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ONSOZ

Yiiksek lisans tezi olarak sunulan bu ¢alismada, ceviz (Juglans regia L.) bitkisinin
Yalova ve Kaman tiirlerinde bulunan bazi fenolik asitlerin, eser metallerin ve minerallerin
tayini yapildi. Calismada her iki ceviz tiirlinlin yaprak, yesil kabuk ve meyve kisimlari
kullanildi. Fenolik asitlerin tayini i¢in Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)
Diode Array Dedektorii (DAD) ve C18 kolonu ile birlikte kullanildi. Metal tayinleri igin
Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (AAS) kullanildi. Ayrica eser elementlerin ve
minerallerin tayini i¢in kapali ortamda mikrodalga ile ¢oziiniirlestirme ve kuru kiilleme ile
¢oziinlirlestirme metodlar1 uygulandi.
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OZET

Bu calismada, Yalova ve Kaman ceviz tilirlerinin yaprak, kabuk ve meyve
kisimlarinda bulunan bazi fenolik asitlerin (rosmarinik asit, kafeik asit, vanilik asit ve
ferulik asit) ve bazi metallerin (Fe, Zn, Cu, Mn, Pb, Ni, Co) tayini amaglandi. Fenolik
asitlerin tayini i¢in HPLC-DAD, C18 kolon ile birlikte kullanildu.

Metallerin tayini i¢in alevli AAS kullanildi. Ayrica metal tayini i¢in kapali ortamda
mikrodalga ile ¢6ziiniirlestirme ve kuru kiilleme ile ¢oziliniirlestirme yontemleri kullanildi.

Kaman ve Yalova cevizi drneklerinde; vanilik asitte en yiiksek deger Yalova cevizi
yapraginda 4817,33 ppm, ferulik asitte en yiiksek deger Kaman cevizi yapraginda 342
ppm, kafeik asitte en yiiksek deger Yalova cevizi yapraginda 3690,8 ppm, rosmarinik asitte
en yiiksek deger Kaman cevizi yapraginda 659,5 ppm bulunmustur.

Mikrodalga ¢oziiniirlestirme ile metal tayininde Pb, Cu, Ni ve Co elementleri her
iki ceviz tiirlinde de tayin simirmin altinda bulunmustur. Kaman ve Yalova cevizlerinde en
yiiksek Fe degerleri sirasiyla yapraklarda 260,05-138,75 ppm, Zn degerleri ceviz i¢lerinde
81,7-76,633 ppm, Cu degerleri ceviz iclerinde 14,06-15,9 ppm, Mn degerleri yapraklarda
78,967-88,23 ppm bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Fenolik asit, Ceviz , Juglans regia L., Metal, Demir, Cinko,
Bakir, Rosmarinik Asit, Vanilik Asit, Kafeik Asit, HPLC-DAD, AAS.
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SUMMARY

DETERMINATION OF SOME PHENOLIC ACIDS AND TRACE
ELEMENTS IN WALNUT (Juglans regia L.)

In this study, determination of some phenolic acids (rosmarinic acid, caffeic acid,
vanillic acid and ferulic acid) and metals (Fe, Zn, Cu, Mn, Pb, Ni, Co) in species of
walnuts Yalova and Kaman leaves, gren husks and kernels. HPLC-DAD used in
conjunction with C18 column for determination of phenolic acids. Flame AAS used by dry
ashing and microwave digestion method for determination of metals.

Kaman and Yalova walnut species, the highest value of phenolic acids were found
for vanillic acid in Yalova walnut leaves 4817,33 ppm, for ferulic acid in Kaman walnut
leaves 342 ppm, for caffeic acid in Yalova walnut leaves 3690,8 ppm, for rosmarinic acid
in Kaman walnut leaves 659,5 ppm.

Concentration of Pb, Ni, Co ve Cu were determined by microwave digestion
samples were below the detection limit in both types of walnuts. Kaman and Yalova
walnut species, the highest concentration were found for Fe in leaves 260,05-138,75 ppm,
for Zn in kernels 81,7-76,633 ppm, for Cu in kernels 14,06-15,9 ppm, for Mn in leaves
78,967-88,23 ppm.

Anahtar Kelimeler: Phenolic Acids, Walnut , Juglans regia L., Metal, Iron, Zinc,
Copper, Rosmarinic Acid, Vanillic Acid, Caffeic Acid, HPLC-DAD, AAS.
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KISALTMALAR

AAS : Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi

°C : Santigrat derece
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Dedektori
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1. GIRIS

Insanlik tarihinin baslangicindan beri bitkiler tedavi edici olarak kullanilmaktadir.
Gida olarak tiikettigimiz bitkilerin tiiketilebilen kisimlarinin ve bunlarin tiketmedigimiz
diger organlarinin (tohum, kabuk, yaprak v.b.) yaglari ve Ozlerinden, ila¢ biliminde
(farmakoloji) ve dogal tedavi edici ilaglar olarak alternatif tipta yararlanilmaktadir.
Bitkilerde yiliksek oranda bulunan antioksidanlar bitkilerin tedavi amacli kullanilmasini
saglayan maddelerdir.

Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirerek pek ¢ok hastaliga neden
olabilecek zincir reaksiyonlarini 6nleyen, bunun yaninda gidalardaki acilasmayi ve tat
bozulmalarin1 geciktirme ve Onleme o6zelligine sahip olan maddelerdir. Antioksidan
etkiden sorumlu yapilarin fenolik asitler, flavonoidler, tokoferoller gibi fenolik gruplar
oldugu bilinmektedir. Bitkilerin degisik kisimlar1 (kokleri, yapraklari, kabuklari,
meyveleri, v.b.) genellikle fenolik bilesikler bakimindan zengindir.

Antioksidan 06zelligi olan bilesikleri iceren dogal {irlinlerin arastirilmasi insan
sagligl acisindan oldukg¢a Onem tasimaktadir. Cilinkii viicudumuzda biriken toksik
maddeleri atmak ve onlarin zararh etkilerinden kurtulmak igin antioksidan maddelere
ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle, son yillarda kimyasal yapisinda fenolik bilesikler
iceren bitki tiirleri ile yapilan ¢aligmalar artmistir.

Metaller, eksikliginde veya fazla aliminda insanlarin ve diger canlilarin yasamini
olumsuz etkileyen maddelerdir. Canli dokularda eser diizeyde bulunan metaller genellikle
toksik elementlerdir. Bunlar toprakta birikerek gidalara ge¢mekte ve bdylece insan
sagligin1 olumsuz yonde etkilemektedirler. Baz1 elementler ise yiiksek bitkiler i¢in gerekli
ve faydali mikro elementlerdir. Bazi agir metallerin normal konsantrasyonlart bitkilerin
biiylime ve gelismesinde gerekli olan protein ve enzimlerin yapisinda yer alirlar.

Son yillarda ¢esitli biyolojik materyallerde bulunan eser element ve minerallerin
tayini 6nem kazanmistir. Bunun sebebi, eser element ve minerallerin insan saglig lizerine
olumlu etkileri ve artan g¢evre kirliligi ile birlikte toksititeye neden olan elementlerin
olumsuz etkileridir. Hem beslenme hem de tedavi amacli kullanilan bitkilerde bulunan eser
elementlerin bitkilerin kok, gdvde ve yapraklart gibi farkli bolgelerinde degisik

konsantrasyonlarda bulunduklari yapilan aragtirmalarda gosterilmistir.



Bu tez ¢alismasinda, iki farkli ceviz (Juglans regia L.) tiirliniin yaprak, yesil kabuk
ve meyve kisimlarinda 4 farkli fenolik asit ve bazi metallerin tayini amaclanmistir.
Cevizlerin yaprak, yesil kabuk ve meyve kisimlarinda bulunan fenolik asit ve metal
konsantrasyonlarinin karsilagtirmasi yapilmistir. Ayrica metal tayini i¢in kapali ortamda
mikrodalga ile c¢oziiniirlestirme ve kuru kiilleme ile ¢oziiniirlestirme yontemleri
kullanilmistir. Metal tayini igin Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (AAS), fenolik
asitlerin tayini i¢in Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fenolik Bilesikler

Bitiin bitki metabolizmalarinda sekonder metabolit olarak bulunan, bitkilerin renk,
tat, koku gibi 6zelliklerinin olugsmasinda rol oynayan ve alt1 iiyeli aromatik halkaya direkt
bagli bir veya birden fazla hidroksil grubu (-OH) iceren aromatik bilesiklere fenolik
bilesikler ~denir. Fenolik bilesikler fenol gibi olduk¢a basit bilesiklerden
proantosiyanidinler gibi yiiksek derecede polimerlesmis yapilara kadar ¢ok genis bir aralig
kapsar.

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler (polifenoller), antioksidan potansiyelleri ve
antimikrobiyal ozellikleri sayesinde oldukca ilgi ¢ekmektedir. Bitki dleminde 8000'den
daha fazla fenolik yapinin oldugu bilinmektedir. Polifenoller, bitkilerde cesitli meyve,
sebze, kuruyemis, tohum, ¢igek, kok ve govde kisimlarinda dogal olarak sentezlenir [1,2].
Fenolik bilesiklerin bir kism1 meyve ve sebzelerin lezzetinin olugsmasinda, 6zellikle agizda
meyve ve sebzelerin sari, sari-esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin olugmasini
saglamaktadirlar [3]. Fenolik bilesiklerin, tretildikleri bitkilerde iki ana islevi vardir.
Bunlar fenolik asitlerde oldugu gibi patojen, bocek ve herbivor saldirisina karsit korunma
ve flavonoidlerde oldugu gibi oOzellikle polen dagilimimi saglamak igin ¢ekicilik

gorevleridir [4,5]. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmas: Sekil 2.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Fenolik bilesikler sikimik asit ve mevalonik asit yollariyla sentezlenirler. Sikimik
asit yolu pek cok bitkisel fenoliklerin biyosentezine katilir. Mevalonik asit yolu ise bakteri
ve funguslarda fenolik ikincil {irlinler i¢in dnemli bir kaynak olusturmakla beraber, yliksek
bitkilerde daha az onem tasir [4,5]. Sikimik ve mevalonik asit yollar1 Sekil 2.2.°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Fenolik bilesiklerin biyosentez yollar1 a) Mevalonik asit yolu b) Sikimik
asit yolu [6,7].

Fenolik bilesikler meyvelerin keskinlik, sertlik, renk, aroma, koku ve oksidatif
saglamligia katkida bulunurlar. Bitki polifenolleri ¢ok fonksiyonlu olup hidrojen atomu
verici, singlet oksijeni siipliriicii ve indirgeyici olarak davranir [8,9]. Bazi polifenoller
metal iyonlarini kelatlama 6zellikleri sayesinde antioksidan 6zellik gosterirler [10]. Fenolik
bilesikler bitkilerde genellikle glikozitleri veya esterleri seklinde bulunur. Bu yilizden suda
¢coziinme egilimleri yiiksektir [11,12].

Fenolik bilesiklerin dokulardaki ve hiicrelerdeki diizeyleri farkli olabilir. Ornegin;

hindiba bitkisinde hidroksikumarin miktar1 ¢iceklerde %1.65 (kuru agirlik), yapraklarda



%0.05 bulunmus, koklerde ise bulunamamustir [13]. Bitkilerde bulunan baslica fenolik
bilesikler; basit fenoller, fenolik asitler, kumarinler, taninler ve flavonoidlerdir.

Fenolik bilesikler antimikrobiyal ajanlar olarak distniilebilir ve dogal gida
koruyucusu olarak kullanilabilirler [14,15]. Fenolik bilesiklerin HSV ve insanda bagisiklik
yetmezligine neden olan HIV viriislerini, sitotoksik etkileri ve tiimor artigin1 engelledigi

belirtilmistir [16-19].

2.1.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler aromatik karboksilik asitlerin hidroksilli tiirevleridir. Yaygin olarak
bitkilerin ta¢ kisminda bulunurlar ve antioksidan karaktere sahiptirler. Aromatik halkaya
baglanan metil ve hidroksil gruplarinin sayisi1 ve pozisyonuna gore farklilik gosterirler.
Bazi fenolik asitlerin kimyasal yapis1 Sekil 2.3.’de gosterilmistir.

Fenolik asitler, bitkilerde yaygin olarak bulunurlar. Bitkilerin rengi, kokusu ve
tatlarindan sorumludurlar. Sadece kiigiik bir grubu dogada serbest olarak bulunmaktadir.
Bu bilesiklerin gidalarda bulunmasi besinlerin kararliligini, rengini, kokusunu, besin
degerini ve kalitesini belirgin olarak etkilemektedir [20, 21]. Bu yilizden fenolik asitler
gidalarda raf Omriinii uzatan koruyucu madde olarak kullanilmaktadirlar.

Fenolik asitlerin genis bir farmakolojik kullanim alani vardir [22] ve antioksidan,
antimutajenik, antitlimor, antiglisemik ve antikarsinojenik 6zelliklere sahiptirler [23, 24].
Fenolik asitlerin kronik hastaliklar1 (kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi kanser cesitleri)
onledigi bilinmektedir. Bunlarin ayrica koti huylu LDL kolesteroliin oksidasyonunu
onledigi, kronik iltihapli hastaliklarin tedavisinde kullanilabildigi [25-27], damar
tikanikligini ve yaglanmayi geciktirdigi bilinmektedir [28-31].
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Sekil 2.3. Fenolik asitlerin genel yapisi. a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinnamik asit

tiirevleri [3, 32].

Fenolik asitler temel karbon iskeletlerine gore, sinnamik asit tiirevleri
(hidroksisinnamik asitler) ve benzoik asit tiirevleri (hidroksibenzoik asitler) olarak iki
grupta siniflandirilabilir. Fenolik asitlerin ve esterlerinin antioksidan aktiviteleri, sterik
engelleme ile giiclenen molekiildeki hidroksil gruplarinin sayisina baghdir [8, 33]. Benzoik
asitlerde karboksilat grubunun elektron-gekme o6zelligi, hidroksibenzoatlarin hidrojen
atomu verme yeteneklerine negatif etki yapar. Hidroksisinnamik asitler esdeger
benzoatlarindan daha etkilidirler [8, 34].

Hidroksibenzoik asitler Cg-C; fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde
iz miktarda bulunurlar. Monohidroksibenzoik asitler, orto ve para konumlarinda
antioksidan o6zellik gostermezler. Hidroksibenzoik asitler genellikle malik asit ya da
tartarik asit gibi alifatik organik asitlerle [35] ya da flavonoidler [36] gibi daha biiylik
yapili fenolik bilesikler ile konjuge bagli sekilde glikozitleri ya da esterleri halinde
bulunurlar [37]. Dihidroksibenzoik asit tiirevlerinin antioksidan ozellikleri hidroksil
gruplarinin  pozisyonlarina baghdir. 2,3-dihidroksibenzoik asit gibi orto ve meta
pozisyonlarina sahip asitlerde antioksidan aktivite yiiksekken, 3,4-dihidroksibenzoik asit,

protokatesik asit gibi meta ve para pozisyonlarina sahip olan asitlerde antioksidan aktivite



distiktiir.  Gallik, protokatesik, p-hidroksibenzoik ve vanilik asitler benzoikasitin
tiirevleridir. Gallik asit, ti¢ hidroksil grubu bulundurdugu i¢in en fazla aktivite gosteren
hidroksibenzoik asittir. Ancak karboksilat grubu esterlendigi zaman aktivite diiser [34].
Hidroksisinamik asitler Cg-C3 fenilpropan yapisindadirlar ve fenil alaninden
biyosentetik olarak tiirerler [38, 39]. Fenilpropan halkasina baglanan -OH grubunun
konumu ve yapisina gore farkli 6zellik gosterirler [3]. Bitkilerin hiicre duvari yapisina
katilirlar ve flavonoidlerin biyosentetik onciisiidiirler [39]. Bitkilerde sekerlerle, organik
asitlerle veya yaglarla birlesmis halde veya esterleri halinde bulunurlar [40]. Meyve, sebze,
cicek, tohum gibi bitki kisimlarinda ve sarap, ¢ay, kahve, zeytinyagi gibi bitkilerden elde
edilen triinlerde bulunurlar. Kafeik, p-kumarik, ferulik, rosmarinik asitler sinnamik asitin
tirevleridir. p-kumarik asit, kafeik asit ve kafeik asitin kuinik ester tiirevi olan klorojenik
asit, bitkilerde en fazla bulunan hidroksisinnamik asitlerdir. iki aromatik halkada ikiser
tane hidroksil grubu tasiyan rosmarinik asit, kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenillaktik asitin
esteridir. Hidroksisinnamik asitler, dogada trans konumunda olduklarinda daha
kararhidirlar ama ultraviyole ve goriiniir 1518a maruz kaldiklarinda, yavas yavas cis

konumuna izomerize olurlar [8, 41].

2.1.2. Baz1 Fenolik Asitlerin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

2.1.2.1. Vanilik Asit

Molekiil formiili CgHgO4, acik formiilii 3-metoksi-4-hidroksibenzoik asit’dir.
Molekiil agirligr 168,14 g/mol’dur. Alkoldeki ¢oziiniirliigii ¢ok i1yidir. Erime noktast 210—
230 °C’dir. Beyaz renkli pudra seklindedir. Sarap [42], bugday kepegi [43] ve okaliptusta
(Eucalyptus globulus) [44] bulunmaktadir [20]. Vanilik asit yiyeceklere koruyucu madde
olarak katilmasinin yani sira, gida, eczacilik, kozmetik gibi endiistri alanlarinda antiseptik

madde olarak da kullanilmaktadir. Vanilik asitin kimyasal yapisi Sekil 2.4.’deki gibidir.



OH

Sekil 2.4. Vanilik asitin kimyasal yapisi

2.1.2.2. Kafeik Asit

Molekiil formiilii CoHgOy4, agik formiilii 3,4-dihidroksisinnamik asit’dir. Molekiil
agirhigr 180,16 g/mol dur. Sar kristalize seklinde bulunur. Erime noktas1 223-225 °C’dur.
Sicak suda ve alkolde ¢oziiniirliigii oldukga iyidir. Dogal bir fenolik asittir, bu nedenle pek
cok bitkide bulunmaktadir. Hidrosinnamik asitlerin dogada en ¢ok rastlanilan tiirevidir.
Elma, tiziim, erik, yulaf gibi ¢esitli meyvelerde mevcuttur. Nitritle hizli bir sekilde
reaksiyona girerek nitrik oksite indirgemektedir [45]. Armut, elma, kayisi, yabanmersini ve
domateslerde bulunan toplam hidroksisinnamik asitlerin % 75‘ini teskil etmektedir [46].

Kafeik asitin kimyasal yapist Sekil 2.5.’de gosterildigi gibidir.

O
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Sekil 2.5. Kafeik asitin kimyasal yapisi



2.1.2.3. Rosmarinik Asit

Acik formiili 3,4-dihidroksifenillaktik asit, kapali formiilii C1gH160g dir. Molekiil
agirhigr 360,31 g/mol dur. Erime noktast 171-175 °C dir. Kristal seklinde bulunur.
Rosmarinik asit genellikle Lamiaceae familyasinin Nepetoideae alt familyas: ile
Boraginaceae familyasi iiyelerinde bulunur [47]. Keklik otu, biberiye, ogulotu, adagayi,
merzengiist bitkilerinde, Blechnaceae familyasina ait egreltiotlarinda [48], atkuyruklar
gibi daha diisiik yapili bitkilerde [49], Zosteraceae familyasina ait deniz ¢imi benzeri
monokotiledonlarda [50] ve Potamogetonaceae ve Cannaceae familyasina ait bitkilerde de
rosmarinik asit bulunur. ilk kez Scarpati ve Oriente tarafindan 1958 yilinda saf olarak elde
edilmistir [4]. Antiinflamatuar, antimutajen, antibakteriyel, antioksidan, ve antiviral etki

gosterir [51-54]. Rosmarinik asitin kimyasal yapist Sekil 2.6.’da gosterilmistir.

OH
O~_OH OH
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Sekil 2.6. Rosmarinik asitin kimyasal yapisi

2.1.2.4. Ferulik Asit

Acik formiilii 3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-2-propenoik asit, kapali formiilii
C10H1004’dir. Molekiil agirligr 194,18 g/mol diir. Erime noktas1 168-172 °C dir. Ferulik
asit nar [55], Colchicum tiirlerinde [56], kiraz, siyah ve yesil {izimde [57], misirda,
bugday, piring, yulaf, cavdar gibi tahillarin kepeklerinde, kavrulmus kahve, domates ve

turunggillerde [58] bulunur. Tohumlarda ve yapraklarda hem serbest formda hem de lignin
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ve diger biyopolimerlere bagli olarak bulunur [59]. Undaki toplam fenolik asitlerin %
90’11 ferulik asit olusturur [60]. Antioksidan 6zelligi kuersetin ve katesin’e gore daha
yiiksektir, fakat biyolojik testlerde daha az etkilidir [61]. Ferulik asitin insanlarda, gii¢lii bir
membran antioksidani1 olarak etki ettigi ve deri kanseri, yaslanma, yorgunluk, soguk
alginligi, grip ve influenzaya kars1 koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir [62,63]. Yapilan
calismalar ferulik asidin fotoprotektif [64], hepatoprotektif [65], antiaterojenik [66] ve
antimutajenik [67] 6zellikleri oldugunu gostermektedir. Ferulik asitin kimyasal yapis1 Sekil

2.7.°de gosterilmistir.

CH-O
> X" N0H

HO

Sekil 2.7. Ferulik asitin kimyasal yapis1

2.1.3. Ekstraksiyon Yontemleri
Ekstraksiyon, bir ¢6zelti ya da siispansiyon i¢indeki bilesenleri, ekstrakte edilecek

bileseni ¢6zen fakat ¢ozelti ya da slispansiyondaki ¢dziicii ile karismayan bir baska organik

¢oziicii yardimiyla ayirmaktir.
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2.1.3.1. S1vi-Siv1 Ekstraksiyonu

Stvi-sivi ekstraksiyonu, sivi faz igindeki analiti daha ¢ok ¢ozen ve diger siviyla hig
karismayan baska bir siv1 ile yapilir. Ornegin, suda ¢dziinmiis olan bir organik madde su
ile karigmayan kloroform veya eter gibi bir organik ¢oziicii ile ekstrakte edilebilir. Bu tiir

ekstraksiyonlar ayirma hunisi ile yapilir.

2.1.3.2. Kati-Sivi Ekstraksiyonu

Kati-sivi ekstraksiyonu, bir kati i¢inde bulunan analiti iyi ¢Ozebilen bir sivi
yardimiyla yapilir. Katilarin ekstraksiyonu genellikle uzun zaman aldig1 ve fazla ¢oziicii
gerektirdigi igin siirekli ekstraksiyon yontemleri tercih edilir. Siirekli ekstraksiyon soxhlet
cihazi ile yapilir. Kat1 6rnek ince toz haline doniistiiriilerek maddenin ¢6ziicii ile daha fazla

temas etmesi saglanmalidir.

2.2. Eser Elementler

Canlilar normal biiylime ve biyolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmek igin
protein, karbonhidrat ve vitaminlere ilave olarak bazi elementlere de ihtiyag
duymaktadirlar. Cesitli ortamlarda, bilesikler konsantrasyonlarina bagli olarak major,
mindr ve eser olmak iizere 3’e ayrilirlar. Konsantrasyonu % 0,1’den daha biiyiik bilesenler
major, konsantrasyonu % 0,1 ile 100 ppm arasinda olan bilesenler mindr bilesen olarak
adlandirilir. Canli organizmalar i¢in énemli rollere sahip olan ve miktarlar1 100 ppm’den
diisiik olan bilesenlere ise eser bilesenler ad1 verilir.

Normal insan dokularinda 40 tan fazla element bulunmaktadir. Bunlardan
organizmada metabolik role sahip olanlara gerekli elementler denir.

Canl1 dokularda bulunan eser elementler 3 grupta incelenebilir.

1. Gerekli eser elementler; Cu, Cr, V, Fe, Zn, Mn, Se, Co,

2. Tedavi amagli olarak kullanilabilen ancak gerekli olmayan eser elementler; Al,

Au, Bi, Li, Ga ve Pt.
3. Toksik elementler; Pb, Cd, Ag, Ni, As, Hg, Sb, Te ve Ti’ dir [71-73].
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Bir agir metalin gerekli olup olmadig1 dikkate alinan organizmaya da baglhdir.
Ornegin nikel bitkiler agisindan toksik etki gosterirken, hayvanlarda iz element olarak
bulunmasi gerekir [74].

Bazi eser elementlerin belirli seviyedeki miktarlarinin canli biinyesinde bulunmalari
gerekli iken belirli seviyeler asildiginda ters etki yaparak toksik ozellikler gosterirler.
Toksik etki gosteren ve gerekli olmayan eser elementler, canli organizma i¢in gerekli olan
elementlerin enzim sistemindeki fonksiyonel isleyisini olumsuz etkiler [71]. Buna en iyi
ornek kiikiirtlii enzimlere baglanan civadir [75]. Aym sekilde bu elementlerin gereksinim
seviyesi her canli tipi i¢in farkli olabilmektedir.

Toksik etkiye sahip olan eser elementlerden kadmiyumun kanserojen, kursunun
biriken bir zehir, nikelin baz1 bilesiklerinin kanserojen, civa ve arsenikin ise asir1 toksik
etkiye sahip olmalar1 sebebiyle son zamanlarda tayinleri biiyiik 6neme sahiptir [71].

Agir metaller sadece konsantrasyon sinirini astiklart zaman degil, canli tiirline ve
metal iyonunun yapisina (¢ozlniirlik degeri, kimyasal yapisi, redoks ve kompleks
olusturma yetenegi, viicuda alinis sekli, ¢cevrede bulunma sikligi, lokal pH vb.) bagli olarak
da toksik etki gosterirler. Bu nedenle diizenli olarak tiiketildiginden dolay1 igme sularinin
ve yiyeceklerin igerebilecegi maksimum agir metal konsantrasyon degerleri
sintrlandirilmustir.

Fazla miktarda alindiginda viicutta birikerek toksik etki yapan, canli organizmalar
icin gerekli olan bazi eser elementlerin toksik mekanizmalar1 asagidaki adimlarla
gerceklesir.

1. Protein molekiilleri tizerindeki aktif merkezlerle agir metallerin kararh

kompleksler olusturmasi ve bu yolla ger¢eklesen enzim inhibisyonu,

2. Ogzellikle yiiksek derisimlerde agir metaller varhiginda canlilarin solunum

yiizeylerinin hasar gérmesi,

3. Oliimciil olmayan derisimlerde agir metallerin daha uzun dénemde canllarin ig

organlarina zarar vermesi [76].

Agir metallerin canli organizmalara gecisi gidalarla, solunumla, sularla ve direkt
temasla olmaktadir. Cesitli endiistriyel faaliyetlerden kaynaklanan yapay organik kimyasal
maddeler, tarim alanlarinda kullanilan pestisit ve herbisitler, suda dogal olarak gii¢
coziinen bilesiklerdir. Bir kismi, canli biinyelerinde besin zinciriyle girdikleri canh
organizmada birikime ve toksik etkenlere neden olurlar, diger bir kismi1 ise canli biinyede

mutajen ve kanserojen etkiler yaparlar. Tarim ilaclart genellikle c¢ok dayaniklh

13



olduklarindan, ayrigmalar1 yillarca siirebilir. Bunlar hem toprak kirlenmesine, hem de
dolayli olarak su kaynaklarinin 6nemli 6l¢iide kirlenmelerine neden olmaktadir.

Agir metallerin su kaynaklarina gegisi endiistriyel atiklar veya asit yagmurlarinin
toprag1 dolayisiyla da topragin bilesiminde bulunan agir metalleri ¢ézmesi, ¢oziinen bu
agir metallerin 1irmak, gol ve yeralt1 sularina ulagsmasi ile olmaktadir. Sulara tasman agir
metaller asir1 derecede seyrelirler ve kismen karbonat, siilfat, siilfiir olarak kati bilesik
olusturmak sureti ile su tabanina ¢oker ve bu bolgede zenginlesirler. Sediment tabakasinin
adsorpsiyon kapasitesi siirli oldugundan dolay1r da sularin agir metal konsantrasyonu
siirekli olarak yiikselmektedir. Ulkemizde de basta tuz ihtiyacini karsiladigimiz tuz gélii
gibi kapali gollerimizde yeterli cevresel Onlem alinmadigindan ve su havzalarinda
kontrolsiiz sanayilesmeye izin verilmesinden dolayr bu bolgelerde agir metal
konsantrasyonu siirekli yiikselmektedir [74].

Cesitli endiistriyel faaliyetlerden kaynaklanan atik sularin i¢inde bazen eser
miktarlarda bazen de yiiksek konsantrasyonlarda agir metaller bulunur. Agir metaller
bosaltim ortamlarindaki canli yasam iizerinde, konsantrasyonlar1 ile orantili olarak toksik
etki yaparlar. Ozellikle kadmiyum, civa, kursun ve krom gibi agir metaller, besin
zincirleriyle girdikleri canli biinyelerinden atilamadiklari i¢in canlilarda fizyolojik olarak
birikime neden olurlar ve biinyede belirli sinir konsantrasyonlarinin asilmasi halinde toksik
etki yaparlar. Bu birikim sonucunda sularda yasayan baliklar ve diger canlilar dlebilirler.

Hatta bu tiir su iriinleriyle beslenen insanlarin yasami bile tehlikeye girebilir.

2.2.1. Eser Elementlerin Hastaliklarla iliskisi

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda eser elementlerin bir¢cok hastalikla iliskisi
oldugu da ortaya ¢ikarilmistir. Ornegin;

Anemi hastaliginda sa¢ ve serumda c¢inko diizeyinin diistiigli, kadmiyumun
kanserojen, nikelin bazi bilesiklerinin kanserojen olmasi ve kursunun canli organizmada
birikerek c¢esitli hastaliklara neden oldugu bilinmektedir [76,77]. Ayrica koroner kalp
hastaliklari, kalp kasi su toplamasi, siroz ve diyaliz hastaliklarinda serumda selenyum
diizeyi daha diisiiktiir [78,79]. Dogan ve arkadaglari sara hastalarinin rubidyum, selenyum
ve ¢inko diizeylerinde diisme, bakir diizeylerinde 6nemli bir artig, demir diizeylerinde ise

onemli bir degisiklik olmadigini tespit etmislerdir [80].
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Potasyum (K) iyonlar iskelet ve kalp kasi konsantrasyonlari iizerinde etkilidir.
Plazmadaki K konsantrasyonunun artigi hiicrenin istirahat membran potansiyelini
disiiriitken K konsantrasyonundaki azalma membran potansiyelini artirir. K diizeyinin
kontroliinden bobrekler gorevlidir. Proksimal tiiplerden K’un tamamina yakini emilir.
Toplayici tiiplerde sodyum ile yer degistirir [81].

Cinko (Zn), bir¢ok enzim ve hormonun yapisinda bulundugu gibi ¢ogu enzim ve
hormonun da etkinlik kazanmasini saglayan ¢ok onemli bir biyokatalizordiir. Besinlerle
yeterli miktarda alinmamasi halinde kasinma ve kasinma sonucu cilt bozuklugu, lekeli
tirnakla kolayca anlasilabilen Zn eksikligi goriliir. Bu eksiklik 6zellikle biiylime ve
gelisme cagindaki cocuklarda gelisim bozuklugu, viicut zayifligi, nesesizlik ve durgunluk,
tat alma bozuklugu gibi 6nemli rahatsizliklara neden olurlar [82-83]. Ayrica kalp
yetmezligi olan ¢ocuklarda Zn diizeyinin normal degerlerden daha diisiik oldugu
gozlenmistir [84].

Demir (Fe) besinlerde ferrik hidroksit veya ferrik organik bilesikler seklinde
bulunur. Tiim viicuda dagilan demirin %60-70 kadar1 kan hiicrelerinde hemoglobin iginde,
%10-12 kadar1 kaslarda miyoglobin i¢inde ve enzimlerde, %15-30 kadar1 da karaciger,
dalak ve kemik iliginde depolanmig olarak bulunur [85]. Fe elementinin eksikligi anemiye
yol acar. Baglica belirtileri dikkatsizlik, yorgunluk, ¢aba harcayinca kalp c¢arpintisi, bazen
agrili dil, dudak kenarlarinda catlaklar, yutma giicliigii, ¢ocuklarda istahsizlik yavag
biiylime ve enfeksiyona bagl direngsizliktir [78].

Nikel (Ni)’in organizmada 10 mg kadar bulundugu sanilmaktadir. Dagilimin
yiiksek oldugu yerler deri ve kemik oOzellikle kemik iligidir. Bununla beraber diyetle
alimindan en fazla etkilenen karaciger ve kaslardir. Plazmada Ni konsantrasyonu 1.1-1.6
pg/L'dir. Ni alimina maruz kalan kisilerde el, bilek ve parmakta kasinti hissi veren
egzamalar goriiliir [86]. Ni yetersizliginde, karaciger dehidrogenaz (DH) enzimleri azalir.
Ni’in alerjik reaksiyonlara neden olabilmesi ve kanser ile bazi1 inorganik Ni bilesikleri
arasindaki potansiyel iliski bu metalin gida ve diger c¢evre Orneklerindeki
konsantrasyonunun tayinine ilgiyi arttirmistir.

Magnezyum (Mg) eksikliginde koroner damar spazmlar1 ve kalp kasinda asir
uyarilma, kalp ritminde anormallikler hatta kalp durmasindan ani 6liimler goriiliir. Ayrica
yiiksek tansiyon, bobrek taslar1 olusumu ve sara ndbetleri de goriiliir [87].

Bakir (Cu) insan viicudundaki 30’dan fazla enzimin bilesenidir ve biitiin canlilar

icin gereklidir. Cu elementinin eksikliginde insanlarda Wilson hastaligi, tavuk ve
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kopeklerde rasitizm ve benzeri kemiklesme bozukluklari, sigirlarda ishal ve myokard
enfarktiisii, kuzularda enzootik ataksi goriiliir [88]. Asirt Cu alinmasinda ise kalp-damar
hastaliklar1 ve kan basincinda artis goriiliir. igme sularinda yiiksek Cu konsantrasyonu
bulanti, kusma, karin agris1 ve ishale neden olur. Cu’in kanserle iliskisinin olup olmadigi
bilinmemektedir [89].

Kobalt (Co) canli organizmalarda Bj, vitamini i¢in gerekli bir element olmakla
birlikte fazla miktarlarda alinmasi durumunda toksiktir [90]. Dogada mineral olarak her
yerde bulunur, ancak insanlar genellikle B;, kaynakli besinlerle birlikte alirlar. B,
vitamininin eksikligi anemi, gelismede yavaslama ve norolojik hastaliklar olusturur [91].
Co alinimi Bj, vitaminiyle birlikte olmaktadir, ancak Co’mn ¢ogu Bj, vitamini ile beraber
emilmez. Asir1 Co alimi polisitemiye, soluk alip vermede bozulmaya, kalp biiylimesine ve
genislemesine, bobrek ve karaciger rahatsizliklarina, siniis tasikardiye ve bagisiklik
sistemine olumsuz yonde etki ederek astim krizlerine sebep olur [92].

Kadmiyum (Cd) dogada serbest olarak ¢ok az miktarda bulunur. Cd bakimindan
zengin gidalar insan viicudundaki Cd miktarini arttirabilir. Ornegin; insanlar sigara
ictiklerinde, viicutlarina yliksek miktarda Cd alirlar. Tiitlin duman1 Cd’u akcigerlere tasir,
buradan da kan yoluyla viicudun diger kisimlarina taginir. Miisaade edilen miktardan daha
fazla Cd aliminda ishal, karin agris1, kusma, kemik kirtilmasi, tireme bozukluklari, kisirlik,
merkezi sinir sisteminin yipranmasi, bagisiklik sisteminde hasar, psikolojik bozukluklar,
DNA hasarlar1 ve kanser goriiliir [93,94]. Haftalik Cd alim1 WHO tarafindan 0.007 mg/kg
olarak sinirlandirilmistir.

Mangan (Mn) gri-beyaz renkli ve kirilgan bir maddedir. Mn canli organizmalarin
tim dokularinda diisiik diizeyde bulunur. Karaciger ve bobreklerde depo edilir. Mangan,
biiyiime, kemik gelisimi ve dollenme {izerine etki etmekte ve insanlarda genellikle mangan
eksikligine rastlanmamaktadir. Mn eksikliginde tavuklarda perozis, sigirda kisirlik,
domuzda topallik gorilir [95]. Viicuttaki miktar1 % 0,00005 olup Fe, Cu ve Zn
miktarlarindan ¢ok daha azdir. Organizmada en ¢ok kemik, karaciger bobrek, pankreas,
meme bezleri ve diger salgi bezlerinde bulunur [96]. Mangan en cok yesil sebzeler,
baklagiller, findik, fistik, ¢ay ve kahvede bulunmaktadir [97].

Kursun (Pb) son derece zehirli ve endiistride en ¢ok kullanilan metallerden biridir.
Hava, su ve toprak yoluyla besin zincirine girebilir ve canli hayati tehlikeye sokabilir. Pb
zehirlenmesinin belirtileri; kansizlik, karin boslugunda sanci, néropati ve verimsizliktir. Pb

insanlarda kan enzimlerinin degismesine, hiperaktiviteye ve ndrolojik hastaliklara neden
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olur [73]. Flora galismasinda Pb’un beyinde birikerek toksik etki gosterdigini ve 1Q
degerinin diigmesine sebep oldugunu belirtmistir [98]. WHO haftalik kursun alimin1 0,025
mg/kg viicut agirligr olarak siirlandirmistir.

Molibden (Mo) oksidazlarin ¢ogunun yapisinda yer alir. Insanlar igin toksik
degildir. Mo kanda iirik asit ve gut insidansinda artisa yol acar [81].

Sodyum (Na) sivi ve kan volimiiniin diizenlenmesini saglar. Plazmada Na
konsantrasyonu, biiyiik oranda su alimi ve atimina baglidir. Na diizeyi aldosteron, ADH ve
ANF tarafindan diizenlenir. ANF su ve Na atilimina sebep olur [81].

Krom (Cr) mavi-gri renkli, kolay kararmayan sert bir maddedir. Pankreas ve
karacigeri etkiler. Uzun siire kromla temasta bulunan deride tahris ve alerji goriiliir [99].
Solunum yoluyla alinan kromat karaciger kanserine neden olur [100-102]. Cr’'un WHO

icin tavsiye edilen giinliik alim miktar1 50-200 pg’dir.

2.2.2. Eser Analiz Yontemleri

2.2.2.1. Ornek Céoziiniirlestirme Yontemleri

Spektroskopik yontemlerle drneklerin analizinde numunenin ¢dzelti halinde olmasi
gerekir. Bu sebepten analiz edilecek olan kat1 6rnek ¢ozelti haline getirilmelidir. Bu amagla
Ornegi analize hazirlamada 6rnek once ogiitiilerek homojenlestirilir ve akabinde yakma
veya par¢alama metotlar1 uygulanir. Gidalar heterojen bir yapiya sahip olduklarindan
karisimdaki maddelerden her biri ayn1 miktarda eser element icermez. Bu ylizden eser
elementlerin  tayini i¢in Ornegin homojen olmast zorunludur. Bir Ornegin
cozlinlirlestirilmesi i¢in uygulanan metotlar genellikle yas ve kuru metot seklinde

smiflandirilir.

2.2.2.1.1. Yas Cozme

Asitte yas ¢ozme tek bir asitle gerceklestirilebilecegi gibi birden fazla derisik asidin
karigimi ile de gerceklestirilebilir. Asitlerle ¢oOziiniirlestirme, ylikseltgen asitlerde
¢ozinirlestirme (HNOsz, HCIO4, der H,SO;) ve yiikseltgen olmayan asitlerde
¢Oziiniirlestirme (HCI, HF, H3PO,4, HBr, seyreltik H,SO,4, seyreltik HCIO,) seklinde

ayrilabilir. Orneklerin tam ¢dziiniirlestirilmesinde asitlerin tek kullanilmas1 genellikle iyi
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sonu¢ 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 a¢ik ya da kapali sistem kullanilir.
Kapali sistemde teflon sistem veya basing bombasi altindaki cam-karbon kaplar kullanilir.

Yas ¢oziiniirlestirme genellikle 200 °C’nin altindaki sicakliklarda uygulandiginda
kuru yiikseltgemeye tercih edilir. Ciinkii buharlastirma kayiplari As ve Se gibi bazi
mineraller haricinde yoktur. Ayrica kuru kiillenmeye gore daha biiyliik miktarda asitler
kullanildigindan daha az buharlasma ve daha az adsorpsiyon kayiplari olur. Bununla
beraber yas ¢ozmede As, B, Cr, Ge, Hg, Os, Re, Ru, Sb, Se ve Sn gibi elementlerin
buharlagsma ile kayiplarinin tehlikesi vardir. Kuru ¢6zmeye oranla daha cok ¢oziicii
gerektiginden reaktiflerden gelen kirlenmeler, 6rnek smirlamasi ve daha biiylik dikkat
gosterilmesi geregi gibi dezavantajlar s6z konusudur.

Cozme islemi i¢in kullanilan en yaygin ¢oziicii reaktifler; Nitrik asit (HNO3),
Perklorik asit (HCIO,), Hidroflorik asit (HF), Hidroklorik asit (HCI), Stilfiirik asit (H,SO4),
Hidrojen peroksit (H20O,) ve kral suyudur. HCIO4, ve HF daha az ve 6zel amagh olarak
kullanilmaktadir. Derisik ¢ozeltilerinde ve sicakta iyi bir yiikseltgen olan HCIO4  in
kullanildig1  ¢oziiniirlestirmelerde  HCIO,* in patlayict 6zelliginden dolay1r Grnegin

kurumasina miisaade edilmemelidir.

2.2.2.1.2. Kuru Co6zme

Bu yontemde prensip olarak oOncelikle 6rnekte bulunan su buharlastirilir, sonra
orek kiil edilir (400 °C - 700 °C). Kiilleme tamamlaninca kiil seyreltik bir asit ile
¢oziindiiriiliir. Kiil etme islemi normal basingta sicak firmlarda hava ile yapildigi gibi,
yiiksek basingta bombalarda oksijen ile de yapilmaktadir.

Bu metod basit olmasi, 6rnek miktarinda sinirlama probleminin olmamas: ve daha
az ¢ozilicli kullanilmasina bagli olarak daha az kirlenme riski gibi avantajlara sahiptir.
Bunun yani sira kiilleme siiresince bazi metallerin (B, Cr, Cu, Ni, P, V, Zn gibi) metalik
halde, klortirleri halinde veya organometalik bilesikleri halinde buharlasmasi gibi
dezavantajlar1 vardir. Hg, Pb, Cd, As gibi elementler yiiksek sicaklikta
buharlasabilmektedirler. Kayiplar ¢6ziinmeyen kalintilardan ve kap ylizeyinde

adsorpsiyondan da kaynaklanabilir. Kuru kiilleme uzun zaman gerektirdiginden fazla
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miktar Ornek ile c¢alisitlamamaktadir. Kuru kiillemede elde edilen kiil tekrar
¢oziindiiriiliirken zorluk ¢ikabilmesi, kullanilan malzemelerin kirlenmesi ve asinmasi kuru

¢Oozmenin dezavantajlart arasinda sayilabilir.

2.3. Ceviz (Juglans regia L.) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Ceviz bitkisinin sistematigi soyledir;
Sinif: Dicotoyledoneae

Takim: Juglandales

Familya: Juglandaceae

Cins: Juglans

Tiir: Juglans regia L.

Sekil 2.8. Ceviz bitkisinin genel goriiniisii
Ceviz bitkisi kokulu yapraklar1 olan aromatik bir bitkidir. Dogal yetisme alani;
Karpat Daglar’nin giineyinden itibaren Dogu Avrupa ve Tiirkiye, Irak, Iran'm dogusundan

ve Himalaya Daglar’nin 6tesinde kalan iilkelerdir. Ulkemizde hemen hemen her yerde
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yetisir. Cevizin 6 cinse ait yaklasik 60 tiirii vardir. Ulkemizde ise 2 tiir ve 2 cinsi
yetismektedir [126].

Cevizin, M.O. 750-500 yillarinda Romalilar tarafindan Iran'dan Avrupa'ya
getirildigi bilinmektedir. Cevizin meyvelerini Romalilar bolluk sembolii ve konuk
armagan1 saymislar, agacinin giizelligi, meyvesinin lezzetli ve besleyici olusu ve ayrica
kerestesinin yiiksek ozellikleri dolayisiyla cevize Jiipiter'in meyvesi (Jovis glans) veya kral
cevizi (Juglans regia L.) adin1 vermislerdir [103,104].

En fazla yayilim gosteren ceviz tiirleri; Juglans regia Linn, Juglans cinera Linn ve
Juglans nigra Linn’dir. Bu tiirler arasinda en fazla yetistirileni ve ticari agidan en 6nemli
olan1 Juglans regia L.’dir. Bunun sebebi, bu tiiriin meyvelerinin biiyiik ve lezzetli olmasi
ve ince kabuklu oldugu i¢in kabugunun kolay kirilmasidir [105-107].

Cevizin meyvesi tarimsal hammadde olarak kullanilir. Yesil cevizin, yapraklari,
aga¢ kabuklari, kokleri, meyve kabuklari, meyveleri ve c¢igekleri ise eczacilikta ve
kozmetik endiistrisinde kullanilir [108,109]. Cevizin kabizlig1 giderici ve kan temizleyici
etkisi vardir. Tomurcuklar1 sa¢ dokiilmesini engeller, filizleri ise kilcal damarlari sikistirict
olarak kullanilir.

Cevizin meyvesi yiiksek oranda protein, potasyum, fosfor, magnezyum, demir ve
kalsiyum gibi mineralleri, C ve B vitaminleri ile % 52-70 oraninda doymamis yag asitleri
(omega-3 ve omega-6) igerir. Ayrica, % 24 protein, % 12-16 karbonhidrat, % 1,5-2 lif, %
1,7-2 mineral ve 630 kcal/100 g* enerji igerir [110]. Ceviz meyvesi geleneksel tipta
Oksiiriik, mide [111] ve kanser [112] tedavisinde ve kandaki glikoz oranini diisiirdiigii i¢in
seker hastaliginin tedavisinde kullanilir. Zhang ve arkadaslari caligmalarinda, ceviz
meyvesinin antioksidant aktivitesinin Troloks’dan (E vitamini analogu) daha yiiksek
oldugunu gostermislerdir [113]. Reiter ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, ceviz tiiketimi
sonucunda kandaki melatonin seviyesinin, kalp hastaliklar1 ve kanserin olusumunu ve
gelismesini engelleyebilecek kadar arttigini belirtmislerdir [114]. Zhang ve arkadaglari,
ceviz i¢inde progallol, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, etil gallat, protokatesik asit ve
gallik asit fenolik bilesiklerinin tayinini yapmuslardir. Caligma sonucunda ceviz
meyvesinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 sirastyla soyledir: gallik asit > etil gallat
> pirogallol > troloks > protokatesik asit > vanilik asit > p-hidroksibenzoik asit [113].
Ceviz meyvesinde bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinin ve proteinlerle
etkilesiminin incelendigi diger bir calismada; kabugu soyulmus olan ceviz iglerinin

soyulmamis olanlara gore daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi gozlenmistir [115].
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Kaya caligsmasinda, volkanik daglarin eteginde yetisen 5 ¢esit ceviz meyvesinin agir metal
iceriklerini belirlemistir. Calismada su sonuglar elde edilmistir; Cd 0.40-1.02, Co 0-3.49,
Cr 20.13-34.60, Cu 85.20-170.60, Mn 165.10-772.70, Ni 21.97-57.88, Pb 0-5.31, Zn
668.0-1283.0 mg/kg [116]. Tosun ¢alismasinda, ceviz meyvesinde bulunan bazi mineral ve
eser elementlerin tayinini yapmistir. Calismada bulunan sonuglar sdyledir; Se 19.58+0.24x
10°, Pb 58.42+28.36x 10° Cd < 0.25x 10°, Zn 3.19+0.0048, Mn 3.08+0.39, Mg
263.19+£10.32, K 653.83+61.25, Fe 3.4740.56, Cu 1.84+0.15, A1 < 0.5 mg/100mg [117].
Ceviz yapraklarinda familyanin diger liyelerinde de oldugu gibi tanen, ugucu yag ve
bir naftakinon tiirevi olan juglon ve hidrojuglon-B-glukosit bulunmaktadir. Bu nedenle 6len
bitki organlarmin rengi bu maddelere bagli olarak siyah renge doner [118]. Geleneksel
tipta vendz yetmezligi ve hemoroid tedavisinde kullanilir. Antidiyareik, antihelmintik, kan
temizleyici ve kanamayt durdurucu ozellikleri vardir [119-121]. Ayrica keratolitik,
antifungal, hipoglisemik, antiscrofula ve sakinlestirici etkisi oldugu bulunmustur.
[122,123]. Pereira ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ceviz yapraklariin mide-bagirsak ve
solunum yollar1 enfeksiyonlarina sebep olan bakteriler i¢in iyi bir antimikrobiyal ajan
oldugunu ve serbest radikallerin sebep oldugu hastaliklar1 dnleyen fenolikler bakimindan
zengin oldugunu belirtmislerdir. Yine ayni calismada, ceviz yapraklarindaki 10 tane
fenolik bilesik kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmistir. Tayin edilen fenolik bilesikler
sunlardir; 3-ve 5-kafeoilkuinik asitler, 3-ve 4-parakumaroilkuinik asitler, parakumarik asit,
kuersetin 3-galaktosit, kuersetin3-pentosit derivativ, kuersetin3-arabinozit, kuersetin3-
ksilozit ve kuerstein3-ramnosit [108]. Ceviz yapraklariyla yapilan bagka bir ¢alismada;
ceviz yapraklar1 Oziitlerinin juglonun bakteriler ve funguslar {izerinde antibakteriyel ve
antifungal etkileri oldugu, fungus 6ldiiriicii olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir [103].
Turan yaptig1 ¢alismada; ceviz yapraklarinda, fenolik madde ve juglon miktarlarinin
Agustos-Eyliil aylarinda en yliksek diizeyde, ilkbahar ve yaz baslarinda ise en diisiik
seviyede oldugunu tespit etmistir [124]. Kaya calismasinda; Gaziantep sanayi sitesinde
calisir durumdaki akii fabrikasina yakin olan ceviz agacit yapraklarindaki Pb
konsantrasyonunun kontrol grubu olarak kabul edilebilen (az kirlenmis bolge) Gaziantep
Bagpinar sanayi sitesindeki ceviz agaci yapraklarindaki Pb konsantrasyonundan yaklasik
66 kat daha yiiksek oldugunu belirtmistir [125]. Tosun ¢alismasinda, ceviz yapraklarinda
bazi eser element ve minerallerin tayinini yapmistir. Calismada elde edilen sonuglar

sOyledir; Al 92.83+6.41, Cu 0.69+0.12, Fe 61.54+2.75, K 2041.67+330.97, Mg
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583.50+4.22, Mn 10.97+0.37, Zn 1.93£0.074, Cd 2.87+0.51x107, Pb 94.11+7.58 x107,
Se 31.53+4.80 x10"® mg/100g [117].

Cevizin yesil kabugu, boyar madde yapiminda kullanilir. Tikiiriglin pH degerini
yiikselttigi i¢cin dislerde oral hijyeni gelistirir, dis plagini, ¢liriik olusumunu, iltihaplanma
ve peridental enfeksiyonlar1 engelleyebilir [126]. Gliglii bir antioksidant oldugu i¢in saglik
problemlerine neden olan patojenik bakterilerin (Gram +) gelismesini engeller [127].
Stampar ve arkadaglar1 calismalarinda, cevizin yesil kabuguyla yapilan ceviz likoriinde
juglon, hidroksisinnamik asitler, hidroksibenzoik asitler ve flavonoidlerin tayinini
yapmuslardir ve ceviz likoriiniin antioksidant kapasitesinin yiiksek oldugunu belirtmislerdir
[109]. Arora ve arkadaslari cevizin yesil kabugundan su, aseton ve kloroform ile
ekstraktlar hazirlanmis ve cevizin asetondan hazirlanan ekstraktlarinin bakterilere karsi
%098 lik inhibisyon etkisi gosterdigini tespit etmislerdir [128]. Mouhajir ve arkadaslar
caligmalarinda, cevizin yaprak ve yesil kabuk kismindan hazirlanan 6ziitlerinin siniizit,
soguk algmlhigi, deri enfeksiyonlari, kurdesen ve mide rahatsizliklarina karsi tedavi edici
ozelliginin oldugunu bulmustur [129]. Kurt yaptigi calismada, ceviz kabuklarinin
antimikrobiyal aktivitesinin oldugunu saptamistir [126]. Oliveira ve arkadaslari, 5 farkl
ceviz kiltliriniin (Franguette, Mayette, Marbot, Mellenaise ve Parisienne) yesil ceviz
kabugunda antimikrobiyal aktivite, antioksidan potansiyeli ve toplam fenolik bilesik
miktar1 tayini yapmuslardir. Toplam fenolik asit miktar1 icin en diisik deger Mellanaise
kiiltiirtinde (32,61 mg/g), en yiiksek deger Franguette kiiltiiriinde (74.08 mg/g)
bulunmustur [127]. Amaral ve arkadaslar1 calismalarinda, yesil ceviz kabugunun gii¢lii bir
antioksidan aktivitesi oldugunu ve saglik sorunlarina yol acan farkli patojenik bakterilerin

(Gram +) biiylimesini engelledigini belirtmislerdir [130].
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3. ANALiZ YONTEMLERI

3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

S1vi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC), ¢ok kiigiik dolgu maddeleriyle doldurulan kolonlara (sabit faz)
yiiksek basing uygulanarak yapilan kromatografi tiiriidiir.

Yiiksek performans sivi kromatografisi, biitiin analitik ayirma metotlar1 arasinda en
cok kullanilanidir. Bunun nedeni, bu metodun:

1. Hassas olmasi,

2. Sicakliga hassas olan maddelere bile uygulanabilmesi,

3. Dogruluk dereceleri ve kesinlikleri yiiksek sonuclar vermesidir.

HPLC giiniimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi, bitki
kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini i¢eren alanlarda ayirma ve analiz i¢in vazgecilmez
bir arag olarak kabul edilmektedir. Bilhassa diger kromatografik tekniklere uygun olmayan
bilesiklerin ayrilmasi ve analizi i¢in uygundur. Cevre sicakliginda termal olarak kararsiz
bilesikleri ve yiiksek polarliktaki bilesikleri herhangi bir tlirevlendirme olmaksizin
ayirabilir ve analiz edebilir [132].

Metodun uygulanabildigi baslica alanlar s6yledir:

a. Niikleik asitler,

b. Terpenoitler,

c. Pestisitler,

d. Antibiyotikler,
e. Steroitler,

f. Proteinler,

g. Aminoasitler,
h. Hidrokarbonlar,

Karbonhidratlar,

J.  Metal organik bilesikleri,
k. Bazi inorganik maddelerdir.



3.1.1. HPLC Cihaz1

HPLC cihaz1 sematik olarak Sekil 3.1.’de verilmistir.

Basmg Olcer S faz van gecigi
(Corziicit
Yitksek @
Basmg¢ 1 < ;
Pompas1
Nurnune

Numune yvan gegisi

A §
il

Coziicii Eromatografi
Hamesi kolomm

o {Dedein

Yama

Sekil 3.1. HPLC cihazinin sematik goriiniimii [133].

Her cihazda en az bir tane 500 mL’lik camdan veya paslanmaz ¢elikten bir ¢dziicii
haznesi bulunur. Cihazda ¢oziiciide ¢ozlinmiis halde bulunan oksijen, azot gibi gazlar
uzaklastirmak icin de bir sistem bulunur. Bu sistemle ¢oziiciide ¢oziinen gazlar disart atilir.
Aksi halde bu gazlar dedektorii olumsuz yonde etkiler. Gaz uzaklastirict olarak;

a. Vakum pompasi,
b. Destilasyon cihazi,
C. Isitma sistemi,
d. Coziiciiyl karistiran bir sistem,
e. Coziicliden inert gaz geciren bir sistem kullanilir.
Bir numunenin bilesenlerine ayrilmasi sadece bir ¢6ziicii kullanilarak yapilirsa buna

isokratik eliisyon, farkli polaritede iki veya daha fazla ¢oziicli kullanilarak yapilirsa buna
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dereceli eliisyon denir. Dereceli eliisyonda ¢oziicii bilesimi programlama yaparak devamli
ya da basamakli olarak artirilabilir. Dereceli eliisyon izokratik eliisyondan daha iyi

sonugclar verir.

3.1.2. Yiiksek Basin¢ Pompasi

Yiiksek basing pompasinin vuruntu yapmamasi i¢in ileri geri hareket eden pistonlu
pompalar kullanilir. Pompanin vuruntu yapmasi istenmeyen piklerin ortaya ¢ikmasina
sebep olur. Boyle pompalarda pistonun geri hareketinde sivi pistona emilir, ileri
hareketinde basilir.

Daha iyi sonu¢ almak i¢in farkli fazda iki pompa da kullanilabilir. Bu metotta
pompa sistemi ¢ok dnemlidir. Bunun nedenleri baslica sdyledir:

1. Yaklasik 300 atmosferde ¢alisilmasi,

2. 0,1-10 mL/dk arasinda degisen bir akis hizina ihtiya¢ duyulmasi,

3. Akis hizi kontroliiniin ve tekrarlanabilirligin gerekmesi,

4. Pulsuz ¢ikislarin istenmesidir.

Bu kromatografi dalinda basincin yiiksek olmasi, biiylik bir engel degildir. Ciinkii
stvilarin sikisma kabiliyeti ¢ok diisiiktiir. Boyle bir c¢alisma yaparken bir ariza olmasi
halinde patlama meydana gelmez. Sistemde meydana gelebilecek bir kirilma sadece sivi
akmasina neden olur. Ancak, akan sivinin yangina sebep olabilecegini unutmamak gerekir.

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

1. Silindir yollu pompalar,

2. Yer degistirme veya siringaya benzer pompalar,

3. Pnomatik pompalardir.

Bunlardan en ¢ok kullanilani da silindir yollu pompalardir.

3.1.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Numune enjeksiyonu yiiksek basingta yapilir. Numune yiiksek basingla hareket
eden hareketli faza karisir ve kolondan ¢oziinmiis halde geger. Kullanilan hacim, birkag
uL-500 pL arasinda olmalidir. Ciinkii agir1 numune yiiklenmis kolonlarda goriilen bant
genislemesi de keskinligi etkiler. Numune ilave edilirken basincin diisiiriilmemesi gerekir.

Bunun i¢in numune ilave etme halkas1 denen 6zel bir cihaz kullanilir.
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3.1.4. Kolonlar

Tipik bir HPLC kolonunun ¢ap1 3-4 mm, uzunlugu 10-40 cm’dir. Kolon ¢aplar1 ve
uzunluklar tayin edilecek bilesige gore degisir. Kolon paslanmaz ¢elikten yapilir. Kolonun
i¢ yiizliniin camla veya teflonla kaplanmas1 daha iyi sonug¢ verir. Dolgu maddesi olarak
kullanilan silika jel pargalarinin biiyiikliigli genelde 5-10 um’dir.

HPLC’de bazen kalinlig1 daha biiyiik olan cam kolonlarda kullanilabilir. Boyle

durumlarda i¢ basin¢ ¢cok daha diisiik olmalidir.

3.1.4.1. Koruyucu Kolonlar

Analitik kolonlar, c¢ok degerli cihazlar olduklarindan, hareketli faz bunlara
gelmeden Once bir kolondan gegirilir. Bu kolonda ¢oziiciide olmasit 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
stvisint korumasidir. Koruyucu kolondan gecen hareketli faz sivisi, sabit faz sivisiyla
doymus hale gelir ve analitik kolondaki sivi azalmamis olur. Koruyucu kolonun yapimu,

dolgu maddesinin biiyiikliigii hari¢ analitik kolonla ayni olmalidir.

3.1.4.2. Kolon Termostatlar:

Kolonlar genel olarak oda sicakliginda ¢alistirilir. Ancak, ¢cok 6zel durumlarda ve
daha iyi kromatogramlar elde etmek icin kolonlar bazen bir termostat i¢ine 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.
3.1.4.3. Kolon Dolgu Maddesi Tipleri

Kolon dolgu maddesi olarak genelde boncuk seklinde iki tip madde kullanilir.
Birinci tip maddeler gbzenekli olmayan cam veya bir polimerden yapilir. Caplar1 genel

olarak 30-40 um’dir. Yiizeylerine gozenekli yapida silika, aliimina veya iyon degistirme

recinesi kaplanir. Bu uygulamalarda, bu sekilde kaplanmis olan boncuklarin {istiine bir
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kaplama daha yapilir. Bu daha 6nce yapilan kaplamanin iistiine 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.

Boncuk seklinde olan ikinci tip maddeler gézeneklidir. Bunlar ¢aplari 3-10 um olan
mikro parcaciklardir. Bunlar da silika, aliimina ve iyon degistirme reginelerinden yapilir.
Ancak, en ¢ok silikadan yapilanlar kullanilir. Gozenekli madde neden yapilmis olursa

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

3.1.5. Dedektorler

Hareketli fazda meydana gelen fiziksel veya kimyasal degisiklikleri izleyerek
kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina imkan saglayan elektronik araglar dedektor olarak
adlandirilmaktadir. HPLC’de genel ve 6zel amacli olmak {izere iki tip dedektor kullanilir.
Genel amagli dedektorler, hareketli fazin kirma indisini, dielektrik sabitini, yogunlugunu
olger. Ozel amacli dedektdrler ise bir maddenin UV adsorpsiyonunu, floresansin,

diffiizlenme akimini 6lger.

3.1.5.1. Fotodiyot Array Dedektorii (Photodiode Array Dedector-DAD)

UV/VIS dedektorden farkli olarak, 512 elementten olusan bir yiizeyde, her
elementin ayr1 bir dalga boyundaki absorbansini es zamanli olarak Slgebilir. Boylece 3
boyutlu kromatogramlar elde edilir ve biitiin piklerin ¢ok hizli spektrum taramasini
goriilebilir. Bagka bir avantaji istenilen dalga boyu aralifinda c¢alisilabilmesidir Kullanilan

151k kaynagi déteryum veya tungsten lambadir.

3.2. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (AAS)

Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS), 15181 gaz halindeki atomlar tarafindan
absorpsiyonunun Olciilmesi ilkesine dayanir. Is181 absorplayan atomlar, temel enerji
diizeyinden, kararsiz uyarilmis enerji diizeylerine gecerler ve absorpsiyon miktari, temel
diizeyindeki atom sayisina baglidir. AAS 60'dan fazla metal veya yari-metalin kantitatif

tayini i¢in duyarl bir yontemdir.
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3.2.1. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi Cihazi

AAS’nin en 6nemli bilesenleri, analiz elementinin absorplayacagi 1isimay1 yayan
151k kaynagi, ornek c¢oOzeltisinin atomik buhar haline getirildigi atomlastirici, calisilan
dalgaboyunun diger dalgaboylarindan ayrildigt monokromatér ve 151k siddetinin l¢tildiigi
dedektordiir.

ISIK . . .
KAYNAGI HATOMASTIRICIHMGNOL:ROMATOR}—» DEDEKTOR —H KAYDEDIC

Sekil 3.2. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi cihaz semasi

3.2.2. Isik Kaynaklari

3.2.2.1. Oyuk Katot Lambalar:

Atomik absorpsiyon olgiimleri i¢in en ¢ok oyuk katot lambalar1 tercih edilir. Oyuk
katot lambalari, diisiik basingta (1-5 torr) helyum, neon veya argon gibi asal bir gazla
doldurulmus silindir bi¢imindeki lambalardir. Lambanin gévdesi camdan, 1s1n kaynaginin
cikacagl pencere ise pyrex veya kuvarstan yapilmistir. Ayrica katot etrafinda camdan bir
perde bulunur. Bu lambalarda kullanilan katot, oyuk bir silindir seklindedir. Katot, ya tayin
edilecek elementten yapilir ya da tizeri bu elementle kaplanir. Anot ise tungsten ya da

nikelden yapilmis bir teldir.
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Sekil 3.3. Oyuk katot lambast

Anot ile katot arasina 100—400 voltluk bir gerilim uygulandiginda lamba icerisinde
bulunan asal gaz atomlar1 iyonlasir. Boylece ortamda iyonlar ve elektronlar olusur. Olusan
bu iyonlar katoda dogru go¢ ederler. Bu go¢ sonucu 5-25 mA’lik bir akim olusur. Iyonlar
katot tarafindan hizla c¢ekilir ve katot yiizeyine carparlar. Bu carpma sonucu katot
yiizeyindeki metal atomlarim1 koparir ve uyarirlar. Uyarilan atomlar, temel enerji
diizeylerine donerken katot elementinin karakteristik dalga boyunda (monokromatik) 1s1ma
yayarlar. Temel hale donen atomlar tekrar katot iizerine ve cam perdeye ¢okerler. Katodun
silindirik olmasi, 151n demetinin dar olmasin1 ve atomlarin tekrar bir araya toplanmasini
kolaylagtirir.

Oyuk katot lambalarinin en 6nemli dezavantaji her elemente 6zgii ayr1 bir oyuk
katot lambasina ihtiya¢c duyulmasidir. Bu nedenle cok elementli oyuk katot lambalar
gelistirilmesi  diisiiniilmiistiir. Bu lambalarda katot, incelenecek elementleri igeren
alasimlardan, metalik bilesiklerden veya toz haline getirilmis metal karigimlardan yapilir.
Cok elementli lambalarda ortaya c¢ikan en onemli sorun, 6zellikle iicten fazla element
iceren lambalarda, lambanin emisyon siddetinin azalmasi ve bunun sonucu olarak
gbzlenebilme sinirinin artmasidir.

Katot lambalarina uygulanan yiiksek gerilim, yiiksek akim meydana getirir. Yiiksek
akim da siddetli 151n demeti meydana getirir. Yiiksek gerilimde katot yiizeyine dogru ¢ok
hizlanan atomlarin yaydigi 1sinlarda Doopler genislemesi biiyiik olur. Doopler genislemesi

demek, yayilan 1s1n1in az da olsa istenen dalga boyundaki 151n olmaktan sapmasi demektir

[133].
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3.2.2.2. Elektrotsuz Bosalim Lambalari

Elektrotsuz bosalim lambalar1 oyuk katot lambalarindan c¢ok daha siddetli 1s1n
demetleri yayarlar. Ancak kesinlik 6lgiileri oyuk katot lambalarmin ki kadar iyi degildir.
Bu lambalar As, Se, Sb gibi ugucu ve kii¢iik dalga boylarinda (< 200 nm) absorpsiyon ve
emisyon yapabilen elementler i¢in gelistirilmislerdir. Bu lambalarda elektrotlar lambanin
kuvarstan yapilmis dis ¢eperine yerlestirilmislerdir. Tiiplin i¢inde birka¢ torr basingta
argon gibi inert bir gaz ve 1-2 mg analiz elementi vardir. Lambaya uygulanan siddetli bir
radyo frekansi veya mikrodalga 1sin etkisiyle lambada bulunan metal atomlar1 uyarilir.

Uyarilan atomlar temel hale donerken metale 6zgii 151n yayarlar.

3.2.3. Atomlastirici

Absorpsiyon hiicresi olarak da adlandirilan atomlastiricinin  gorevi, ornekteki
iyonlardan ve molekiillerden, analizi yapilacak elementin temel diizeydeki atom buharini
olusturmaktir. AAS’de analizin basaris1 atomlagsmanin etkinligine bagli oldugundan,
diizenegin en Onemli bileseni atomlastiricidir. Atomlagtiricilar alevli ve alevsiz

atomlagstiricilar olmak iizere ikiye ayrilabilirler.

3.2.3.1. Alevli Atomlastirici

AAS’de numune ¢ozeltisi, basingli bir gazla devamli ve diizgiin olarak ¢ok ince bir
sis haline doniistiiriiliir. Basingli gaz sis haline gelmis numuneyi aleve piiskiirtiir. Numune
burada c¢oziiciisiinii kaybeder. Coziiciisiinii kaybeden numune sicakligin etkisiyle kati
molekiiler tanecikler haline gelir. Sonra bu molekiillerin ayrigmasi sonucu, gaz halinde
atomlar olusur. Bu atomlar da iyonlasirlar ve bunlardan da iyonlar ve elektronlar olusur.
Bu islemler sonucunda olusan gaz halindeki molekiiller, gaz halindeki atomlar ve gaz
halindeki iyonlarin hepsi uyarilabilir. Sekil 3.4.°de alevli atomlastirict kullanildiginda

ornegin alevde ge¢irdigi degisimler verilmistir.
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Sekil 3.4. Alevli atomlastirmada meydana gelen islem basamaklari

3.2.3.2. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisinde Kullanilan Alev Tipleri

AAS’de kullanilan alev tipleri Tablo 3.1.’de verilmistir. Yakic1 gaz olarak hava
kullanildiginda sicaklik 1800-2250 °C araligindadir. Bu sicakliklarda, sadece kolaylikla
bozunan numuneler atomlastirilir. Daha yiiksek sicakliklarda uyarilabilen agir metaller
icin, oksijen veya nitrdz oksit kullanilir. Bu yakici gazlarla kullanilan yakitlar genellikle

2500-3100 °C sicaklik olustururlar.
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Tablo 3.1. AAS’de kullanilan alev tipleri ve 6zellikleri

YANICI GAZ YAKICI GAZ SICAKLIKC ‘
Dogal Gaz Hava 1800
Dogal Gaz Oksijen 2750
Hidrojen Hava 2000
Hidrojen Oksijen 2600
Hidrojen Azot oksit 2690
Asetilen Hava 2250
Asetilen Oksijen 3100
Asetilen Diazotmonoksit 2800
Propan Hava 1900

3.2.3.3. Alevsiz Atomlastiricilar

AAS’de atomlastiric1 olarak alev disinda sistemler de kullanilir. Bunlar,
elektrotermal atomlastiricilar olarak da adlandirilan grafit firinlardir. Elektro termal
atomlagtiricilar, 1sinmalar1 i¢in ayr1 bir gli¢ kaynagi gerektirirler ve daha pahali
sistemlerdir. Ancak alevli atomlastiricilara goére bircok avantaja sahiptirler. Bu
atomlastiricilarda ¢ok kiiclik o6rnek hacimlerinde (5-50 pL) caligilabilir. Aleve
puskiirtiilmesi zor olan viskozitesi yliksek sivilarin tayini yapilabilir. Atomik buharlarin
151k yolunda daha fazla siire kalmasi sebebiyle aleve gore duyarliliklar1 daha fazladir.

Grafit firmmlar 10 cm uzunlugunda, i¢i tantal filmi ile kaplanmig bir grafit tiipten
olusur. Tiipiin i¢inden siirekli olarak azot veya argon gazi gecirilerek oksijen gazinin etkisi

engellenir. Grafit firin diisiik gerilim (10 V) ve yiiksek akimla (500 A) 1sitilir.

3.2.4. Monokromator (Dalga Boyu Secici)

AAS’de her elemente 6zgii oyuk katot lambasi kullanilir. Bu yiizden monokromatdr
sadece analiz elementinin rezonans hattin1 diger hatlardan ayirir. Cok basit bir
monokromator, bile emisyon spektrumu karmagsik elementler i¢in bu ayirmayi saglayabilir.

AAS’de monokromatér olarak prizmadan yapilmis diizenekler kullanilir.

Prizmalarda dalga boyunun segilmesi farkli dalga boylarindaki 1s18in prizmaya giriste ve
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cikista farkli miktarlarda kirilmast ilkesine dayanir. Prizma 151k kaynagina gore
dondiiriilerek, cesitli dalga boyu degerlerine sahip 15181 bir araliktan gegerek madde ile
etkilesmesi saglanir.

Cornu tipi prizmalarda, prizma ic¢inde kirilmaya ugrayan 1sik, prizmanin Oteki
yiizlinden ¢ikarak ¢esitli dalga boylarina dagilir. Littrow tipi prizmalarda ise, prizmanin bir
yiizii Aliiminyum ayna ile kaplidir ve prizmaya giren 151k, ayni yiizeyden cesitli dalga

boylarma ayrilarak prizmayi terk eder.

3.2.5. Dedektor

AAS’de dedektor olarak fotogogaltict tiipler kullanilir. Fotogogalticilar, 1518a
duyarl bir katot, art arda dizilmis dinodlar ve bir anottan meydana gelir. Katot Cs, Sb gibi
kolay iyonlasabilen bir alagimla kaplidir. Monokromatorden gelen bir foton, katot yiizeyine
carparak bir elektron koparir ve bu elektron dinoda carparak elektronlar koparir. Daha
sonra dinoda c¢arpan her bir elektron, dinot yiizeyinden bir¢ok elektron daha koparir. Bu
islem bu sekilde devam eder. 12 dinod i¢in >1.7x10" elektron aci8a ¢ikar. Sonugcta foton

sinyali elektronik sinyale ¢evrilmis olur.

3.2.6. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisinde Girisimler (Engellemeler)

Atomik absorpsiyon spektroskopisinde analizi yapilacak Ornegin ozelligine gore,
hem alevli hem de elektrotermal atomlastiricili AAS’lerinde, birgok engelleme ile
karsilasilir. Bu engellemeleri 5 grupta inceleyebiliriz;

e Kimyasal Girigimler,

Iyonlagma Girisimleri,

Spektral Girigimler,

Zemin Girisimleri,

Fiziksel Girisimler.

3.2.6.1. Kimyasal Girisimler

Kimyasal girisim, atomlagma sirasinda olusan kimyasal islemlerden dolay: analitin

absorpsiyon karakteristiginin degigsmesidir. Atomlagma sirasinda serbest atomlarin ortamda
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bulunan 6teki atom veya radikallerle tepkimeye girerek baska formlara doniismesi, zor
eriyen veya buharlagsan tuzlarin olusmasi ve bu molekiillerin tam olarak ayrismasiyla
kimyasal girisimler meydana gelir. Ozellikle alevli atomlastiricilarda, analitin oksijenle
tepkimeye girmesi sonucu olusan kararli bilesikler (oksitler, hidroksitler, karbiirler veya
nitriirler), atom derisiminin azalmasina ve absorbansin olmasi gereken degerden daha
diisiik ¢ikmasina sebep olur. Oksit olusumu alevdeki oksijen miktarinin azaltilmasiyla
onlenebilir. Ornegin; hava-asetilen alevi yerine N,O-asetilen alevi kullanilarak oksijen
miktar1 azaltilabilir. Bu girisimleri engellemenin diger bir yolu da spektroskopik tampon
maddeler kullanmaktir. Spektroskopik tampon, girisime neden olan bilesenlerden biriyle

reaksiyona girerek kararli bilesiklerin olugmasini engeller.

3.2.6.2. iyonlasma Girisimleri

Iyonlasma girisimi, atomlasma sirasinda atomlarn  6nemli bir kisminin
iyonlasmasiyla olusur. Iyonlarla atomlarin spektral hatlar1 ayn1 olmadig: icin iyonlasma
girisimi, absorbans degerinin normalden daha diisiik ¢ikmasma sebep olur. Iyonlasma
girigimi, atomlastiricinin  sicakliginin ¢ok yiikksek oldugu durumlarda gergeklesir.
Iyonlasmay1 engellemek icin; atomlastiricinin sicakhig1 diisiiriilebilir, alevli atomlasticida
propan-hava alevi kullanilabilir, 6rnek ve standart ¢ozeltilerine lityum, potasyum ve

sezyum gibi kolaylikla iyonlasan elementler eklenebilir [131].

3.2.6.3. Spektral Girisimler

Spektral girisim, iki elementin veya bir elementle c¢ok atomlu tiirlerin ayni
dalgaboyundaki 15181 absorplamasiyla ya da yaymasiyla olusur. Spektral girisimler,
analizde pozitif ve negatif hataya sebep olur. Analitden baska 15181 absorplayan tiirlerin
varlig1 pozitif hataya sebep olur. Dedektore ulagsmasi gerekenden daha az 1s1ma ulasir ve
bdylece absorbans degeri biiylir. Bunu engellemek icin analizi yapilacak elementin diger
elementle cakigmayan bir spektral hatti kullanilir. Analitin absorpladigi dalgaboyunda
1s1ma yayan tiirlerin varlig ise negatif hataya sebep olur. Dedektore ulagmasi gerekenden
daha fazla 1s1ma ulasir ve absorbans degeri kiigtiliir. Bunu 6nlemek i¢in dedektor, oyuk
katot lambasindan Ornege gelen 151 Oniine yerlestirilen 151k boliiciiniin frekansina

ayarlanir ve boylece dedektor bu frekans digindaki 1isimalart algilamaz [131].
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3.2.6.4. Zemin Girisimleri

Ornek ¢dzeltisinde bulunan molekiil ve radikallerin 15181 absorplamasi ya da kiigiik
parcaciklarin 15181 sagmasi analizde hatalara neden olur. Bu tiir hatalara zemin girisimleri
denir. Zemin girisimleri AAS’ de en 6nemli hata kaynagidir ve dniine gegilmesi igin 6zel

yontemler gerektiren bir engellemedir.
3.2.6.5. Fiziksel Girisimler

Fiziksel girisimler, ¢ozeltilerin viskozitesi, yiizey gerilimi ve 6zgiil agirhig gibi
fiziksel Ozelliklerinin 6rnek ve referans maddede farkli olmasi nedeniyle ortaya ¢ikan

engellemelerdir. Fiziksel engellemeler, 6rnek ve standart c¢ozeltilerin fiziksel 6zellikleri

birbirine benzetilerek giderilebilir.

35



4. MATERYAL — METOD

4.1. Kullanilan Cihaz — Cam Malzeme

Bu c¢aligmada fenolik asitlerin tayini i¢in Shimadzu marka Yiiksek Performansli

S1vi Kromatografisi, SPD-M10Ayp Diode Array Dedektorii (DAD) ile birlikte kullanildi.

Metallerin tayini igin kapali ortamda mikrodalga ile ¢oziiniirlestirme ve kuru
kiilleme ile ¢oziinlirlestirme metodlart uygulandi. Kapali ortamda mikrodalga ile
¢ozliniirlestirme i¢in Perkin Elmer AA 800 Analyst Atomik Absorpsiyon Spektrometresi
ve BERGHOF MWS-2 mikrodalga firin kullanildi. Kuru kiilleme ile ¢6ziiniirlestirme igin

Unicam 929 AA Spectrometer Atomik Absorpsiyon Spektrometresi ve Fenton Furnaces

marka kil firin1 kullanildi.

Tablo 4.1. HPLC i¢in uygulanan parametreler

Standart Alikonma Enjeksiyon | Sicaklik (°C) Dalgaboyu
Zamam (dk) | Hacmi (uL) (nm)
Kafeik Asit 2,818 2 32 330
Vanilik Asit 3,059 2 32 254
Ferulik Asit 4,593 2 32 330
Rosmarinik Asit 5,652 2 32 330

Kullanilan diger yardimci malzemeler sunlardir;

1- Ultra saf su cihazi

2- Etiv

3- Kolon (Macherey Nagel (MN) EC 150/4.6 Nucleodur 100-5 C18 ec)
4-  Elektronik terazi

5- Santrifiij (Hettich Zentrifugen Universal 320 R)

6- Isitilict manyetik karistiric

7- Homojenizator (Miccra)

8- Mikrodalga teflon kaplar1

9- Otomatik pipet

10- Vial tiip




11- Siizge¢ kagidi (125 mm)

12- Degisik biiytikliikte pipet, beher, balon joje, meziir, vb. cam malzemeler.

4.2. Kullanilan Standart Cozeltilerin ve Reaktiflerin Hazirlanmasi

4.2.1. Fenolik Asitlerin Tayini I¢in Standart Cézeltilerin Hazirlanmasi

Standart ¢ozeltiler; kullanilan fenolik asitlerin (vanilik asit, kafeik asit, rosmarinik
asit ve ferulik asit) HPLC saflikta 500 ppm’lik stok ¢dzeltileri hazirlandi.

Mobil faz; 10 mM’lik H3PO, ¢6zeltisi ve metanol (75:25) kullanildi. Mobil faz akis
hiz1 1 ml/dk olarak belirlendi.

4.2.2. Metallerin Tayini icin Standart Cézeltilerin Hazirlanmasi

4.2.2.1. Kapah Ortamda Mikrodalga Ile Coziiniirlestirme I¢in Standart Cozeltilerin

Hazirlanmasi

Co, Ni ve Mn Stok Cozeltileri: Merck marka 1000 ppm’lik Kobaltin standart stok
¢ozeltisinden 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1 ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandi.

Pb ve Cu Stok Cozeltileri: Merck marka 1000 ppm’lik Kursunun standart stok
cozeltisinden 1, 2, 3, 4, 5 ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandi.

Fe ve Zn Stok Cozeltileri: Merck marka 1000 ppm’lik Demirin standart stok
¢oOzeltisinden 1, 2, 3, 4 ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandi.

4.2.2.2. Kuru Kiilleme ile Céziiniirlestirme Icin Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cu Stok Cozeltisi: Merck marka 1000 ppm’lik Bakirin standart stok ¢ozeltisinden
0.1,0.2,0.4, 0.8, 1, 2, 3 ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandi.

Zn Stok Cozeltisi: Merck marka 1000 ppm’lik Cinkonun standart stok
¢oOzeltisinden 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1, 2, 3, 4, 5 ppm’lik ¢6zeltiler hazirland.

Fe Stok Cozeltisi: Merck marka 1000 ppm’lik Demirin standart stok ¢dzeltisinden
0.3,0.6,1,2,4,3, 6,9 ppm’lik ¢ozeltiler hazirlandu.
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4.3. Orneklerin Temini

Kaman ve Yalova cinsi ceviz ornekleri Elazig ve yoresinden temin edildi. Analiz
i¢in ceviz bitkilerinin yaprak, yesil kabuk ve meyve kisimlar1 kullanildi. Ornekler analize
kadar dondurucuda muhafaza edildi. Saf suyla yikanarak 75 °C’de 24 saat etiivde
kurutuldu. Kurutulan 6rnekler ogiitiilerek asagidaki yontemler uygulanarak analizler i¢in

hazirlandi.

4.4. Fenolik Bilesik Tayini I¢in Bitki Orneklerinin Ekstraksiyonu

Homojenize edilmis olan bitki 6rneklerinin her birinden 2 g tartildi. 10 ml metanol
ilave edilip homojenizator ile karistirildi. 24 saat sogutucuda bekletildikten sonra 9000
devirde 15 dk santrifiij edildi. Santrifiijj edilen ekstraktlar analiz edilinceye kadar
sogutucuda bekletildi. Viallere alinarak HPLC’de analizleri yapildi.

4.5. Bitki Orneklerinin Metal Tayini icin Céziiniirlestirilmesi

4.5.1. Kuru Kiilleme le Coziiniirlestirme

Kurutulmus 6rneklerden 1 g tartildi. Kiil firmninda 100, 200, 300, 350, 400 ve 450
°C de gaz cikislar1 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 saf nitrik asit tekrar eklenerek kurutma islemi tekrarlandi. Kalinttya 10 mL, 0.1IN nitrik
asit ¢ozeltisi eklendi ve siizge¢ kagidi yardimiyla siiziildii. Stizme isleminden sonra elde

edilen berrak ¢ozeltilerin AAS ile 6l¢timleri yapildi.

4.5.2. Kapah Ortamda Mikrodalga ile Céziiniirlestirme

Kurutulmus &rneklerden 100 mg tartildi. Ornekler teflon kap igerisine alimip
lizerine 5 mL nitrik asit ve 2 mL hidrojen peroksit eklenip 30 dk bekletildi. Ornekler
mikrodalga firinda 1sinlandi. Mikrodalga firin1 i¢in uygulanan parametreler Tablo 4.2.’de
gosterilmistir. Seyreltme islemleri uygulanarak son hacim 10 mL ye tamamlandi. Elde

edilen berrak ¢ozeltilerin AAS’de 6l¢iimleri yapildi.
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Tablo 4.2. Mikrodalga firini i¢in uygulanan parametreler

Basamak 1 2 3 4
T°C 145 170 100 100
Gii¢ % 80 80 80 80
Zaman (dk) 5 10 10 10

4.6. Fenolik Asitlerin Tayini icin Standart Kromatogramlar

Fenolik asitlerin standartlarinin  kromatogramlart Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.°de

verilmigtir.
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Sekil 4.1. Kafeik asit, ferulik asit ve rosmarinik asitin standart kromatogrami
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Sekil 4.2. Vanilik asitin standart kromatogrami

4.7. Metal Tayini I¢in Kalibrasyon Grafikleri
4.7.1. Kuru Kiilleme Ile Céziiniirlestirmeyle Metal Tayini I¢in Kalibrasyon Grafikleri

Cu, Zn, Fe icin elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5.”de

verilmistir.
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Cu (Kuru Kiilleme)
0,1
0,09 y =0,030x - 0,000
0,08 R?=0,998
w 0,07
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£
5 005
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Sekil 4.3. AAS’ de kuru kiilleme ile ¢oziiniirlestirmeyle Cu tayini i¢in elde edilen
kalibrasyon grafigi

Zn (Kuru Kiilleme)

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

y =0,074x + 0,004
R*=0,998

Absorbans

0 1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.4. AAS’de kuru kiilleme ile ¢oziiniirlestirmeyle Zn tayini i¢in elde edilen

kalibrasyon grafigi
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Fe (Kuru Kiilleme)
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Sekil 4.5. AAS’de kuru kiilleme ile ¢oziiniirlestirmeyle Fe tayini i¢in elde edilen
kalibrasyon grafigi

4.7.2. Kapah Ortamda Mikrodalga ile Coziiniirlestirme I¢in Kalibrasyon Grafikleri

Co, Ni, Pb, Mn, Fe, Cu, Zn, i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.6., Sekil
4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12.’de verilmistir.

Co (Mikrodalga)
0,025
y = 0,021x - 0,000
0,02 R? = 0,994

(7]

§ 0,015
2
o

3 0,01
<

0,005

0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.6. AAS’de kapali ortamda mikrodalga ¢oziintirlestirme ile Co tayini i¢in

elde edilen kalibrasyon grafigi
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Ni (Mikrodalga)

0,035
y =0,03x
0,03 R2=1

0,025
0,02
0,015
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0,005
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
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Sekil 4.7. AAS’de kapali ortamda mikrodalga ¢oziiniirlestirme ile Ni tayini igin
elde edilen kalibrasyon grafigi

Pb (Mikrodalga)
0,025
y =0,004x - 0,000
0,02 R?=0,999
v
& 0,015
2
)
8 001
<
0,005
0
0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.8. AAS’de kapali ortamda mikrodalga ¢oziiniirlestirme ile Pb tayini i¢in
elde edilen kalibrasyon grafigi
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Mn (Mikrodalga)

0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
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y =0,035x + 0,001
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
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Sekil 4.9. AAS’de kapali ortamda mikrodalga ¢oziiniirlestirme ile Mn tayini i¢in

kalibrasyon grafigi
Fe (Mikrodalga)
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2
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Sekil 4.10. AAS’de kapali ortamda mikrodalga ¢oziiniirlestirme ile Fe tayini i¢in
elde edilen kalibrasyon grafigi
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Zn (Mikrodalga)
0,3
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Sekil 4.11. AAS’de kapali ortamda mikrodalga ¢6ziiniirlestirme ile Zn tayini igin
elde edilen kalibrasyon grafigi

Cu (Mikrodalga)
0,25
y =0,046x + 0,005
0,2 R?=0,996
(2]
& 0,115
=
)
2 01
<
0,05
0
0 1 2 3 4 5 6
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Sekil 4.12. AAS’de kapali ortamda mikrodalga ¢oziiniirlestirme ile Cu tayini igin
elde edilen kalibrasyon grafigi
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5. BULGULAR
5.1. Fenolik Asit Sonuglar:
5.1.1. Yalova Cevizinde Bulunan Fenolik Asitlerin Kromatogramlari

Yalova cevizinin yesil kabugunda bulunan fenolik asitlerin kromatogramlar1 Sekil
5.1. ve Sekil 5.2.’de gosterilmistir.

Yalova cevizi yapraginda bulunan fenolik asitlerin kromatogramlart Sekil 5.3. ve
Sekil 5.4.”de gosterilmistir.

Yalova cevizi meyvesinde bulunan fenolik asitlerin kromatogramlart Sekil 5.5. ve
Sekil 5.6.’da gosterilmistir.

Orneklerde bulunan fenolik asit miktarlar1 Tablo 5.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 5.1. Yalova cevizinin yesil kabugunda bulunan kafeik asit, ferulik asit ve

rosmarinik asitin kromatogrami
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Sekil 5.2. Yalova cevizinin yesil kabugunda bulunan vanilik asitin kromatogrami
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Sekil 5.3. Yalova cevizi yapraginda bulunan kafeik asit, ferulik asit ve rosmarinik

asitin kromatogrami
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Sekil 5.4. Yalova cevizi yapraginda bulunan vanilik asitin kromatogrami
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Sekil 5.5. Yalova cevizi meyvesinde bulunan kafeik asit, ferulik asit ve rosmarinik

asitin kromatogrami
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Sekil 5.6. Yalova cevizi meyvesinde bulunan vanilik asitin kromatogrami

Tablo 5.1. Yalova cevizinde bulunan fenolik asit miktarlar1 (n=3)

itki Ornekleri
YESIL KABUK YAPRAK MEYVE
mg/kg
VANILIK ASIT 121,67+60,06 4817,33+583,3 413456,60
FERULIK ASIT 10+0,5 286,66+18,5 0,83+0,3
KAFEIK ASIT 69+16 3690,8+463,38 6+1,5
ROSMARINIK ASIT 4,5+1] 630,33+125,09 4,167+0,892

Tablo 5.1.’e gore tayini yapilan biitiin fenolik asitlerin en yiiksek degerlerinin
yaprakta oldugu goriilmektedir. Fenolik asitler i¢inde en yiiksek degerler vanilik asitte, en

diisiik degerler ferulik asitte goriilmektedir.
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Colaric ve arkadaslari, ceviz meyvesinde kafeik asit miktarmi 5,4-1,1 ppm, ferulik
asit miktarmni 1,1-0,4 ppm bulmuslardir [138].

5.1.2. Kaman Cevizinde Bulunan Fenolik Asitlerin Kromatogramlari

Kaman cevizinin yesil kabugunda bulunan fenolik asitlerin kromatogramlar1 Sekil
5.7. ve Sekil 5.8.’de gosterilmistir.

Kaman cevizi yapraginda bulunan fenolik asitlerin kromatogramlar1 Sekil 5.9. ve

Sekil 5.10.’da gosterilmistir.

Kaman cevizi meyvelerinde bulunan fenolik asitlerin kromatogramlar1 Sekil 5.11.

ve Sekil 5.12.’de gosterilmistir.

Orneklerde bulunan fenolik asit miktarlar1 Tablo 5.2.”de gdsterilmistir.
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Sekil 5.7. Kaman cevizinin yesil kabugunda bulunan kafeik asit, ferulik asit ve

rosmarinik asitin kromatogrami
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Sekil 5.8. Kaman cevizinin yesil kabugunda bulunan vanilik asitin kromatogrami
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Sekil 5.9. Kaman cevizi yapraginda bulunan kafeik asit, ferulik asit ve rosmarinik

asitin kromatogrami
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Sekil 5.10. Kaman cevizi yapraginda bulunan vanilik asitin kromatogrami
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Sekil 5.11. Kaman cevizi meyvesinde bulunan ferulik asit ve rosmarinik asitin

kromatogrami
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Sekil 5.12. Kaman cevizi meyvesinde bulunan vanilik asitin kromatogrami

Tablo 5.2. Kaman cevizinde bulunan fenolik asit miktarlar1 (n=3)

itki Ornekleri
YESIL KABUK YAPRAK MEYVE
mg/kg
VANILIK ASIT 234436,501 4011+185,58 227,333+20,81
FERULIK ASIT 21,66+3,81 342437,67 0,787+0,251
KAFEIK ASIT 79,5+12,5 2597+310,62 <t.s.
ROSMARINIK ASIT 8,8+1,59 659,5+62,40 2,933+0,504

Tablo 5.2.°ye gore ceviz bitkisinin yaprak, yesil kabuk ve meyve kisimlarinda
bulunan venilik asit miktari, analizi yapilan diger fenolik asit miktarlarina gore daha

yiksek bulunmustur. Kafeik asit miktar1 meyvesinde bulunmamaktadir. Fenolik asit
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miktarlarinin meyvelerde en diisiik, yapraklarda ise en yiiksek miktarlarda oldugu
goriilmektedir.
Chrzanowski ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya gore, ceviz yapraginda bulunan
ferulik asit miktar1 81,6 ppm, yesil kabukta bulunan ferulik asit miktar1 38 ppm’dir [136].
Caravaca ve arkadaslarinin ¢alismasinda, ceviz meyvesinde ferulik asit miktari

1,124-0,337 ppm bulunmustur [137].

5.2. Metal Analizi Sonuclar:

5.2.1. Yalova Cevizinde Bulunan Metal Konsantrasyonlari

Kapali ortamda mikrodalga ¢oziiniirlestirme ile ¢oziiniirlestirilmis olan Yalova
cevizinin yaprak, yesil kabuk ve meyvelerinde bulunan metal konsantrasyonlart Tablo
5.3.’de verilmistir. Co, Ni, Pb ve Cu metalleri biitiin kisimlarda tayin sinirinin altinda
bulunmustur. Tablodaki verilere gére Mn ve Fe en fazla yaprakta (88,23-138,75 ppm), en
az yesil kabukta (< t.s.-28,03 ppm) bulunmaktadir. Zn ise en fazla meyvede (76,633 ppm),
en az yesil kabukta (23,433 ppm) bulunmaktadir.

Kuru kiilleme ile c¢oziiniirlestirme yoOntemiyle c¢oziiniirlestirilmis olan Yalova
cevizinin yaprak, yesil kabuk ve meyvelerinde bulunan metal konsantrasyonlart Tablo
5.4.’de verilmistir. Tablodaki verilere gére Cu ve Zn miktarlar1 en fazla meyvede (15,9-
75,533 ppm), Fe miktar1 en fazla yaprakta (120,4 ppm) bulunmaktadir.

Bu sonuglar literatiirle uyusmaktadir. Lavedrine ve arkadaslari caligmalarinda,
ceviz meyvesinde Mn miktarin1 43-11 ppm, Fe miktarin1 29-18 ppm, Cu miktarint 11-15
ppm, Zn miktarini 12-19 ppm bulmuslardir [135].
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Tablo 5.3. Yalova cevizinde mikrodalga ¢oziiniirlestirme ile bulunan metal

konsantrasyonlari (n=3)

ppm
Bitki Co Ni Pb Cu Mn Fe Zn
Ornekleri
Yesil
Kabuk <ts. | <ts. | <ts.| <ts. <ts. 28,03+£7,25 | 23,433+£1,913

Yaprak <ts.|<ts.|<ts. | <ts. |88,23+11,30 | 138,75+12,01 | 47,033+3,675

Meyve <ts.|<ts. | <ts. | <ts. |44,63+10,17 | 28,667+5,216 | 76,633+3,937

Tablo 5.4. Yalova cevizinde kuru kiilleme metoduyla bulunan metal konsantrasyonlart
(n=3)

ppm
Bitki Cu Zn Fe

Ornekleri

Yesil Kabuk

8,267+0,862 24,667+5,773 28,567+2,4
Yaprak

6,267+0,305 43,15+1,472 120,4+7,29
Meyve

15,9+1,637 75,533+2,80 31,3+8,94

5.2.2. Kaman Cevizinde Bulunan Metal Konsantrasyonlari

Kapal1 ortamda mikrodalga c¢oziiniirlestirme ile ¢oziiniirlestirilmis olan Kaman

cevizinin yaprak, yesil kabuk ve meyvelerinde bulunan metal konsantrasyonlari Tablo
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5.5.”de verilmistir. Co, Ni, Pb ve Cu metalleri yaprak, yesil kabuk ve meyve kisimlarinda
tayin edilememistir. Tablodaki verilere gore Mn ve Fe en fazla yaprakta (78,967-260,05
ppm) bulunmaktadir. Zn ise en fazla meyvede (81,7 ppm), bulunmaktadir.

Kuru kiilleme ile ¢oziiniirlestirme yontemiyle ¢ozilniirlestirilmis olan Kaman
cevizinin yaprak, yesil kabuk ve meyvelerinde bulunan metal konsantrasyonlart Tablo
5.6.’da verilmistir. Tablodaki verilere gore Cu ve Zn miktarlar1 en fazla meyvede (14,06-
80,4 ppm), Fe miktar1 en fazla yaprakta (251,5 ppm) bulunmaktadir.

Tosun’un ceviz yapragi ve meyvesiyle yaptigi calismaya gore ceviz yapraginda 6,9
ppm Cu, 615 ppm Fe, 109,7 ppm Mn bulunmaktadir. Ceviz meyvesinde 18,4 ppm Cu, 34,7
ppm Fe, 30,8 ppm Mn bulunmaktadir [105].

Gharibzahedi ve arkadaslarinin ¢alismasina gore ceviz meyvesinde bulunan Fe
miktar1 33,6-24,1 ppm, Zn miktar1 30,2-19,2 ppm, Mn miktar1 24,3-22,1 ppm, Cu miktar1
11,1-6,5 ppm’dir [117].

Tablo 5.5. Kaman cevizinde mikrodalga ¢ozliniirlestirme ile bulunan metal

konsantrasyonlar1 (n=3)

ppm
Bitki Co Ni Pb Cu Mn Fe Zn
Ornekleri
Yesil
Kabuk <ts. | <ts. | <ts. | <ts. <ts. 35,73+£3,394 | 27,540,519

Yaprak <ts. | <ts. |<ts. | <ts. |78,967+8,38 | 260,05+78,97 | 48,467+5,727

Meyve <ts. | <ts.|<ts.| <ts. 45,2+6,8 | 30,133+4,471 | 81,7+5,31
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Tablo 5.6. Kaman cevizinde kuru kiilleme metoduyla bulunan metal konsantrasyonlari

ppm
Bitki Cu Zn Fe
Ornekleri
Yesil Kabuk 9,883+1,159 26,2+2,879 36,63+8,342
Yaprak 7,367+0,34 44 ,3+2,39 251,5+86,43
Meyve 14,061,021 80,4+7,005 32,267+6,616
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6. SONUCLAR

Bu tez calismasinda rosmarinik asit, kafeik asit, vanilik asit, ferulik asit
bilesiklerinin ve Fe, Cu, Zn, Co, Ni, Pb, Mn metallerinin Yalova ve Kaman cevizi
tirlerindeki konsantrasyonlar1 arastirildi. Bu tiirlerin yaprak, yesil kabuk ve meyve
kisimlari analiz i¢in kullanildi. Fenolik asitlerin analizi i¢in HPLC-DAD kullanildi. Metal
tayinleri icin Alevli AAS kullanildi.

Orneklerin ekstraksiyonu i¢in metanol kullanildi. mobil faz olarak metanol/H3PO,
(75:25) kullanildi. Kaman ve Yalova cevizlerinin yapraklarinda bulunan fenolik asit
miktarlariin, yesil kabuk ve meyvelerinde bulunan fenolik bilesik miktarlarindan daha
yiiksek oldugu goriildii. Tayini yapilan fenolik asitler icinde en yliksek degerlerin vanilik
asite ait oldugu goriildii. Kaman cevizi meyvesinde kafeik asit tayin edilemedi. Rosmarinik
asitin en yiiksek degeri Kaman cevizi yapraginda (659,5+62,40 ppm), en disiik degeri
kaman cevizi meyvesinde (2,933+0,504 ppm) bulunmustur. Vanilik asitin en yiiksek degeri
Yalova cevizi yapraginda (4817,334583,3 ppm), en diisiik degeri Yalova cevizi yesil
kabugunda (121,67+60,06 ppm) bulunmustur. Kafeik asitin en yiiksek degeri Yalova
cevizi yapraginda (3690,8+463,38 ppm), en diisiik degeri Kaman cevizi meyvesinde (< t.s.)
bulunmustur. Ferulik asitin en yiiksek degeri Kaman cevizi yapraginda (342+37,67 ppm),
en diisiik degeri Kaman cevizi meyvesinde (0,787+0,251 ppm) bulunmustur.

Ornekler metal tayini igin kuru kiilleme ve kapali ortamda mikrodalga
cadziiniirlestirme yontemleriyle c¢oziiniirlestirildi. Mikrodalga c¢oziiniirlestirme ile tayin
edilen Co, Ni, Pb ve Cu metalleri tayin simirinin altinda bulundu. Mikrodalga
¢Oziinilirlestirme ile Cu tayini yapilamazken kuru kiilleme ile Cu tayini yapilmistir. Bunun
sebebi kuru kiillemede analiz igin kullanilabilen 06rnek hacminin, mikrodalga
¢oOziinirlestirmede kullanilabilen 6rnek hacminden daha fazla olmasidir. Yesil ceviz
kabugunda Mn bulunamamistir. Fe miktar1 en yiikksek Kaman cevizi yapraginda
(260,05+78,97 ppm), en diisiik Yalova cevizinin yesil kabugunda (28,03+7,25 ppm)
bulunmustur. Zn miktar1 en fazla Yalova cevizi meyvesinde (81,7+5,31 ppm), en az
Yalova cevizinin yesil kabugunda (23,433+1,913 ppm) bulunmaktadir. Mn miktari en fazla
Yalova cevizi yapraginda (88,23+11,30 ppm), en az yesil kabuklarda (< t.s.) bulunmustur.
Cu miktar1 en fazla Yalova cevizi meyvesinde (15,9+1,637 ppm), en az Yalova cevizi

yapraginda (6,267+0,305 ppm) tayin edilmistir.
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