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OzZET

Cam agagclarinin kabuklari ¢ok eski zamanlardan beri ilag, surup, 6édem giderici ve
benzer birgok nedenle kaynatilip igilmekte ya da yaralara surilmektedir. Eski insanlardan kalma
tecribeye dayanan bu bilgiler gagimizda bilimin gelismesiyle incelenmeye ve dogrulanmaya
baslanmistir. Bilim insanlari ¢gam kabuklarinin ekstraksiyonuyla elde edilen bu karigimi
piknogenol olaarak adlandirmislardir. Piknogenol birgok bilesenden olusan (proantosiyanidinler,
flavanoidler vb.) bir karigimdir. E vitaminine gore 50 kat, C vitaminine gore 30 kat daha kuvvetli
antioksidan 6zelligi gosterdigi bilinmektedir. Piknogenol, Frana’da deniz kenarinda yetigsen kara
¢am tdrine ait adaclarin kabuklarindan elde edilmekte ve ticari olarak satimaktadir. Bu
galismada Turkiye'de bulunan bazi gam agaci kabuklarinda bir kisim piknogenol bilesenlerinin
nitel ve nicel tayini 280 nm dalga boyunda UV dedektér iceren HPLC ile yapilmis ve bilesenlerin
eliisyonunda gradient pompa kullaniimistir. Once ydntemi optimize etmek amaciyla ticari olarak
satin alinan gam kabugu ekstraktlari kullaniimistir. Daha sonra standartlar ve toplanan érnekler
kullanilarak drneklerin nicel ve nitel analizleri yapilmistir.

Calismada Manisa, Bilecik ve Adana bolgelerinden toplanan bes farkh tir gam kabugu
kullanilmigtir. Ekstraksiyon islemi baslangicgta literatirde 6nerildigi sekilde yapilmistir. Ancak
etilasetat fazin uzaklastiriimasi sirasinda piknogenol bilesenlerinde oksitlenme gézlemlenmistir.
Bu nedenle etilasetat giderme adimi argon gazi altinda vakumda yapilmistir. Ekstraksiyon
amaciyla toz haline getirilen ¢gam kabuklarindan 20 g tartilir, (zerine 150 mL kaynar su ilave
edilerek ekstrakte edilir. Oda sicakhdina kadar sogumaya birakilan ekstrakt sliziilerek
kabuklardan ayrildiktan sonra doygunluga kadar (zerine tuz eklenir ve tekrar sizilir. Stzinti
alinarak etil asetat ile ekstrakte edilir ve ekstrakt etil asetat fazda toplanir. Kalan suyu
uzaklastirmak amaciyla etil asetat faza sodyum silfat eklenir. Sodyum silfat slzllerek
uzaklastirildiktan sonra kalan etil asetat havasiz ortamda argon gazi ile vakum altinda ugurulur.
Elde edilen bej renkli kati kisim 25 mL %25 (h/h) metanol igeren suda ¢oézildikten sonra
cihaza enjekte edilmistir.

Analizi yapilan piknogenol bilesenlerine ait standartlar igin hareketli faz bilesimi ve akis
hizi optimize edildikten sonra érnekler analizlenmistir. Hareketli faz olarak % 0.1 orto fosforik
asit iceren su, % 0.1 orto fosforik asit iceren metanol ve % 0.1 orto fosforik asit iceren
asetonitril U¢l elisyon sistemi kullanilmigtir. Akis hizi 1 mL/dak. olarak ayarlanmis ve gradient
elisyon sistemi kullaniimistir. Analizlenen ¢am kabuklarinda (karagam, kizilgam, sarigam,
fistikcami, halepgami) piknogenol bilesenlerinden katesin, epikatesin, epikatesingallat, ferrulik
asit ve taksifolinin nitel ve nicel tayinleri yapilmistir. Gam agaclarinin tirlerine goére bulunan
piknogenol bilesenleri; karagamda 0.209 mg/g taksifolin, 0.086 mg/g katesin, 0.076 mg/g
epikatesin, 0.022 mg/g ferrulik asit; kizilgamda 23.16 mg/g taksifolin, 1.454 mg/g katesin, 0.027
mg/g epikatesin; fisttk gaminda 1.923 mg/g katesin, 1.801 taksifolin; sari gamda 0.066 mg/g
epikatesin, 0.065 mg/g katesin, 0.025 epikatesingallat, 0.015 taksifolin, 0.010 ferrulik asit;
halepgamda 0.219mg/g taksifolin, 0.093 katesin, 0.046 epikatesin olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: HPLC, piknogenol, proantosiyanidin, gam kabugu, katesinler.
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ABSTRACT

Pine barks have been used since ancient times as medicine, syrup, edema reliever and
etc. and due to these reasons they are drunk after boiling or applied for wounds. Old people
knew this based on their experiences and this infromation was known and verified by the
development of science in our era. Finally, scientist have named this mixture extracted from
pine barks as pycnogenol. Pycnogenol is a mixture composed of many constituents like
proanthocyanidins, flavonoids and etc. It has been known to have antioxidant properties of 50
times more potent than Vitamin C and 30 times more potent than Vitamin E when compared.
Pycnogenol is obtained from Pinus nigra in France near the seaside and is commercially
available.

In this study, pycnogenol components of different types of pine barks collcted from
Manisa, Bilecik and Adana regions were analyzed qualitatively and quantitatively after the
optimization of gradient HPLC method. At first, the extraction procedure was performed
according to the studies in literature. However, oxidation of pycnogenol components were
observed during the removal of ethyl acetae phase. For this reason, removal of ethyl acetate
step was realized under vacuum using argon gas. The collected pine bark samples were
thoroughly grounded, 20 g of pine bark was weighed and then it was extracted in 150 mL of hot
water. The sample was filtrated to remove the barks after cooling to room temperature. After,
salt was added until saturation and it was re-filtrated. Then, the filtrate was extracted with ethyl
acetate and this phase was collected. Sodium sulfate was added to this ethyl acetate phase in
order to remove the remaining water. Later, sodium sulphate was also filtered and the ethyl
acetate was removed by argon with vacuum. The solid residue which was off-white was
dissolved in 25 mL of 25% methanol-water (v/v) mxture. Afterwards, the solution was injected
to the instrument.

The samples were analyzed only after the optimization of mobile phase composition. As
the mobile phase composition, water, methanol and acetonitrile were used each containing
0.1% ortho-phosphoric acid. The flow rate was adjusetd to 1TmL/min. and gradient elution was
used. The qualitative and quantitative analyses of pine barks (karagam, kizilgam, sarigam,
fistikgami, halepgami) that contain catechin, epicatechin, epicatechingallate, ferulic acid and
taxifolin have been performed. According to the types of pine barks analyzed, the pycnogenol
components were found to be as: 0.209 mg/g taxifolin, 0.086 mg/g catechin, 0.076 mg/g
epicatechin, 0.022 mg/g ferulic acid in karagcam; 23.16 mg/g taxifolin, 1.454 mg/g catechin,
0.027 mg/g epicatechin in kizilgam; 1.923 mg/g catechin, 1.801 mg/g taxifolin in fistikcami;
0.066 mg/g epicatechin, 0.065 mg/g catechin, 0.025 mg/g epicatechingallate, 0.015 mg/g
taxifolin, 0.010 ferulic acid in sarigam; 0.219 mg/g taxifolin, 0.093 mg/g catechin, 0.046 mg/g
epicatechin in halepgam.

Keywords: HPLC, pycnogenol, proanthocyanidin, pine bark, catechins.



1. GIRIS

1.1. Piknogenoliin Kisa Tarihi

insanlar ¢ok eski caglardan beri doganin kendilerine sundugu olanaklarla ayakta
kalmayi basarmiglardir. Bunlar igerisinde en dnemlilerinden birisi bitkilerdir (Maimoona et al,
2011). Bitkiler dort bin yildir hastaliklari 6nlemek ve tedavi etmek i¢in kullaniimaktadir
(Maimoona et al, 2011). GUinumuzde de bir¢ok dogal UrGn bitkilerden, agaclardan ve ¢am
kabuklarindan elde edilmektedir (Tulp et-al. 2004). Cok sayida fitokimyasal kaynagi olan aga¢
kabuklari insanlar icin son derece 6nemli biyolojik ve fizyolojik ihtiyaglari kargilamaktadir
(Maimoona et al, 2011).

Kabuklarin tedavi ve saglik amacgh kullanimi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir
(Chandler et al. 1979). insanlar béylece eski aliskanliklarini devam ettirmis ve glinimiize kadar
tasimistir. ik sentetik ilaglardan biri olan aspirin dogal kaynakl salisilik asit kadar etkili olmustur
(Forlines et al. 1992; Tulp et al, 2004). Ségut agacinin kabugu dogal bir askorbik asit ve
polifenolik bilesik kaynagdidir (Tulp et al, 2004). Cam kabuklarn antik ¢aglarda Misir ve
Hindistan’da kullaniimistir (Drehsen,1999). Bunun kaynagi ise onlarin dinleriydi (Drehsen,
1999). Cam kabuklarinin iltihap tedavisindeki kullanimi “Tibbin Babasi” sayilan Hipokrat'a kadar
dayanmaktadir (Packer et al. 1999; Kollesch et al. 1994; D. Drehsen). Bunun diginda, ¢gam
kabuklarinin antik ¢gaglarda Amerika ve Avrupa’da da yaygin olarak kullanildigi bildiriimektedir.
Yemek takviyesi olarak (Eiditiz et al 1969; Lindgren, 1918, Scientific Consultative Committe of
Natural Defence, 1979), ¢ay ve surup olarak (Fielder, 1975; Speck 1951; Wallis et al, 1955) ve
tedavi amach (Hoppe, 1969; Lescarbot 1911; Schmitz 1974) olmak Uzere g farkli kullanimi
kaydedilmistir. Ornegin, Amerika’da beyaz ¢am agacinin i¢ kabuklari ezilip yaralarin ve
iltahaplarin tzerine lapa olarak konulmus ve tedavi amagh kullaniimistir (Chandler et al. 1979;
Fielder 1975). Ayrica, Oksurik surubunun kokeni beyaz c¢am agacinin kabuklarina
dayanmaktadir (The Dispensatory of The United States of America 1955). Diger taraftan,
Avrupalilar gam kabuklarini 1k sirkeye emdirip dis agrilarini gegirmek amaciyla emmiglerdir
(Minner 1479; Schmitz, 1974). Fransiz deniz (maritime) ¢am kabuklari kanamalari 6nlemede,
mesane ve bdbrek semptomlarinda kullaniimistir (Dragendorff, 1898). Cam kabuklarinin
Hieronymus Bock tarafindan; idrar soktiiriici, ishal, dkstiriik ve cilt tedavileri amaciyla kullanimi
Onerilmistir (Hoppe, 1969).

Avrupa’da ¢cam kabugu cayini ilk kullanan Kisi olarak kasif Jacques Cartier ve tayfalari
olarak tanitilmaktadir (Rohdewald, 2001; Maimoona, 2011). Cartier ve tayfalari 1534 kisi

boyunca ¢am kabudu cayi icerek bu cayin C vitamini eksikliginden kaynaklanan koti bir



hastaligi dnlemede mikemmel bir kaynak oldugunu gdéstermiglerdir (Rohdewald, Maimoona et
al., 2011 ). Bu durum biyoflavonoidler Uzerine c¢alisan Profesér Jack Masqueiler tarafindan
dogrulanmistir (Maimoona et al.,, 2011). Masqueiler daha sonra ¢gam kabugu ekstraktinin
biyoflavonoidler ve organik asitlerce zengin bir kaynak oldugunu tespit etmistir (Msquelier et al,
1979). 1979 yilinda yayinladigi bir makalede ¢am kabudu c¢ayindan olusan karisimi
‘pycnogenol’ olarak adlandirmistir. (Msquelier et al, 1979; Harborne et al. 1982.Advances in
Research. Chapman and Hall, New York.) Bu kimsayallar en iyi serbest-radikal énleyicilerdir
(Maimoona et al, 2004). E vitamininden 50 kat, C vitamininden 20 kat daha fazla antioksidan
Ozellige sahip oldugu gosterilmistir (Passwater et al., 1994). Ultra viole 111 absorbladigi
gbsterilmistir (Guochang, 1993; Noda et al, 1997; Rong et al, 1995). iltihap énleyici 6zelligi farkli
calismalarla kanitlanmistir (Blazso et al, 1994; Blazso et al. 1995; Blazso et al. 1997). Bu
6zelliginin mekanizmasi hiicre kiltirt érnekleri ile yapilan galismalar sonucunda aydinlatiimistir
(Rohdewald 2002; Packer et al 1999). Dogal c¢am kabugu ekstrakti; polifenolleri,
prosiyanidinleri, katesin ve taksifolin gibi monomerleri,fenolik asitleri ve vanilini icermektedir
(Drehsen, 1999; Rochdewald, 1998, Chen et al. 2009).



Sekil 1.1 Fransiz deniz gam ormanlarina ait bir fotograf (Drehzen G., 1999)



1.2. Fenolik Bilesikler, Proantosiyanidinler ve Prosiyanidinler

Proantosiyanidinler biyoflavonoid sinifina ait glicli antioksidanlardir (Rohr et al. 2000).
Bunlar, piknogenol veya oligo-proantosiyanidinlere refere edilirler (Rohr et al. 2000). Bu
proantosiyanidinler monomer, dimer, trimer ve oligomerlerden meydana gelebilmektedirler
(Matthews et al.1997). En o6nemlileri katesin, epikatesin, epigallokatesin ve epigallokatesin
gallat gibi maddelerden olusurlar (Dumon, 1990; Hemingway, et al. 1992). Yapilari, Sekil 1.2'de

verilmigtir.
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Sekil 1.2 Bazi proantosiyanidinlerin yapilari (Hardborne, J.B. et al. 1982)

Prosiyanidinler de polifenolik bilesikler olarak bilinen proantosiyanidinlerin bir sinifidir.
Proantosiyanidinler renksiz biesikler olup bitkilerde ya da odunsu yapilarda bulunurlar (Rohr et
al. 2000). isimlerini hidrolizasyon reaksiyonlarindan alirlar. Asidik renkli antosiyanidinlere
donusirler. Proantosiyanidinler karbon-karbon bagi yapmis o6ncil flavanoidlerden olusurlar
(Bagchi et al. 2003). Proantosiyanidinlerin zincir uzunlugu kisadir ve bunlar renksizdirler
(Yanagida, 2003). Zincir uzunlugu arttica saridan kahverengiye dogru degisen bir renk alirlar
(Rohr et al. 2000).

Batun bitkiler metabolizmalarinda sekonder metabolit olarak ¢ok sayida fenolik madde
olusturmaktadir. Bu nedenle, bitkisel kdkenli bitlin gidalarda daima farkh nitelikte ve miktarda
cesitli fenolik bilegikler bulunmaktadir (G. D'Andrea, 2010).

Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerin kendilerine 6zgl buruk tadini ve renklerini
verirler. Bazi fenolik bilesikler ise aci tadin olusmasinda da rol almaktadirlar. Gida bileseni
olarak fenolik bilesikler; insan saghdi acisindan iglevleri, tat ve koku olusumundaki etkileri, renk
olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve antioksidatif etki gdstermeleri, enzim
inhibisyonuna neden olmalari, degisik gidalarda saflik kontrol kriteri olmalari gibi birgok agidan
onem tasimaktadirlar (Weber et al. 2007). Fenolik bilesikler, 80 monomerli bilesiklere kadar
kondanse olabilirler ve proteinlerle kompleks olusturarak tortu yaparlar (Williams et al. 1983;

Ferreira, et al. 1992). Fenolik bilesiklerin bu 6zelliklerinden meyve suyu endustrisinde meyve



suyunun durultulmasi sirasinda yararlaniimaktadir (Mc Murrough et al. 1992; Mc Murrough et
al. 1994).

Fenolik bilesikler gidalarda istenilmeyen renk degdisimlerine neden olurlar (Lee, 1992;
Ho. C.T. 1992). Bunlar arasinda en 6nemlisi enzimatik esmerlesme reaksiyonudur (Nozzolillo,
1984).

Fenolik bilesiklerin oksidasyonuna neden olan bu reaksiyonlari katalize eden enzimlere
genel olarak polifenoloksidaz enzimleri (PPO) adi verilmektedir (Rohr Et al. 2000).

Gidalarda enzimatik esmerlesme, genellikle kalite kaybi olarak degerlendiriimekte ve bu
nedenle meyve ve sebzelerin islenmeleri sirasinda fenolik maddelerin oksidasyonlari gesitli
yontemlerle dnlenmeye calisiimaktadir (Mc Murrough et al. 1992; Mc Murroughet al. 1994).

Son yillarda bitkisel kokenli gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin yogun bir sekilde
incelenmesi, bunlarin insan saglgi ile yakindan iliskisi oldugunun saptanmasindan ve 6zellikle
de kanser riskini azalttigr yonindeki epidemiyolojik bilgilerden kaynaklanmaktadir (Shahat, et al.
1996; Baldi, et al. 1997). Buna karsin, bazi calismalar flavonoidlerin karsinojen oldugunu
savunsa da, diger bircok c¢alismada elde edilen bulgular, flavonoidlerin antimutajen ve
antikarsinojen oldugunu desteklemektedir. Bitkilerdeki fenolik bilesikler, fenolik asitler ve
flavonoidler olmak Uzere iki ana baglikta incelenmektedir. Bunlar, kiglik molekulli ve
¢ogunlukla ugucu olan bilesiklerdir. Bunlardan, gidalarin yapilarinda yer alan fenolik asitler ve

flavonoidler 6nem tagimaktadir.

1.2.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler; hidroksisinamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak Uzere iki grupta
incelenmektedirler. Sekil 1.3'de gorilen bu bilesiklere -OH ve -OCHj; gruplari baglanarak énemli
tirevleri olan fenolik asitler olusabilmektedir (Robbins, 2003). Fenolik asitler genel olarak
serbest halde bulunmazlar (Croteau, et al. 2000). Karboksil gruplari karbohidratlar, glikozidler,
aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona girebilirler ve alkollerle fenol esterler, amino bilesikleri
ile de amidleri olustururlar (Clifford, 1999). Fenolik asitlerin, fenol halkasina bagli hidroksil
gruplari da ¢ok aktif olup, sekerlerle birleserek glikozitleri olustururlar (Klick, 1988; Winter, M.;
1986).



5 6 5 6
4 1 CH = CH— COOH 4 1 COOH
3 2 3 2
Hidroksisinnamik asit Hidroksibenzoik asit

Sekil 1.3 Bazi fenolik asitlerin yapilari

1.2.2. Flavonoidler (Flavan tiirevleri)

Flavonoidler C6—C3—C6 difenilpropan yapisinda olup fenil gruplari arasindaki Ggla
karbon koprisu, oksijenle halka (flavan halkasi) olusturmaktadirlar. (Borges, et al. 2001).
Degisik flavonoidler arasindaki farklar; baglanan hidroksil gruplarinin sayisindan, doymamiglik
derecesinden ve Ugli karbon segmentinin oksidasyon diizeyinden kaynaklanmaktadir (Borges,
et al. 2001).

Flavonoidler, fenolik bilesikler iginde en énemli grubu olusturan flavan (2-Fenol-benzo-
dihidropiran) turevleridir (Spencer, et al. 2009). Sekil 1.4’te goruldigu gibi yapisal olarak alti

gruba ayrilirlar ve Sekil 1.5 bunlarin genel yapisini gdstermektedir.
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Prosiyanidinler,  diastereoisomerler  olan
birlesmesinden olusurlar (Haslam, 1989; Rohdewald 2002;). Proantosiyanidinlerde bulunan
Sekil1.6’da gorilmektedir.
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Sekil 1.4 Flavonoidlerin gesitleri (Rohr. G.E. et al. 2000)

Sekil 1.5 Flavanollerin genel yapisi (Rohr. G.E. et al. 2000)

1990; Atta-ur-Rahman 2000).

(-)-epikatesin  ve  (+)-katesin’lerin

Dusuk molekiler
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Sekil 1.6 Proantosiyanidinlerde bulunan monomerlerin sistematik numaralandiriimasi (Rohr.
G.E. et al. 2000)

Kateginler, renksiz bilesiklerdir (Rohr et al 2000). Hemen her meyvede bulunan
katesinler, flavonoid biyosentezinde ara urln olarak yer alirlar (Butler, et al. 1992). Gidalarda en
yaygin olarak bulunan flavonoid grubunu olustururlar (Rohr et al 2000). Ayrica, 3.C atomunda
bir OH grubu igerdiginden sistematik olarak flavan-3-ol olarak adlandirilirlar (Rohr et al 2000).
Katesinlerin yapilarinda iki asimetrik karbon atomu bulundugundan dért izomerleri

bulunmaktadir (Rohr et al 2000). Bunlarin yapisi Sekil 1.7°de verilmistir.

Ri R2 Katesinler
OH H kategin (trans) epikatesin (cis)
OH OH gallokatesin (trans)  epigallokategin (cis)

Sekil 1.7 Katesinlerin genel yapisi (Rohr. G.E. et al. 2000)

Katesinler, hem kimyasal hem de enzimatik olarak havadaki oksijen ile kolaylikla
reaksiyona girerler (Amiot et al. 1992). Reaksiyon sonunda kondanse olarak
proantosiyanidinleri olustururlar (Piretti, 1991). Proantosiyanidinler, katesinlerin flavan-3-ol
yapisinin kimyasal veya enzimatik olarak dimer, oligomer ve polimerlere kondensasyonu ile

olusan bilesiklerdir (Tarnai et al. 1994). Molekiil agirliklari 7000 Dalton’a (yaklasik 20 flavan-3-ol



Unitesi) kadar ulasabilmektedir (Swain, 1979). Bu bilesiklerin buruk veya aci tadi molekdl
agirliklarina baglidir. Kisa zincir uzunlugundaki molekdller renksiz oldugu halde polimerizasyon
dereceleri ylkseldikgce renkleri saridan kahverengine dénlsmektedir (Nozzolillo et al. 1984).
Ancak asit ortamda isitildiklarinda antosiyanidinlere dénuserek tipik, kirmizi-mor bir renk alirlar
(Nozzolillo et al. 1984).

Bu nedenle, proantosiyanidin adi verilmektedir (Ferreira et al. 1996). Tablo 1.1, bazi

proantosiyanidinlerin i¢cerdigi fonksiyonel gruplara gére nasil adlandirildigini géstermektedir.

Tablo 1. 1 En yaygin proantosiyanidinlerin igerdigi fonksiyonel gruplara gére adlandirmasi
(Rohr. G.E.et al, 2000)

Monomer Fonksiyonel gruplar
Sinif

(2R,3S Stereokimya) 5 7 3 4 5'
Prosiyanidin Katesin OH OH OH OH H
Prodelfinidin Gallokatesin OH OH OH OH OH
Properalgonidin  Afzelesin OH OH H OH H
Profisetinidin Fisetinidol H OH OH OH H

Proantosiyanidinlerin olusumunda katesin Unitelerinin  birbirleriyle baglanmalari
genellikle C4-C8 kondensasyonu seklindedir (Haslam 1989; Ferreira 1996). Bdylece gogunlukla
dogrusal (lineer) proantosiyanidinler olusur. Saf katesin/epikatesin Unitelerinin kondensasyonu
ile olugan bilesige prosiyanidin adi verilmektedir (Haslam 1989; Porter 1988).

Bitkisel kokenli gidalarda yaygin olarak bulunan proantosiyanidinler; (-)-epikatesin ve
(+)-katesin kombinasyonlarindan olusan dimerlerle iki (-)-epikatesin Unitesinden olusan
prosiyanidin B2'dir (Rohr et al. 2000). Ayrica proantosiyanidin (B1, B2, B3 ve B4) ve
diaizomerleri ise proantosiyanidin B5, B6, B7 ve B8 bulunmaktadir (Rohr et al. 2000). 68

monomerli proantosiyanidinler meyve ve sebzelerin buruk tadina neden oldugu halde, 35

OH
H ,\\@
sl OH

“"OH

H

(-)-epikatesin (+)-katesin

Sekil 1.8: Prosiyanidinlerin monomer yapilari (Rohr. G.E.et al, 2000)
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monomerli olanlarin aci bir tat verdikleri bildirilmektedir (Rohr et al. 2000). Sekil 1.8’de ve Tablo

1.2°de prosiyanidinlere ait adlandiriimalar ve kullanilan kisaltma isimler yer almaktadir.

Tablo 1. 2 Prosiyanidinlerin adlandiriimasi (Rohr. G.E. et al. 2000)

Kisaltma isimler

Adlandirmalar

B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7

B8

C1
Cc2

Al

A2

epikatesin-(43—38)-katesin
epikatesin-(43—38)-epikatesin
katesin-(40—8)-katesin
katesin-(4a—8)-epikatesin
epikatesin-(43—6)-epikatesin
katesin-(4a—6)-katesin
epikatesin-(4B—6)-katesin

katesin-(4a—6)-epikatesin

epikatesin-(4f—8)-epikatesin-(4f—8)-epikatesin

katesin-(4a—8)-katesin-(4a—8)-katesin

epikatesin-(4p—38), (23—0—7)-katesin

epikatesin-(4f—38), (23—0—7)-epikatesin

Diger taraftan kondanse olmus ve analitik olarak Folin-Denis ayiraci ile belirlenen

fenolik madde grubuna tanen adi verilmektedir (Tempel et al. 1982; Singleton 1988). Bu

bilesiklerin molekl buyuklikleri 500-3000 Dalton arasinda degismekte ve proteinleri ¢goktirme

ve deriyi sepileme Ozellikleri vardir (Ka"hko'nen, et al. 1999; Rohr et al. 2000). Fenolik

bilesiklerin deriyi sepileme 6zelligi, fenolik -OH gruplari yaninda molekul buyuklukleri ile de

ilgilidir (Rohr. et al. 2000)). Tanenlerin 6n bilesikleri fenolik monomerler olup, bu grup esas

olarak prosiyanidinlerden olusmaktadir. Bu monomer yapilarin birlesmesiyle olusabilecek dimer

yapilar da Sekil 1.9’da gosterilmistir.
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Sekil 1.9 Baz Prosiyaninlarin yapisi (Rohr. G.E. et al. 2000)

1.3. Gam Kabugu Ekstrakti ve Piknogenol

Piknogenol Fransiz deniz ¢cam kabuklarindan (Pinus pinaster de denir) elde edilen
ekstrakta verilen addir (Chen et al. 2009). Dogal cam kabugu ekstrakti 65%-%75 oraninda
katesin ve epikatesinin cesitli varyasyonlarindan olusan prosiyanidinlerdir (Rohdewald 2002).
Geri kalan kisim feno fenolik asitler, fenolik monomerler, sinnamik asitler ve onlarin
glikozitlerinden olusan bir karisimdir (Rohdewald 2002). Piknogenol 2-12 arasi monomerik yapi
icerebilmektedir (Rohdewald, 2001). Piknogenol'in taniminda kullanilan ve analizi igin asil
kabul edilen monomerler: kafeik asit, katesin, ferulik asit ve taksifolindir (U.S. Pharmacopeia
(2005). Piknogenolin iceriginde bulunan maddeler bulunduklar tire goére degiskenlik

gOstermekle beraber cam agaci kabuklarinda, Gzim c¢ekirdeginde, sdgut agaci yapraklarinda,
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yer fistiginda, yaban elmasinda, limon agaci kabuklarinda, ¢aylarda, kirmizi sarapta ve findik
agaci yapraklarinda bulunmaktadirlar (D’Andrea, 2010).

Cam Kabugu Ekstrakti kuru ve karanlikta muhafaza edildiginde, Sekil 1.10’da
gosterildigi gibi kahverengi kararli bir karisimdir. Ozelliklerini séyle siralayabiliriz (Rohdewald,
2001):

e toz haldedir

e kirmizimsi-kahve rengidir

e aromatik kokuludur

e nemsiz ortamda oldukga kararlidir

e isiktan ve nemden korunmalidir; karanlik siselerde saklanmaldir
e cilt/ gbz ile temasinda alerjik etki gdstermez

e suda, etanolde ve asetonda kolaylikla ¢ézinebilir

e Isiya kargi dayanikhdir

Sekil 1.10 Toz haline getirilmis piknogenoliin gérintisu

Piknogenol'iin ginuimuzde kullanimi ¢ok genistir. Yapilan calismalar her gecen gun
daha ¢ok yarari oldugunu gdstermektedir. Yapilan klinik galismalar sonucunda piknogenoliin
asagida belirtilen rahatsizliklara iyi geldigi bildirilmigtir:

e Kalp ve damar saglgini korudugu, damar sertligini ve tikanmasini 6nledigi (Zibadi
et al. 2007; Belcaro, G. Et al. 2006; Cesarone et al. 2006)

e Kolestroll dusurdigi (Devaraj .et al. 2002; Durackova et al. 2003)

e GOz sagligina iyi geldigi (Schonlau et al. 2002; Chida et al. 1999)

e Diyabetik rahatsizliklarda kullanildigi (Schafer 2007; Cesarone et al. 2006)
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e Antioksidan o6zellik nedeniyle yaslanmayl geciktirdigi ve vicudu serbest
radikallerden temizledigi (Veurink et al. 2003; Liu et al. 1998)

e Cilt saghgini korudugu (Schonlau 2002; Saliou et al. 2001)

e ltihaplari, yaralar iyilestirici 6zellik gdsterdigi (Grimm et al. 2006; Schafer et al.
2005)

o Agiz saghigini korucuyu etki gosterdigi (Torras et al. 2005; Blazso et al. 2004)

e Bagisiklik sistemini gliclendirdigi (Liu et al 1998; Sime et al. 2004)

o Alerji ve astimi 6nledigi (Hosseini Et al. 2001; Lau et al. 2004)

o Adet duzensizliklerini 6nledidi ve agrilar azaltti§i (Kohama et al. 2007; Kohama et

al. 2006)

e Spor faaliyetlerinde dayanikhihgi arttirdigi (Nishioka et al. 2007; Vinciguerra et al.
2006)

e Ureme sisteminin daha saglikli olmasini sagladigi (Roseff 2002; Roseff .et al.
1999)

e Dikkat daginikhgi ve hiperaktivite rahatsizliklarinin tedavilerinde kullanildigr (Liu et
al. 1999; Dvorakova et al. 2006).

e Anti-mikrobiyal ve anti-viral olarak kullanildigi (Virgili et al. 1998; Torras et al.2005)

¢ Metabolizmaya daha birgok katki sagladigi (Rohdewald, 1999; Sarikaki, et al. 2004)

e E ve C vitamininden, lipoik asitlerden bile daha kuvvetli bir antioksidan oldugu
(Chovanova et al. 2006; Cossins et al. 1998)

e Kanseri 6nledigi (Nelson et al. 1998)

e Ulsere iyi geldigi

e Parkinson ve hipertansiyon hastaligi tedavisinde kullanildigi

e  Proteinleri enzimatik bozunmadan korudugu (Voss et al. 2006; Devaraj et al. 2002)

e Antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu (Torras et al. 2005; Matsumori et al. 2007)

e Eklem yerleri saghigina katkisi (Farid et al. 2007) oldudu ilgili kaynaklarda
belirtiimektedir.

1.4. Piknogenol Tayininde Kullanilan Yéntemler

Literatir calismalarina bakildiginda Piknogenol tayini icin genel olarak HPLC-UV,
HPLC-MS cihazlari ile ters faz ve normal faz analizler yapilmistir. Literatirde gam kabuklarinda
piknogenol tayinine yonelik yapiimis fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan calismalar
genellikle Fransiz cam agaci kabuklarindan elde edilen Cam Kabugu Ekstrakti Standardinin
analizine ve yontem gelistirmeye dayanmaktadir. Fransiz ¢gamlari disinda diger tir camlarda
¢ok az galisma mevcuttur. Bunlardan en 6nemlisi de ulkemizde yapilmis bazi ¢alismalardir (l.
Ince et al. 2009).
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Bunlarin disinda piknogenol igeriginde bulunan flavonoidlerin; ¢ay yapraklari, Gzim
cekirdekleri gibi farkli drneklerde tayinlerine yénelik ¢alismalar oldudu literatirde gériimektedir.
Galismalar igerisinde caylarda katesinlerin tayinine ydénelik yapilmis olan rastladigimiz sadece
bir tane isokratik elisyon HPLC ydntemi bulunmaktadir (Huafu Wang et al. 2000). Diger tim
yontemler gradient eliisyon kullanilarak yapilmistir. Calismalarda ekstraksiyon ¢oziiclsl olarak
su, metanol ya da etanol en ¢ok kullanilan ¢éziculerdir. Yine 6rnek hazirlanirken siklikla bu
¢ozgenler kullaniimigtir. Mobil faz olarak da yine su, metanol, asetonitril gibi ¢ézgenler farkli
yuzdelerde karistirilarak kullaniimigtir. Mobil faz igerisinde modifiye edici olarak formik asit,
asetik asit veya orto-fosforik asit gibi asitler tercih edilmistir. Calismalarda C-18 kolon tercih
edilmistir. Dalga boyu olarak 210 nm’yi kullanan c¢aligsmalar olmussa da en ¢ok kullanilan dalga
boyu 280 nm’dir (Huafu Wang et al. 2000).

Cam kabugu ekstrakti standardi kullanilan bir c¢alismada Prosiyanidinlerin
polimerizasyon dereceleri verilmistir. Bu analizlere gore birinci bélgede monomerik yapidaki
katesin tarlerinin gogunlukta oldugu ve ikinci, Gglincu bolgelere ilerledikge dimerik, trimerik ve
oligomerik yapilarin siralandigi gosterilmistir. Bu sonuglar gam kabugu ekstraktinin igeriginin
genel olarak belirlenmesi agisindan énemlidir. Calismaya iliskin kromatogram ve degerler Sekil
1.11’de ve tablo 1.3'de verilmistir (A. Romani et al. 2006).

mAU

140
120 4
100 1
80 -
60 -
40 A
20

0

Sekil 1.11 Ticari cam kabugu ekstraktina ait normal faz HPLC kromatogrami (280 nm) 1-10:
Polimerlesme derecesini ifade eder. (T) Taksifolin (P) Protocatesuik asit (1G) gallik asit, (1)(+)
katesin, (-) epikatesin ve eser miktarda gallokatesin, (2) dimerler ve eser miktarda gallokatesin
dimerleri, (3) trimerler ve eser miktarda gallokatesin trimerleri, (4) tetramerler, (5) pentamerler,

(6) hexamerler, ve (7) heptamerler.

min



Tablo 1. 3 Ticari cam kabugu ekstraktlarindaki polifenollerin normal faz kullanilarak elde edlen

miktarlar (A. Romani et al. 2006).

Bilesikler mg/g
Taksifolin 33.1
Protokatesik asit 9.1
Gallik asit 24 .4
Katesin, epikatesin ve gallokatesinler 74.2
Prosiyanidin ve gallokatesin dimerleri 285.3
Prosiyanidin ve gallokategin trimerleri 177.7
Prosiyanidin tetramerleri 124.0
Prosiyanidin pentamerleri 90.9
Prosiyanidin hekzamerleri 8.8
Prosiyanidin heptamerleri 15.7
Toplam 843.0

Parmak izi analizi olarak adlandirilan bir galismada piknogenol standardinin ayristiriimasi

icin metot gelistirme ¢alismalari yapiimistir. Bu ¢alismada piknogenol olarak analizlenen doért

temel proycanidin sunlardir: Katesin, kafeik asit, ferulik asit taksifolindir. Calismada metanol su

gradient elisyon sisteminin Ferulik asit ve taxifolin ikilisini ayirmada yeterli olmadig

goOrulmektedir. Bu ylzden galisma su-asetonitril gradient elisyon sistemiyle tamamlanmigtir

(Pei Chen et al. 2009).
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Figure 2. Chromatograms of the four key components with Hz0 and MeOH as mobile phase (top) and Hz0 and
acetonitrile (bottom) as mobile phases.

Sekil 1.12 Piknogenoll olusturan ana maddeler olan Katesin, kafeik asit, Ferrulik asit
ve Taksifolinin (1) Su/Metanol, (2) Su/Asetonitril igeren mobil faz ile alinmis
kromatogramlari (Pei Chen et al. 2009).
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Figure 6. Chromatograms of Sample B (top) and PERS (bottom).

Seki 1.13 Cam kabugu (1) Ekstrakti Standardi ve (2) érnege ait kromatogramlar.
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Literatirde Prosiyanidinlerin farkli 6rneklerde tayinine yonelik bir¢ok calismaya
rastlamak mimkuindur. Yapilan ¢alismalarda 3 mg madde miktarindan 100 gram miktarlarina
kadar 6rnek kullaniimaktadir. En ¢ok kullanilan 6rnekler icinde gay, Gzim c¢ekirdegi, ¢gam
kabugu ekstrakti standardi ve gam kabuklari vardir. Dért gesit Gzim ¢ekirdegi ve iki ¢esit cam
kabugu o6rneginin kullanildidi bir calismada elde edilen sonuglar karsilastirmal olarak
verilmistir. C-18 kolonun kullanildigi calismada mobil faz olarak 0.3% fosforik asit iceren su ve
asetonitril kullaniimistir. Standartlar ve o6rnekler metanol-su karisiminda hazirlanmislardir.
Analiz 80 dakika sirmustir. Cesitli cay orneklerinden 3 g alinarak 150 mL kaynayan suda 5
dakikalik ekstraksiyon isleminden sonra 210 nm dalga boyunda elde edilen sonuglar tablo
1.4’de verilmistir (Huafu Wang et al, 1999).

Tablo 1. 4 Cesitli cay 6rneklerinde bulunan katesin, kafein ve gallik asit miktarlari (mg/100 mL)
(Mobil faz: metanol:su:ortofosforik asit=20:79.9:0.1, Akis hizi: 1mL/dak)

Aranan Gunpowder RGT Sencha Keemun | Sri Lanka
Mad.

Gallik Asit 0.78 1.65 0.74 3.33 2.79
(+)-GC 2.57 3.05 2.81 0.40 1.57
(-)-EGC 2.97 30.1 36.2 0.90 1.84
(+)-C 0.69 1.22 1.41 nd 0.50
Kafein 23.9 30.3 28.9 38.2 229
(-)-EGCG 32.6 31.4 28.8 0.95 1.16
(-)-EC 5.58 6.48 9.54 nd 1.45
(-)-GCG 0.51 091 1.02 nd nd
(-)-ECG 4.26 5.03 4.92 1.19 2.92
> Katesinler 76.0 78.2 84.6 3.44 9.43

Bu galismanin diginda Prosiyanidinlerin ve piknogenoliin tayini igin isokratik eliisyon
yontemine rastlanmamistir. Cam kabuklarinda ise standart PBE disinda ¢ok az calisma
yapiimistir. Cam kabuklarinin analizine ydnelik yapilan ¢alismalarda ayni ¢am agaclarindan
toplanan kabuklardaki miktarlarin bdélgeden bdlgeye degisiklik gosterdidi gorulmektedir. Bazi
Prosiyanidinler bazi bélgedeki aga¢ kabuklarinda bulunmazken bagka bdlgelerdeki ayni tire
ait cam agaclarinin kabuklarinda bulunabilmektedir.Ulkemizde yapilan karsilagtirmali bir
calismada farkli Ulkelerden alinan ¢am kabuklar analizlenmistir. Piknogenol referans

standardina ait sonuglar asagidaki gibidir (I. Ince et al. 2009):
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Tablo 1. 5 Piknogenol Ekstraktinda Bulunan Madde Miktarlar (mg/g)

Ekstrakt

Katesin

Epikatesin

Kategsin gallat

Taksifolin

Toplam katesin

Piknogenol

7.92+0.09 4.81+0.05 0.85+0.01

17.04+0.01

Calismada her bir érnek igin 100 gram ¢am kabugu 600 mL kaynayan suda ekstrakte
edilmistir.Daha sonra oda sicakhdina kadar sogumaya birakilan ekstrakt stizilmus ve Uzerine
doygunlu@a erisinceye kazar sodyum klorlr eklenmistir. Cokelen kisim yine ayrilmis ve kalan
su fazli ekstrakt etil asetat ile yeniden ekstraksiyona sokulmustur. Etil asetat faz alinarak
evaporatorde deristiriimistir.
yapilmistir. Cokelen bej renkli kisim alinarak -20°C’de saklanmis ve analizlenecegi zaman

metanolde ¢dziindirilmistir. Orneklere ait sonuglar Tablo 1.6’daki gibidir (O. Yesil-Celiktas et

al. 2009):

Deristirilen kisim (izerine kloroform eklenerek ¢oktirme

Tablo 1. 6 Farkl tir gam agaglari kabuklarinda bulunan Madde Miktarlari (mg/g)

Tiirler Katesin Epikatesin Katesin gallat Taksifolin
P.pinea (fistik cami) 7.703+£0.02 0.684 +£0.08 1.529+0.05 0.138 £ 0.00
P.sylvestris (sar1 gam) 3.207+0.46 0.466+0.04 0.332+0.05 0.041 £ 0.01
P.nigra (kara cam) 1.817+£0.02 0.563+0.01 0.025+0.00 0.266 + 0.00
P. parviflora 0.095+0.00 0.061+0.00 0.002+0.00 0.016 £ 0.00
P.ponderosa 0.256 +0.01  0.131+0.00 0.015+0.00 0.128 £ 0.00
P.sylvestris* 0.299+0.01 0.215+0.01 0.231+0.03 0.018 £ 0.00
P.nigra (kara gam)* 0.161+£0.01 0.068 £0.01 0.002 +0.00 0.10 £ 0.00

P.sylvestris* ve P.nigra* Almanya'dan hasat edilmistir.
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2. KROMATOGRAFIK METOTLARA GIRiS

Kromatografi iki veya daha fazla maddenin birbiri ile karismayan iki faz arasinda farkli
oranlarda dagilma 6zelliginden yararlanilarak ayrilmasi esasina dayanir. Daha agik bir tanim
getirilirse, kromatografi; kompleks karigimlardaki gesitli maddeleri birbirinden ayirmaya ve
tanimlamaya olanak veren bir seri ayirma teknigidir.

Kromatografik ayirmalar, biri sabit 6teki hareketli olan iki faz arasinda gercgeklestirilir.
Sabit faz bir kolon igerisine doldurulmus veya diz bir zemin lizerine yayillmis herhangi bir kati
veya kati Uzerine emdirilmis bir sivi, hareketli faz ise sivi, gaz veya superkritik bir akigskan
olabilir. Hareketli faz bir kolon iginde, ya normal gravitasyon (yer c¢ekimi) kuvvetiyle veya
basingla kolondaki sabit faz Gizerinden gegirilir. Bu gegis esnasinda hareketli fazda ¢éziinmus
halde bulunan maddelerle sabit faz arasinda fiziksel ve kimyasal bazi g¢ekim kuvvetleri
meydana gelir. Bu ¢ekim kuvvetleri her madde igin ayridir. Bundan dolayi hareketli faz, sabit
faz Uzerinden gecerken, hareketli faz igerisinde bulunan maddelerin kolon igindeki hizlar
farkl olur. Sabit fazla arasindaki ¢ekim kuvveti en az olan kolon icinde hizli yol alirken

(kolonda en 6nce ¢ikarken), sabit fazla arasindaki gekim kuvveti en gok olan, yavas yol alir.
2.1 Kromatografik Yontemlerin Siniflandiriimasi

Kromatografik yontemler farkh kriterlere gére siniflandirilabilir. Bunlardan birinde,
hareketli ve sabit fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettikleri esas alinir. Bu esasa goére
kromatografi, kolon kromatografi ve dizlemsel kromatografi olarak ikiye ayrilir. Kolon
kromatografide, sabit faz ince bir kolon igerisine doldurulur ve hareketli faz basing altinda bu
sabit faz Uzerinden gegmeye zorlanir. Dizlemsel kromatografide, sabit faz diz bir plaka
Uzerine veya bir kagidin gézenekleri arasina tutturulur ve bu durumda hareketli faz sabit faz
arasindan kapiler etkisiyle veya yer c¢ekimi etkisiyle hareket eder. Dizlemsel kromatografi
yontemleri, TLC, PC ve elektroforez ile elektrokromatografiyi icermektedir. (Tablo 2.1.) (Skoog
D.A., 1998,; Skoog D.A.,1999).



20

Tablo 2. 1 Dizlemsel kromatografinin siniflandiriimasi

Hareketli | Sabit
Adi Sabit faz tutma yontemi

faz faz
. Sivi- Bir cam levhadaki ince toz halindeki
Ince-tabaka Sivi

kati kati Gzerinde
Kagit Sivi Sivi Kalin bir kagidin gézenekleri iginde
Elektroforez ve g Sivi- Elektrik alanda molekul agirhigr ve
VI

Elektrokromatografi kati elektrik ylklerine gore bir kati Gzerinde

Kromatografik yontemlerin bir baska siniflandirmasi ayirma mekanizmasina goére
yapilabilir. Bunlar ise (1) adsorpsiyon, (2) dagiima, (3) iyon degistirici, (4) jel kromatografisidir
(Skoog D.A., 1998,; Skoog D.A.,1999). Kromatografinin daha temel bir siniflandirmasi
kullanilan durgun ve hareketli fazlarin tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimini saglayan
dengelerin cinslerine gore yapilir. Tablo 2.2 kromatografinin G¢ genel tipini gdstermektedir:
Sivi kromatografisi, gaz kromatografisi ve stperkritik akigkanli kromatografi. Bu isimlerde de
gectigi gibi, bu ¢ teknikte hareketli faz sira ile sivi, gaz ve slperkritik akigkandir. Sadece sivi
kromatografisi hem kolonlarla hem de diiz ylzeyler (zerinde gergeklestirilebilir. Gaz
kromatografisi ve superkritik sivi kromatografisi yalnizca kolonlarda gergeklestirilir (Glndiz T.
2002; Skoog D.A., 1998).
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Tablo 2. 2 Kolon kromatografik yontemlerin siniflandiriimasi

Genel Sinif

Ozel Yontem

Sabit faz

Denge Tipi

Sivi kromatografi
(LC) (hareketli faz:

Sivi-sivi veya

Dagilma

Kati Gzerine

adsorplanmis sivi

Karigmayan sivilar

arasinda dagilma

Sivi-bagh faz

Kati ylzeyine baglanmis

organik tarler

Sivi ve bagl ylzey

arasinda dagilma

Sivi-katl veya

Kati Adsorpsiyon
sIvi) adsorpsiyon psty
iyon degisimi iyon degistirici regine iyon degisimi
Boyut eleme Polimer bir katinin
. . . Dagilma/eleme
gOzeneklerindeki sivi
Kati ylizeyine Gaz ve sivi
Gaz-sivi
] adsorplanmis sivi arasinda dagilma
Gaz kromatografi
(GC) (hareketli faz : Kati ylizeyine baglanmis Sivi ve bagli faz
Gaz-bagh faz o
gaz) organik turler arasinda dagilma
Gaz-kati Kati Adsorpsiyon

Superkritik-akiskanl
kromatografi (SFC)

(hareketli faz : sivi)

Kati ylizeyine baglanmig

organik turler

Superkritik akigkan
ve bagli ylzey
arasinda dagiima

2.2 Kromatografinin Uygulamalari

2.2.1 Nitel Analiz

Kolon kromatografisinde tg, dizlemsel kromatografide RF degerleri kalitatif analiz
yapmamizi saglar. Bu analiz yapilirken iyi bir standart karisim hazirlanip bu standartlarla
orneklerin karsilastirilmasi yapilir. Kargilastirma esnasinda tim kosullarin (kolon, dedektér,

akis hizi vb.) ayni tutulmasi 6nemlidir. Ancak bu durumda kromatografik olarak kalitatif tayin
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gergeklestiriimis olur. Bu sonuglar diger spektroskopik ydntemlerle desteklenebilir.
Gindmuizde kromatografik yontemler spektroskopik yontemlerle birlestirilerek (GC-IR, GC-MS
gibi) uygulanmakta ve bdylece kalitatif analizde daha glvenilir sonuglar elde edilebilmektedir
(Gindiz T. 2002; Skoog D.A., 1998).

2.2.2 Nicel Analiz

Kantitatif analiz yapilan maddenin pik yiksekliginin veya pik alaninin bir veya birkag
standardin  yukseklikleri veya pik alanlariyla kiyaslanmasina dayanir. Dlzlem
kromatografisindeyse, kantitatif analiz ayrilmis olan tiriin kapladigi alana baghdir. Sartlar iyi
ayarlanabilirse, bu sekilde bulunan alanlar konsantrasyonla dogru orantiidir [(Gindiz T.
2002; Skoog D.A., 1998).

Pik Yuksekligine Dayal Analizler; Bir kromatografi pikinin yuksekligi, pikin her iki
tarafindaki taban cizgilerinin diz bir ¢izgi ile birlestiriimesi ve bu ¢izgiden pik tepesine dikey
mesafesinin olgliimesi ile elde edilir. Bu 6lgim genellikle yiksek kesinlikle yapilabilmektedir.
Bununla birlikte pik yuksekliklerinin pik geniglikleriyle ters orantili olduguna dikkat etmek
gerekir. Bu nedenle pik ylksekliklerini kullanarak dodru sonuglar ancak kolon kosullarindaki
degisikliklerin numunenin ve standartlarin kromatogramlarini elde etmek igin gerekli olan
surede pik genisliklerini degistirmedigi durumda elde edilir. Yakindan kontrol edilmesi gereken
degiskenler kolon sicakhgi, eluent akis hizi ve numune enjeksiyon hizidir. Ayrica kolonun
asiri yiklenmemesine de dikkat edilmelidir. Numune enjeksiyon hizi 6zellikle kromatogramin
ilk pikleri icin dnemlidir. Bu sebepten dolayi siringa ile yapilan enjeksiyonlarda % 5-10 bagil
hata normaldir (Glindliz T. 2002; Skoog D.A., 1998).

Pik Alanina Dayali Analizlerde; Pik alanlari, pik ylksekligine dayal analizlerde s6z
konusu olan degiskenlere bagli olan bant geniglemesi etkilerinden bagimsizdir. Bu bakis
agisina gore, alanlar pik yuksekliklerine gére daha iyi bir analitik degiskendir. Diger yonden
pik yukseklikleri daha kolay Olgulir ve dar pikler i¢cin daha dogru bir sekilde tayin edilebilir
(Gunduz T. 2002; Skoog D.A., 1998).

Kalibrasyon ve Standartlar; Kromatografik yontemlerde, kantitatif analizler icin en
dolaysiz yontem, bilinmeyenin bilesimine benzeyen bir seri standart ¢ozelti hazirlanmasini
icerir. Bundan sonra standartlarin kromatogramlari alinir ve pik ylksekleri veya alanlari
derisimin bir fonksiyonu olarak grafige gecirilir. Kantitatif analiz yapilabilmesi i¢in calisilan
konsantrasyon araliginda elde edilen grafik dogrusal olmalidir. En ylksek dogruluk igin sik sik

yeniden kalibrasyon yapilmasi gereklidir. Bu yontemde en yiiksek hata kaynagi, genellikle
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numune hacmindeki belirsizlik ve bazen de enjeksiyon hizidir (Giindiz T. 2002; Skoog D.A.,
1998).

ic Standart Yontemi; En kesin kromatografik kantitatif degerler, ic standart kullanilmak
suretiyle elde edilir. Bu metotta kullanilan ¢ézlcullerde ¢okca ¢oziinen ve analitin kimyasal
yapisina benzerlik goésteren bir madde i¢ standart olarak segilir ve bilinen bir miktari numune
icerisine ilave edilir. Analitin pik alani veya yuksekliginin, i¢ standardin pik ylksekligine veya
alanina orani bir analitik parametre olarak kullanilir ve konsantrasyon bu oran Uzerinden
hesaplanir. Bu metottan iyi sonug¢ alabilmek i¢in i¢ standardin pikinin, numunede bulunan
diger maddelerin piklerinden iyi ayrilmis (Rs > 1,25) ve analitin pikine ¢ok yakin olmasi
gerekir. Uygun bir i¢ standart kullanilarak kesinligi %1 den daha disik bagil hatayla tayinler
yapmak mumkindir (Gindiz T. 2002; Skoog D.A., 1998).

2.3 Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sivi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan ylksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ydnteminde, sabit faz olarak kullanilan pargacik boyutlarinin énemli
olclde kuglltilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz ylizey alani bliylr ve boylece
kolonun etkinligi arttiriimis olur. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir
hizla gecebilmesi icin bir basin¢g uygulanmasi gerekir. Bu ylksek verimdeki kolonlarin ve
oldukga yuksek basinglarin kullanildigi HPLC, element turlendiriimesinde en yaygin bigcimde
uygulanan kromatografi tirtdur.

HPLC gunumizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi, bitki
kimyasi, tarim ve kimya mihendisligini iceren alanlarda ayirma ve analiz i¢in vazgegilmez bir
ara¢ olarak kabul edilmektedir. Bilhassa diger kromatografik tekniklere uygun olmayan
bilesiklerin ayrilmasi ve analizi i¢cin uygundur. Cevre sicakliginda termal olarak kararsiz
bilesikleri ve yUksek polarliktaki bilesikleri herhangi bir tirevlendirme olmaksizin ayirabilir ve
analiz edebilir (Gunduz T. 2002; Skoog D.A., 1998; Skoog D.A. 1999).

HPLC sivi kromatografisinin diger tirlerinden Gstinlikleri sunlardir:

1. HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

2. Boyle kolonlarda gerceklestirilen ayirma, eski ydontemlerle elde edilenden ¢ok daha
cesitlidir.

3. Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik daha

yuksektir.
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Nicel analiz amaglari icin de kullanilabilir.
Analiz suresi ¢ok kisadir.
Duyarlik ¢ok ylksektir, 10 ug lik bir érnek bile, floresans veya elektron yakalama

dedektdrleri kullanilarak tayin edilebilir.

2.3.1 HPLC Kullanirken Alinmasi Gereken Onlemler

2.3.1.1 Hareketli Faz Goziiciileri igin Onlemler

Farkli dolgulu kolonlar igin ¢éziicl sinirlamasi: Silika dolgulu bir kolon kullanildiginda,
kullanilan hareketli fazin pH’'ina dikkat edilmelidir. Uygun pH arahd 2- 7.5 arasindadir.
Gozenekli polimere sahip bir kolonun ¢ézlcisuni degistirirken, kolon maddesinde sisme
veya buzilme olup olmadigina dikkat edilmelidir. Dolgu maddesinin sismesi, su ylzdesiyle
artar. Asit, baz, tuz veya iyon cifti reeaktifi kullanildiktan sonra kolon, metanol/su karisimi ile
temizlenmelidir.

Cozicindn safligi: HPLC’de kullanim igin mimkin olan en yiksek saflikta bir ¢éziici
onerilir.

Cozuclinin degaze edilmesi: HPLC’de, eger hava, hareketli fazda ylksek basing
altinda ¢ézlinlirse, pompa basinda veya dedektor hiicresinde dogru analize imkan vermeyen
hava kabarciklari olusur. Bu yluzden mobil faz olarak kullanilan ¢ézicli tamamen degaze
edilmelidir. Degaze islemi 6zellikle, gazlarin kolayca ¢6ziindigu su, alkol ve asetonitril veya
bunlarin karigimi igin gereklidir.

Co6zucunln suzulmesi: HPLC c¢ozeltileri, kullaniimadan dnce daima suzilmelidir. Eger
suzulmeden kullanilirlarsa, kolon filtresi ve kolon basi tikanabilir. Bunun sonucunda duyarligin
azalmasi, basincin artmasi ve kolon Omrinin azalmasi gibi degisik problemler ortaya
cikabilir. Sulu ortamda stiizme genellikle selliloz ester karigimi 0.22 ym goézenek blydkligine
sahip filtrelerle, organik ortamda sizme ise 0.2 pum gbzenek buyukligundeki
politetrafloroetilen filtrelerle yapilir veya HPLC ¢6zlcUsu igin 6zel sizme aleti kullanilabilir.
Cozuculerin degisimi: Eger ¢ozicu degistirilecek olursa, diger ¢ozelti ilkiyle iyi karigabilir
olmalidir. Bu durum yalnizca pompanin diizensiz ¢alismasina yol agmaz,ayni zamanda kolon
ve dedektori de kararsiz hale getirir. Bir tampon kullanildiktan hemen sonra organik bir
¢bzucu kullanilirsa, HPLC sistemi tuzlarin ¢dékmesi ylUzinden calisamaz hale gelir. Bu
kolonun émrinu de etkileyebildiginden, organik ¢6zlcu kullaniimadan énce sistem su veya

ara polaritede bir ¢ézicu ile temizlenmelidir.
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2.3.1.2 Kolon Kullanimi igin Onlemler

1-Kolon segimi: Ornegin molekdil kiitlesi, solvent sisteminin ¢6éziinurligl, ayirma modu gibi
bilgiler performansli bir ayirmadan énce kolon segimine yardim eder. Ureticiler kolon dolgu
maddelerini, ayirdiklari bilesikler, érnek kapasiteleri vb. sekilde siniflandiran bir literattr

saglamiglardir.

2- On-kolon kullanimi: Hareketli faz, pompa g¢ikisindan sonra, ayirmayi saglayan kolon ile
ayni sabit fazi igeren bir 6n-kolondan gegcirilir. Bu uygulamanin amaci, hareketli fazdaki
safsizliklari toplamak ve hareketli fazi sabit faz ile doygunluga getirmektir. On-kolon
kullanmanin bir diger avantaji ise fiyatlan bir hayli yiksek olan ayirici kolonlarin émrini

uzatmasidir.

3- Kolon tabakasinin bozulmasi: HPLC sistemi galistirilmaya baslaninca akis hizi yavas
yavas arttirlmalidir. Ayni uygulama sistem kapatilirken de izlenmelidir. Boylece kolon

tabakasinin bozulmaksizin kolon basincinin artmasi saglanir.

4- Kolonun korunmasi: Kolonlar rutubetli ve ¢ok yuksek veya ¢ok disuk sicakliklarin oldugu
yerlerde saklanmamalidir. Kolonlarin 6zel bir ¢6ziicu ile saklanmasi, kirlenmeyi azaltir ve
kolon édmrinu artinr. Bazi tamponlar (6zellikle halojen tuzlarini igeren tamponlar) kolonun
paslanmaz c¢elik duvarini asindirir. Bu nedenle kolon saklanmadan énce uygun bir ¢dzicuyle

temizlenmelidir.

5- Kolonun rejenerasyonu (yenilenmesi): Kolon performansi azaldiginda en iyisi kolonu
rejenere etmektir. Normal faz kolonlari kullanildiginda, kolon énce ¢ok az polarlikta bir ¢gézlicu
gecirilerek yenilenebilir ve sonra tekrar hareketli fazla dengeye getirilir. Ters faz kolonlar
metanol, THF, CH,Cl, gibi ¢bzicllerle yenilenebilir (Gindiz T. 2002; Skoog D.A., 1998;
Skoog D.A. 1999)

2.3.1.3 Ornek Hazirlanmasi

1-Kati 6érnekler: Bir 6érnedi HPLC sistemine vermek igin, bu 6érnedin, hareketli faz olarak
kullanilan ¢éziiclide ¢éziinmesi gerekir. Ornegin, metanol/su karisimi bir hareketli fazla ile
analiz yapilacaksa, 6rnek metanolde, suda veya metanol/su karigiminda ¢oézulmelidir. Eger
ornek bdéyle bir ¢éziicide ¢dzUnmiyorsa, diger bir ¢dzicide ¢dzinmeli, fakat bu durumda

kullanilan ¢éziicii kesinlikle hareketli fazla karisabilir oimalidir. Ornek bilesenlerinin, mobil faz
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¢ozlcusiunde gokmemesine de dikkat edilmelidir.

2- Sivi érnekler: Sivi 6rneklerde c¢o6ziicl, sistem ile uyumluysa, dogrudan enjekte edilebilir.
Eger Ornekler istenen ¢oziclde dedillerse veya enjekte edilecek kadar derisik degillerse,

kurutulmahdir veya derigtiriimelidir. Daha sonra hareketli fazda tekrar ¢ézinmelidir.

3- Orneklerin siizilmesi: Hareketli faz akisinda azalmaya, geri basincinda artmaya, kolon
veriminde azalmaya ve istenmeyen piklere neden olabilecek ¢6ziinmeyen maddelerin kolona
girmesini 6nlemek icin, 6rnegin enjeksiyondan dnce sizilmesi tavsiye edilir (Gindiz T. 2002;
Skoog D.A., 1998; Skoog D.A. 1999).

2.3.1.4 Dedeksiyon Sisteminin Korunmasi

Dedeksiyon hicresinde gaz kabarciklari olusursa, tayinde problemler ortaya cikar. Gaz
kabarciginin olusumunu 6nlemek igin su 6nlemler alinmaldir (Gindiz T. 2002; Skoog D.A.,
1998; Skoog D.A. 1999):

1. Sistemde sizinti olmamalidir.
Solvent HPLC sisteminde kullaniimadan 6nce degaze edilmelidir.

3. Eter, pentan gibi ugucu solventler sistemde buharlasacagindan, bunlari kullanmaktan
kaginiimalidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Amag¢

Piknogenol olarak bilinen (Katesin, Epikatesin, Gallik Asit, Ferrulik Asit, Taksifolin vb.) bazi
flavonoidler antioksidan olarak siklikla kullaniimaktadir. Literatirde genel olarak bu flavonoidleri
agirlikh olarak igerdigi bilinen Fransiz ¢am agaci kabuklarindan piknogenolln ticari olarak
uretildigi bilinmektedir. Aga¢ kabuklarinin belli bir kullanimi olmadigi dikkate alindiginda bu
calismada; ulkemizde bulunan bazi gam kabuklarindaki s6z konusu flavonoidleri nitel ve nicel

olarak belirlenmesi amaclanmistir (Sekil 3.2, 3.3, 3.4, 3.5).

3.2. Yontem

Toplanan farkh tir gam kabuklari ilk dnce 6gutilmis sonra kaynar su ile ekstrakte edilmistir.
Sizintd sivi sivi ekstraksiyonuna tabi tutulduktan sonra ekstrakt argon gazi altinda
ucurulmustur. Kalintt metanol- su karisiminda c¢o6zildikten sonra HPLC cihazinda

analizlenmistir. Ayrica ekstraktin nitel analizi LC-MS-MS cihazi ile yapilmistir.

3.3. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde, Perkin Elmer Series 200 Marka HPLC cihazi kullaniimistir. Cihaz Perkin Elmer

Series 200 ve Perkin Elmer Series 200 UV-VIS dedektor, Perkin EImer Series 200 izo-kritik ve
gradient akis pompasi,
7725-i Rheodyne enjektor sistemi ve 50 pllik loop icermektedir. Kolon olaraka ise C18
(oktadesil silan 4.6 mm x 250 mm-ODS3) kolon kullaniimistir. LC-MS analizleri Ege Universitesi
Eczacihk Fakiltesi FABAL laboratuvarlarinda yapilmigtir.  Analizler icin  Thermo
SCIENTIFIC/TSQ Quantum Access Max model cihaz kullaniimistir.
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3.4. Materyal

Analizi yapilan ¢am kabuklari Tlrkiye’de bulunan beg tir ¢gam agacindan toplanmistir. Bu
amagla kullanilan ¢gam agaci turleri asagida verilmis olup, bunlardan Ug¢ tanesi tanesi Bilecik
Bozliyuk'ten (kizilgam, saricam, fistikgam), karagcam Manisa bodlgesinden, Halepgami ise

Adana’dan temin edilmistir. Bu ¢alismada,;

e  Pinus brutia (Kizilgam)

e Pinus halapensis (Halep Cami)
e  Pinus nigra (Karagam)

e  Pinus pinea (Fistik gami)

e Pinus sylvestris (Sarigam)

olmak Uzere bes farkh cam agaci kabugunda bulunan piknogenol bilesenlerinin tayinleri

yapiimistir. Sekil 3.1 deneylerde kullanilan gam kabuklarina ait bir resmi gostermektedir.

Sekil 3.1 Cam kabuklari
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3.5. Kullanilan Kimyasallar

Epikatesin, taksifolin, gallik asit, vanilik asit, ferrulik asit, kafeik asit, epigallokatesin gallat
standartlari sigma’dan; analitik saflikta ¢6zlici metanol, asetonitril Carlo Erba’dan; analitik
saflikta etil asetat ve kloroform Merck’ten temin edilmistir. Denemelerde kullanilan tuz
(NaCl) ve kurutmada kullanilan Sodyum Silfat (Na,SO,) Merck firmasindan satin
alinmisitir. Calismalarda kullanilan Cam Kabugdu Ekstrakti (Piknogenol) érnekleri Solgar ve
GNC firmalarindan satin alinmstir.

Denemelerde kullanilan ultra saf su Celal Bayar Universitesi Kimya Balimui Analitik Kimya
Arastirma Laboratuvarindaki Elix Synergy 185 Millipore c¢ift aritmali su cihazindan elde
edilmistir.

3.6. Prosediir
3.6.1. Materyalin Hazirlanmasi

Temin edilen gam kabuklari mikserle toz haline gelene kadar éguttlir. Toz haline gelen

Ornekten 20.000 £0.020 g tartilarak ekstraksiyon edilmek tzere kullanilir.

3.6.2. Standartlarin Hazirlanmasi

Kati olan katesin ve ferrulik asit tirlerinden hesaplanan miktarda ayri ayri (katesin 390
mg/L, ferrulik asit 356 mg/L), sivi epikatesin, taksifolin ve epikatesin gallat tlrlerinden yine
hesaplanan miktarda ayri ayri (epikatesin 200 mg/L, taksifolin 100 mg/L, EGCG 200 mg/L)
¢ozeltileri hazirlanarak koyu renkli siselerde ve buz dolabinda saklanmistir. Bu stok
¢ozeltilerden c¢ikilarak bitin tirler igin 1 mg/L derisimde olacak sekilde deney standartlari
hazirlanmistir. Sivi érnekler 5 mg ve 10 mg’lik ambalajlarda geldigi igin bunlara ait ¢ézeltiler 50
mL’lik balon jojelerde 100 mg/L olacak sekilde ya da 25 mL balon jojelerde 200 mg/L olacak
sekilde hazilanmigtir. Daha sonra hazirlanan bu stok g¢ozeltilerden farkli konsantrasyonlarda

standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.
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3.6.3. Orneklerin Ekstraksiyonu

Toz haline getirilmis ¢cam kabugu 6rneklerinden her bir tur icin 20,000 + 0.020 g'lik 3
paralel 6érnek tartilmistir. Tartilan drnekler 150 mL kaynayan su icerisine alinmistir (Sekil 3.2).
Kaynayan suda 10 dakika ekstrakte edildikten sonra oda sicakligina kadar sogumaya
birakilmigtir. Oda sicakligina kadar sogumus olan ekstrakt 6nce santrifiijlenip daha sonra kalan
suspansiyon suzilerek ayirilmistir Stzilerek ayrilan kizil renkli ¢ézelti tGzerine doygunluga
kadar tuz eklenerek yiksek molekil agirlikh protein vb. yapilar ¢oktirilmuastir. Coken kisimlar
tekrar santrifiijlendikten sonra kalan slispansiyon tanecikler sizilerek ayriimistir (Sekil 3.3).
Elde edilen acik renkli ¢cozelti 25 mL etil asetat ile 3 kez ekstrakte edikten sonra etil asetat
fazlar toplanmis ve etil asetat icinde kalabilecek su, sodyum siilfat ile kurutulmustur (Sekil 3.4,
3.5, 3.6). Kalan etil asetat fazi ise vakumda argon gazi altinda tamamen ugurulmustur. Elde
edilen bej renkli kati kisim %25 (h/h)’lik metanol/su ¢ézucustnde ¢6zilmis ve buz dolabinda

saklanmigtir. Toplanan ekstraktlar ayni gun analiz edilmistir.

Sekil 3.3: Ekstrakte edilen gam kabuklarinin stiziiimesi.
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Sekil 3.4: Etil asetat ekstraksiyonu

Sekil 3.5: Etil asetat fazin argon gazi ile ve vakum altinda ugurulmasi
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3.6.4. Orneklerin Analizi

Her bir gam kabugu 6rneginden elde edilen ekstrakttan 2 mL alinarak 10 mL’lik cam
tupler icerisine konulmus ve buradan 80 uL’lik kisim alinarak cihazin 50 uL’lik loopuna enjekte
edilmigtir. Olgimler 280 nm dalga boyunda gergeklestiriimistir. Elimizde bulunan piknogenol
bilesenleri standartlari icin elde edilen kromatogramlar kullanilarak ¢am kabugdu turlerinin
ekstraktlarindaki s6z konusu bilesenlerin varligi ve miktarlari analiz edilmigtir. Her bir standart

ve Ornek icin Ug¢ dlgim alinmistir.

4. SONUCLAR

4.1. Piknogenol Tayini

Cam kabuklarinda bulunan pycnogenol tayinini HPLC yontemi ile gergeklestiriimistir. Bu
amagla cihazda ODS3 kolon kullaniimistir. Farkh oranlarda organik ¢éziicl iceren mobil fazlar
denenmis ve farkli akis hizlarinda gesitli kromatogramlar elde edilmistir.

Baslangigta pycnogenol tayini igin isokratik pompa iceren HPLC ile bu tayin yapiimaya
calisiimis olumlu sonug alabilmek icin mobil faz bilesiminde optimizasyona gidilmistir.

Ayrica cam kabugu ekstraksiyonunda ideal trln eldesi i¢in optimizasyon yapilmis olup
bu amagla farkh miktarlarda (3g, 5g, 10g, 20g) ¢am kabugu mikserle 1 dakika 6gutilmus 150
mL kaynar su iginde ekstrakte edilmis ve oda sicakligina kadar sogutulmustur. Filitrasyondan
sonra ekstrakt doyurulana kadar sodyum klorlr eklenmis gokelen kisim ayriimigtir. Stzilen
kisim (g kez etil asetat ile ekstrakte edilmistir (10 mL ekstrakta 1 mL etil asetat olacak sekilde).

Etil asetat faz susuz sodyum siilfat ile kurutulmus ve vakumlu evaparotérde 1/5
oraninda deristirilmistir. Ekstrakt karistirllarak 3 hacim kloroform igine aktariimistir.
Proanthocyadinler ¢okturilmus ve suzilerek ayriimis bej renkli toz %25 (h/h) metanol iginde
¢ozulmustir.

ODS3 calisma ve quard kolonu birlikte kullanilarak 210 nm dalga boyunda UV-ViS
dedektor kullanilarak o6lgimler alinmistir. Mobil faz akis hizi 1 mL/dak olacak sekilde

kromatogramlar alinmistir.



33

4.1.1. Optimizasyon Caligsmalari

En iyi ayirmay sadlayacak sekilde mobil faz bilesimiyle ilgili optimizasyon c¢aligsmalari
gerceklestiriimistir. Baslangigta mobil faz bilesimi su/metanol/OFA (79.9/20/0.1) olacak sekilde
kullaniimigtir. Optimizasyon calismalarinda.6nce Solgar firmasindan ticari olarak satin alinan
cam kabugu ekstrakti (PBE) 6rnek olarak kullaniimistir. Bu sartlarda elde edilen kromatogram
sekil 4.1.’de gérulmektedir.

Abszorbsivon

y Zaman [dakika)

Sekil 4.1 Solgar firmasindan alinan PBE’nin su/metanol/OFA (79.9/20/0.1) mobil faz sartlarina
ait kromatogrami.

Su/metanol/OFA (79.9/20/0.1) hareketli faz bilesimiyle yapilan ayirma yeterince iyi
olmadigi icin orto fosforik asit ylzdesi 0.05 olacak sekilde deney tekrarlanmistir. Bu sartlarda

elde edilen kromatogram sekil 4.2’de gérilmektedir.
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Abzorbsiyon
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Sekil 4.2 Solgar PBE analizi igin 20.05/79.9/0.05 -- su/metanol/OFA sartlarina ait
kromatogram

Bu ¢6zlcu bilesiminde de kromatogramda piknogenol bilesenlerine ait beklenen
ayirmanin gerceklesemedigi goértlmektedir. Bu ayirmayi istenen seviyeye donustirmek
amaciyla ¢oziict bilesiminde optimizasyona devam edilmistir. Buna goére ilk énce OFA miktari
%0.02 ye indirilerek (degisim su ile OFA arasinda yapilmis metanol miktarina dokunulmamistir)
analiz yapilmistir. Bu sekilde yapilan analiz sonucunda Sekil 4.3.’de gorillen kromatogram elde
edilmisgtir.

Absorbsiyon
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Sekil 4.3 Solgar PBE analizi i¢in 20.08/79.9/0.02 -- su/metanol/OFA sartlarina ait
kromatogram
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Kromatogramda OFA miktarinin pik dagihmini etkiledigi ancak istenen ayirmayi
saglamadigi goérilmektedir. Hareketli faz bilesenlerinden OFA oraninda yapilan degisikliklerin
ayirmada énemli bir performans saglamadidi tespit edilmistir. Bunun Uzerine ¢Ozicu etkisini
denemek amaciyla Solgar cam kabugu ekstraktina uygulanan genel ekstraksiyon iglemlerinin
sonunda elde edilen kati kisim %25 metanol ¢ozeltisi yerine saf metanolde ¢ozilmusttir. Ayni
tastyici faz kullanilarak (20.08/79.9/0.02 -- su/metanol/OFA) saf metanolde ¢6zilmis numune

enjekte edilmis ve Sekil 4.4.’deki kromatogram elde edilmistir.

Absorbsiyon
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Sekil 4.4 Solgar PBE ekstraksiyonunun saf metanolde ¢ézilmesi sonucu elde edilen
kromatogram.

Alinan kromatogramda bilesenlere ait piklerin tek bir blylk pik olarak toplandidi ve
bilesenlerin ayriimadigi gorilmastar.

Solgar firmasindan alinan ¢gam kabugu ekstrakti 6érnegi yerine GNC firmasindan satin
alinan gam kabugu ekstrakti yukarida verdigimiz sekilde ekstraksiyon islemine tabi tutulmus
elde edilen bej renkli kati kalinti saf metanolde ¢ézulmustir. Hazirlanan 6rnek, ayni tasiyici faz
kullanilarak (20.08/79.9/0.02 -- su/metanol/OFA) analizlenmistir. Burada da piklerin buyuk
kisminin tek bir pik verecek sekilde toplandigi géralmagtir.

Bunun Uzerine GNC firmasindan satin alinan PBE kapsull igerisindeki gam kabugu
ekstrakti higbir ekstraksiyon islemi uygulanmadan dogrudan saf metanolde ¢6zilmis ve cihaza
enjekte edilmistir. Elde edilen kromatogram Sekil 4.5.'de verilmigtir.
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Sekil 4.5 Saf metanolde ¢6zilmis GNC firmasindan temin edilen gam kabugu ekstraktina ait
kromatogram.

Burada da tirlerin tek bir yerde ¢iktigi ve ayrilmadigi tespit edilmistir. Bu durum ¢ézgen
olarak metanolin kullaniimasi halinde ayirmanin olmadigini goéstermistir. Bu sonuglar,
calismanin ¢dzicu olarak su-metanol karisimi ile yapilmasinin daha dogru olacagini
gOstermektedir. Bu nedenle standart karisimlari ve bu ¢alismada kullanilan ¢gam kabuklarinin
ekstraksiyonundan elde edilen ekstraktlarin (%25 metanol'de ¢ézlimesiyle elde edilen érnekler)
hareketli faz sisteminde kullanilan su ve metanol ylizdesi degistirilerek en iyi ayirma elde
edilene kadar denemeler yapilmis ve cesitli kromatogramlari alinmistir. Bu optimizasyonlara
iliskin kromatogramlar Sekil 4.6, 4.7, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12 ve 4.13."de gorulmektedir.

Manisa bdlgesinden toplanan karagcam kabugu Orneklerinin ekstraksiyonundan elde
edilen ekstraktin %25 metanol’de ¢6zilmus 6rnegdin 10/89.9/0.1 --su/metanol/OFA hareketli faz
sartlarina ait kromatogrami $ekil 4.6.’de verilmigtir.
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Sekil 4.6 Karagam kabugu ekstrakti, 10/89.9/0.1 -- su/metanol/OFA-- sartlarina ait
kromatogram.

Bu deneyler ¢ok sayida tekrarlanmis olup buna gére hareketli fazdaki su ylzdesi
arttikga piklerin geciktigi, metanol yuzdesi arttikga ise piklerin gakistigi tespit edilmistir. Hareketli
faz bilesimi olarak 10/89.9/0.1 -- su/metanol/OFA karisimi mobil faz olarak kullanildiginda Sekil
4.6.daki kromatogram elde edilmistir. Kromatogramin sol tarafindaki c¢akismalardan
kurtulabilmek amaciyla su yuzdesini arttirllmis bunun sonucu hem standartlarin hem de 6rnek

icindeki maddelerin alikonma zamanlarinin ¢ok fazla arttigi gézlenmistir (sekil 4.7.).
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Sekil 4.7 210 nm’de katesin standardi i¢in ard arda 2 kez enjeksiyon yapilmistir. Katesinine
(10/89.9/0.1 --- su/metanol/OFA) ait kromatogram.
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Hareketli fazdaki su ylzdesi arttirilarak yapilan ¢alismalarda katesin standardinin gikma
suresi 70 dakikayr bulmustur (Sekil 4.7). Ayrica ¢alismalarda 210 nm dalgaboyu kullanildigi
zaman piklerde duzensizlik oldugu ve baseline’da bozulma ve tekrarlanabilirlikte sorunlar ¢iktigi
goriimustar. Ayrica dedektdriin dengeye zor gelmesi nedeniyle UV’de piknogenol bilesenleri ile
daha farkli bir dalga boyunda calisabilmek amaciyla maksimum dalga boyu taramasi
yapiimistir. Katesin ve epikatesin icin 280 nm, epikatesingallat igin 278 nm, ferrulik asit icin 296
nm ve 324 nm (maksimum dalga boyu) ve taksifolin icin 288 nm dalga boyu degerleri
bulunmustur. Tum bilesenler i¢in ortak olarak uygun olan 280 nm galisma dalga boyu secilmis
ve bundan sonraki ¢galismalarda 210 nm yerine 280 nm kullaniimigtir. (Sekil 4.8.).

Katesin

Ferrulik Asit

0,000

2000 250 300 350 400 450 500 550 BO0 Bs0 700 750 8000
nm

Ahstisss 230,09 nm |
Sekil 4.8: Katesin, epikatesin, epikatesingallat, ferrulik asit ve taksifolin icin UV’'de

yapilan maksimum dalga boyu taramasi.

250 mL %32 (h/h)’lik metanol su ve 0,1 mL OFA igeren hareketli fazin kullanildigi ve 10
ppm olacak sekilde %25 (h/h) metanol su icerisinde ¢ézulmis gallik asit, katesin,
epigallokatesin gallat, vanilik asit ve kafeik asit standartlarinin karisimina ait 280 nm’de alinan

kromatogram Sekil 4.9'da verilmigtir.
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Sekil 4.9 Piknogenol bilesenlerinin standart ¢ézeltisinin 280 nm’de kromatogrami. Mobil faz
olarak 250 mL iginde 0.1 mL OFA iceren %32’lik metanol-su karisiminda; (1-Gallik Asit, 2-
Katesin,3-EpiGalloKatesin Gallat, 4-Vanilik Asit, 5-Kafeik Asit).

Sekil 4.9.°de goéruldigu gibi mobil faz olarak 250 mL iginde 0.1 mL OFA iceren %32’lik
metanol-su karisimi kulanilarak standartlarin analizine yonelik yapilan isokratik ¢alismalarda, 5
standart icin basarili sonuglar elde edilmis ve allkkonma zamanlari 20 dakikanin altina
cekilebilmistir.

Vanilik asit ve kafeik asitin daha iyi ayrilabilmesi icin metanol %30’a dislrildiginde
(Mobil fazl olarak %30 MeOH-%0.040FA-Su karisimi) ve g¢alismaya ferulik asit eklendiginde
toplam sure bir anda 55 dakikanin tzerine gikmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 280 nm’de, mobil faz olarak 250 mL iginde 0.1 mL OFA iceren %30’lik metanol-su
karisiminda; (1-Gallic Acid, 2-Catechin, 3-EpiGalloCatechinGallate, 4-Vanilic A., 5-Caffeic A., 6-
Ferulic A.)

Sekil 4.10.da goraldugu gibi ferrulik asite ait (6 numaral pik) cok ge¢ geldigi icin
isokratik sistemle bu tayinin ¢ok uzun sire alacagi gértlmuastir. Bu sorunu gidermenin yolu
gradient pompa kullanilarak hareketli faz programlamasinin gerekli oldugu ortaya ¢ikmis olup
bundan sonra galismalar gradient sistem kullanilarak gergeklestirilmistir.

Ayni ¢alisma gradient sistem kullanilarak gergeklestiriimis ve 1 mL/dak. akis hizinda 21
dakika %0.1 OFA iceren %68 su- %32 metanol fazi gegirildikten sonra %0.1 OFA igeren saf
metanol fazi gegiriimis ve bu sartlarda ¢ok daha hizli sonug alindigi gortlmuistir. Boylece son
pik daha 6ne gekilebilmistir. Elde edilen kromatogram Sekil 4.11."da gorilmektedir. Ayirmanin

basarili oldugu ve son standardin (ferrulik asit) 28 dakikada ¢iktigi tespit edilmigtir.
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Sekil 4.11 %0.1 OFA iceren %68 su- %32 metanol fazi ile baslanan gradient eliisyonda,
Piknogenol standart ¢ozeltilerinin karisimina ait kromatogram;
1-Gallic Acid, 2-Catechin, 3-EpiGalloCatechinGallate, 4-Vanilic A., 5-Caffeic A., 6-Ferulic A.

Daha sonra gradient sistem U(zerinde yapilan g¢esitli optimizasyonlar sonucunda
standartlara ait en son pik 23.20 dakikaya c¢ekilebilmistir. % 0.1 OFA iceren Su (A) ve
Metanolden (B) olusan hareketli faz sistemi icin 13 dakika %68 A-%32 B fazi gegciriimis daha
sonra 5 dakika icinde %10 A-%90 B olacak sekilde hareketli faz ayarlanmis ve 8 dakika daha
%10 A-%90 B fazi gegirilerek sistem kapatiimistir. Bu ¢alisma sonucu elde edilen kromatogram
Sekil 4.12.’de gorulmektedir.

Absorbsiyon 1

Zaman (dakika)

Sekil 4.12 Piknogenol standart ¢ozeltilerinin karigsimina ait kromatogram. 1-Gallic Acid, 2-
Catechin, 3-EpiGalloCatechinGallate, 4-Vanilic A., 5-Caffeic A., 6-Ferulic A.
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3. ve 4. piklerin arasindaki sureyi azaltmak yani toplam analiz zamanini kisaltmak igin
yiksek metanol ylzdesiyle basladigimizda tim piklerin 15 dakikaya sikistigi ve yeterince
ayirma olmadigi goézlenmistir. 13. dakikadan sonra metanol yizdesini %100 yaptigimizda bile
sonucun degismedidi gortlmuistir. Bu durum ilk dakikalarda kullanilan hareketli fazin tim
piklerin allkonma zamanlari tzerine ¢ok buyuk etkisi oldugunu géstermektedir. Buradan yola
cikilarak c¢alismada kullanilan 6 standarda ilave olarak 3 standart daha (epikatesin,
taksifolin,epikatesin gallate) eklenerek yapilan yogun ¢alismalar sonucunda standartlara ait tim
piklerin 13 dakika icinde ¢iktigi tespit edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Piknogenol standart ¢ozeltilerinin karisimina ait kromatogram. 1-Gallik. A., 2-
Katesin, 3- Epikatesin, 4- E.P.C.G., 5- Vanilik A., 6- Kafeik A., 7- Ferulik A., 8- Taxifolin, 9-

Epi.Cat. Gal

Buna gore 9 farkl standart karisiminin ayrilmasi icin hareketli faz bilesimi ve gradient

elisyon programi; %0.1 OFA igeren saf su (A) ve %0.1 OFA igeren metanol (B) den yola

¢ikilarak ilk 4 dakika

%80(A)-%20(B) fazi gegirilmis daha sonra 4.4 dakika icinde

%81.8(A)-19.2(B) olacak sekilde ayarlanmig, 8.8.dakikadan sonra 4 dakika iginde  %60(A)-
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40(B) olarak ayarlanmis ve 12.8 dakikadan sonra 2 dakika daha sabit olacak sekilde hareketli
faz gegirilerek tamamlanmistir.

Standartlarin ayrilmasindan sonra 6rnek analizinin optimizasyonu igin Karagam kabugu
ekstraktl analizlenmistir. Bu amagla hareketli faz; A fazi igin %0.1 OFA igeren su, B fazi igin
%0.1 OFA igeren metanol kullanilmigtir. ilk 15 dakika (A)%68-(B)%32 karigimi gegirilmistir..
Daha sonra 15 dakika stureyle (A)%90-(B)%10 olacak sekilde hareketli faz geciriimeye devam
edilmistir. 30 dakika sonunda 10 dakika boyunca (A)%50-(B)%50 oraninda faz gegirilerek kolon
temizlenmistir. Bu sartlarda karagam kabugunun ekstraksiyonunun analizinde beklenen
ayirmalar elde edilememistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Karacam kabugdu ekstraktina ait kromatogram.

Bunun Uzerine gradient elisyon programinda degisiklige gidilmistir. Bu amagla hareketli
faz; A fazi icin %0.1 OFA igeren su, B fazi igin %0.1 OFA igeren metanol kullaniimistir. ilk 2
dakika (A)%68-(B)%32 karisimi gegciriimis, daha sonra 10 dakika sireyle (A)%90-(B)%10
olacak sekilde hareketli faz gegiriimeye devam edilmistir. 12 dakika sonunda 10 dakika boyunca
(A)%50-(B)%50 oraninda faz gegirilerek kolon temizlenmistir. Bu sartlarda da kromatogramda
gorulduagu gibi (Sekil 4.15) beklenen ayirma gergeklesmemistir.
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Sekil 4.15 Karagam Kabugu Ekstraktina ait kromatogram.

Bu sartlarda piklerin toplam gelis suresi 30 dakikadan 18 dakikaya indirilmis ancak bazi
piklerde gakismalar gézlenmistir (Sekil 4.15.).

Yapilan optimizasyon calismalari sonucunda standartlara uygulanan hareketli faz
bilesiminin érnek icin uygun olmadigi tespit edilmistir. Kromatogramda yer alan piklerin
calistigimiz sartlarda ¢ok sikistigi gorilmis daha iyi bir ayirma igin allkonma zamanlarinin
uzatilmasi amaglanmis ve hareketli faz bilesimi ve gradient eliisyon programinda optimizasyona
devam edilmistir.

Karagam kabugu 6rnegi icin literatlirde uygulanan hareketli faz bilesimi dikkate alinarak
farkli elisyon programlari denenmistir. Bu amagla A fazi %0.1 OFA igeren su, B fazi %0.1
OFA igeren metanol olmak Uizere; ilk 10 dakika (A)%95-(B)%05 karisimi gegiriimis daha sonra 3
dakika iginde oran (A)%68-(B)%32 degdisecek sekilde fazlar ayarlanmis ve bundan sonra 13
dakika boyunca (A)%68-(B)%32 fazi gegiriimeye devam edilmistir. 26. dakikadan sonra metanol
(B) fazi orani daha da arttirlarak oranlar 3 dakika iginde (A)%10-(B)%90 olacak sekilde
ayarlanmigtir. 15 dakika daha bu faz gegirilerek kolon temizlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4. 16: Karagam kabugu ekstraktina ait kromatogram.

S0z konusu cgalisma sartlarinda alikonma zamanlari uzamasina kargin ayirmanin hig
saglanamadigi goérilmustur (Sekil 4.16).

Mobil faz olarak su ile birlikte metanol yerine literatlirde siklikla kullanilan asetonitrilin
etkisini gérmek amaciyla su-asetonitril hareketli faz sisteminin denenmesine karar verilmistir.

Bu amagla hareketli faz; A fazi igin %0.1 OFA igeren su, B fazi i¢gin %0.1 OFA iceren
asetonitril kullaniimistir. ilk 4 dakika (A)%77-(B)%23 karisimi gecirilmistir. Daha sonra 4.4
dakika sureyle (A)%77.8-(B)%21.2 olacak sekilde hareketli faz gegiriimeye devam edilmistir. 8.8
dakikainin sonunda 2 dakika iginde (A)%60-(B)%40 hareketli faza donlUsecek sekilde
ayarlanmis ve 4 dakika daha bu faz geciriimistir. Elde edilen kromatogram S$ekil 4.17'da

verilmigtir.
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Sekil 4.17: Karagam Kabugu Ekstraktina ait kromatogram.

S6z konusu sartlarda da istenilen ayirma saglanamamistir (Sekil 4.17).

Ustte yer alan hareketli faz bilesimi ve eliisyon programi kizilgam kabugu ekstraktina da
uygulanmistir. Bu amagla hareketli faz; A fazi igin %0.1 OFA igeren su, B fazi igin %0.1 OFA
iceren asetonitril kullaniimistir. ilk 4 dakika (A)%77-(B)%23 karisimi gegirilmistir. Daha sonra 4.4
dakika sureyle (A)%77.8-(B)%21.2 olacak sekilde hareketli faz gegiriimeye devam edilmistir. 8.8
dakikanin sonunda 2 dakika iginde (A)%60-(B)%40 hareketli faza dénlisecek sekilde ayarlanmig
ve 4 dakika daha bu faz gegiriimis ve elde edilen kromatogram S$ekil 4.18.’de verilmistir.
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Sekil 4.18 Kizilgam Kabugu Ekstraktina ait kromatogram.

Kizilgam kabugu ekstraktina ait kromatogramda da ilk 10 dakika icerisinde kolondan
cikan bilesenler igin saglikh ayirmanin olmadigi goériimektedir (Sekil 4.17). Asetonitrilin
ayirmada 6nemli bir fark olusturmamasi nedeniyle hareketli faz bilesiminin yeniden (A) %0.1
OFA igeren su ve (B) %0.1 OFA igceren metanol olmasina karar verilmistir..

Solgar ve GNC ekstraktlarinin ¢ozeltiye alinmasi amaciyla kullanilan metanol, ¢cam
kabugu ekstraktlarinin ¢ézeltiye alinmasi amaciyla da kullanilarak Ustte yer alan hareketli faz
bilesimi ve eliisyon programi kullanilarak érnekler (karagam, kizilgam) analizlenmistir.

Bu amagla hareketli faz; A fazi igin %0.1 OFA igceren su, B fazi igin %0.1 OFA igeren
metanol kullaniimistir. ik 4 dakika (A)%77-(B)%23 karisimi gegirilmistir.. Daha sonra 4.4 dakika
sureyle (A)%77.8-(B)%21.2 olacak sekilde hareketli faz gegiriimeye devam edilmistir. 8.8
dakikainin sonunda 2 dakika iginde (A)%60-(B)%40 hareketli faza doénilsecek sekilde
ayarlanmis ve 4 dakika daha bu faz gegirilmistir. Elde edilen kromatogram Sekil 4.19.'de
verilmigtir.



48

Abs.

I ¥ T T ] T LR R
an oa in ] 3] z8 Y] 8 A an an a8 a0 L] Ta s an B B a8 10

Zaman (dak.)

Sekil 4.19 Ekstraksiyon sonrasi saf metanolde ¢6zilmis Karagam kabugu ekstraktina ait
kromatogram.

Kromatogramda gorildigiu gibi ekstraktin saf metanolde ¢ozilmesi de ayirmayi
yeterince saglamadidi gibi bilesenlerin ilk anda bir arada gelmesine yol acmistir. Bu durumu
gidermek amaciyla ¢dzme asamasi igin gesitli metanol-su karigimlari denenmis ve en iyi
ayirmanin gradient elisyonun baslangicinda kullanilan hareketli faza en yakin bilesimde (%25
metanol-%75 su) ¢ozucl kullanildiginda saglanmistir. Bundan sonraki ¢calismalarda ekstrakt
%25 metanol-%75 su karisiminda ¢ozulerek cihaza enjekte edilmis, hareketli faz bilesimi ve
gradient elisyon programi optimizasyonuna devam edilmistir. Bu ¢alismalardan birinde:

A: %0.1 OFA iceren su, B: %0.1 OFA igceren metanol olarak hazirlanmis, 15 dakika
boyunca %68(A)-%32(B) fazlar geciriimis daha sonra 15 dakika iginde gradient ellsyon
%10(A)-%90(B) olacak sekilde programlanmistir. Kolonu temizlemek amaciyla son 10 dakika

hareketli faz %50(A)-%50(B) bilesiminde olacak sekilde gegirilmistir.
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Sekil 4.20 Karagam kabugu ekstraktina ait kromatogram

Bu sartlarda elde edilen kromatogram Sekil 4.20.'de verilmistir. ilk 10 dakikadaki
yogunlasmanin yine bertaraf edilemedidi gortilmektedir. Ayni ¢akigsmalar diger cam kabugu
ekstraktlarinda da gdzlemlenmistir. Gradient eliisyon sartlarinin degistiriimesine ragmen
problem ¢oézilememistir. Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda, ekstraksiyonun son asamasinda
elde edilen bej renkli kati toz karigimin, vakum sistemiyle yapilan sizme islemi sirasinda ¢ok
miktarda havayla temasi sonucunda oksitlendigi veya oligomerlestigi gézlemlenmistir. Sizme
islemi pompa kullaniimadan yapildidinda,ise suzuntinin kurumasi igin uzun slre ge¢cmesi
nedeniyle kurumaya baslayan bej renkli toz karisimin yine havayla etkilesimi sonucu oksitlendigi
ve renginin kahverengine déndugu tespit edilmistir. Yaptidimiz literatir calismalari da bizi
desteklemekte olup, bu olaya literatiirde "browning” (kahverengilesme) denilmektedir.

Calismamizin ekstraksiyon prosedirinde bu asamadan sonra degisiklige gidilmistir. Etil
asetat su ekstraksiyonundan sonra evaporatére verilen ve daha sonra kloroform eklenerek
¢okturulen karisim evaporatére verilmemis, etil asetat faz havasiz ortamda argon gazi altinda
ucurulmus ve elde edilen bej renkli toz kisim %25 metanol igeren sulu ¢bzeltide ¢ozilmustir.
Bu sekilde elde edilen 6rnek ¢ozeltisi cihaza enjekte edilmistir. Bu sayede hem evaporatér
asamasinda bilesenlerin 1sitiimasina gerek kalmamis hem de antioksidan Ozellik tasiyan
ekstraktin hava ile temas etmesi dnlenmigstir. Bdylece drneklerde gbzlenen kahverengilesme ya
da oksitlenme giderilmistir. Argon gazi gegirilerek vakum altinda etil asetatin uguruimasi ve

piknogenol bilesenlerinin toplanmasi i¢in kullanilan dizenek sekil 4.21’dedir..
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toplanmasina iligkin diizenek.

Karagam ekstraktina ait 6érnegin analizi igin; A: %0.1 OFA iceren Su,

iceren

Sekil 4.21: Argon gazi altinta etil asetat fazin ugurulmasina ve piknogenol bilegsenlerinin

B: %0.1 OFA

metanol olarak ayarlanmis ilk 4 dakika boyunca %77(A)-%23(B) fazlari gecirilmis

sonraki 4.4 dakika i¢inde gradient elisyon %79(A)-%21(B) olacak sekilde ayarlanmig ve bu faz
2 dakika daha gegirilmistir. 10.4. dakikadan sonra ise mobil faz 4.6 dakika iginde %60(A)-
%40(B) olacak sekilde ayarlanmistir. Buna goére 20 g karagam kabugu ekstrakti icin elde edilen

kromatogram Sekil 4.22°de verilmisgtir.
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Sekil 4.22 Evaporator kullaniimadan havasiz ortamda, etil asetat ugurularak kurutulan karagam

kabugu ekstraktina ait kromatogram
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Esktraksiyon asamasinda degisiklige gidilmesiyle birlikte ekstraktlarin bozulmasinin
Onlendigi ve girisim yapan piklerin cogunun ortadan kalktigi gérulmastar (Sekil 4.22).

Standartlarla yapilan calismalar sonucunda su metanol karisiminin ilk 10 dakikalk
zaman diliminde asetonitrile gére daha iyi ayrim saglamasina ragmen literatirde belirtildigi gibi
Taksifolin-Ferrulic asit karisiminin ayrilmasinda sorun cikarttigi gézlenmistir. Standartlarin
analizine yonelik yapilan galismalarda g¢akisan iki pik su-metanol ortaminda ayrilamamistir
(Sekil 4.23).

N

B ’J\\______/\H___ —

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
19 1 14k " 0 =

Zamin (dak)

Sekil 4.23 Piknogenol bilesenlerine ait standartlar. 2-Catechin, 5-Epicatechin, 6- Ferulic Acid,
7-Taxifolin

(A) %0.1 OFA igeren su, (B) %0.1 OFA igeren metanol olmak Uzere birgok deneme
sonucunda varilan en iyi sonug Sekil 4.21.’deki gibidir. ilk 4 dakika %65(A)-%35(B) karigimi
geciriimis daha sonra 4 dakika icinde %67(A)-%33(B) olacak sekilde ayarlanmigtir. Sekizinci
dakikadan sonra 17 dakika iginde gradient ellisyon %50(A)-%50(B) olacak sekilde ayarlanmig
ve sistem kapatiimistir.

Literatirde de (Huafu Wang et al. 2000) su-metanol hareketli faz kullaniminda siklikla
karsilasilan ferrulik asit taksifolin ¢akismasi durumundan kurtulabilmek igin su-metanol-
asetonitril Ggll fazi kullaniimistir. Yapilan galismalardan sonra standartlarin ve 6rnegin analizi
icin optimum HPLC sartlari belirlenmigtir. Buna goére; (A) %0.1 OFA iceren su, (B) %0.1 OFA
iceren metanol, (C) %0.1 OFA igeren asetonitril olmak izere 280 nm’de; ilk bes dakika
%74(A)-%26(B) fazi geciriimis daha sonraki dort dakika icinde bu karisim %76(A)-%24(B)
oranina dénusecek sekilde ayarlanmistir. Dokuzuncu dakikadan sonra sistem on bes dakika

icinde lineer olarak %68(A)-%32(C) oranina ddénusecek sekilde ayarlanmistir. Bu faz bes
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dakika daha gegirilerek sistem kapatilmistir. Bu sartlarda ferulik asit ve taksifolinin ayrilmasi
saglanmistir (Sekil 4.24).

00— 1

Sekil 4.24 %25 metanol -su icinde ¢ozilen ve su-metanol-asetonitril hareketli faz sistemi
kullanildiginda; 1 katesin, 2-epikatesin, 3-ferulik asit, 4-taksifolin karisimina ait
kromatogram.

Ayrimin basarili olmasindan sonra yontem o&rneklere de uygulanarak calisma
tamamlanmigtir. Yapilan tim optimizasyonlar sonucunda elde edilen en iyi ¢calisma
sartlari Sekil 4.25’de sematik olarak verilmis ve bundan sonraki galismalarda bu sartlar

uygulanmigtir.
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HPLC CALISMA SARTLARI

A:%0.1OFAigerensu, B:% 0.1OFAiceren metanol, C:% 0.1 QFA iceren asetonitril

74(A)-26(B) mmmmmN) 76(A)-24(B) HEEEEEE) 63(A)-32(C) mmm———=)63(A)-32(c)

5 dakika 4 dakika

15 dakikaiginde 5 daika daha aynifaz
hareketlifazi iginde 76(A)- 68(A)-32(C) sekline gegirilir sistem kapatilir
gegirilir 24(B) sekline déniisiir
dontsgur
ilk 9 dakika 9. Dakikadan sonra Su-

Su-— Metanol Asetonitril hareketli fazi

hareketli fazi kullanilir

kullanilir

Akis hizi: 1 ml/ dakika, 6l¢tim dalga boyu 280 nm

Sekil 4.25 Hareketli faz bilesimi ve gradient eliisyon ¢alisma sartlari.

4.2 Kalibrasyon Grafikleri

Cam kabuklari ekstraktlarindaki piknogenol bilesenlerinin tayini kalibrasyon grafikleri ile
gerceklestiriimistir. Bu amagcla katesin ve epigallokatesin igin 5, 10, 15, 20, 40 mg/L, epikatesin
icin 2, 3, 6, 12, 18 mg/L; ferrulik asit igin 5, 10, 20, 30, 40 mg/L ve taksifolin igin 10, 20, 30, 40,
50 mg/L standart ¢gozeltileri kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Katesin, epikatesin,
epikatesingallat, ferrulik asit ve taksifoline ait elde edilen kalibrasyon egrileri sirasiyla sekil 4.26,

4.27, 4.28, 4.29 ve 4.30°de verilmigtir. Her bir standart icin U¢ kez 6lgiim alinmigtir.
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1000000
900000
800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000

0

y = 22798x - 489,26

R2 = 0,9995 918000

672463

459276

224935

116650

10 20 30 40 50

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

0

Sekil 4.26 Katesine ait kalibrasyon grafigi

y = 17013x + 15092
R2 = 0,9994 322770

215969

120275

5 10 15 20

Sekil 4.27 Epikatesine ait kalibrasyon grafigi
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3500000

y = 50320x - 8067,5
R? = 0,9999

3000000

—3007625

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

40 50 60 70

5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

Sekil 4.28 Epikatesingallata ait kalibrasyon grafigi

y = 114220x + 87364 4632912

R?=0,9998

3552445

2369524

1206868
668219

10

20

0 30 40 50

Sekil 4.29 Ferrulik asite ait kalibrasyon grafigi
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4500000 o y=82632x+130051
R? = 0,9996 4265984

4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

2568941

1776552

Sekil 4.30 Taksifoline ait kalibrasyon grafigi

4..3 Kara gcam kabugu ekstraktinin analizi ve miktarlar

TUm o&rneklerde nicel tayini yapilan maddelerin miktarlarini belirlemek amaciyla
kalibrasyon yéntemi kullaniimis buna ek olarak nitel dogrulama ig¢in standart katma metodu
uygulanmigtir.

Sekil 4.31°de kara cam kabugu ekstraktina ait kromatogram gorulmektedir.

E .
230%
230_: 1
2oo_§
IQD_E 3
3 8
wni |
e . P\
3 fi |
E i f I
°°_§ “_m___,__nu’\'"/"\“/w __.)I \J \_‘___,__,.,_ﬁ _ﬁ_,J\JL-ff \“/\MJ v O O s O Y =
2 4 & 2 1 12 19 18 18 20 22 z4 20 =

Sekil 4.31 Kara ¢gam kabugu ekstraktina iliskin kromatogram

2



57

Kromatogramda gorildigu gibi kara ¢cam kabugu ekstrakti bilesenlerine ait birbirinden
farkl sekiz ayri pik yer almaktadir. Bunlarin hangi bilesenler oldugunu belirlemek amaciyla
elimizde bulunan katesin, epikatesin, ferulik asit ve taksifolin standartlari katilarak
kromatogramlar alinmigtir. Katesin ve epikatesin icin 5 mg/L, ferrulik asit icin 20 mg/L olacak
sekilde standart katmalar yapilmis ve 6lgim alinmistir. Buna iliskin kromatogram Sekil 4.32’de

goriimektedir.

2203 Abs. 6

190 '
1603
: 1
a3 I ‘
1203
| ‘ a

(| 2 || g ‘1 ,1|
Fv. oy | \

Lo Doty
I:::-Ul

(LU L) B Bt P At L ) B LA R AR L A ) L LA ) L el Bl A0 U i L el L ik i |) kA
2 3 d I & 7 ' 2 3 4 5 17 18 1] 0 2 22 M x N

Zaaman (dak.)

Sekil 4.32 Kara cam kabugu ekstraktina katesin, epikatesin ve ferrulik asit standartlarinin
eklenmesiyle elde edilen kromatogram.

Elde edilen kromatogram Sekil 4.29 ile karsilastirildiginda 2.(katesin), 4.(epikatesin) ve
6.(ferrulik asit) numarali piklerde artis gortimektedir. Bunun disinda, standart katma sonucu
seyrelme meydana geldiginden diger bilesen piklerinde kismi bir azalma dikkat gekmektedir.

Kromarogramda yer alan 2 numarall katesin ve 4 numarall epikatesine ait pikleri daha
da belirginlestirip taksifolin varligini belirlemek amaciyla katesin ve epikatesin iki katina
cikartiimig, ferulik asit sabit tutulmus ve ortama 10 mg/L taksifolin standartlari katilarak
kromatogram alinmistir (Sekil 4.33).
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7] Abs. 7
6
1
fi
|
|
8
\ 2 4 Il
| 2 fi fi ‘
| Fa | NS | l
P 0. T SR VI L
e L L QR A ) i U St L) U e L L U L
3 4 B 0 [ o 41 a2 15 % 17 18 W o 21 2> 2 24 2B W H

Zaman (dak.)

Sekil 4.33 Karagam kabugu ekstraktina katesin, epikatesin, ferrulik asit, ve taksifolin
eklenmesiyle elde edilen kromatogram.

Bu sartlarda elde edilen kromatogramda beklendigi gibi 2 (katesin), 4 (epikatesin) ve 7
(taksifolin) numarali piklerde artis gézlenmistir. Sonug¢ olarak karagam kabugdunda; katesin,
epikatesin, ferrulik asit ve taksifolin bilesenlerinin varligi saptanmistir.

Gallik asit, kafeik asit, vanilik asit ve epigallokatesingallat standartlari da cam kabugu

ekstraktina katiimis ancak bu bilesenlerin piklerinin ¢ikti§i yerde yalniz basina ¢am kabugu

ekstraktinda herhangi bir pik gdézlenmedigdi icin analizi yapilan ¢am kabuklarinda s6z konusu
bilesenlerin olmadidina kanaat getirilmistir. Karagam kabugu ekstraktinda bulunan bilesenler
Sekil 4.34°deki sekilde gosterilmis ve sonuglar Tablo 4.1’de verilmistir.
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3
Katesin

Taksifolin

Ferrulik Asit

Epikatesin

ARANRALAIRASARLALLS LA R:]

" Zaman (dak.)

Sekil 4.34 Kara ¢cam kabugu ekstraktinda bulunan piknogenol bilesenleri.

Tablo 4.1 Karagam kabugunda bulunan piknogenol bilesenlerinin miktarlar

Korelasyon . Alikonma Ornekte
Bulunan Katsayisi Kalibrasyon Zamanlari Bulunan RSD
bilesenler 2 Denklemi t Miktar
r R (mg/g)
Katesin 0.9995 y=22798x-489,26 | 10.954(0.07%) 0,086 * 2.28%
0,002
Epikatesin 0,9994 y=17013x+15092 | 19.818(0.41%) 0,076 3.19%
0,002
Ferulik A. 0,9998 y=114220x+87364 | 25793(0.407% 0,022 + 3.45%
) 0,001
Taksifolin 0,9996 y=82632x+130051 | 26.366(0.364 0,209 * 2.57%
%) 0,005
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4.4. Fistik cam kabugu ekstraktinin analizi ve miktarlari

Karagam kabugu ekstrakti i¢cin uygulanan islemler diger gam kabugu ekstraktlarina da
uygulanmigtir. Buna gére fistik gam kabugu ekstraktinin dogrudan enjeksiyonu sonucu elde

edilen kromatogram $ekil 4.35.’de gérulmektedir.

Abs.

E 2
E 4 6
" MJJL\ 5 5 ¥
-l -
|“ 1 ) e| T ; T EI (“?' y "'.I(I I !I| /] |I:: /| l{; I I:4 /! I:_'\ /! 1'0 I I|7 | IJB I llp T 2%\ I 2|‘ 1 2:_-‘ I ;.(: I }r: 1 5 I ;‘(? L i

Zaman (dak.)

Sekil 4.35 Fistik cam kabugu ekstraktina ait kromatogram

Fisttk ¢cam kabugu ekstraktinin kromatograminda sekiz ayri bilesene ait pikler
g6zlenmistir. Bunlarin analizini yaptigimiz piknogenol bilesenlerinden hangisine ait oldugunu
belirlemek amaciyla ekstrakta katesin, epikatesin ve taksifolin standartlari eklenerek

kromatogram alinmistir (Sekil 4.36).
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7
w0 Abs, Taksifolin

3 Katesin

Epikatesin ‘

ERL AR LR L RN AR RN AR LR R SRR AR L
2 2 m = =

Zaman (dak.)

Sekil 4.36 Fistik cam kabuguna katesin, epikatesin ve taksifolin eklenmesine iliskin
kromatogram. 1-katesin, 2- epikatesin, 3- taksifolin

Kromatogramda 3. ve 7. piklerde artis g6zlenmis olup bu piklerin katesin ve taksifolin
olduguna (alikonma zamanlarina gére), epikatesinin ise hicbir pikin artisina neden olmamasi ve
allkonma zamanlar dikkate alindiginda fistik caminda sadece analizi yapilan piknogenol
bilesenlerinden katesin ve taksifolin oldugu tespit edilmistir. Fistik gam kabugunda tespit edilen
piknogenol bilesenleri ait kromatogram $Sekil 4.37.’de, sonuglari ise Tablo 4.2’de verilmistir.

7
E Taksifolin

00

700

3 Kategin

IIIII M LR I ) ) L U W R L L B LR L i ]
= 14 15 18 47 @ 48 20 21 22 23 24 25 2 27

y T IR ) L A ) U W W R R L L
1 z - | 8 7 e a 0 1 42

Sekil 4.37 Fistik cam kabugunda bulunan piknogenol bilesenlerine ait kromatogram.



Tablo 4.2 Fistik gam kabugunda bulunan piknogenol bilesenleri.

Bulunan Korelasyon Kalibrasyon Alikonma Ornekte RSD
bilesenler Katsayisi Denklemi Zamanlari Bulunan
RZ t Miktar
R

(mg/g)

Katesin 0.9995 y=22798x-489,26 | 10.954(0.07%) 1.923 + 1.08%
0,021

Taksifolin 0,9996 y=82632x+130051 | 26.366(0.364%) | 1.801 % 0.07%
0,001

4.5 Sari gam kabugunda bulunan piknogenol bilesenleri ve miktarlar

Karacam ve fistik ¢cami ekstraktlarinin analizi gibi sarigam kabugu ekstraktinin da

analizi yapilmis olup elde edilen kromatogram $ekil 4.38’de verilmistir.

T Abs.

i

2 4 & 8

10 12 16

VL WULJJU\J

18

11

12 0 Z 24

26 28

Sekil 4.38 Sari gam kabugu ekstraktina ait kromatogram

o

A Lb\fJ\m

Zaman (dak.)

Sari ¢gam kabugunda diger ¢am kabugu ekstraktlarina gore ¢ok sayida bilesen piki

g6zlenmistir. Bunlarin ¢alisilan piknogenol bilesenlerinden hangilerine ait oldugu ve ne oranda

bulundudunu belirlemek amaciyla standart katma islemi uygulanmistir. Buna goére analizi
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yapilan tirlere ilave olarak epikatesingallat bilesenine de rastlanmistir. Sari ¢gam kabugdu
ekstraktina ilk 6nce katesin, epikatesin ve literatlirde bu tlr érneklerde rastlanan bilesenlerden
kafeinin de olabilecedi dusunullerek kafein standardi da eklenmistir. Bu standart katmalar

sonucu elde edilen kromatogram asagida verilmistir (Sekil 4.39).

2204 phs,
o Kafein
’zUlJ—E
E 6
14071
] Epikatesin
m_g Katesin
IDDE 3
M_ i —n J \\,L
°°‘é e FLJ k im)\ﬂxmmf\\._
] 4 L] a8 10 12 149 " 12 20 2 24 m 28 m

Zaman (dak.)

Sekil 4.39 Sari cam kabugu ekstraktina katesin, epiklatesin ve kefein eklenmesiyle elde edilen
kromatogram

3 ve 6 numarali piklerdeki artis katesin ve epikatesinin varligini gosterirken kafein
standardi hicbir pikle értismeden bagimsiz olarak ¢ikmustir. ikinci olarak sarigam kabugu
ekstraktina epikatesingallat ve kafeik asit standartlari eklenerek de kromatogram alinmigtir
(Sekil 4.40).
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Abs.
Epikatesin 2
gallat
kafeik asit
2 11
4 10
3

iaman (dak.)

Sekil 4. 40 Sari cam kabugu ekstraktina epigallokatesin ve kafeik asit eklenerek elde edilen

kromatogram.

Kromatogramda 9 numarali pikteki artis, bu pikin epigallokatesine ait oldugunu

gostermektedir. Kafeik asitin altinda kalan pikin allkonma zamani 15.6 iken kafeik asitin

allkonma zamani 16.2 olarak tespit edilmistir. Bu durum altta kalan pikin kafeik asit olmadigini

gostermektedir. Sari cam kabugu ekstraktina taksifolin eklenmesiyle elde edilen kromatogram
Sekil 4.41°da verilmisgtir.

110,

Taksifolin

A |
A M TR || .

N

iy

L] a8 10 12 14 10 18 20 22 24 o 23 20 a2 4
Zaman (dak.)

Sekil 4. 41 Sari cam kabugu ekstraktina taksifolin eklenmesiyle elde edilen kromatogram.
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Sekil 4.41, Sekil 4.38 (sari ¢am kabudu ekstraktina ait kromatogram) ile
karsilastinldiginda ayni allkonma zamanina sahip 11 numaral pikte artis gériimustir. Bu
durum sari gam kabugunda taksifolin varligini da géstermektedir. Sari gam kabugunda bulunan
piknogenol bilesenleri Sekil 4.42'deki kromatogramda gosterilmis ve sonuglar Tablo 4.3'de

verilmigtir.

™)

120 Ferrulik Asit

1o Epikatesin Ij 11
] Katesin gallate Taksifolin

4

10

Epikatesin

20

70
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Sekil 4.42 Sari cam kabugunda bulunan piknogenol bilesenleri



Tablo 4.3 Sarigam kabugunda bulunan piknogenol bilesenleri ve miktarlari.

66

Kaorelasyon . Alikonma Ornekte
Bulunan Katsayis Kalibrasyon Zamanlari Bulunan RSD
bilesenler 2 Denklemi t Miktar
' R (mg/g)
. _ 10.954(0.07 | 0,065 * 0
Katesin 0.9995 y=22798x-489,26 %) 0,002 3.90%
. . _ 19.818(0.41 | 0,066 * o
Epikatesin 0,9994 y=17013x+15092 %) 0,002 2.46%
. y=114220x+8736 | 25793(0.407 | 0,010+ 0
Ferulik A. 0,9998 4 %) 0,000 4.04%
- y=82632x+13005 | 26.366(0.364 | 0,015+ | 0.236
Taksifolin 0,9996 1 %) 0,000 %
EpikatesinGall _ 23787(0.33% | 0,025 0
at 0,9999 y=50320x-8067,5 ) 0,000 2.37%

4.6 Kizil gam kabugu ekstraktinda bulunan piknogenol bilesenleri ve miktarlari

Kizil gam kabugu ekstraktina ait kromatogram Sekil 4.43’de verilmistir.

Sekil 4.43 Kizil gam kabugu ekstraktina ait kromatogram.

Abs. [l
11
12
a
1
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Zaman (dak.)
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Kromatogramda goéruldigl gibi kizil gam kabugu ekstraktinda ¢ok sayida bilesen
bulunmaktadir. Kizil gam kabugdu ekstraktina bulunabilecek piknogenol bilesenlerini tayin etmek
amaciyla piknogenol bilesenlerinden ilk 6nce epikatesin standardi katilarak kromatogram
alinmistir (Sekil 4.44).

Abs.

Epikatesin

m::% '_,__‘___Jr\,_ - fll'\,.. R ll\_‘._.«_ﬂ-_.a__,__.—..’.l\-’h_._fJ |‘-.._._,__ﬂ\._

R L L R R LR Ly L L R L R ER Ly L LN R R L L LR R R R Ry RR R RN R R LALR REREE
o 2 Ll a 8 0 LT 1% 1. 1E m = 4 0 = 30

Zaman (dak.)

Sekil 4.44 Kizil gam kabugu ekstraktina epikatesin katilmasina iliskin kromatogram.

Kizil gam kabugu ekstraktina ait kromatogramda yer alan 8 numaral pikte gézlenen
artis, bu pikin epikatesin oldugunu gostermektedir. Daha sonra epikatesin eklenmis kizil gam
kabugu ekstraktina katesin standardi da katilarak dlgiim alinmis ve elde edilen kromatogram
Sekil 4.45’de verilmistir.
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1 Abs.
Q004
800
7003
e00.]
500
o Katesin
E 4
300
\
i Epikatesin ﬁ|
3 |
I 8 I
1003 |] 4 il
E i [ T } - ey s _-"II\-._.___»._...__J £ 5 DS | I
T T T T T T T T T T I T T T T T T I e R T O R I T T T T
| 9 6 a 10 12 1% 1 18 0 z2z 4 i F:] 30 Er]

Zaman (dak.)

Sekil 4.45 Kizil gam kabuguna katesin katilmasiylla elde edilen kromatogram.

Kromatogramdaki 4 numarali pikte goézlenen artis bu pikin katesin oldugunu
gostermektedir. Daha sonra kizil gam kabugu ekstraktinda taksifolin ve ferrulik asit olup
olmadigini arastirmak amaciyla bu standartlarin alikonma zamanlarinin bulundugu yerdeki
piklerin ¢cok blylk olmasi nedeniyle baslangigta kizil gam kabugu ekstrakti yaklasik yiz kat

seyreltilerek kromatogram alinmistir (Sekil 4.46).
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o 2 & L] B8 1o a2 4 hL] 8 0 22 24 el b e

Zarr;an (dak.)
Sekil 4.46 Yaklasik yiz kat seyreltilmis kizil gam kabugdu ekstrakti

Seyrelme sonucu orijinal 6rnekte godzlenen piklerin 6nemli bir kismi kaybolmustur.
Seyreltiimis kizil gam kabudu ekstraktina ferrulik asit standardi eklenerek kromatogram
alinmistir (Sekil 4.47).

Abs
e Ferrulik asit

42 a4 48
Zaman (dak.)

Sekil 4.47 Seyreltiimis kizil cam kabudu ekstraktina ferrulik asit standardi eklenerek elde
kromatogram.
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Ferrulik asite ait pikin, Sekil 4.46'deki kromatogramda (seyreltilmis kizil gam kabugdu
ekstraktina ait) gézledigimiz iki pikten dnce ¢iktigi ve higbir pikle cakismadigi goértlmustir. Bu
sonug kizil gam kabugu ekstraktinda ferrulik asit olmadigini gostermektedir.

Ferulik asit pikinin hemen saginda yer alan iki pikin tam ayrilmadigi tespit edilmis ve bu
ayirmayi saglamak ve o bolgede cikan taksifolin bileseninin varligini tespit etmek amaciyla
seyreltik kizil ¢cam kabugu ekstraktina ferrulik asit ve taksifolin standartlari katilarak

kromatogram alinmistir (Sekil 4.48).

Abs.
m‘g Taksifolin
20i]
N Ferrulik asit l

® Zamen (k)

Sekil 4.48 Seyreltik kizil gam kabugu ekstraktina ferrulik asit ve taksifolin eklenmesiyle elde
edilen kromatogram.

Kromatogramdan goérildigu gibi ferulik asitin saginda yer alan ilk pikte artis gézlenmis
ve bu pikin taksifoline ait oldugu belirlenmisgtir.
Kizil cam kabugu ekstraktinda bulunan piknogenol bilesenleri Sekil 4.49’da, sonuglar

ise Tablo 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.49 Seyreltiimis kizil gam kabugu ekstraksiyonuna ait kromatogram.
Tablo 4.4 Kizilgam kabugunda bulunan piknogenol bilesenleri.
Kaorelasyon . Alikkonma Ornekte
B.ulunan Katsayisi Kallbrasyo.n Zamanlari Bul.unan RSD
bilesenler 2 Denklemi t Miktar
r R (mg/g)
. 1.454
Katesin 0.9995 y=22798x-489,26 | 10.954(0.07%) 0.004 3,72%
. . 0,026 *
Epikatesin 0,9994 y=17013x+15092 | 19.818(0.41%) 0.000 1.69%
- 23,164
Taksifolin 0,9996 y=82632x+130051 | 26.366(0.364%) 0.322 1,39%
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4.7. Halep gam kabugu ekstraktinda bulunan piknogenol bilesenleri ve miktarlari

Halep gam kabugu ekstraktinin analizi icin de diger ¢am kabuklari ekstraksiyonuna
uygulanan yontem ayni sekilde kullaniimistir. Halep ¢am kabudu ekstraktinin dogrudan

analizine iliskin kromatogram Sekil 4.50’de verimistir.

Abs. 8
4504
A
0
00—y
50 e
200
9
150
100
1 2 4 .
5 6 7
N & . .
=0 __J\-ﬁ.—'—u—'lﬁ'l \—JI'L_,-—H_ e "—_-"‘-.__--—"’“"""\'w LJ ll-J-._r—.._.ll‘\‘,_
T T T T T T T e T T e T T T T T I T T
a 2 a -] 8 0 1z 14 ta i 0 4 24 Fy

~ Zaman (dak.)

Sekil 4.50 Halep gam kabugu ekstraksiyonuna iliskin kromatogram.

Kromatogramda tanimlanabilecek 10’a yakin pik gdrtlmektedir. Bunlardan hangilerinin
piknogenol bilesenleri oldugunu belirlemek amaciyla halep ¢am kabugu ekstraktina katesin,

epikatesin ve taksifolin standartlari katilarak kromatogram alinmistir ( Sekil 4.51).
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38 33
Zaman (dak.)

Sekil 4.51 Halep cam kabugu ekstraktina katesin, epikatesin ve taksifolin standartlari katilarak
elde edilen kromatogram.

Kromatogramda 4. 6. ve 8. pikte artislar gézlenmis ve bunlarin sirasiyla katesin,
epikatesin ve taksifolin oldugu tespit edilmistir. Ornekte var olabilecegini diisiindiigimiiz bazi
bilesenlere ait standartlar 6rnede katilarak enjeksiyon yapilmig ve dlgiimler alinmigtir. Ancak bu
standartlar higbir pikle gakismadigindan bunlarin varligina iliskin veri elde edilememistir. Bu
tespitler sonucu standart katma yapilmamis, Halep ¢am kabugu ekstraktinda bulunan bu
piknogenol bilesenleri kromatogramda isaretlenmistir (Sekil 4.52). Bulunan bilesenlerin

miktarlari ise Tablo 4.5°de verilmigtir.
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Sekil 4.52 Halep cam kabuguna ait kromatogram.
Tablo 4.5 Halep gam kabugunda bulunan piknogenol bilesenleri.
Kaorelasyon . Alikkonma Ornekte
B.ulunan Katsayisi Kallbrasyo.n Zamanlari Bul.unan RSD
bilesenler 2 Denklemi t Miktar
r R (mg/g)
. 0,093 %
Katesin 0.9995 y=22798x-489,26 | 10.954(0.07%) 0.003 2,97%
. . 0,046
Epikatesin 0,9994 y=17013x+15092 | 19.818(0.41%) 0.000 1.58%
- 0,219
Taksifolin 0,9996 y=82632x+130051 | 26.366(0.364%) 0.002 0.99%

Analizi yapilan tim ¢am kabugu ekstraktlarinda tespit ettigimiz piknogenol bilesenlerine

ait standartlar icin geri kazanim oranlari hesaplanmistir. Bu amagla her bir piknogenol

bilesenine ait standart suda 10 ppm olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra ¢gam kabugu

ekstraktlarina uygulanan prosedir bu ¢ozeltilere uygulanarak kromatogramlar alinmigtir. Elde

edilen sonuglar Tablo 4.6’da verilmistir.



Tablo 4.6 Standartlara iliskin geri kazanim sonuglari.

Geri Geri Geri Geri Geri
Katilan
standart kazanilan kazanilan kazanilan kazanilan kazanilan
. Katesin Epikatesin Ferulik A. Taksifolin | Epicat.Gallat
miktari . . . . .
miktari miktari miktari miktari miktari

10 mg/ 9.7 mg/g 9.1 mg/g 9.5 mg/g 9.6 mg/g 9.2 mg/g

&/8 %97 %91 %95 %96 %92

4.8. LC-MS ANALIZLERi

Calismada elde edilen sonuglarin guvenilirligini kontrol etmek amaciyla standartlarin ve
Orneklerin LC-MS ile nitel analizleri yapilmistir. Bu amagla 6nce katesin, epikatesin,
epikatesingallat, ferrulik asit ve taksifolin standartlar tek tek loop enjeksiyonu olarak (kolondan
geciriimeden) cihaza verilmigtir. Boylece MS igin optimum analiz kosullari belirlenmistir. Her
standart icin yapilan enjeksiyonlar sirasiyla sekillerin stinde verilmistir. Sekillerin altinda ise
aciga cikan pargalanma Uriinleri (m/z oranlari) verilmistir. Ustteki denemeler sonucu segilen en
uygun enjeksiyonun hangisi oldugu alikonma zamani ile altta belirtiimistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 4.53, 4.54, 4.55, 4.56 ve 4.57°de verilmistir.

Sprey voltaj pozitif polaritede +2500, negatif polaritede -3000 olarak ayarlanmistir.
Bosaltma akimi pozitif ve negatif polaritelerde +4 ve -4 olarak segilmistir. Kapiler sicakhgi
300°C’ye ayarlanmigtir. Carpisma enerjileri (CE) Ferrulik Asit icin 10 volt, katesin icin 25 volt,
epikatesin ve epikatesingallat icin 15 volt, ve taksifolin igin 20 volt olarak ayarlanmistir. Ferrulik
asit ve epikatesingallat pozitif modda; katesin, epikatesin ve taksifolin negatif modda
analizlenmistir. Hareketli faz olarak (A) %0,1 formik asit iceren su ve (B) %0,1 formik asit iceren

metanol kullaniimistir. Kullanilan garadient yonteme iligkin bilgiler tablo 4.7’de verilmistir.

Tablo 4.7: LC-MS’de kullanilan gradient elisyon yontemi

Numara Zaman %A %B pL/dak
0 0.00 80.0 20.0 500.0
1 1.00 80.0 20.0 500.0
2 3.00 20.0 80.0 500.0
3 5.00 20.0 80.0 500.0
4 5.01 80.0 20.0 500.0
5 6.00 80.0 20.0 500.0
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Sekil 4.53 Katesinin LC-MS analizi.
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Sekil 4.54 Epikatesinin LC-MS analizi
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Sekil 4.55 Epikatesin Gallatin LC-MS analizi
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Sekil 4.56 Ferrulik asidin LC-MS analizi
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Sekil 4.57 Taksifolinin LC-MS analizi

Bilesenlerin tek tek analizi yapildiktan sonra bunlara ait karisim LC-MS cihazina
verilmistir. Bunlara ait parcalanma (m/z oranlar) drlnleri Sekil 4.58'da gérilmektedir. Daha
sonra kara cam kabugu, kizil cam kabugu, halep ¢am kabugu, fistik cam kabugu ve sari cam
kabugu ekstraktlari LC-MS cihazina enjekte edilmis ve bunlara iliskin sonuglar sirasiyla Sekil

459, 4.60, 4.61, 4.62 ve 4.63'de verilmistir. Ayrica bilesenlerin acik yapilari sekil 4.58'de
verilmigtir.
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Sekil 4.58: Yukaridan asagiya sirasiyla; katesin ve epikatesin, taksifolin, ferrulik asit ve

epikatesin gallatin agik yapilari verilmistir.
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Sekil 4.59 Katesin, epikatesin, epikatesingallat, ferrulik asit ve taksifolin karigiminin LC-MS ile
analizine iligkin sonuglar
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Sekil 4.60 Kara cam kabugdu ekstraktinin LC-MS ile analizine iliskin sonuglar.
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Sekil 4.61 Kizil gam kabugu ekstraktinin LC-MS ile analizine iliskin sonugclar.
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Sekil 4.62 Halep cam kabugu ekstraktinin LC-MS ile analizine iligkin sonuglar.
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Sekil 4.63 Fistik cam kabugu ekstraktinin LC-MS ile analizine iligkin sonuglar.
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Sekil 4.64 Sari cam kabugu ekstraktinin LC-MS ile analizine iliskin sonuglar.
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Sekil 4.64’de standartlara ait karisimin kromatogrami goérilmektedir. Onceden belirlenen
sartlarin uygulanmasi ile istenen m/z oranina ait bilesenler kromatogramdan segilerek, istenen

bilesene ait MS degerleri gorulebilmektedir.
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Sekil 4.65: LC-MS analizine ait kromatogram.

LC-MS ile yapilan analizlerde standartlardan elde edilen pargalanma Grinleri
orneklerden elde edilen parcalanma drlnleri ile kargilastirilmigtir. Sonuclar dederlendirildiginde
cam kabuklar ekstraktlarinda tespit edilen piknogenol bilesenlerinin timiine iligkin verilere LC-
MS analizlerinde de rastlanmistir.

Standartlar karisim halinde verildiginde katesin ve epikatesin icin; 244.8 ve 108.6 m/z
degerleri elde edilmigtir. Taksifolin igin 124.6, Ferrulik asit i¢in 145 ve 177, ECG igin ise 122.8,
272.72 m/z degerleri elde edilmistir. Literatlirde de katesin ve epikatesinin pargalanma urinleri
aynidir (Jianping Sun et al. 2007). Bizim ¢alismamiz igin yapilan analizde alikonma zamanlari
epikatesin icin RT: 0,72 ve katesin icin RT: 2.27 oldugunden bu bilesenlerin kitle degerleri
birbirine karismamaktadir. Karisimda standartlar icin elde edilen kitle degerleri her bir érnek
icerisinde de tespit edilmisti. Bu durum nitel olarak tim bilesenlerin tim &rneklerde var

oldugunu gostermektedir.
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5. TARTISMA

Calismada dedektor olarak kullanilan UV cihazi baslangigta 210 nm dalga boyuna
ayarlanmigsa da c¢ikan sorunlardan dolayi (tekrarlanabilirligin disik olmasi, dedektorin
dengeye zor gelmesi vb.) dalga boyu 280 nm olarak degistiriimistir. HPLC cihazi ile baslangicta
isokratik ellisyon sistemi ile galismaya baslanmis ancak bilesenlerin alikonma sireleri arasinda
biyuk farklar olmasi ve toplam alikonma siresinin ¢ok uzun olmasi nedeniyle laboratuvarda
bulunan isokratik sistem gradient sisteme upgrade edilmis ve gradient elisyon sistemi
kullanilarak ¢alismaya devam edilmistir.

Cam kabugu ekstraktlari icinde epikatesingallata sadece sari gam kabugu ekstraktinda
rastlanmistir. Katesin miktari fistik gam agaci ve kizil gam agaci kabuklarinda yiksektir. Ferrulik
asit karagam ve sari ¢gam agaci kabuklarinda bulunurken taksifolin tim c¢am agdaclarinin
kabuklarinda bulunmaktadir. Tim g¢am kabuklarinin sonuglari karsilastirmali olarak Tablo
5.1.’da verilmistir.

Tablo 5.1 Farkli tir gam agaglari kabuklarinda bulunan piknogenol bilesenleri ve miktarlari

(mg/g)

Cam Agaci . . . . . e 1s .
Tiirleri / Katesin Epikatesin | Ferulik Asit Taksifolin Epikat.Gallate
Bilesenler mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g
Kara Cam *

0,086+0,002 | 0,076+0,002 | 0,022+0,001 | 0,209+0,005

E3 *

Kizil Cam | 1 1440004 | 0,027£0,000 23,164+0,322
Halep " *
Cami 0,093+0,003 | 0,046+0,000 0,219+0,002
Sari Cam 0,065+0,002 | 0,066+0,002 | 0,010+0,000 | 0,015+0,000 0,025+0,000
Fistik * * *
Cami 1.923+0,021 1.801+0,001

e YoOntemin belirtme sinirinin altinda

Literatrdeki ¢calismalar farkli bolgelerde yer alan ayni tir cam kabuklarinin iceriklerinin
degistigini gostermektedir. Ayni tiire ait sonuglarin bélgeden bdlgeye 10 ile 100 kat arasi farkllik
gosterdigi tespit edilmistir. Fransiz gam agaci kabuklarindan elde edilen piknogenolde bulunan
taksifolin miktarlari 17-33 mg arasi degismektedir (I. Ince et al. 2009). Bu miktar literatirde
bulunan gesitli gam kabuklarinin sonuglariyla karsilastirildiginda oldukca yiksektir. Bizim, kizil

¢am agaci kabuklarinda buldugumuz deger (23.16 mg/g) diger gam kabuklarina gére oldukca
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yuksek olup bu miktar piknogenol standardi olarak kullanilan Fransiz ¢am agaglarindaki
miktarlara yakindir.

Tarkiye'’den ve Almanya’dan alinan érneklerle yapilan bir galismada sari gam ve kara
cam kabugu ekstraktlari karsilastiriimistir. Calismada piknogenol bilesenlerinden olan katesin,
epikatesin, katesin gallat ve taksifolin bilesenlerine ait sonuglar kargilastiriimigtir. Elde edilen

sonuglar Tablo 5.2’de verilmistir.

Tablo 5.2 Turkiye ve Almanya’dan toplanan bazi gam adaci kabuklarindaki piknogenol
bilesenlerine ait miktarlar (mg/g).

Tiirler Katesin Epikatesin  Katesin gallat  Taksifolin

P.pinea (fistik gami)
(Ttirkiye) 7.703+0.02 0.684+0.08 1.529+0.05 0.138 £ 0.00

P.sylvestris (sari gam)
(Ttirkiye) 3.207+046 0.466+0.04 0.332+0.05 0.041 £ 0.01

P.nigra (kara ¢cam)
(Tlirkiye) 1.817+0.02 0.563+0.01 0.025+0.00 0.266 + 0.00

P.sylvestris (sari cam) *
(Almanya) 0.299+0.01 0.215+0.01 0.231+0.03 0.018 £ 0.00

P.nigra (kara gam)*
(Almanya) 0.161+£0.01 0.068 £0.01 0.002 +0.00 0.10 £ 0.00

Sonugclardan gorebilecegimiz gibi degisik bdlgelerden toplanan ayni tirler arasinda,
katesin miktarlari karsilastirildiginda yaklasik 10 kathk farklar gorilmektedir. Ornegin
Tarkiye’den toplanan sari ¢cam kabuklarinda 3.207 mg/g katesin bulunurken, Almanya’dan
toplanan sari gam kabuklarinda bu miktar 0.299 mg/g’a kadar diismektedir. Diger bilesenler
acisindan baktigimizda farklilk bu kadar ¢ok degildir. Yine Turkiye’den toplanan kara ¢am
kabuklarinda katesin miktari 1.817 mg/g iken Almanya’dan toplanan kara ¢am kabuklarinda bu

miktar 0.161 mg/g civarindadir. Karagam agisindan bakildiginda Turkiye’de yetisen tlrde
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epikatesin ve katesin gallatin Almanya’daki tire gére 10 kat fazla oldugu goérinmektedir.
Almanya’daki kara ¢gam turiinde taksifolin bulunmamaktadir. Bu farkllik toprak yapisindan, iklim
kosullarindan, bdlgenin yapisindan, kabuklarin toplandidi mevsimden kaynaklaniyor olabilir.
Bizim calismalarimiz sonucu elde edilen degerlere baktigimizda kara gam kabugu igin katesin
0.086 mg/g, epikatesin 0.076 mg/g ve taksifolin 0.2088 mg/g civarindadir. Bu degerler icerisinde
katesin Almanya’daki tlire gore yari degerinde, epikatesin ve taksifolin degerleri ise
Almanya’daki tirden fazladir. Bizim c¢alismamizdaki taksifolin degeri Turkiye'deki ¢am
kabuklarinin analizinde elde edilen dederle hemen hemen aynidir.

Literatlrdeki galismalarda piknogenol igin verilen sonuglara baktigimizda katesin 7.92
mg/g, epikatesin 4.81 mg/g, katesin gallat 0.81 mg/g ve taksifolin 17.04 mg olarak verilmigtir
(I.Ince et al 2009). Bir bagka literatir ise piknogenolde bulunan taksifolin miktarini 33 mg/g
olarak vermistir (Ozlem Yesil-Celiktas et al. 2009). Bizim elde ettigimiz sonuglar icinde katesin
miktari en ¢ok 1.92 mg/g olacak sekilde fistik gam kabugunda goriilmektedir. Calismalarimizda
higbir tirde katesin gallata rastlamamakla birlikte epikatesin gallat sadece sari ¢gam kabugu
ekstraktinda gézlenmistir ve miktari 0.0253 mg/g’dir.Epikatesin ise en fazla karagam kabugu
ekstraktinda 0.0756 mg/g olarak tayin edilmistir. Cam kabugu ekstraktlari i¢cinde dikkat geken en
yuksek miktar taksifolin bilesenine aittir. Taksifolin bileseni kizil gam kabugunda 23.16 mg/g
olarak tespit edilmistir. Bu miktar Fransiz gam kabuklarinin ekstraktinda bulunan 17-33 mg/g
arali§i icindedir ve diger tirlerden oldukga yiksektir. Taksifolin miktarinin fazlaligr ézellikle kizil
¢am kabugunun ticari amagcla gida veya ila¢ sektdriinde kullanilabilecedini géstermektedir.

Piknogenol bilesenleri, flavanodiler ve proantosayanidinler lzerine literatirde ¢okca
galisma olmasina ragmen c¢am kabuklari Uzerine ¢ok az calismaya rastlanmaktadir. Bu
galismalarin hemen hemen hepsi de Fransiz ¢am kabugu ekstraktini analizlemek amaciyla
standart yontem gelistirme calismalarndir. Diger ¢alismalar ise gesitli caylar ya da bitkisel
Ornekler Uzerinedir. Literatirde ¢am kabugu ekstrakti ile yapilan g¢alismalarda, ekstraksiyon
asamalari hakkinda yeterli bilginin yer almamasi bizim c¢alismalarimizi etkilemis ve vyeni
yontemler bulmak zorunda olmamizi gerektirmistir. Ekstraksiyonda deristirme (evaporatdr) ve
kati madde elde etme asamalarinda (¢calismanin son agamasi) proantosiyanidinlerin oksijen ile
temasi sonucu kahverengilestigi gdzlenmistir. Bu durum piklerde ayrimin saglanmasini
engellemistir. Oksitlenmeden kurtulmak amaciyla evaporatér ve vakumlu pompa ile siizme
islemleri atlanarak etil asetat icine alinan ekstrakt direk azot gazi altinda ugurulmus ve elde
edilen katt madde metanol-su karisiminda ¢6zilmustir. Bu sayede son asamada elde edilen
bej renkli kati maddenin havayla temasi engellenmistir. Standart ydontemde uygulanan etil asetat
fazin evaporator ile deristiriimesi, etil asetat fazina kloroform katarak ¢dktirmenin yapilmasi ve
vakumlu pompa yardimi ile katlyr sizme islemlerinin hepsi atlanmistir. Bu kademelerin
atlanmasi calismanin zamanini azaltmis hem de daha fazla kimyasalin harcanmasini

engellemistir. Bunlardan daha da o6nemlisi bilesenlerin oksijenle temasinin engellenmesi
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olmustur. Bdylece ekstrakt okside olmamis ve kahverengilesme Onlenmistir. Yaptigimiz
¢alismalar sonucu gézlemlerimize gére, cam kabuklari nemsiz ortamda saklandiklarinda uzun

sure kararl kalabilmektedirler. Ancak ekstrakt hava ile temas edince kisa slirede bozulmaktadir.

Sonug olarak hala literatiirde ¢ok az calisma 6rnegi olan ¢gam kabuklari analizi igin,
ekstraksiyon kademelerinde degisiklige qidilerek yeni ydntemler uygulanmis, bdylece
ekstraksiyon zamani kisaltilmis, daha az kimyasal harcanmis ve yaklasik 28 dakika i¢inde tim
bilesenler HPLC ile analizlenmistir. Literatire baktigimizda ferrulik asit bileseni ¢ay érneklerinde
siklikla analizlenirken ¢cam kabuklarinda gézden kagiriimistir. Bizim ¢alismamizda bu bilesenin

kara gam ve sari gam kabuklarinda bulundugu tespit edilmistir.
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