige doniistiiriilebilir. Bir ornekte incelenen her element icin, belli bir atomlasma
sicakligina karsg1 bozunma sicakliklari taranarak, uygun bir bozunma sicakligr saptanmalidir.
Incelenen elementin yiiksek ayrisma sicakliklarma dayanikli, fakat atomlasma sicakhiginda

hizla ve nicel olarak ayrisan bir bilesik olusturmasi, girisimleri biiyiik 6l¢tide giderir.

3.3.5.2. Spektral Girisimler

Spektral girisim, tayini istenen elementin rezonans c¢izgisinin 151k kaynaginda veya
alevde olusan ¢izgilerle etkilenmesi sonucu ortaya ¢ikar. Emisyon ve absorpsiyon ¢izgilerinin
karsilikli durumu dikkate alinirsa, bu tiir girisimi meydana getirebilecek sebepler soyle
siralanabilir:

1. Analitin rezonans ¢izgisinin 151k kaynagindaki diger emisyon ¢izgileri ile ¢akismasi,
Tek element igeren oyuk katot lambalari i¢in, girisime neden olabilecek emisyon ¢izgilerinin
kaynagi, katot safsizliklar1 veya dolgu gazidir. Cok element iceren oyuk katot lambalar1 igin,

komsu elementlerden safsizlik gelebilir.
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2. Analitin rezonans ¢izgisinin alevde olusan absorpsiyon ¢izgileri ile ¢akigmasi.
Cakigma siddeti iizerinde, absorpsiyon ve emisyon profillerinin maksimumlarinin yakiligi ve

profil sekilleri etkin olan faktorlerdir.

3.3.5.3. Zemin Girisimi

Bir atomik buhar kuvvetli manyetik alana tutuldugu zaman, atomlarin elektronik enerji
seviyelerinde her bir elektronik gegiste bircok absorpsiyon ¢izgisinin olusumuna yol acan bir
yarilma go6zlenir. Olusan yeni c¢izgilerin absorbanslari toplami, onlarin olustugu orijinal
¢izginin absorbansina tam olarak esit olmak tizere, bu ¢izgiler biri digerinden 0,01 mm. kadar
ayrilir. Bu durum genel olarak biitiin atomik spektrumlarda Zeeman etkisi olarak tanimlanir
(Spektroskopi Yaz Okulu, KTU., 1988).

1975’11 yillardan sonra Zeeman etkisinden yararlanmada gelisme olmus ve ilk defa
ticari aletlere uygulanmistir. Giiniimiizde ¢ogu ticari aletlerde bu sistemler bulunmaktadir.

Zeeman etkisinin ana ilkesi soyledir. Magnetik alan etkisine konulan bir atomun
kuantum hallerinde degisim olur ve spektral hatlar {i¢ veya daha fazla hatta ayrilir. Bunlardan
orta alani IT bileseni, bunun iki yaninda simetrik 6— o+ ve bilesenleri olarak bilinir. Lamba ile
atomlastiric1 arasina bir polarizor konur ve belirli frekansta lambadan bir IT bileseni (toplam
absorbansinin Olcer) ve birde ¢ bileseni (zemin absorbansini dlger) IT ve o bilesenleri ile
oOl¢iilen absorbanslar farki diizeltilmis atomik absorbans degeridir.

Zeeman etkili cihazlar, zemin i¢in daha Once belirtilen yontemlerden daha dogru
diizeltme olusturur. Bu cihazlar 6zellikle elektrotermal atomlastiric1 tiirli i¢in yararli olup,

idrar ve kan numunelerindeki elementlerin dogrudan tayinlerine izin verir.
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4. MATERYAL- METOD

4.1. Kullanmilan Cihazlar ve Cam Malzemeler

Calismada fenolik asitlerin tayini i¢cin HPLC ( Shimadzu) ve DAD( Shimadzu SPD-
M10A VvP) dedektorii birlikte kullanilmistir. Calisma sartlar1 Tablo 4.1. de verilmistir.

Metal tayini i¢in kapali ortamda mikrodalga ¢oziintirlestirme ve kuru kiilleme metotlari
kullanildi. Kapali ortamda mikrodalga parcalama i¢in AAS (Peklin Elmer AA800 Analyst) ve
mikrodalga 1sitict (Berghof MWS-2) kullanildi. Kuru kiilleme i¢in ise Kiil firin1 (Lenton
Furnaces) ve AAS (Unicam 929 AA Spectrometer) cihazlari kullanilda.

Tablo 4.1. HPLC ¢alisma paramatreleri

Standart Alhkonma Enjeksiyon Sicakhik Dalga
zamani (dk) hacmi (pnL) O boyu(nm)
Gallik asit 1,886 2 32 280
Kafeik asit 2,818 2 32 330
Vanilik asit 3,059 2 32 254
Resveratrol 3,173 2 32 306
Ferulik asit 4,593 2 32 330
Rosmarinik asit 5,652 2 32 330
Kuersetin 5,894 2 32 254

Kullanilan diger yardimci malzemeler sunlardir:
1. Ultrasafsu cihaz1
2. Etlv
3. Elektronik terazi
4. Santrifiij (Hettich Zentrifugen Universal 320 R)
5. Kolon [Macherey Nagel (MN) EC 150/4,6 Niicleodur 100-5 C18 ec]



. Istticilt karigtiric

6

7. Vial tiip
8. Homojenizator (Miccra)
9. Otomatik pipet

10. Siizgec kagidi (125 mm)
11. Teflon kap

12. Degisik biiytikliikte pipet, beher, balon joje, meziir vb. cam malzemeler kullanildi.
4.2. Kullanilan Standart Cozelti ve Reaktiflerin Hazirlanmasi
4.2.1. AAS I¢in Standart Cozelti Hazirlanmasi

4.2.1.1. Kapah Ortamda Mikrodalga Parcalama Yéntemi I¢in Standart Cozelti

Hazirlanmasi

Co stok cozeltisi: 1000 ppm’lik Co’in standart stok ¢ozeltisinden (Merck) 0,1, 0,2,
0,4, 0,8, 1 ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandu.

Ni stok c¢ozeltisi: 1000 ppm’lik Ni’in standart stok ¢ozeltisinden (Merck) 0,1, 0,2,
0,4, 0,8, 1 ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandu.

Pb stok ¢ozeltisi: 1000 ppm’lik Pb’un standart stok ¢ozeltisinden (Merck) 1, 2, 3, 5
ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandi.

Mn stok cozeltisi: 1000 ppm’lik Mn’1n standart stok ¢ozeltisinden (Merck) 0,1, 0,2,
0,4, 0,8, 1 ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandu.

Fe stok cozeltisi: 1000 ppm’lik Fe’in standart stok ¢ozeltisinden (Merck) 1, 2, 3, 4
ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandi.

Zn stok ¢ozeltisi: 1000 ppm’lik Zn’nun standart stok ¢ozeltisinden (Merck) 1, 2, 3, 4

ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandu.
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4.2.1.2. Kuru Kiilleme Yéntemi I¢cin Standart Cozelti Hazirlanmasi

Cu stok cozeltisi: 1000 ppm’lik Cu’in standart stok ¢ozeltisinden (Merck) 0,1, 0,2, 0,4,
0,8, 1, 2, 3 ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandi.

Zn stok cozeltisi: 1000 ppm’lik Zn’nun standart stok ¢ozeltisinden (Merck) 0,1, 0,2,
0,4, 0,8, 1, 2, 3, 4, 5ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandi.

Fe stok cozeltisi: 1000 ppm’lik Fe’in standart stok ¢ozeltisinden (Merck) 0,3, 0,6,
1,2,2,4, 3, 6, 9 ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandi.

4.2.2. HPLC I¢in Standart Cozelti ve Reaktiflerin Hazirlanmas

Standart ¢ozelti olarak kullanilan flavonoidlerin ( Kuersetin, Resveratrol), fenolik
asitlerin [Vanilik asit (Fluka), rosmarinik asit (Aldrich), kafeik asit (Sigma), ferulik asit
(Fluka), gallik asit (Sigma)] HPLC saflikta 500 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi.

Mobil Faz: 10mM H3PO, (A) ¢6zeltisinin % 75 i ile metanoliin (B) % 25 i alinarak

mobil faz olusturuldu. Mobil faz olusturulurken 1 mL/dk olarak belirlendi.
4.3. Orneklerin Temini ve Analize Hazirlanmasi

Elaz1g ve yoresinden temin edilen ¢edene Ornekleri ve ayrica piyasada satilan ¢edene
kahvesi oda sicakliginda muhafaza edildi. Islenmemis ¢edene 6rnekleri saf su ile yikanip

etiivde 75 °C de 24 saat kurutuldu. Ornekler homojenize edilip, asagidaki yontemler

uygulanarak analiz i¢in hazirlandi.
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4.3.1. Bitki Orneklerinin Fenolik Bilesik Tayini I¢in Ekstraksiyonu

Homojenize edilmis olan bitki 6rneklerinin her birinden 2 g tartildi. 10 mL metanol
ilave edilip homojenizator ile karistirildi. 1 giin sogutucuda bekletildikten sonra santrifiij edildi
(9000 devir, 15 dk).

Santrifiij edilen ekstraktlar sogutucuda analiz igin bekletildi. Ornekler daha sonra

HPLC’ye enjekte edildi.

4.3.2. Bitki Orneklerinin Metal Tayini I¢in Céziiniirlestirilmesi

4.3.2.1. Kuru Kiilleme Yontemi I¢in Ornek Céziiniirlestirilmesi

Kurutulmus 6rneklerden 1 g tartildi. Kiil firininda 100, 200, 300, 350, 400 ve 450°C de
gaz cikislart bitinceye kadar bekletildikten sonra 480 °C de beyaz kiil haline gelene kadar
bekletildi. Kiil 6rneklerine 2 mL saf nitrik asit eklenerek kuruluga kadar 1sitildi. 2 mL’lik saf
nitrik asit tekrar eklenerek kurutma islemi tekrarlandi. Kalintiya 10 mL 0,1 N nitrik asit
cozeltisi eklendi ve slizge¢ kagidi yardimiyla siiziildii. Siizme isleminden sonra elde edilen

berrak ¢ozeltiler Atomik Absorbsiyon Spektrometresi cihazi ile analiz edildi.

43.22. Kapalh Ortamda Mikrodalga Parcalama Yéntemi licin  Ornek

Coziiniirlestirilmesi:

Kurutulmus &rneklerden 100 mg tartildi. Ornekler teflon kap icerisine alinip {izerine 5
mL nitrik asit, 2 mL hidrojen peroksit eklenip 30 dk bekletildi. Ornekler mikrodalga cihazina
alind1 ( mikrodalga 1sitic1 parametreleri Tablo 4.2. de gosterildigi gibidir.). Son olarak drnekler

10 mL ye tamamlandi.
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Tablo 4.2. Mikrodalga 1sitic1 parametreleri

Step 1 2 3 4

T°C 145 170 100 100
Power % 80 80 80 80
Time min. ) 10 10 10

4.4. Kalibrasyon Grafikleri

4.4.1. Kuru Kiilleme ile Metal Tayini icin Elde Edilen Kalibrasyon Grafikleri

Kuru kiilleme yontemi ile Cu, Zn, Fe i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri sirasiyla

Sekil 4.1., Sekil 4.2.ve Sekil 4.3. te verilmistir.

Bakir (Cu)
01 y =0,0304x - 0,0005
2 _
0,08 R"=0,9987%
e
s 0,06
2
2
8 004
<
0,02
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Konsantrasyon,ppm

Sekil 4.1. AAS’ de kuru kiilleme ile Cu tayini i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi
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Cinko (Zn)

0,4 y =0,0744x +0,0042
0,35 R?=0,998

0,3
0,25

0,2
0,15

0,1
0,05

Absorbans

Konsantrasyon,ppm

Sekil 4.2. AAS’ de kuru kiilleme ile Zn tayini i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi

Demir (Fe)

0,18 y =0,0189x - 0,0022
0,16 R®=0,999
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Absorbans

Konsantrasyon,ppm

Sekil 4.3. AAS’ de kuru kiilleme ile Fe tayini icin elde edilen kalibrasyon grafigi
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4.4.2. Kapah Ortamda Mikrodalga Parcalama ile Metal Tayini I¢in Elde Edilen

Kalibrasyon Grafikleri

Yas ¢ozme yontemi ile Co, Ni, Pb, Mn, Fe, Zn, Cu i¢in elde edilen kalibrasyon
grafikleri sirasiyla Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9.ve Sekil

4.10’da verilmistir.

Kobalt (Co)
0,025
y=0,021x - 0,0005
0,02
(%]
8 0,015
2 0,01
0,005
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon, ppm

Sekil 4.4. AAS’ de, kapali ortamda mikrodalga pargalama ile Co tayini i¢in elde edilen
kalibrasyon grafigi
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Nikel (Ni)
y =0,03x

0,035 RZ=1
0,03
0,025
0,02

Absorbans

0,015
0,01
0,005

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon,ppm

Sekil 4.5. AAS’ de kapali ortamda mikrodalga parcalama ile Ni tayini i¢in elde edilen
kalibrasyon grafigi

Kursun (Pb)
0,025 y =0,0045x - 0,0003
0,02 R*=0,999
(7]
8 0015
2 001
0,005
0
0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon,ppm

Sekil 4.6. AAS’ de kapali ortamda mikrodalga pargalama ile Pb tayini i¢in elde edilen
kalibrasyon grafigi
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Mangan (Mn)

0,04 y =0,0355x +0,0019
0,035 R*=0,9934
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon,ppm

Sekil 4.7. AAS’ de kapali ortamda mikrodalga parcalama ile Mn tayini i¢in elde edilen
kalibrasyon grafigi

Demir (Fe)

0,3
y =0,0591x +0,0165

R%>=0,998

0,25

0,2

0,15

Absorbans

0,1

0,05

0 1 2 3 4 5

Konsantrasyon,ppm

Sekil 4.8. AAS’ de kapal1 ortamda mikrodalga pargalama ile Fe tayini i¢in elde edilen
kalibrasyon grafigi
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Cinko (Zn)

0,3
y =0,0587x +0,0165

R? =0,999

0,25

0,2

0,15

Absorbans

0,1

0,05

0 1 2 3 4 5

Konsantrasyon,ppm

Sekil 4.9. AAS’ de kapal1 ortamda mikrodalga parcalama ile Zn tayini i¢in elde edilen

kalibrasyon grafigi
Bakir (Cu)
y = 0,0465x + 0,0051
2 _
0,25 - R® = 0,9966
0,2 - )
g
g 0,15 ~
o
2 014
<
0,05 4
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon,ppm

Sekil 4.10. AAS’ de kapali ortamda mikrodalga pargalama ile Cu tayini i¢in elde
edilen kalibrasyon grafigi

51



4.3. Fenolik Asitleri icin Standart Kromatogram

Fenolik asitlerin standartlarinin kromatogrami Sekil 4.11.1 ve Sekil 4.11.2°de verilmistir.

E ‘1;“"" nm, & fm
30_: Narmre
q ESTD concerntrati on
] Lirnits
60 <
| 2
40 -
20 - L
| = 3
" N - -\
o T =
2 &
u] 2 4 4] =] 10
Minutes

Sekil 4.11.1. HPLC-DAD ile kafeik asit, ferulik asit ve rosmarinik asit i¢in standart
kromatogrami

1: 234 nm, & nm
15TTTT

MNarme
ESTD concerntrati on
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Sekil 4.11.2. HPLC-DAD ile vanilik asit standart kromatogrami
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4.4. Flavonoidler icin standart Kromatogramlari

Kuersetin ve resveratrolun standart kromatogrami Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. HPLC-DAD ile resveratrol ve kuersetinin standart kromatogrami
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5. BULGULAR

5.1. HPLC Kromatogramlari

HPLC-DAD cihazinda Class-VP HPLC programina ( Shimadzu, Kyoto, Japan) gore

veriler hesaplanmistir.

5.1.1. Cedene Bitkisi Icin Elde Edilen Kromatogramlar

Cedene bitkisinde bulunan fenolik asitlerin kromatogrami Sekil 5.1. ve Sekil 5.2°de,

flavonoidlerin kromatogrami Sekil 5.3’de verilmistir.
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Sekil 5.1. HPLC-DAD ile gedene bitkisinin vanilik asit kromatogrami
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Sekil 5.2. HPLC-DAD ile ¢edene bitkisinin kafeik asit, ferulik asit, rosmarinik asit
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Sekil 5.3. HPLC-DAD ile ¢edene bitkisinin flavonoid kromatogrami
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5.1.2. Cedene Kahvesi I¢cin Elde Edilen Kromatogramlar

Piyasada satilan ¢edene kahvesinde bulunan fenolik asitlerin kromatogrami Sekil 5.3’

te, flavonoidlerin kromatogrami sekil 5.4’de verilmistir.
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Sekil 5.4. HPLC-DAD ile ¢edene kahvesinin kafeik asit, ferulik asit, rosmarinik asit
kromatogrami
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Sekil 5.6. HPLC-DAD ile ¢cedene kahvesinin resveratrol kromatogrami
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Sekil 5.7. HPLC-DAD ile ¢edene kahvesinin kuersetin kromatogrami

Tablo 5.1. HPLC-DAD ile gedene bitkisinde fenolik bilesik tayini i¢in elde edilen bulgular

(mg/kg) (n=3)

Fenolik bilesik Cedene Cedene Kahvesi
Vanilik Asit 219,167 + 26,135 1795+ 13,4
Kafeik Asit 154,5 + 9,987 101,5+8,4
Ferulik Asit 9,667 = 1.04 35+0,5

Rosmarinik Asit <ts <ts
Kuersetin 156,83 + 11,85 1299 + 10,3
Resveratrol 373,5+19,15 295,41 + 20,05
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5.2. Atomik Absorbsiyon Spektrometrisi Bulgulari

5.2.1. Cedene Bitkisinde Kapah Ortamda Mikrodalga Parcalama Yontemi ile Metal
Tayini I¢in Elde Edilen Bulgular

Tablo 5.2. AAS’de kapali ortamda mikrodalga pargalama yontemi ile gedene bitkisinde Cu,
Co, Pb, Ni, Mn, Zn ve Fe’e ait bulgular (mg/L)

Metal Cedene Cedene kahvesi
Cu <ts <ts

Co <ts <fts

Pb <ts <ts

Ni <ts <ts

Mn <ts <fts

Fe 47,23+8,26 52,8 +1,81

Zn 38,233+3,259 33,704

5.2.2. Cedene Bitkisinde Kuru Kiilleme Yontemi ile Metal Tayini i¢in Elde Edilen
Bulgular

Tablo 5.3. AAS’de kuru kiilleme yontemi ile ¢edene bitkisinde Cu, Fe ve Zn’ye ait bulgular
(mg/L) (n=3)

Metal Cedene Cedene kahvesi
Cu 8,05+0,65 7,4+23
Zn 33,103 + 2,217 329+1,9
Fe 40,33 + 2,203 442 +£56
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

Fenolik bilesiklerle ilgili yapilan calismalar bu bilesiklerin saglik agisindan
azimsanmayacak kadar &nemli olduklarini ortaya koymustur. Ozellikle antialerjik,
antienflamasyon, antiviral, antiproliferatif 6zelliklere sahip olduklar1 ve koroner kalp
rahatsizliklar1, felg, akciger kanseri ve mide kanseri gibi hastaliklar1 azaltici etkilerinin
oldugu saptanmistir ( Harborne, 1994, Hakkinen, 2000).

Bu ¢alismada adi gecen resveratrol, kuersetin, rosmarinik asit, vanilik asit, kafeik
asit, ferulik asit bilesiklerinin ¢edene (menengi¢) bitkisinin meyvelerinde ve Elazig’da
cedene kahvesi olarak bilinen kahvedeki konsantrasyonlarinin tayini amaclandi. Ayrica bu
orneklerde bazi metallerin de (Cu, Co, Pb, Ni, Mn, Fe, Zn gibi) konsantrasyonlarinin tayini
amaclandi.

Fenolik bilesiklerin analizi icin HPLC-DAD kullanildi. Iyi bir ayrim yapabilmek
amaciyla mobil faz olarak H3zPOs-metanol (%85, %15) karisimi kullanildi. Fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in metanol kullanildi. Fenolik bilesiklerin standart
kromatogramlari Sekil 4.11.1, Sekil 4.11.2 ve Sekil. 4.12°de verildigi gibidir.

Cedene oOrneklerinde bulunan fenolik bilesik miktarlar1 Tablo 5.1°de verilmistir.
Tablo 5.1°e gore tiim 6rneklerde en yiiksek fenolik asit degerinin vanilik asite, en diisiik
degerin ise rosmarinik asite ait oldugu goriiliir. Resveratroliin degeri ise kuersteinden
yiiksektir.

Cedene bitki orneklerinde metal tayini icin AAS kullanildi. Bunun i¢in hem kuru
kiilleme hem de kapali ortamda mikrodalga parcalama yontemleri ile ¢6zme islemi yapildi.
Mikrodalga parcalama i¢in ¢alisma paramatreleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Mikrodalga pargalama yontemi ile elde edilen sonucglar Tablo 5.2°de verilmistir.
Buna gore Cu, Co, Pb, Ni ve Mn degerleri tayin sinirinin altinda bulunmustur. Fe degeri
cedene bitkisinde kahveye gore daha diisiik iken Zn degeri ¢edene bitkisinde kahveye gore
daha yiiksektir.

Kuru kiilleme yontemi ile elde edilen sonuglar Tablo 5.3’te verilmistir. Cu ve Zn
degerleri kahveye gore ¢cedene bitkisinde daha yiiksek bulunurken, Fe degeri daha diisiik

bulunmustur.



Bu veriler goz oniline alindiginda Cu mikrodalga ile tayin smirmin altinda
bulunmasina ragmen, kuru kiilleme yonteminde madde miktar1 arttirildigr icin tayin

edilebilmistir.
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