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ÖZET 

 

Çam ağaçlarının kabukları çok eski zamanlardan beri ilaç, şurup, ödem giderici ve 
benzer birçok nedenle kaynatılıp içilmekte ya da yaralara sürülmektedir. Eski insanlardan kalma 
tecrübeye dayanan bu bilgiler çağımızda bilimin gelişmesiyle incelenmeye ve doğrulanmaya 
başlanmıştır. Bilim insanları çam kabuklarının ekstraksiyonuyla elde edilen bu karışımı 
piknogenol olaarak adlandırmışlardır. Piknogenol birçok bileşenden oluşan (proantosiyanidinler, 
flavanoidler vb.) bir karışımdır. E vitaminine göre 50 kat, C vitaminine göre 30 kat daha kuvvetli 
antioksidan özelliği gösterdiği bilinmektedir. Piknogenol, Frana’da deniz kenarında yetişen kara 
çam türüne ait ağaçların kabuklarından elde edilmekte ve ticari olarak satılmaktadır. Bu 
çalışmada Türkiye’de bulunan bazı çam ağacı kabuklarında bir kısım piknogenol bileşenlerinin 
nitel ve nicel tayini 280 nm dalga boyunda UV dedektör içeren HPLC ile yapılmış ve bileşenlerin 
elüsyonunda gradient pompa kullanılmıştır. Önce yöntemi optimize etmek amacıyla ticari olarak 
satın alınan çam kabuğu ekstraktları kullanılmıştır. Daha sonra standartlar ve toplanan örnekler 
kullanılarak örneklerin nicel ve nitel analizleri yapılmıştır.  

 
Çalışmada Manisa, Bilecik ve Adana bölgelerinden toplanan beş farklı tür çam kabuğu 

kullanılmıştır. Ekstraksiyon işlemi başlangıçta literatürde önerildiği şekilde yapılmıştır. Ancak 
etilasetat fazın uzaklaştırılması sırasında piknogenol bileşenlerinde oksitlenme gözlemlenmiştir. 
Bu nedenle etilasetat giderme adımı argon gazı altında vakumda yapılmıştır. Ekstraksiyon 
amacıyla toz haline getirilen çam kabuklarından 20 g tartılır, üzerine 150 mL kaynar su ilave 
edilerek ekstrakte edilir. Oda sıcaklığına kadar soğumaya bırakılan ekstrakt süzülerek 
kabuklardan ayrıldıktan sonra doygunluğa kadar üzerine tuz eklenir ve tekrar süzülür. Süzüntü 
alınarak etil asetat ile ekstrakte edilir ve ekstrakt etil asetat fazda toplanır. Kalan suyu 
uzaklaştırmak amacıyla etil asetat faza sodyum sülfat eklenir. Sodyum sülfat süzülerek 
uzaklaştırıldıktan sonra kalan etil asetat havasız ortamda argon gazı ile vakum altında uçurulur. 
Elde edilen bej renkli katı kısım 25 mL  %25 (h/h) metanol içeren suda çözüldükten sonra 
cihaza enjekte edilmiştir. 

 
Analizi yapılan piknogenol bileşenlerine ait standartlar için hareketli faz bileşimi ve akış 

hızı optimize edildikten sonra örnekler analizlenmiştir. Hareketli faz olarak % 0.1 orto fosforik 
asit içeren su, % 0.1 orto fosforik asit içeren metanol ve  % 0.1 orto fosforik asit içeren 
asetonitril üçlü elüsyon sistemi kullanılmıştır. Akış hızı 1 mL/dak. olarak ayarlanmış ve gradient 
elüsyon sistemi kullanılmıştır. Analizlenen çam kabuklarında (karaçam, kızılçam, sarıçam, 
fıstıkçamı, halepçamı) piknogenol bileşenlerinden kateşin, epikateşin, epikateşingallat, ferrulik 
asit ve taksifolinin nitel ve nicel tayinleri yapılmıştır. Çam ağaçlarının türlerine göre bulunan 
piknogenol bileşenleri; karaçamda 0.209 mg/g taksifolin, 0.086 mg/g kateşin, 0.076 mg/g 
epikateşin, 0.022 mg/g ferrulik asit;  kızılçamda 23.16 mg/g taksifolin, 1.454 mg/g kateşin, 0.027 
mg/g epikateşin; fıstık çamında 1.923 mg/g kateşin, 1.801 taksifolin; sarı çamda 0.066 mg/g 
epikateşin, 0.065 mg/g kateşin, 0.025 epikateşingallat, 0.015 taksifolin, 0.010 ferrulik asit; 
halepçamda 0.219mg/g taksifolin, 0.093 kateşin, 0.046 epikateşin olarak bulunmuştur. 
 

 
 
 

Anahtar kelimeler: HPLC, piknogenol, proantosiyanidin, çam kabuğu, kateşinler. 
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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 1mL/min. and gradient elution was 
used. The qualitative and quantitative analyses of pine barks (karaçam, kızılçam, sarıçam, 
fıstıkçamı, halepçamı) 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 karaçam;  23.16 mg/g taxifolin, 1.454 mg/g catechin, 
0.027 mg/g epicatechin in kızılçam; 1.923 mg/g catechin, 1.801 mg/g taxifolin in fıstıkçamı; 
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 sarıçam; 0.219 mg/g taxifolin, 0.093 mg/g catechin, 0.046 mg/g 
epicatechin in halepçam. 
 
 
 
Keywords: HPLC, pycnogenol, proanthocyanidin, pine bark, catechins. 
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1. GİRİŞ 

 

1.1. Piknogenolün Kısa Tarihi 

 

 İnsanlar çok eski çağlardan beri doğanın kendilerine sunduğu olanaklarla ayakta 

kalmayı başarmışlardır. Bunlar içerisinde en önemlilerinden birisi bitkilerdir (Maimoona et al, 

2011). Bitkiler dört bin yıldır hastalıkları önlemek ve tedavi etmek için kullanılmaktadır 

(Maimoona et al, 2011). Günümüzde de birçok doğal ürün bitkilerden, ağaçlardan ve çam 

kabuklarından elde edilmektedir (Tulp et-al. 2004). Çok sayıda fitokimyasal kaynağı olan ağaç 

kabukları insanlar için son derece önemli biyolojik ve fizyolojik ihtiyaçları karşılamaktadır 

(Maimoona et al, 2011). 

 Kabukların tedavi ve sağlık amaçlı kullanımı çok eski zamanlara dayanmaktadır 

(Chandler et al. 1979). İnsanlar böylece eski alışkanlıklarını devam ettirmiş ve günümüze kadar 

taşımıştır. İlk sentetik ilaçlardan biri olan aspirin doğal kaynaklı salisilik asit kadar etkili olmuştur 

(Forlines et al. 1992; Tulp et al, 2004). Söğüt ağacının kabuğu doğal bir askorbik asit ve 

polifenolik bileşik kaynağıdır (Tulp et al, 2004). Çam kabukları antik çağlarda Mısır ve 

Hindistan’da kullanılmıştır (Drehsen,1999). Bunun kaynağı ise onların dinleriydi (Drehsen, 

1999). Çam kabuklarının iltihap tedavisindeki kullanımı “Tıbbın Babası” sayılan Hipokrat’a kadar 

dayanmaktadır (Packer et al. 1999; Kollesch et al. 1994; D. Drehsen). Bunun dışında, çam 

kabuklarının antik çağlarda Amerika ve Avrupa’da da yaygın olarak kullanıldığı bildirilmektedir. 

Yemek takviyesi olarak (Eiditiz et al 1969; Lindgren, 1918, Scientific Consultative Committe of 

Natural Defence, 1979), çay ve şurup olarak (Fielder, 1975; Speck 1951; Wallis et al, 1955) ve 

tedavi amaçlı (Hoppe, 1969; Lescarbot 1911; Schmitz 1974) olmak üzere üç farklı kullanımı 

kaydedilmiştir. Örneğin, Amerika’da beyaz çam ağacının iç kabukları ezilip yaraların ve 

iltahapların üzerine lapa olarak konulmuş ve tedavi amaçlı kullanılmıştır (Chandler et al. 1979; 

Fielder 1975). Ayrıca, öksürük şurubunun kökeni beyaz çam ağacının kabuklarına 

dayanmaktadır (The Dispensatory of The United States of America 1955). Diğer taraftan, 

Avrupalılar çam kabuklarını ılık sirkeye emdirip diş ağrılarını geçirmek amacıyla emmişlerdir 

(Minner 1479; Schmitz, 1974). Fransız deniz (maritime) çam kabukları kanamaları önlemede, 

mesane ve böbrek semptomlarında kullanılmıştır (Dragendorff, 1898). Çam kabuklarının 

Hieronymus Bock tarafından; İdrar söktürücü, ishal, öksürük ve cilt tedavileri amacıyla kullanımı 

önerilmiştir (Hoppe, 1969). 

 Avrupa’da çam kabuğu çayını ilk kullanan kişi olarak kaşif Jacques Cartier ve tayfaları 

olarak  tanıtılmaktadır (Rohdewald, 2001; Maimoona, 2011). Cartier ve tayfaları 1534 kışı 

boyunca çam kabuğu çayı içerek bu çayın C vitamini eksikliğinden kaynaklanan kötü bir 
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hastalığı önlemede mükemmel bir kaynak olduğunu göstermişlerdir (Rohdewald, Maimoona et 

al., 2011 ). Bu durum biyoflavonoidler üzerine çalışan Profesör Jack Masqueiler tarafından 

doğrulanmıştır (Maimoona et al., 2011). Masqueiler daha sonra çam kabuğu ekstraktının 

biyoflavonoidler ve organik asitlerce zengin bir kaynak olduğunu tespit etmiştir (Msquelier et al, 

1979). 1979 yılında yayınladığı bir makalede çam kabuğu çayından oluşan karışımı 

‘pycnogenol’ olarak adlandırmıştır. (Msquelier et al, 1979; Harborne et al. 1982.Advances in 

Research. Chapman and Hall, New York.) Bu kimsayallar en iyi serbest-radikal önleyicilerdir 

(Maimoona et al, 2004). E vitamininden 50 kat, C vitamininden 20 kat daha fazla antioksidan 

özelliğe sahip olduğu gösterilmiştir (Passwater et al., 1994). Ultra viole ışığı absorbladığı 

gösterilmiştir (Guochang, 1993; Noda et al, 1997; Rong et al, 1995). İltihap önleyici özelliği farklı 

çalışmalarla kanıtlanmıştır (Blazso et al, 1994; Blazso et al. 1995; Blazso et al. 1997). Bu 

özelliğinin mekanizması hücre kültürü örnekleri ile yapılan çalışmalar sonucunda aydınlatılmıştır 

(Rohdewald 2002; Packer et al 1999). Doğal çam kabuğu ekstraktı; polifenolleri, 

prosiyanidinleri, kateşin ve taksifolin gibi monomerleri,fenolik asitleri ve vanilini içermektedir 

(Drehsen, 1999; Rochdewald, 1998, Chen et al. 2009). 
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Şekil 1.1 Fransız deniz çam ormanlarına ait bir fotoğraf (Drehzen G., 1999) 
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1.2. Fenolik Bileşikler, Proantosiyanidinler ve Prosiyanidinler  

 Proantosiyanidinler biyoflavonoid sınıfına ait güçlü antioksidanlardır (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 önemlileri kateşin, epikateşin, epigallokateşin ve epigallokateşin 

gallat gibi maddelerden oluşurlar (Dumon,  1990; Hemingway, et al. 1992). Yapıları, Şekil 1.2’de 

verilmiştir. 

  

 

Şekil 1.2 Bazı proantosiyanidinlerin yapıları (Hardborne, J.B. et al. 1982) 

 

 Prosiyanidinler de polifenolik bileşikler olarak bilinen proantosiyanidinlerin bir sınıfıdır. 

Proantosiyanidinler renksiz bieşikler olup bitkilerde ya da odunsu yapılarda bulunurlar (Rohr et 

al. 2000). İsimlerini hidrolizasyon reaksiyonlarından alırlar. Asidik renkli antosiyanidinlere 

dönüşürler. Proantosiyanidinler karbon-karbon bağı yapmış  öncül flavanoidlerden oluşurlar 

(Bagchi et al. 2003). Proantosiyanidinlerin zincir uzunluğu kısadır ve bunlar renksizdirler 

(Yanagida,  2003). Zincir uzunluğu arttıça sarıdan kahverengiye doğru değişen bir renk alırlar 

(Rohr  et al. 2000). 

 Bütün bitkiler metabolizmalarında sekonder metabolit olarak çok sayıda fenolik madde 

oluşturmaktadır. Bu nedenle, bitkisel kökenli bütün gıdalarda daima farklı nitelikte ve miktarda 

çeşitli fenolik bileşikler bulunmaktadır (G. D'Andrea, 2010).  

 Fenolik bileşikler meyve ve sebzelerin kendilerine özgü buruk tadını ve renklerini 

verirler. Bazı fenolik bileşikler ise acı tadın oluşmasında da rol almaktadırlar. Gıda bileşeni 

olarak fenolik bileşikler; insan sağlığı açısından işlevleri, tat ve koku oluşumundaki etkileri, renk 

oluşumu ve değişimine katılmaları, antimikrobiyal ve antioksidatif etki göstermeleri, enzim 

inhibisyonuna neden olmaları, değişik gıdalarda saflık kontrol kriteri olmaları gibi birçok açıdan 

önem taşımaktadırlar (Weber et al. 2007). Fenolik bileşikler, 80 monomerli bileşiklere kadar 

kondanse olabilirler ve proteinlerle kompleks oluşturarak tortu yaparlar (Williams et al. 1983; 

Ferreira,  et al. 1992). Fenolik bileşiklerin bu özelliklerinden meyve suyu endüstrisinde meyve 
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suyunun durultulması sırasında yararlanılmaktadır (Mc Murrough et al. 1992; Mc Murrough et 

al. 1994). 

 Fenolik bileşikler gıdalarda istenilmeyen renk değişimlerine neden olurlar (Lee,  1992;  

Ho. C.T. 1992). Bunlar arasında en önemlisi enzimatik esmerleşme reaksiyonudur (Nozzolıllo, 

1984).  

 Fenolik bileşiklerin oksidasyonuna neden olan bu reaksiyonları katalize eden enzimlere 

genel olarak polifenoloksidaz enzimleri (PPO) adı verilmektedir (Rohr Et al. 2000). 

Gıdalarda enzimatik esmerleşme, genellikle kalite kaybı olarak değerlendirilmekte ve bu 

nedenle meyve ve sebzelerin işlenmeleri sırasında fenolik maddelerin oksidasyonları çeşitli 

yöntemlerle önlenmeye çalışılmaktadır (Mc Murrough et al. 1992; Mc Murroughet al. 1994).  

 Son yıllarda bitkisel kökenli gıdalarda bulunan fenolik bileşiklerin yoğun bir şekilde 

incelenmesi, bunların insan sağlığı ile yakından ilişkisi olduğunun saptanmasından ve özellikle 

de kanser riskini azalttığı yönündeki epidemiyolojik bilgilerden kaynaklanmaktadır (Shahat, et al. 

1996; Baldi,  et al. 1997). Buna karşın, bazı çalışmalar flavonoidlerin karsinojen olduğunu 

savunsa da, diğer birçok çalışmada elde edilen bulgular, flavonoidlerin antimutajen ve 

antikarsinojen olduğunu desteklemektedir.  Bitkilerdeki fenolik bileşikler, fenolik asitler ve 

flavonoidler olmak üzere iki ana başlıkta incelenmektedir. Bunlar, küçük moleküllü ve 

çoğunlukla uçucu olan bileşiklerdir. Bunlardan, gıdaların yapılarında yer alan fenolik asitler ve 

flavonoidler önem taşımaktadır. 

 

1.2.1. Fenolik Asitler 
 

 Fenolik asitler; hidroksisinamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak üzere iki grupta 

incelenmektedirler. Şekil 1.3’de görülen bu bileşiklere -OH ve -OCH3 grupları bağlanarak önemli 

türevleri olan fenolik asitler oluşabilmektedir (Robbins, 2003). Fenolik asitler genel olarak 

serbest halde bulunmazlar (Croteau, et al. 2000). Karboksil grupları karbohidratlar, glikozidler, 

aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona girebilirler ve alkollerle fenol esterler, amino bileşikleri 

ile de amidleri oluştururlar (Clifford, 1999).  Fenolik asitlerin, fenol halkasına bağlı hidroksil 

grupları da çok aktif olup, şekerlerle birleşerek glikozitleri oluştururlar (Klick,  1988; Winter, M.; 

1986). 
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Hidroksisinnamik asit Hidroksibenzoik asit 

 

 

 

Şekil 1.3 Bazı fenolik asitlerin yapıları 
 

 

 1.2.2. Flavonoidler (Flavan türevleri) 
 

 Flavonoidler C6–C3–C6 difenilpropan yapısında olup fenil grupları arasındaki üçlü 

karbon köprüsü, oksijenle halka (flavan halkası) oluşturmaktadırlar. (Borges, et al. 2001). 

Değişik flavonoidler arasındaki farklar; bağlanan hidroksil gruplarının sayısından, doymamışlık 

derecesinden ve üçlü karbon segmentinin oksidasyon düzeyinden kaynaklanmaktadır (Borges, 

et al. 2001).  

 Flavonoidler, fenolik bileşikler içinde en önemli grubu oluşturan flavan (2-Fenol-benzo-

dihidropiran) türevleridir (Spencer,  et al. 2009). Şekil 1.4’te görüldüğü gibi yapısal olarak altı 

gruba ayrılırlar ve Şekil 1.5 bunların genel yapısını göstermektedir. 
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Şekil 1.4 Flavonoidlerin çeşitleri (Rohr. G.E. et al. 2000) 
 

 

 

 

Şekil 1.5 Flavanollerin genel yapısı (Rohr. G.E. et al. 2000) 
 

 

 Prosiyanidinler, diastereoisomerler olan (-)-epikateşin ve (+)-kateşin’lerin 

birleşmesinden oluşurlar (Haslam, 1989; Rohdewald 2002;). Proantosiyanidinlerde bulunan 

monomerlerin sistematik numaralandırılması Şekil1.6’da görülmektedir. Düşük moleküler 

kütleye sahip olanları “Piknogenol” olarak adlandırılmaktadırlar (Porter, 1988; Dumon, M.-C. 

1990; Atta-ur-Rahman 2000). 
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Şekil 1.6  Proantosiyanidinlerde bulunan monomerlerin sistematik numaralandırılması (Rohr. 
G.E. et al. 2000) 

 

 Kateşinler, renksiz bileşiklerdir (Rohr et al 2000). Hemen her meyvede bulunan 

kateşinler, flavonoid biyosentezinde ara ürün olarak yer alırlar (Butler, et al. 1992). Gıdalarda en 

yaygın olarak bulunan flavonoid grubunu oluştururlar (Rohr et al 2000). Ayrıca, 3.C atomunda 

bir OH grubu içerdiğinden sistematik olarak flavan-3-ol olarak adlandırılırlar (Rohr  et al 2000). 

Kateşinlerin yapılarında iki asimetrik karbon atomu bulunduğundan dört izomerleri 

bulunmaktadır (Rohr et al 2000). Bunların yapısı Şekil 1.7’de verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 1.7 Kateşinlerin genel yapısı (Rohr. G.E. et al. 2000) 
 

 

 Kateşinler, hem kimyasal hem de enzimatik olarak havadaki oksijen ile kolaylıkla 

reaksiyona girerler (Amiot et al. 1992). Reaksiyon sonunda kondanse olarak 

proantosiyanidinleri oluştururlar (Piretti, 1991). Proantosiyanidinler, kateşinlerin flavan-3-ol 

yapısının kimyasal veya enzimatik olarak dimer, oligomer ve polimerlere kondensasyonu ile 

oluşan bileşiklerdir (Tarnai et al. 1994). Molekül ağırlıkları 7000 Dalton’a (yaklaşık 20 flavan-3-ol 
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ünitesi) kadar ulaşabilmektedir (Swain, 1979). Bu bileşiklerin buruk veya acı tadı molekül 

ağırlıklarına bağlıdır. Kısa zincir uzunluğundaki moleküller renksiz olduğu halde polimerizasyon 

dereceleri yükseldikçe renkleri sarıdan kahverengine dönüşmektedir (Nozzolillo et al. 1984). 

Ancak asit ortamda ısıtıldıklarında antosiyanidinlere dönüşerek tipik, kırmızı-mor bir renk alırlar 

(Nozzolillo et al. 1984).  

 Bu nedenle, proantosiyanidin adı verilmektedir (Ferreira et al. 1996). Tablo 1.1, bazı 

proantosiyanidinlerin içerdiği fonksiyonel gruplara göre nasıl adlandırıldığını göstermektedir. 

 

Tablo 1. 1 En yaygın proantosiyanidinlerin içerdiği fonksiyonel gruplara göre adlandırması 
(Rohr. G.E.et al, 2000) 

 

Sınıf 
Monomer Fonksiyonel gruplar 

(2R,3S Stereokimya) 5 7 3' 4' 5' 

Prosiyanidin Kateşin OH OH OH OH H 

Prodelfinidin Gallokateşin OH OH OH OH OH 

Properalgonidin Afzeleşin OH OH H OH H 

Profisetinidin Fisetinidol H OH OH OH H 

 

 Proantosiyanidinlerin oluşumunda kateşin ünitelerinin birbirleriyle bağlanmaları 

genellikle C4–C8 kondensasyonu şeklindedir (Haslam 1989; Ferreira 1996). Böylece çoğunlukla 

doğrusal (lineer) proantosiyanidinler oluşur. Saf kateşin/epikateşin ünitelerinin kondensasyonu 

ile oluşan bileşiğe prosiyanidin adı verilmektedir (Haslam 1989; Porter 1988).  

 Bitkisel kökenli gıdalarda yaygın olarak bulunan proantosiyanidinler; (-)-epikateşin ve 

(+)-kateşin kombinasyonlarından oluşan dimerlerle iki (-)-epikateşin ünitesinden oluşan 

prosiyanidin B2’dir (Rohr et al. 2000). Ayrıca proantosiyanidin (B1, B2, B3 ve B4) ve 

diaizomerleri ise proantosiyanidin B5, B6, B7 ve B8 bulunmaktadır (Rohr et al. 2000). 68 

monomerli proantosiyanidinler meyve ve sebzelerin buruk tadına neden olduğu halde, 35  

 

Şekil 1.8: Prosiyanidinlerin monomer yapıları (Rohr. G.E.et al, 2000) 
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monomerli olanların acı bir tat verdikleri bildirilmektedir (Rohr et al. 2000). Şekil 1.8’de ve Tablo 

1.2’de prosiyanidinlere ait adlandırılmalar ve kullanılan kısaltma isimler yer almaktadır. 

 
 
 

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

Kısaltma isimler Adlandırmalar 

B1 epikateşin-(4β→8)-kateşin 

B2 epikateşin-(4β→8)-epikateşin 

B3 kateşin-(4α→8)-kateşin 

B4 kateşin-(4α→8)-epikateşin 

B5 epikateşin-(4β→6)-epikateşin 

B6 kateşin-(4α→6)-kateşin 

B7 epikateşin-(4β→6)-kateşin 

B8 kateşin-(4α→6)-epikateşin 

  

C1 epikateşin-(4β→8)-epikateşin-(4β→8)-epikateşin 

C2 kateşin-(4α→8)-kateşin-(4α→8)-kateşin 

  

A1 epikateşin-(4β→8), (2β→O→7)-kateşin 

A2 epikateşin-(4β→8), (2β→O→7)-epikateşin 

  

Diğer taraftan kondanse olmuş ve analitik olarak Folin-Denis ayıracı ile belirlenen 

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

bileşiklerin molekül büyüklükleri 500-3000 Dalton arasında değişmekte ve proteinleri çöktürme 

ve deriyi sepileme özellikleri vardır (Ka¨hko¨nen, et al. 1999; Rohr et al. 2000). Fenolik 

bileşiklerin deriyi sepileme özelliği, fenolik -OH grupları yanında molekül büyüklükleri ile de 

ilgilidir (Rohr. et al. 2000)). Tanenlerin ön bileşikleri fenolik monomerler olup, bu grup esas 

olarak prosiyanidinlerden oluşmaktadır. Bu monomer yapıların birleşmesiyle oluşabilecek dimer 

yapılar da Şekil 1.9’da gösterilmiştir. 
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Şekil 1.9 Bazı Prosiyaninlarin yapısı (Rohr. G.E. et al. 2000) 
 

1.3. Çam Kabuğu Ekstraktı ve Piknogenol  

 Piknogenol Fransız deniz çam kabuklarından (Pinus pinaster de denir) elde edilen 

ekstrakta verilen addır (Chen et al. 2009). Doğal çam kabuğu ekstraktı 65%-%75 oranında  

kateşin ve epikateşinin çeşitli varyasyonlarından oluşan prosiyanidinlerdir (Rohdewald 2002). 

Geri kalan kısım feno fenolik asitler, fenolik monomerler, sinnamik asitler ve onların 

glikozitlerinden oluşan bir karışımdır (Rohdewald 2002). Piknogenol 2-12 arası monomerik yapı 

içerebilmektedir (Rohdewald, 2001). Piknogenol’ün tanımında kullanılan ve analizi için asıl 

kabul edilen monomerler: kafeik asit, kateşin, ferulik asit ve taksifolindir (U.S. Pharmacopeia 

(2005). Piknogenolün içeriğinde bulunan maddeler bulundukları türe göre değişkenlik 

göstermekle beraber çam ağacı kabuklarında, üzüm çekirdeğinde, söğüt ağacı yapraklarında, 
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yer fıstığında, yaban elmasında, limon ağacı kabuklarında, çaylarda, kırmızı şarapta ve fındık 

ağacı yapraklarında bulunmaktadırlar (D’Andrea, 2010). 

 Çam Kabuğu Ekstraktı kuru ve karanlıkta muhafaza edildiğinde, Şekil 1.10’da 

gösterildiği gibi kahverengi kararlı bir karışımdır. Özelliklerini şöyle sıralayabiliriz (Rohdewald, 

2001): 

 

 toz haldedir 

 kırmızımsı-kahve rengidir 

 aromatik kokuludur 

 nemsiz ortamda oldukça kararlıdır 

 ışıktan ve nemden korunmalıdır; karanlık şişelerde saklanmalıdır 

 cilt / göz ile temasında alerjik etki göstermez 

 suda, etanolde ve asetonda kolaylıkla çözünebilir 

 ısıya karşı dayanıklıdır 

 

Şekil 1.10 Toz haline getirilmiş piknogenolün görüntüsü  

 Piknogenol’ün günümüzde kullanımı çok geniştir. Yapılan çalışmalar her geçen gün 

daha çok yararı olduğunu göstermektedir. Yapılan klinik çalışmalar sonucunda piknogenolün 

aşağıda belirtilen rahatsızlıklara iyi geldiği bildirilmiştir: 

 Kalp ve damar sağlığını koruduğu, damar sertliğini ve tıkanmasını önlediği (Zibadi 

et al. 2007; Belcaro, G. Et al. 2006; Cesarone  et al. 2006) 

 Kolestrolü düşürdüğü (Devaraj .et al. 2002; Durackova et al. 2003) 

 Göz sağlığına iyi geldiği (Schönlau et al. 2002; Chida et al. 1999) 

 Diyabetik rahatsızlıklarda kullanıldığı (Schäfer 2007; Cesarone et al. 2006) 
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 Antioksidan özellik nedeniyle yaşlanmayı geciktirdiği ve vücudu serbest 

radikallerden temizlediği (Veurink et al. 2003; Liu et al. 1998) 

 Cilt sağlığını koruduğu (Schönlau 2002; Saliou et al. 2001) 

 İltihapları, yaraları iyileştirici özellik gösterdiği (Grimm et al. 2006; Schäfer et al. 

2005) 

 Ağız sağlığını korucuyu etki gösterdiği (Torras et al. 2005; Blazso et al. 2004) 

 Bağışıklık sistemini güçlendirdiği (Liu et al 1998; Sime et al. 2004) 

 Alerji ve astımı önlediği (Hosseini Et al. 2001; Lau et al. 2004) 

 Adet düzensizliklerini önlediği ve ağrıları azalttığı (Kohama et al. 2007; Kohama et 

al. 2006) 

 Spor faaliyetlerinde dayanıklılığı arttırdığı (Nishioka  et al. 2007; Vinciguerra et al. 

2006) 

 Üreme sisteminin daha sağlıklı olmasını sağladığı (Roseff  2002; Roseff .et al. 

1999) 

 Dikkat dağınıklığı ve hiperaktivite rahatsızlıklarının tedavilerinde kullanıldığı (Liu et 

al. 1999; Dvorakova et al. 2006). 

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

 Metabolizmaya daha birçok katkı sağladığı (Rohdewald, 1999; Sarikaki, et al. 2004) 

 E ve C vitamininden, lipoik asitlerden bile daha kuvvetli bir antioksidan olduğu 

(Chovanova et al. 2006; Cossins et al. 1998) 

  Kanseri önlediği (Nelson et al. 1998)  

  Ülsere iyi geldiği 

  Parkinson ve hipertansiyon hastalığı tedavisinde kullanıldığı 

  Proteinleri enzimatik bozunmadan koruduğu (Voss et al. 2006; Devaraj et al. 2002) 

 Antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğu (Torras et al. 2005; Matsumori et al. 2007) 

 Eklem yerleri sağlığına katkısı (Farid et al. 2007) olduğu ilgili kaynaklarda 

belirtilmektedir. 

1.4. Piknogenol Tayininde Kullanılan Yöntemler 

 Literatür çalışmalarına bakıldığında Piknogenol tayini için genel olarak HPLC-UV, 

HPLC-MS cihazları ile ters faz ve normal faz analizler yapılmıştır. Literatürde çam kabuklarında 

piknogenol tayinine yönelik yapılmış fazla çalışma bulunmamaktadır. Yapılan çalışmalar 

genellikle Fransız çam ağacı kabuklarından elde edilen Çam Kabuğu Ekstraktı Standardının 

analizine ve yöntem geliştirmeye dayanmaktadır. Fransız çamları dışında diğer tür çamlarda 

çok az çalışma mevcuttur. Bunlardan en önemlisi de ülkemizde yapılmış bazı çalışmalardır (I. 

Ince et al. 2009). 
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 Bunların dışında piknogenol içeriğinde bulunan flavonoidlerin; çay yaprakları, üzüm 

çekirdekleri gibi farklı örneklerde tayinlerine yönelik çalışmalar olduğu literatürde görülmektedir. 

Çalışmalar içerisinde çaylarda kateşinlerin tayinine yönelik yapılmış olan rastladığımız sadece 

bir tane isokratik elüsyon HPLC yöntemi bulunmaktadır (Huafu Wang et al. 2000). Diğer tüm 

yöntemler gradient elüsyon kullanılarak yapılmıştır. Çalışmalarda ekstraksiyon çözücüsü olarak 

su,  metanol ya da etanol en çok kullanılan çözücülerdir. Yine örnek hazırlanırken sıklıkla bu 

çözgenler kullanılmıştır. Mobil faz olarak da yine su, metanol, asetonitril gibi çözgenler farklı 

yüzdelerde karıştırılarak kullanılmıştır. Mobil faz içerisinde modifiye edici olarak formik asit, 

asetik asit veya orto-fosforik asit gibi asitler tercih edilmiştir. Çalışmalarda C-18 kolon tercih 

edilmiştir. Dalga boyu olarak 210 nm’yi kullanan çalışmalar olmuşsa da en çok kullanılan dalga 

boyu 280 nm’dir (Huafu Wang et al. 2000).   

 Çam kabuğu ekstraktı standardı kullanılan bir çalışmada Prosiyanidinlerin 

polimerizasyon dereceleri verilmiştir. Bu analizlere göre birinci bölgede monomerik yapıdaki 

kateşin türlerinin çoğunlukta olduğu ve ikinci, üçüncü bölgelere ilerledikçe dimerik, trimerik ve 

oligomerik yapıların sıralandığı gösterilmiştir. Bu sonuçlar çam kabuğu ekstraktının içeriğinin 

genel olarak belirlenmesi açısından önemlidir. Çalışmaya ilişkin kromatogram ve değerler Şekil 

1.11’de ve tablo 1.3’de verilmiştir (A. Romani et al. 2006). 

 

Şekil 1.11 Ticari çam kabuğu ekstraktına ait normal faz HPLC kromatogramı (280 nm) 1-10: 
Polimerleşme derecesini ifade eder. (T) Taksifolin (P) Protocateşuik asit (1G) gallik asit, (1)(+) 
kateşin, (-) epikateşin ve eser miktarda gallokateşin, (2) dimerler ve eser miktarda gallokateşin 
dimerleri, (3) trimerler ve eser miktarda gallokateşin trimerleri, (4) tetramerler, (5) pentamerler, 

(6) hexamerler, ve (7) heptamerler. 
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Tablo 1. 3 Ticari çam kabuğu ekstraktlarındaki polifenollerin normal faz kullanılarak elde edlen 
miktarlar  (A. Romani et al. 2006). 

 

Bileşikler mg/g 

Taksifolin 33.1 

Protokateşik asit 9.1 

Gallik asit 24.4 

Kateşin, epikateşin ve gallokateşinler 74.2 

Prosiyanidin ve gallokateşin dimerleri 285.3 

Prosiyanidin ve gallokateşin 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 adlandırılan bir çalışmada piknogenol standardının ayrıştırılması 

için metot geliştirme çalışmaları yapılmıştır. Bu çalışmada piknogenol olarak analizlenen dört 

temel proycanidin  şunlardır: Kateşin, kafeik asit, ferulik asit taksifolindir. Çalışmada metanol su 

gradient elüsyon sisteminin Ferulik asit ve taxifolin ikilisini ayırmada yeterli olmadığı 

görülmektedir. Bu yüzden çalışma su-asetonitril gradient elüsyon sistemiyle tamamlanmıştır 

(Pei Chen et al. 2009). 
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Şekil 1.12  Piknogenolü oluşturan ana maddeler olan Kateşin, kafeik asit, Ferrulik asit  

ve Taksifolinin (1) Su/Metanol, (2) Su/Asetonitril içeren mobil faz ile alınmış  

kromatogramları (Pei Chen et al. 2009). 

 

 

 

 

Şeki 1.13  Çam kabuğu (1) Ekstraktı Standardı ve (2) örneğe ait kromatogramlar. 
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           Literatürde Prosiyanidinlerin farklı örneklerde tayinine yönelik birçok çalışmaya 

rastlamak mümkündür. Yapılan çalışmalarda 3 mg madde miktarından 100 gram miktarlarına 

kadar örnek kullanılmaktadır. En çok kullanılan örnekler içinde çay, üzüm çekirdeği, çam 

kabuğu ekstraktı standardı ve çam kabukları vardır. Dört çeşit üzüm çekirdeği ve iki çeşit çam 

kabuğu örneğinin kullanıldığı bir çalışmada elde edilen sonuçlar karşılaştırmalı olarak 

verilmiştir. C-18 kolonun kullanıldığı çalışmada mobil faz olarak 0.3% fosforik asit içeren su ve 

asetonitril kullanılmıştır. Standartlar ve örnekler metanol-su karışımında hazırlanmışlardır. 

Analiz 80 dakika sürmüştür. Çeşitli çay örneklerinden 3 g alınarak 150 mL kaynayan suda 5 

dakikalık ekstraksiyon işleminden sonra 210 nm dalga boyunda elde edilen sonuçlar tablo 

1.4’de verilmiştir (Huafu Wang et al, 1999). 

 
Tablo 1. 4 Çeşitli çay örneklerinde bulunan kateşin, kafein ve gallik asit miktarları (mg/100 mL)  

(Mobil faz: metanol:su:ortofosforik asit=20:79.9:0.1, Akış hızı: 1mL/dak) 
Aranan 

Mad. 

 Gunpowder        RGT Sencha      Keemun Sri Lanka 

Gallik Asit           0.74           

(+)-GC           2.81           

(-)-EGC           36.2           

(+)-C           1.41         

Kafein              30.3 28.9           

(-)-EGCG           28.8           

(-)-EC           9.54         

(-)-GCG           1.02       

(-)-ECG         4.        4.92           

∑Kateşinler           84.6           

 

 

          Bu çalışmanın dışında Prosiyanidinlerin ve piknogenolün tayini için isokratik elüsyon 

yöntemine rastlanmamıştır. Çam kabuklarında ise standart PBE dışında çok az çalışma 

yapılmıştır. Çam kabuklarının analizine yönelik yapılan çalışmalarda aynı çam ağaçlarından 

toplanan kabuklardaki miktarların bölgeden bölgeye değişiklik gösterdiği görülmektedir. Bazı 

Prosiyanidinler bazı bölgedeki ağaç kabuklarında bulunmazken başka bölgelerdeki aynı türe 

ait çam ağaçlarının kabuklarında bulunabilmektedir.Ülkemizde yapılan karşılaştırmalı bir 

çalışmada farklı ülkelerden alınan çam kabukları analizlenmiştir. Piknogenol referans 

standardına  ait sonuçlar aşağıdaki gibidir (I. Ince et al. 2009): 
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Tablo 1. 5 Piknogenol Ekstraktında Bulunan Madde Miktarları (mg/g) 
 

Ekstrakt Kateşin Epikateşin Kateşin gallat Taksifolin Toplam kateşin 

Piknogenol 7.92±0.09 4.81±0.05 0.85±0.01 17.04±0.01 13.58 

 

         Çalışmada her bir örnek için 100 gram çam kabuğu 600 mL kaynayan suda ekstrakte 

edilmiştir.Daha sonra oda sıcaklığına kadar soğumaya bırakılan ekstrakt süzülmüş ve üzerine 

doygunluğa erişinceye kazar sodyum klorür eklenmiştir. Çökelen kısım yine ayrılmış ve kalan 

su fazlı ekstrakt etil asetat ile yeniden ekstraksiyona sokulmuştur. Etil asetat faz alınarak 

evaporatörde deriştirilmiştir. Deriştirilen kısım üzerine kloroform eklenerek çöktürme 

yapılmıştır. Çökelen bej renkli kısım alınarak -20ºC’de saklanmış ve analizleneceği zaman 

metanolde çözündürülmüştür. Örneklere ait sonuçlar Tablo 1.6’daki gibidir (O. Yesil-Celiktas et 

al. 2009): 

 

Tablo 1. 6 Farklı tür çam ağaçları kabuklarında bulunan Madde Miktarları (mg/g) 
 

Türler Kateşin Epikateşin Kateşin gallat 
 Taksifolin 

P.pinea (fıstık çamı) 7.70 3 ± 0.02 0.684 ± 0.08 1.529 ± 0.05 0.138 ± 0.00 

P.sylvestris (sarı çam) 3.207 ± 0.46 0.466 ± 0.04 0.332 ± 0.05 0.041 ± 0.01 

P.nigra (kara çam) 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 çam)*  0.161 ± 0.01  0.068 ± 0.01  0.002 ± 0.00  0.10 ± 0.00 

P.sylvestris* ve P.nigra* Almanya'dan hasat edilmiştir. 
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2. KROMATOGRAFİK METOTLARA GİRİŞ 

 

          Kromatografi iki veya daha fazla maddenin birbiri ile karışmayan iki faz arasında farklı 

oranlarda dağılma özelliğinden yararlanılarak ayrılması esasına dayanır. Daha açık bir tanım 

getirilirse, kromatografi; kompleks karışımlardaki çeşitli maddeleri birbirinden ayırmaya ve 

tanımlamaya olanak veren bir seri ayırma tekniğidir.  

           Kromatografik ayırmalar, biri sabit öteki hareketli olan iki faz arasında gerçekleştirilir. 

Sabit faz bir kolon içerisine doldurulmuş veya düz bir zemin üzerine yayılmış herhangi bir katı 

veya katı üzerine emdirilmiş bir sıvı, hareketli faz ise sıvı, gaz veya süperkritik bir akışkan 

olabilir. Hareketli faz bir kolon içinde, ya normal gravitasyon (yer çekimi) kuvvetiyle veya 

basınçla kolondaki sabit faz üzerinden geçirilir. Bu geçiş esnasında hareketli fazda çözünmüş 

halde bulunan maddelerle sabit faz arasında fiziksel ve kimyasal bazı çekim kuvvetleri 

meydana gelir. Bu çekim kuvvetleri her madde için ayrıdır. Bundan dolayı hareketli faz, sabit 

faz üzerinden geçerken, hareketli faz içerisinde bulunan maddelerin kolon içindeki hızları 

farklı olur. Sabit fazla arasındaki çekim kuvveti en az olan kolon içinde hızlı yol alırken 

(kolonda en önce çıkarken), sabit fazla arasındaki çekim kuvveti en çok olan, yavaş yol alır. 

 

2.1 Kromatografik Yöntemlerin Sınıflandırılması  

 

         Kromatografik yöntemler farklı kriterlere göre sınıflandırılabilir. Bunlardan birinde, 

hareketli ve sabit fazların fiziksel olarak nasıl temas ettikleri esas alınır. Bu esasa göre 

kromatografi, kolon kromatografi ve düzlemsel kromatografi olarak ikiye ayrılır. Kolon 

kromatografide, sabit faz ince bir kolon içerisine doldurulur ve hareketli faz basınç altında bu 

sabit faz üzerinden geçmeye zorlanır. Düzlemsel kromatografide, sabit faz düz bir plaka 

üzerine veya bir kağıdın gözenekleri arasına tutturulur ve bu durumda hareketli faz sabit faz 

arasından kapiler etkisiyle veya yer çekimi etkisiyle hareket eder. Düzlemsel kromatografi 

yöntemleri, TLC, PC ve elektroforez ile elektrokromatografiyi içermektedir. (Tablo 2.1.) (Skoog 

D.A., 1998,; Skoog D.A.,1999).  
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Tablo 2. 1 Düzlemsel  kromatografinin sınıflandırılması 
 

Adı 
Hareketli 

faz 

Sabit 

faz 
Sabit faz tutma yöntemi 

İnce-tabaka Sıvı 
Sıvı-

katı 

Bir cam levhadaki ince toz halindeki 

katı üzerinde 

Kağıt Sıvı Sıvı Kalın bir kağıdın gözenekleri içinde 

Elektroforez ve 

Elektrokromatografi 
Sıvı 

Sıvı-

katı 

Elektrik alanda molekül ağırlığı ve 

elektrik yüklerine göre bir katı üzerinde 

 

 

 

           Kromatografik yöntemlerin bir başka sınıflandırması ayırma mekanizmasına göre 

yapılabilir. Bunlar ise (1) adsorpsiyon, (2) dağılma, (3) iyon değiştirici, (4) jel kromatografisidir 

(Skoog D.A., 1998,; Skoog D.A.,1999). Kromatografinin daha temel bir sınıflandırması 

kullanılan durgun ve hareketli fazların tipleri ve fazlar arasında madde aktarımını sağlayan 

dengelerin cinslerine göre yapılır. Tablo 2.2 kromatografinin üç genel tipini göstermektedir: 

Sıvı kromatografisi, gaz kromatografisi ve süperkritik akışkanlı kromatografi. Bu isimlerde de 

geçtiği gibi, bu üç teknikte hareketli faz sıra ile sıvı, gaz ve süperkritik akışkandır. Sadece sıvı 

kromatografisi hem kolonlarla hem de düz yüzeyler üzerinde gerçekleştirilebilir. Gaz 

kromatografisi ve süperkritik sıvı kromatografisi yalnızca kolonlarda gerçekleştirilir (Gündüz T. 

2002; Skoog D.A., 1998). 
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Tablo 2. 2 Kolon kromatografik yöntemlerin sınıflandırılması 
 

Genel Sınıf Özel Yöntem Sabit faz Denge Tipi 

Sıvı kromatografi 

(LC) (hareketli faz: 

sıvı) 

Sıvı-sıvı veya 

Dağılma 

Katı üzerine 

adsorplanmış sıvı 

Karışmayan sıvılar 

arasında dağılma 

Sıvı-bağlı faz 
Katı yüzeyine bağlanmış 

organik türler 

Sıvı ve bağlı yüzey 

arasında dağılma 

Sıvı-katı veya 

adsorpsiyon 
Katı Adsorpsiyon 

İyon değişimi İyon değiştirici reçine İyon değişimi 

Boyut eleme 

 

Polimer bir katının 

gözeneklerindeki  sıvı 
Dağılma/eleme 

Gaz kromatografi 

(GC) (hareketli faz : 

gaz) 

Gaz-sıvı 
Katı yüzeyine 

adsorplanmış sıvı 

Gaz ve sıvı 

arasında dağılma 

Gaz-bağlı faz 
Katı yüzeyine bağlanmış 

organik türler 

Sıvı ve bağlı faz 

arasında dağılma 

Gaz-katı Katı Adsorpsiyon 

Süperkritik-akışkanlı 

kromatografi (SFC) 

(hareketli faz : sıvı) 

 
Katı yüzeyine bağlanmış 

organik türler 

Süperkritik akışkan 

ve bağlı yüzey 

arasında dağılma 

 

 

2.2 Kromatografinin Uygulamaları 

 

2.2.1 Nitel Analiz  

 

             Kolon kromatografisinde tR, düzlemsel kromatografide RF değerleri kalitatif analiz 

yapmamızı sağlar. Bu analiz yapılırken iyi bir standart karışım hazırlanıp bu standartlarla 

örneklerin karşılaştırılması yapılır. Karşılaştırma esnasında tüm koşulların (kolon, dedektör, 

akış hızı vb.) aynı tutulması önemlidir. Ancak bu durumda kromatografik olarak kalitatif tayin 
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gerçekleştirilmiş olur. Bu sonuçlar diğer spektroskopik yöntemlerle desteklenebilir. 

Günümüzde kromatografik yöntemler spektroskopik yöntemlerle birleştirilerek (GC-IR, GC-MS 

gibi) uygulanmakta ve böylece kalitatif analizde daha güvenilir sonuçlar elde edilebilmektedir 

(Gündüz T. 2002; Skoog D.A., 1998).  

 

 

2.2.2 Nicel Analiz  

 

          Kantitatif analiz yapılan maddenin pik yüksekliğinin veya pik alanının bir veya birkaç 

standardın yükseklikleri veya pik alanlarıyla kıyaslanmasına dayanır. Düzlem 

kromatografisindeyse, kantitatif analiz ayrılmış olan türün kapladığı alana bağlıdır. Şartlar iyi 

ayarlanabilirse, bu şekilde bulunan alanlar konsantrasyonla doğru orantılıdır [(Gündüz T. 

2002; Skoog D.A., 1998).  

          Pik Yüksekliğine Dayalı Analizler; Bir kromatografi pikinin yüksekliği, pikin her iki 

tarafındaki taban çizgilerinin düz bir çizgi ile birleştirilmesi ve bu çizgiden pik tepesine dikey 

mesafesinin ölçülmesi ile elde edilir. Bu ölçüm genellikle yüksek kesinlikle yapılabilmektedir. 

Bununla birlikte pik yüksekliklerinin pik genişlikleriyle ters orantılı olduğuna dikkat etmek 

gerekir. Bu nedenle pik yüksekliklerini kullanarak doğru sonuçlar ancak kolon koşullarındaki 

değişikliklerin numunenin ve standartların kromatogramlarını elde etmek için gerekli olan 

sürede pik genişliklerini değiştirmediği durumda elde edilir. Yakından kontrol edilmesi gereken 

değişkenler kolon sıcaklığı, eluent akış hızı ve numune enjeksiyon hızıdır. Ayrıca kolonun 

aşırı yüklenmemesine de dikkat edilmelidir. Numune enjeksiyon hızı özellikle kromatogramın 

ilk pikleri için önemlidir. Bu sebepten dolayı şırınga ile yapılan enjeksiyonlarda % 5-10 bağıl 

hata normaldir (Gündüz T. 2002; Skoog D.A., 1998). 

 

          Pik Alanına Dayalı Analizlerde; Pik alanları, pik yüksekliğine dayalı analizlerde söz 

konusu olan değişkenlere bağlı olan bant genişlemesi etkilerinden bağımsızdır. Bu bakış 

açısına göre, alanlar pik yüksekliklerine göre daha iyi bir analitik değişkendir. Diğer yönden 

pik yükseklikleri daha kolay ölçülür ve dar pikler için daha doğru bir şekilde tayin edilebilir 

(Gündüz T. 2002; Skoog D.A., 1998). 

         Kalibrasyon ve Standartlar; Kromatografik yöntemlerde, kantitatif analizler için en 

dolaysız yöntem, bilinmeyenin bileşimine benzeyen bir seri standart çözelti hazırlanmasını 

içerir. Bundan sonra standartların kromatogramları alınır ve pik yüksekleri veya alanları 

derişimin bir fonksiyonu olarak grafiğe geçirilir. Kantitatif analiz yapılabilmesi için çalışılan 

konsantrasyon aralığında elde edilen grafik doğrusal olmalıdır. En yüksek doğruluk için sık sık 

yeniden kalibrasyon yapılması gereklidir. Bu yöntemde en yüksek hata kaynağı, genellikle 
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numune hacmindeki belirsizlik ve bazen de enjeksiyon hızıdır (Gündüz T. 2002; Skoog D.A., 

1998). 

İç Standart Yöntemi; En kesin kromatografik kantitatif değerler, iç standart kullanılmak 

suretiyle elde edilir. Bu metotta kullanılan çözücülerde çokça çözünen ve analitin kimyasal 

yapısına benzerlik gösteren bir madde iç standart olarak seçilir ve bilinen bir miktarı numune 

içerisine ilave edilir. Analitin pik alanı veya yüksekliğinin, iç standardın pik yüksekliğine veya 

alanına oranı bir analitik parametre olarak kullanılır ve konsantrasyon bu oran üzerinden 

hesaplanır. Bu metottan iyi sonuç alabilmek için iç standardın pikinin, numunede bulunan 

diğer maddelerin piklerinden iyi ayrılmış (Rs > 1,25) ve analitin pikine çok yakın olması 

gerekir. Uygun bir iç standart kullanılarak kesinliği %1 den daha düşük bağıl hatayla tayinler 

yapmak mümkündür (Gündüz T. 2002; Skoog D.A., 1998). 

 

 

2.3 Yüksek Performans Sıvı Kromatografisi (HPLC) 

 

            Sıvı kromatografisi yönteminin özel bir uygulaması olan yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi (HPLC) yönteminde, sabit faz olarak kullanılan parçacık boyutlarının önemli 

ölçüde küçültülmesi sonucu hareketli faz ile etkileşen sabit faz yüzey alanı büyür ve böylece 

kolonun etkinliği arttırılmış olur. Çok sıkı olarak doldurulmuş kolondan hareketli fazın belirli bir 

hızla geçebilmesi için bir basınç uygulanması gerekir. Bu yüksek verimdeki kolonların ve 

oldukça yüksek basınçların kullanıldığı HPLC, element türlendirilmesinde en yaygın biçimde 

uygulanan kromatografi türüdür. 

           HPLC günümüzde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tıp kimyası, bitki 

kimyası, tarım ve kimya mühendisliğini içeren alanlarda ayırma ve analiz için vazgeçilmez bir 

araç olarak kabul edilmektedir. Bilhassa diğer kromatografik tekniklere uygun olmayan 

bileşiklerin ayrılması ve analizi için uygundur. Çevre sıcaklığında termal olarak kararsız 

bileşikleri ve yüksek polarlıktaki bileşikleri herhangi bir türevlendirme olmaksızın ayırabilir ve 

analiz edebilir (Gündüz T. 2002; Skoog D.A., 1998; Skoog D.A. 1999). 

 

HPLC sıvı kromatografisinin diğer türlerinden üstünlükleri şunlardır: 

 

1. HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksızın pek çok kez kullanılabilir. 

2. Böyle kolonlarda gerçekleştirilen ayırma, eski yöntemlerle elde edilenden çok daha 

çeşitlidir. 

3. Bu teknik kullanıcının becerisine daha az bağımlıdır ve tekrarlanabilirlik daha 

yüksektir. 
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4. Nicel analiz amaçları için de kullanılabilir. 

5. Analiz süresi çok kısadır. 

6. Duyarlık çok yüksektir, 10 μg lık bir örnek bile, floresans veya elektron yakalama 

dedektörleri kullanılarak tayin edilebilir. 

  

 

2.3.1 HPLC Kullanırken Alınması Gereken Önlemler 
  

2.3.1.1 Hareketli  Faz Çözücüleri İçin Önlemler 
 

             Farklı dolgulu kolonlar için çözücü sınırlaması: Silika dolgulu bir kolon kullanıldığında, 

kullanılan hareketli fazın pH’ına dikkat edilmelidir. Uygun pH aralığı  2- 7.5 arasındadır. 

Gözenekli polimere sahip bir kolonun çözücüsünü değiştirirken, kolon maddesinde şişme 

veya büzülme olup olmadığına dikkat edilmelidir. Dolgu maddesinin şişmesi, su yüzdesiyle 

artar. Asit, baz, tuz veya iyon çifti reeaktifi kullanıldıktan sonra  kolon, metanol/su karışımı ile 

temizlenmelidir. 

            Çözücünün saflığı: HPLC’de kullanım için mümkün olan en yüksek saflıkta bir çözücü 

önerilir.  

            Çözücünün degaze edilmesi: HPLC’de,  eğer hava, hareketli  fazda yüksek basınç 

altında çözünürse, pompa başında veya dedektör hücresinde doğru analize imkan vermeyen  

hava kabarcıkları oluşur. Bu yüzden mobil faz olarak kullanılan çözücü tamamen degaze 

edilmelidir. Degaze işlemi özellikle, gazların kolayca çözündüğü  su, alkol ve asetonitril veya 

bunların karışımı için gereklidir. 

            Çözücünün süzülmesi: HPLC  çözeltileri, kullanılmadan önce daima süzülmelidir. Eğer 

süzülmeden kullanılırlarsa, kolon filtresi ve kolon başı tıkanabilir. Bunun sonucunda duyarlığın 

azalması, basıncın artması ve kolon ömrünün azalması gibi değişik problemler ortaya 

çıkabilir. Sulu ortamda süzme genellikle selüloz ester karışımı 0.22 μm gözenek büyüklüğüne 

sahip filtrelerle, organik ortamda süzme ise 0.2 μm gözenek büyüklüğündeki 

politetrafloroetilen filtrelerle yapılır veya  HPLC çözücüsü için özel süzme aleti kullanılabilir. 

Çözücülerin değişimi: Eğer çözücü değiştirilecek olursa, diğer çözelti ilkiyle iyi karışabilir 

olmalıdır. Bu durum yalnızca pompanın düzensiz çalışmasına yol açmaz,aynı zamanda kolon 

ve dedektörü de kararsız hale getirir. Bir tampon kullanıldıktan hemen sonra organik bir 

çözücü kullanılırsa, HPLC sistemi tuzların çökmesi yüzünden çalışamaz hale gelir. Bu 

kolonun ömrünü de etkileyebildiğinden, organik çözücü kullanılmadan önce sistem su veya 

ara polaritede bir çözücü ile temizlenmelidir. 
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2.3.1.2 Kolon Kullanımı İçin Önlemler 
 

1-Kolon seçimi: Örneğin molekül kütlesi, solvent sisteminin çözünürlüğü, ayırma modu gibi 

bilgiler performanslı bir ayırmadan önce kolon seçimine yardım eder. Üreticiler kolon dolgu 

maddelerini, ayırdıkları bileşikler, örnek kapasiteleri vb. şekilde sınıflandıran bir literatür 

sağlamışlardır. 

 

2- Ön-kolon kullanımı: Hareketli faz, pompa çıkışından sonra, ayırmayı sağlayan kolon ile 

aynı sabit fazı içeren bir ön-kolondan geçirilir. Bu uygulamanın amacı, hareketli fazdaki 

safsızlıkları toplamak ve hareketli fazı sabit faz ile doygunluğa getirmektir. Ön-kolon 

kullanmanın bir diğer avantajı ise fiyatları bir hayli yüksek olan ayırıcı kolonların ömrünü 

uzatmasıdır. 

 

3- Kolon tabakasının bozulması: HPLC sistemi çalıştırılmaya başlanınca akış hızı yavaş 

yavaş arttırılmalıdır. Aynı uygulama sistem kapatılırken de izlenmelidir. Böylece kolon 

tabakasının bozulmaksızın kolon basıncının artması sağlanır. 

 

4- Kolonun korunması: Kolonlar rutubetli ve çok yüksek veya çok düşük sıcaklıkların olduğu 

yerlerde saklanmamalıdır.  Kolonların özel bir çözücü ile saklanması, kirlenmeyi azaltır ve 

kolon ömrünü artırır. Bazı tamponlar (özellikle halojen tuzlarını içeren tamponlar) kolonun 

paslanmaz çelik duvarını aşındırır. Bu nedenle kolon saklanmadan önce uygun bir çözücüyle 

temizlenmelidir. 

 

5- Kolonun rejenerasyonu (yenilenmesi):  Kolon performansı azaldığında en iyisi kolonu 

rejenere etmektir. Normal faz kolonları kullanıldığında, kolon önce çok az polarlıkta bir çözücü 

geçirilerek yenilenebilir ve sonra tekrar hareketli fazla dengeye getirilir. Ters faz kolonları 

metanol, THF, CH2Cl2 gibi çözücülerle  yenilenebilir (Gündüz T. 2002; Skoog D.A., 1998; 

Skoog D.A. 1999) 

. 

2.3.1.3 Örnek Hazırlanması 
 

1-Katı örnekler: Bir örneği HPLC sistemine vermek için, bu örneğin, hareketli faz olarak 

kullanılan çözücüde çözünmesi gerekir. Örneğin, metanol/su karışımı bir hareketli fazla ile 

analiz yapılacaksa, örnek metanolde, suda veya metanol/su karışımında çözülmelidir. Eğer 

örnek böyle bir çözücüde çözünmüyorsa, diğer bir çözücüde çözünmeli, fakat bu durumda 

kullanılan çözücü kesinlikle hareketli fazla karışabilir olmalıdır. Örnek bileşenlerinin, mobil faz 
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çözücüsünde çökmemesine de dikkat edilmelidir. 

 

2- Sıvı örnekler: Sıvı örneklerde  çözücü, sistem ile uyumluysa, doğrudan enjekte edilebilir. 

Eğer örnekler istenen çözücüde değillerse veya enjekte edilecek kadar derişik değillerse, 

kurutulmalıdır veya deriştirilmelidir. Daha sonra hareketli fazda tekrar çözünmelidir. 

 

3- Örneklerin süzülmesi: Hareketli faz akışında azalmaya, geri basıncında artmaya, kolon 

veriminde azalmaya ve istenmeyen piklere neden olabilecek  çözünmeyen maddelerin kolona 

girmesini önlemek için, örneğin enjeksiyondan önce süzülmesi tavsiye edilir (Gündüz T. 2002; 

Skoog D.A., 1998; Skoog D.A. 1999). 

 

2.3.1.4 Dedeksiyon Sisteminin Korunması 
 

Dedeksiyon hücresinde gaz kabarcıkları oluşursa, tayinde problemler ortaya çıkar. Gaz 

kabarcığının oluşumunu önlemek için şu önlemler alınmalıdır  (Gündüz T. 2002; Skoog D.A., 

1998; Skoog D.A. 1999): 

 

1. Sistemde sızıntı olmamalıdır. 

2. Solvent HPLC sisteminde kullanılmadan önce degaze edilmelidir. 

3. Eter, pentan  gibi uçucu solventler sistemde buharlaşacağından, bunları kullanmaktan 

kaçınılmalıdır. 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1.  Amaç 

     Piknogenol olarak bilinen (Kateşin, Epikateşin, Gallik Asit, Ferrulik Asit, Taksifolin vb.) bazı 

flavonoidler antioksidan olarak sıklıkla kullanılmaktadır. Literatürde genel olarak bu flavonoidleri 

ağırlıklı olarak içerdiği bilinen Fransız çam ağacı kabuklarından piknogenolün ticari olarak 

üretildiği bilinmektedir. Ağaç kabuklarının belli bir kullanımı olmadığı dikkate alındığında bu 

çalışmada; ülkemizde bulunan bazı çam kabuklarındaki söz konusu flavonoidleri nitel ve nicel 

olarak belirlenmesi  amaçlanmıştır (Şekil 3.2, 3.3, 3.4, 3.5).   

 

 

3.2. Yöntem 

     Toplanan farklı tür çam kabukları ilk önce öğütülmüş sonra kaynar su ile ekstrakte edilmiştir. 

Süzüntü sıvı sıvı ekstraksiyonuna tabi tutulduktan sonra ekstrakt argon gazı altında 

uçurulmuştur. Kalıntı metanol- su karışımında çözüldükten sonra HPLC cihazında 

analizlenmiştir. Ayrıca ekstraktın nitel analizi LC-MS-MS cihazı ile yapılmıştır. 

 

3.3. Kullanılan Cihazlar   

 

     Deneylerde, Perkin Elmer Series 200 Marka HPLC cihazı kullanılmıştır. Cihaz Perkin Elmer 

Series 200 ve Perkin Elmer Series 200 UV-VIS dedektör, Perkin Elmer Series 200 izo-kritik ve 

gradient akış pompası, 

 7725-i Rheodyne enjektör sistemi ve 50 µl’lik loop içermektedir. Kolon olaraka ise C18 

(oktadesil silan  4.6 mm x 250 mm-ODS3) kolon kullanılmıştır. LC-MS analizleri Ege Üniversitesi 

Eczacılık Fakültesi FABAL laboratuvarlarında yapılmıştır. Analizler için Thermo 

SCIENTIFIC/TSQ Quantum Access Max model cihaz kullanılmıştır. 
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3.4. Materyal  

 

     Analizi yapılan çam kabukları Türkiye’de bulunan beş tür çam ağacından toplanmıştır. Bu 

amaçla kullanılan çam ağacı türleri aşağıda verilmiş olup, bunlardan üç tanesi tanesi Bilecik 

Bozüyük’ten (kızılçam, sarıçam, fıstıkçam), karaçam Manisa bölgesinden, Halepçamı ise 

Adana’dan temin edilmiştir. Bu çalışmada; 

                                                                                            

  Pinus brutia (Kızılçam) 

  Pinus halapensis (Halep Çamı) 

  Pinus nigra (Karaçam) 

  Pinus pinea (Fıstık çamı) 

  Pinus sylvestris (Sarıçam)  

 

olmak üzere beş farklı çam ağacı kabuğunda bulunan piknogenol bileşenlerinin tayinleri 

yapılmıştır. Şekil 3.1 deneylerde kullanılan çam kabuklarına ait bir resmi göstermektedir. 

 

 

 

Şekil 3.1 Çam kabukları 
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3.5. Kullanılan Kimyasallar 

 

Epikateşin, taksifolin, gallik asit, vanilik asit, ferrulik asit, kafeik asit, epigallokateşin gallat 

standartları sigma’dan; analitik saflıkta çözücü metanol, asetonitril Carlo Erba’dan;  analitik 

saflıkta etil asetat ve kloroform Merck’ten temin edilmiştir. Denemelerde kullanılan tuz 

(NaCl) ve kurutmada kullanılan Sodyum Sülfat (Na2SO4) Merck firmasından satın 

alınmışitır. Çalışmalarda kullanılan Çam Kabuğu Ekstraktı (Piknogenol) örnekleri Solgar ve 

GNC firmalarından satın alınmştır. 

Denemelerde kullanılan ultra saf su Celal Bayar Üniversitesi Kimya Bölümü Analitik Kimya 

Araştırma Laboratuvarındaki Elix Synergy 185 Millipore çift arıtmalı su cihazından elde 

edilmiştir. 

 

 

3.6. Prosedür  

3.6.1. Materyalin Hazırlanması 

            Temin edilen çam kabukları mikserle toz haline gelene kadar öğütülür. Toz haline gelen 

örnekten 20.000 ±0.020 g tartılarak ekstraksiyon edilmek üzere kullanılır. 

 

3.6.2. Standartların Hazırlanması 
 

Katı olan kateşin ve ferrulik asit türlerinden hesaplanan miktarda ayrı ayrı (kateşin 390 

mg/L, ferrulik asit 356 mg/L), sıvı epikateşin, taksifolin ve epikateşin gallat türlerinden yine 

hesaplanan miktarda ayrı ayrı (epikateşin 200 mg/L, taksifolin 100 mg/L, EGCG 200 mg/L) 

çözeltileri hazırlanarak koyu renkli şişelerde ve buz dolabında saklanmıştır. Bu stok 

çözeltilerden çıkılarak bütün türler için 1 mg/L derişimde olacak şekilde deney standartları 

hazırlanmıştır. Sıvı örnekler 5 mg ve 10 mg’lık ambalajlarda  geldiği için bunlara ait çözeltiler 50 

mL’lik balon jojelerde 100 mg/L olacak şekilde ya da 25 mL balon jojelerde 200 mg/L olacak 

şekilde hazılanmıştır. Daha sonra hazırlanan bu stok çözeltilerden farklı konsantrasyonlarda 

standart çözeltiler hazırlanmıştır. 
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3.6.3. Örneklerin Ekstraksiyonu  
 

Toz haline getirilmiş çam kabuğu örneklerinden her bir tür için 20,000 ± 0.020 g’lık 3 

paralel örnek tartılmıştır.  Tartılan örnekler 150 mL kaynayan su içerisine alınmıştır (Şekil 3.2). 

Kaynayan suda 10 dakika ekstrakte edildikten sonra oda sıcaklığına kadar soğumaya 

bırakılmıştır. Oda sıcaklığına kadar soğumuş olan ekstrakt önce santrifüjlenip daha sonra kalan 

süspansiyon süzülerek ayırılmıştır Süzülerek ayrılan kızıl renkli çözelti üzerine doygunluğa 

kadar tuz eklenerek yüksek molekül ağırlıklı protein vb. yapılar çöktürülmüştür. Çöken kısımlar 

tekrar santrifüjlendikten sonra kalan süspansiyon tanecikler süzülerek ayrılmıştır (Şekil 3.3). 

Elde edilen açık renkli çözelti 25 mL etil asetat ile 3 kez ekstrakte edikten sonra etil asetat 

fazları toplanmış ve etil asetat içinde kalabilecek su, sodyum sülfat ile kurutulmuştur (Şekil 3.4, 

3.5, 3.6). Kalan etil asetat fazı ise vakumda argon gazı altında tamamen uçurulmuştur. Elde 

edilen bej renkli katı kısım %25 (h/h)’lik metanol/su çözücüsünde çözülmüş ve buz dolabında 

saklanmıştır. Toplanan ekstraktlar aynı gün analiz edilmiştir. 

 

 

   

  

Şekil 3.2: Toz haline getirilmiş çam kabukları ve kaynar suyla ekstraksiyon 
 

 

Şekil 3.3: Ekstrakte edilen çam kabuklarının süzülmesi. 
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Şekil 3.4: Etil asetat ekstraksiyonu 
 
 

 

 

   

Şekil 3.5: Etil asetat fazın argon gazı ile  ve vakum altında uçurulması 
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3.6.4. Örneklerin Analizi
 

Her bir çam kabuğu örneğinden elde edilen ekstrakttan 2 mL alınarak 10 mL’lik cam 

tüpler içerisine konulmuş ve buradan 80 μL’lik kısım alınarak cihazın 50 μL’lik loopuna  enjekte 

edilmiştir. Ölçümler 280 nm dalga boyunda gerçekleştirilmiştir. Elimizde bulunan piknogenol 

bileşenleri standartları için elde edilen kromatogramlar kullanılarak çam kabuğu türlerinin 

ekstraktlarındaki söz konusu bileşenlerin varlığı ve miktarları analiz edilmiştir. Her bir standart 

ve örnek için üç ölçüm alınmıştır.  

 

4. SONUÇLAR  
 

4.1.  Piknogenol Tayini 

 

Çam kabuklarında bulunan pycnogenol tayinini HPLC yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. Bu 

amaçla cihazda ODS3  kolon kullanılmıştır. Farklı oranlarda organik çözücü içeren mobil fazlar 

denenmiş ve farklı akış hızlarında çeşitli kromatogramlar elde edilmiştir.  

Başlangıçta  pycnogenol tayini için isokratik pompa içeren HPLC  ile bu tayin yapılmaya 

çalışılmış olumlu sonuç alabilmek için  mobil faz bileşiminde optimizasyona gidilmiştir.  

Ayrıca çam kabuğu ekstraksiyonunda ideal ürün eldesi için optimizasyon yapılmış olup 

bu amaçla  farklı miktarlarda (3g, 5g, 10g, 20g)  çam kabuğu mikserle 1 dakika öğütülmüş 150 

mL kaynar su içinde ekstrakte edilmiş ve oda sıcaklığına kadar soğutulmuştur. Filitrasyondan 

sonra ekstrakt doyurulana kadar sodyum klorür eklenmiş çökelen kısım ayrılmıştır. Süzülen 

kısım üç kez etil asetat ile ekstrakte edilmiştir (10 mL ekstrakta 1 mL etil asetat olacak şekilde). 

Etil asetat faz susuz sodyum sülfat ile kurutulmuş ve vakumlu evaparotörde 1/5 

oranında deriştirilmiştir. Ekstrakt karıştırılarak 3 hacim kloroform içine aktarılmıştır. 

Proanthocyadinler çöktürülmüş ve süzülerek ayrılmış bej renkli toz %25 (h/h) metanol içinde 

çözülmüştür.  

ODS3 çalışma ve quard kolonu birlikte kullanılarak 210 nm dalga boyunda UV-ViS 

dedektör kullanılarak ölçümler alınmıştır. Mobil faz akış hızı 1 mL/dak olacak şekilde 

kromatogramlar alınmıştır.  
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4.1.1. Optimizasyon Çalışmaları 
 

En iyi ayırmayı sağlayacak şekilde mobil faz bileşimiyle ilgili optimizasyon çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Başlangıçta mobil faz bileşimi su/metanol/OFA (79.9/20/0.1) olacak şekilde 

kullanılmıştır. Optimizasyon çalışmalarında.önce Solgar firmasından ticari olarak satın alınan 

çam kabuğu ekstraktı (PBE) örnek olarak kullanılmıştır. Bu şartlarda elde edilen kromatogram 

şekil 4.1.’de görülmektedir. 

 

Şekil 4.1  Solgar firmasından alınan PBE’nin su/metanol/OFA (79.9/20/0.1) mobil faz şartlarına 
ait kromatogramı. 

 

Su/metanol/OFA (79.9/20/0.1) hareketli faz bileşimiyle yapılan ayırma yeterince iyi 

olmadığı için orto fosforik asit yüzdesi 0.05 olacak şekilde deney tekrarlanmıştır. Bu şartlarda 

elde edilen kromatogram şekil 4.2’de görülmektedir.  
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Şekil 4.2  Solgar PBE analizi için 20.05/79.9/0.05  -- su/metanol/OFA şartlarına ait 
kromatogram 

 

Bu çözücü bileşiminde de kromatogramda piknogenol bileşenlerine ait beklenen 

ayırmanın gerçekleşemediği görülmektedir. Bu ayırmayı istenen seviyeye dönüştürmek 

amacıyla çözücü bileşiminde optimizasyona devam edilmiştir. Buna göre ilk önce OFA miktarı 

%0.02 ye indirilerek (değişim su ile OFA arasında yapılmış metanol miktarına dokunulmamıştır) 

analiz yapılmıştır. Bu şekilde yapılan analiz sonucunda Şekil 4.3.’de görülen kromatogram elde 

edilmiştir. 

 

 

Şekil 4.3  Solgar PBE analizi için 20.08/79.9/0.02  -- su/metanol/OFA şartlarına ait 
kromatogram 

 



35 
 

 
 

Kromatogramda OFA miktarının pik dağılımını etkilediği ancak istenen ayırmayı 

sağlamadığı görülmektedir. Hareketli faz bileşenlerinden OFA oranında yapılan değişikliklerin 

ayırmada önemli bir performans sağlamadığı tespit edilmiştir. Bunun üzerine çözücü etkisini 

denemek amacıyla Solgar çam kabuğu ekstraktına uygulanan genel ekstraksiyon işlemlerinin 

sonunda elde edilen katı kısım %25 metanol çözeltisi yerine saf metanolde çözülmüşttür. Aynı 

taşıyıcı faz kullanılarak (20.08/79.9/0.02  -- su/metanol/OFA) saf metanolde çözülmüş numune 

enjekte edilmiş ve Şekil 4.4.’deki kromatogram elde edilmiştir.  

 

 

Şekil 4.4 Solgar PBE ekstraksiyonunun saf metanolde çözülmesi sonucu elde edilen 
kromatogram. 

 

Alınan kromatogramda bileşenlere ait piklerin tek bir büyük pik olarak toplandığı ve 

bileşenlerin ayrılmadığı görülmüştür.  

Solgar firmasından alınan çam kabuğu ekstraktı örneği yerine GNC firmasından satın 

alınan çam kabuğu ekstraktı yukarıda verdiğimiz şekilde ekstraksiyon işlemine tabi tutulmuş 

elde edilen bej renkli katı kalıntı saf metanolde çözülmüştür. Hazırlanan örnek, aynı taşıyıcı faz 

kullanılarak (20.08/79.9/0.02  -- su/metanol/OFA) analizlenmiştir. Burada da piklerin büyük 

kısmının tek bir pik verecek şekilde toplandığı görülmüştür. 

 Bunun üzerine GNC firmasından satın alınan PBE kapsülü içerisindeki çam kabuğu 

ekstraktı hiçbir ekstraksiyon işlemi uygulanmadan doğrudan saf metanolde çözülmüş ve cihaza 

enjekte edilmiştir. Elde edilen kromatogram Şekil 4.5.’de verilmiştir. 
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Şekil 4.5 Saf metanolde çözülmüş GNC firmasından temin edilen çam kabuğu ekstraktına ait 
kromatogram. 

 

Burada da türlerin tek bir yerde çıktığı ve ayrılmadığı tespit edilmiştir. Bu durum çözgen 

olarak metanolün kullanılması halinde ayırmanın olmadığını göstermiştir. Bu sonuçlar, 

çalışmanın çözücü olarak su-metanol karışımı ile yapılmasının daha doğru olacağını 

göstermektedir. Bu nedenle standart karışımları ve bu çalışmada kullanılan çam kabuklarının 

ekstraksiyonundan elde edilen ekstraktların (%25 metanol’de çözülmesiyle elde edilen örnekler) 

hareketli faz sisteminde kullanılan su ve metanol yüzdesi değiştirilerek en iyi ayırma elde 

edilene kadar denemeler yapılmış ve çeşitli kromatogramları alınmıştır. Bu optimizasyonlara 

ilişkin kromatogramlar Şekil 4.6, 4.7, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12 ve 4.13.’de görülmektedir.  

Manisa bölgesinden toplanan karaçam kabuğu örneklerinin ekstraksiyonundan elde 

edilen ekstraktın %25 metanol’de çözülmüş örneğin 10/89.9/0.1 --su/metanol/OFA hareketli faz 

şartlarına  ait kromatogramı Şekil 4.6.’de verilmiştir.  
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Şekil 4.6 Karaçam kabuğu ekstraktı, 10/89.9/0.1 -- su/metanol/OFA-- şartlarına ait 
kromatogram. 

 

Bu deneyler çok sayıda tekrarlanmış olup buna göre hareketli fazdaki su yüzdesi 

arttıkça piklerin geciktiği, metanol yüzdesi arttıkça ise piklerin çakıştığı tespit edilmiştir. Hareketli 

faz bileşimi olarak 10/89.9/0.1 -- su/metanol/OFA karışımı mobil faz olarak kullanıldığında Şekil 

4.6.’daki kromatogram elde edilmiştir. Kromatogramın sol tarafındaki çakışmalardan 

kurtulabilmek amacıyla su yüzdesini arttırılmış bunun sonucu hem standartların hem de örnek 

içindeki maddelerin alıkonma zamanlarının çok fazla arttığı gözlenmiştir (şekil 4.7.).  

 

 

Şekil 4.7 210 nm’de kateşin standardı için ard arda 2 kez enjeksiyon yapılmıştır. Kateşinine 
(10/89.9/0.1 --- su/metanol/OFA) ait kromatogram. 
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Hareketli fazdaki su yüzdesi arttırılarak yapılan çalışmalarda kateşin standardının çıkma 

süresi 70 dakikayı bulmuştur (Şekil 4.7).  Ayrıca çalışmalarda 210 nm dalgaboyu kullanıldığı 

zaman piklerde düzensizlik olduğu ve baseline’da bozulma ve tekrarlanabilirlikte sorunlar çıktığı 

görülmüştür. Ayrıca dedektörün dengeye zor gelmesi nedeniyle UV’de piknogenol bileşenleri ile 

daha farklı bir dalga boyunda çalışabilmek amacıyla maksimum dalga boyu taraması 

yapılmıştır. Kateşin ve epikateşin için 280 nm, epikateşingallat için 278 nm, ferrulik asit için 296 

nm ve 324 nm (maksimum dalga boyu) ve taksifolin için 288 nm dalga boyu değerleri 

bulunmuştur. Tüm bileşenler için ortak olarak uygun olan 280 nm çalışma dalga boyu seçilmiş 

ve bundan sonraki çalışmalarda 210 nm yerine 280 nm kullanılmıştır. (Şekil 4.8.).  

 

 

Şekil 4.8: Kateşin, epikateşin, epikateşingallat, ferrulik asit ve taksifolin için UV’de 

yapılan maksimum dalga boyu taraması. 

 

250 mL %32 (h/h)’lik metanol su ve 0,1 mL OFA içeren hareketli fazın kullanıldığı ve 10 

ppm olacak şekilde  %25 (h/h) metanol su içerisinde çözülmüş gallik asit, kateşin, 

epigallokateşin gallat, vanilik asit ve kafeik asit standartlarının karışımına ait 280 nm’de alınan 

kromatogram Şekil 4.9’da verilmiştir. 
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Şekil 4.9  Piknogenol bileşenlerinin standart çözeltisinin 280 nm’de kromatogramı. Mobil faz 
olarak 250 mL içinde 0.1 mL OFA içeren %32’lik metanol-su karışımında; (1-Gallik Asit, 2-

Kateşin,3-EpiGalloKateşin Gallat, 4-Vanilik Asit, 5-Kafeik Asit). 
 

 

Şekil 4.9.’de görüldüğü gibi mobil faz olarak 250 mL içinde 0.1 mL OFA içeren %32’lik 

metanol-su karışımı kulanılarak standartların analizine yönelik yapılan isokratik çalışmalarda, 5 

standart için başarılı sonuçlar elde edilmiş ve alıkonma zamanları 20 dakikanın altına 

çekilebilmiştir. 

Vanilik asit ve kafeik asitin daha iyi ayrılabilmesi için metanol  %30’a düşürüldüğünde 

(Mobil fazl olarak %30 MeOH-%0.04OFA-Su karışımı) ve çalışmaya ferulik asit eklendiğinde 

toplam süre bir anda 55 dakikanın üzerine çıkmıştır (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.10 280 nm’de, mobil faz olarak 250 mL içinde 0.1 mL OFA içeren %30’lik metanol-su 
karışımında; (1-Gallic Acid, 2-Catechin, 3-EpiGalloCatechinGallate, 4-Vanilic A., 5-Caffeic A., 6-

Ferulic A.) 
 

Şekil 4.10.’da görüldüğü gibi ferrulik asite ait (6 numaralı pik) çok geç geldiği için 

isokratik sistemle bu tayinin çok uzun süre alacağı görülmüştür. Bu sorunu gidermenin yolu 

gradient pompa kullanılarak hareketli faz programlamasının gerekli olduğu ortaya çıkmış olup 

bundan sonra çalışmalar gradient sistem kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

Aynı çalışma gradient sistem kullanılarak gerçekleştirilmiş ve 1 mL/dak. akış hızında 21 

dakika  %0.1 OFA içeren %68 su- %32 metanol fazı geçirildikten sonra %0.1 OFA içeren saf 

metanol fazı geçirilmiş ve bu şartlarda çok daha hızlı sonuç alındığı görülmüştür. Böylece son 

pik daha öne çekilebilmiştir. Elde edilen kromatogram Şekil 4.11.’da görülmektedir. Ayırmanın 

başarılı olduğu ve son standardın (ferrulik asit) 28 dakikada çıktığı tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.11  %0.1 OFA içeren %68 su- %32 metanol fazı ile başlanan gradient elüsyonda, 
Piknogenol standart çözeltilerinin karışımına ait kromatogram; 

1-Gallic Acid, 2-Catechin, 3-EpiGalloCatechinGallate, 4-Vanilic A., 5-Caffeic A., 6-Ferulic A. 
 

Daha sonra gradient sistem üzerinde yapılan çeşitli optimizasyonlar sonucunda 

standartlara ait en son pik 23.20 dakikaya çekilebilmiştir. % 0.1 OFA içeren Su (A) ve 

Metanolden (B) oluşan hareketli faz sistemi için 13 dakika %68 A-%32 B fazı geçirilmiş daha 

sonra 5 dakika içinde  %10 A-%90 B olacak şekilde hareketli faz ayarlanmış ve 8 dakika daha 

%10 A-%90 B fazı geçirilerek sistem kapatılmıştır. Bu çalışma sonucu elde edilen kromatogram 

Şekil 4.12.’de görülmektedir.  

 

 

Şekil 4.12 Piknogenol standart çözeltilerinin karışımına 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 arasındaki süreyi azaltmak yani toplam analiz zamanını kısaltmak için 

yüksek metanol yüzdesiyle başladığımızda tüm piklerin 15 dakikaya sıkıştığı ve yeterince 

ayırma olmadığı gözlenmiştir. 13. dakikadan sonra metanol yüzdesini %100 yaptığımızda bile 

sonucun değişmediği görülmüştür. Bu durum ilk dakikalarda kullanılan hareketli fazın tüm 

piklerin alıkonma zamanları üzerine çok büyük etkisi olduğunu göstermektedir. Buradan yola 

çıkılarak çalışmada kullanılan 6 standarda ilave olarak 3 standart daha (epikateşin, 

taksifolin,epikateşin gallate) eklenerek yapılan yoğun çalışmalar sonucunda standartlara ait tüm 

piklerin 13 dakika içinde çıktığı tespit edilmiştir (Şekil 4.13).  

 

 

 

Şekil 4.13 Piknogenol standart çözeltilerinin karışımına ait kromatogram. 1-Gallik. A., 2- 
Kateşin, 3- Epikateşin, 4- E.P.C.G., 5- Vanilik A., 6- Kafeik A., 7- Ferulik A., 8- Taxifolin, 9- 

Epi.Cat. Gal 
 

Buna göre 9 farklı standart karışımının ayrılması için hareketli faz bileşimi ve gradient  

elüsyon programı; %0.1 OFA içeren saf su (A) ve %0.1 OFA içeren metanol (B) den yola 

çıkılarak ilk 4 dakika %80(A)-%20(B) fazı geçirilmiş daha sonra 4.4 dakika içinde                       

%81.8(A)-19.2(B) olacak şekilde ayarlanmış, 8.8.dakikadan sonra 4 dakika içinde   %60(A)-
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40(B) olarak ayarlanmış ve 12.8 dakikadan sonra 2 dakika daha sabit olacak şekilde hareketli 

faz geçirilerek tamamlanmıştır.           

Standartların ayrılmasından sonra örnek analizinin optimizasyonu için Karaçam kabuğu 

ekstraktı analizlenmiştir. Bu amaçla hareketli faz; A fazı için %0.1 OFA içeren su, B fazı için 

%0.1 OFA içeren metanol kullanılmıştır. İlk 15 dakika (A)%68-(B)%32 karışımı geçirilmiştir.. 

Daha sonra 15 dakika süreyle (A)%90-(B)%10 olacak şekilde hareketli faz geçirilmeye devam 

edilmiştir. 30 dakika sonunda 10 dakika boyunca (A)%50-(B)%50 oranında faz geçirilerek kolon 

temizlenmiştir. Bu şartlarda karaçam kabuğunun ekstraksiyonunun analizinde beklenen 

ayırmalar elde edilememiştir (Şekil 4.14). 

 

                   Şekil 4.14  Karaçam kabuğu ekstraktına ait kromatogram. 
 

    

Bunun üzerine gradient elüsyon programında değişikliğe gidilmiştir. Bu amaçla hareketli  

faz; A fazı için %0.1 OFA içeren su, B fazı için %0.1 OFA içeren metanol kullanılmıştır. İlk 2 

dakika (A)%68-(B)%32 karışımı geçirilmiş, daha sonra 10 dakika süreyle (A)%90-(B)%10 

olacak şekilde hareketli faz geçirilmeye devam edilmiştir. 12 dakika sonunda 10 dakika boyunca 

(A)%50-(B)%50 oranında faz geçirilerek kolon temizlenmiştir. Bu şartlarda da kromatogramda 

görüldüğü gibi (Şekil 4.15) beklenen ayırma gerçekleşmemiştir. 
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Şekil 4.15   Karaçam Kabuğu Ekstraktına ait kromatogram. 
. 

  

Bu şartlarda piklerin toplam geliş süresi 30 dakikadan 18 dakikaya indirilmiş ancak bazı 

piklerde çakışmalar gözlenmiştir (Şekil 4.15.). 

 Yapılan optimizasyon çalışmaları sonucunda standartlara uygulanan hareketli faz 

bileşiminin örnek için uygun olmadığı tespit edilmiştir. Kromatogramda yer alan piklerin 

çalıştığımız şartlarda çok sıkıştığı görülmüş daha iyi bir ayırma için alıkonma zamanlarının 

uzatılması amaçlanmış ve hareketli faz bileşimi ve gradient elüsyon programında optimizasyona 

devam edilmiştir.    

Karaçam kabuğu örneği için literatürde uygulanan hareketli faz bileşimi dikkate alınarak 

farklı elüsyon programları denenmiştir. Bu amaçla A fazı  %0.1 OFA içeren su, B fazı  %0.1 

OFA içeren metanol olmak üzere; ilk 10 dakika (A)%95-(B)%05 karışımı geçirilmiş daha sonra 3 

dakika içinde oran (A)%68-(B)%32 değişecek şekilde fazlar ayarlanmış ve bundan sonra 13 

dakika boyunca (A)%68-(B)%32 fazı geçirilmeye devam edilmiştir. 26. dakikadan sonra metanol 

(B) fazı oranı daha da arttırılarak oranlar 3 dakika içinde (A)%10-(B)%90 olacak şekilde 

ayarlanmıştır. 15 dakika daha bu faz geçirilerek kolon temizlenmiştir (Şekil 4.16).  

. 
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Şekil 4. 16:  Karaçam kabuğu ekstraktına ait kromatogram. 
 

 

Söz konusu çalışma şartlarında alıkonma zamanları uzamasına karşın ayırmanın hiç 

sağlanamadığı görülmüştür (Şekil 4.16). 

Mobil faz olarak su ile birlikte metanol yerine literatürde sıklıkla kullanılan asetonitrilin 

etkisini görmek amacıyla su-asetonitril hareketli faz sisteminin denenmesine karar verilmiştir.  

Bu amaçla hareketli faz; A fazı için %0.1 OFA içeren su, B fazı için %0.1 OFA içeren 

asetonitril kullanılmıştır. İlk 4 dakika (A)%77-(B)%23 karışımı geçirilmiştir. Daha sonra 4.4 

dakika süreyle (A)%77.8-(B)%21.2 olacak şekilde hareketli faz geçirilmeye devam edilmiştir. 8.8 

dakikaının sonunda 2 dakika içinde (A)%60-(B)%40 hareketli faza dönüşecek şekilde 

ayarlanmış ve 4 dakika daha bu faz geçirilmiştir. Elde edilen kromatogram Şekil 4.17’da 

verilmiştir. 
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Şekil 4.17:   Karaçam Kabuğu Ekstraktına ait kromatogram. 
 

 

Söz konusu şartlarda da istenilen ayırma sağlanamamıştır (Şekil 4.17). 

Üstte yer alan hareketli faz bileşimi ve elüsyon programı kızılçam kabuğu ekstraktına da 

uygulanmıştır. Bu amaçla hareketli faz; A fazı için %0.1 OFA içeren su, B fazı için %0.1 OFA 

içeren asetonitril kullanılmıştır. İlk 4 dakika (A)%77-(B)%23 karışımı geçirilmiştir. Daha sonra 4.4 

dakika süreyle (A)%77.8-(B)%21.2 olacak şekilde hareketli faz geçirilmeye devam edilmiştir. 8.8 

dakikanın sonunda 2 dakika içinde (A)%60-(B)%40 hareketli faza dönüşecek şekilde ayarlanmış 

ve 4 dakika daha bu faz geçirilmiş ve elde edilen kromatogram Şekil 4.18.’de verilmiştir. 
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Şekil 4.18  Kızılçam Kabuğu Ekstraktına ait kromatogram. 
 

 

Kızılçam kabuğu ekstraktına ait kromatogramda da ilk 10 dakika içerisinde kolondan 

çıkan bileşenler için sağlıklı ayırmanın olmadığı görülmektedir (Şekil 4.17). Asetonitrilin 

ayırmada önemli bir fark oluşturmaması nedeniyle hareketli faz bileşiminin yeniden (A) %0.1 

OFA içeren su ve (B) %0.1 OFA içeren metanol olmasına karar verilmiştir.. 

Solgar ve GNC ekstraktlarının çözeltiye alınması amacıyla kullanılan metanol, çam 

kabuğu ekstraktlarının çözeltiye alınması amacıyla da kullanılarak üstte yer alan hareketli faz 

bileşimi ve elüsyon programı kullanılarak örnekler (karaçam, kızılçam) analizlenmiştir.  

Bu amaçla hareketli faz; A fazı için %0.1 OFA içeren su, B fazı için %0.1 OFA içeren 

metanol kullanılmıştır. İlk 4 dakika (A)%77-(B)%23 karışımı geçirilmiştir.. Daha sonra 4.4 dakika 

süreyle (A)%77.8-(B)%21.2 olacak şekilde hareketli faz geçirilmeye devam edilmiştir. 8.8 

dakikaının sonunda 2 dakika içinde (A)%60-(B)%40 hareketli faza dönüşecek şekilde 

ayarlanmış ve 4 dakika daha bu faz geçirilmiştir. Elde edilen kromatogram Şekil 4.19.’de 

verilmiştir. 
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Şekil 4.19 Ekstraksiyon sonrası  saf metanolde çözülmüş  Karaçam kabuğu ekstraktına ait 
kromatogram. 

 

 

Kromatogramda görüldüğü gibi ekstraktın saf metanolde çözülmesi de ayırmayı 

yeterince sağlamadığı gibi bileşenlerin ilk anda bir arada gelmesine yol açmıştır. Bu durumu 

gidermek amacıyla çözme aşaması için çeşitli metanol-su karışımları denenmiş ve en iyi 

ayırmanın gradient elüsyonun başlangıcında kullanılan hareketli faza en yakın bileşimde (%25 

metanol-%75 su) çözücü kullanıldığında sağlanmıştır. Bundan sonraki çalışmalarda ekstrakt 

%25  metanol-%75 su karışımında çözülerek cihaza enjekte edilmiş, hareketli faz bileşimi ve 

gradient elüsyon programı optimizasyonuna devam edilmiştir. Bu çalışmalardan birinde: 

  A: %0.1 OFA içeren su,  B: %0.1 OFA içeren metanol olarak hazırlanmış, 15 dakika 

boyunca %68(A)-%32(B) fazları geçirilmiş daha sonra 15 dakika içinde gradient elüsyon 

%10(A)-%90(B) olacak şekilde programlanmıştır. Kolonu temizlemek amacıyla son 10 dakika 

hareketli faz  %50(A)-%50(B) bileşiminde olacak şekilde geçirilmiştir. 
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Şekil 4.20  Karaçam kabuğu ekstraktına ait kromatogram 
 

  Bu şartlarda elde edilen kromatogram Şekil 4.20.’de verilmiştir. İlk 10 dakikadaki 

yoğunlaşmanın yine bertaraf edilemediği görülmektedir. Aynı çakışmalar diğer çam kabuğu 

ekstraktlarında da gözlemlenmiştir. Gradient elüsyon şartlarının değiştirilmesine rağmen 

problem çözülememiştir. Yaptığımız çalışmalar sonucunda, ekstraksiyonun son aşamasında 

elde edilen bej renkli katı toz karışımın, vakum sistemiyle yapılan süzme işlemi sırasında çok 

miktarda havayla teması sonucunda oksitlendiği veya oligomerleştiği gözlemlenmiştir. Süzme 

işlemi pompa kullanılmadan yapıldığında,ise süzüntünün kuruması için uzun süre geçmesi 

nedeniyle kurumaya başlayan bej renkli toz karışımın yine havayla etkileşimi sonucu oksitlendiği  

ve renginin kahverengine döndüğü tespit edilmiştir. Yaptığımız literatür çalışmaları da bizi 

desteklemekte olup, bu olaya literatürde ‘’browning’’ (kahverengileşme) denilmektedir.  

Çalışmamızın ekstraksiyon prosedüründe bu aşamadan sonra değişikliğe gidilmiştir. Etil 

asetat su ekstraksiyonundan sonra evaporatöre verilen ve daha sonra kloroform eklenerek 

çöktürülen karışım evaporatöre verilmemiş, etil asetat faz havasız ortamda argon gazı altında 

uçurulmuş ve elde edilen bej renkli toz kısım %25 metanol içeren sulu çözeltide çözülmüştür. 

Bu şekilde elde edilen örnek çözeltisi cihaza enjekte edilmiştir. Bu sayede hem evaporatör 

aşamasında bileşenlerin ısıtılmasına gerek kalmamış hem de antioksidan özellik taşıyan 

ekstraktın hava ile temas etmesi önlenmiştir. Böylece örneklerde gözlenen kahverengileşme ya 

da oksitlenme  giderilmiştir. Argon gazı geçirilerek vakum altında etil asetatın uçurulması ve 

piknogenol bileşenlerinin toplanması için kullanılan düzenek şekil 4.21’dedir.. 
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Şekil 4.21: Argon gazı altınta etil asetat fazın uçurulmasına ve piknogenol bileşenlerinin 

toplanmasına ilişkin düzenek. 

 

Karaçam ekstraktına ait örneğin analizi için; A: %0.1 OFA içeren Su,  B: %0.1 OFA 

içeren  metanol olarak ayarlanmış ilk 4 dakika boyunca %77(A)-%23(B) fazları geçirilmiş 

sonraki 4.4 dakika içinde gradient elüsyon %79(A)-%21(B) olacak şekilde ayarlanmış ve bu faz 

2 dakika daha geçirilmiştir. 10.4. dakikadan sonra ise mobil faz 4.6 dakika içinde %60(A)-

%40(B) olacak şekilde ayarlanmıştır. Buna göre 20 g karaçam kabuğu ekstraktı için elde edilen 

kromatogram Şekil 4.22’de verilmiştir. 

 

Şekil 4.22  Evaporatör kullanılmadan havasız ortamda, etil asetat uçurularak kurutulan karaçam 
kabuğu ekstraktına ait kromatogram 
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Esktraksiyon aşamasında değişikliğe gidilmesiyle birlikte ekstraktların bozulmasının 

önlendiği ve girişim yapan piklerin çoğunun ortadan kalktığı görülmüştür (Şekil 4.22).  

Standartlarla yapılan çalışmalar sonucunda su metanol karışımının ilk 10 dakikalık 

zaman diliminde asetonitrile göre daha iyi ayrım sağlamasına rağmen literatürde belirtildiği gibi 

Taksifolin-Ferrulic asit karışımının ayrılmasında sorun çıkarttığı gözlenmiştir. Standartların 

analizine yönelik yapılan çalışmalarda çakışan iki pik su-metanol ortamında ayrılamamıştır 

(Şekil 4.23).  

 

 

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

 

(A) %0.1 OFA içeren su, (B) %0.1 OFA içeren metanol olmak üzere birçok deneme 

sonucunda varılan en iyi sonuç Şekil 4.21.’deki gibidir. İlk 4 dakika %65(A)-%35(B) karışımı 

geçirilmiş daha sonra 4 dakika içinde %67(A)-%33(B) olacak şekilde ayarlanmıştır. Sekizinci 

dakikadan sonra 17 dakika içinde gradient elüsyon %50(A)-%50(B) olacak şekilde ayarlanmış 

ve sistem kapatılmıştır. 

Literatürde de (Huafu Wang et al. 2000) su-metanol hareketli faz kullanımında sıklıkla 

karşılaşılan ferrulik asit taksifolin çakışması durumundan kurtulabilmek için su-metanol-

asetonitril üçlü fazı kullanılmıştır. Yapılan çalışmalardan sonra standartların ve örneğin analizi 

için optimum HPLC şartları belirlenmiştir. Buna göre;  (A) %0.1 OFA içeren su, (B) %0.1 OFA 

içeren metanol, (C) %0.1 OFA içeren  asetonitril olmak üzere 280 nm’de; İlk beş dakika  

%74(A)-%26(B) fazı geçirilmiş daha sonraki dört dakika içinde bu karışım  %76(A)-%24(B) 

oranına dönüşecek şekilde ayarlanmıştır. Dokuzuncu dakikadan sonra sistem on beş dakika 

içinde lineer olarak  %68(A)-%32(C) oranına dönüşecek şekilde ayarlanmıştır. Bu faz beş 
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dakika daha geçirilerek sistem kapatılmıştır. Bu şartlarda ferulik asit ve taksifolinin ayrılması 

sağlanmıştır (Şekil 4.24). 

 

 

Şekil 4.24  %25 metanol -su içinde çözülen ve su-metanol-asetonitril hareketli faz sistemi 
kullanıldığında; 1 kateşin,    2-epikateşin,    3-ferulik asit,    4-taksifolin karışımına ait 

kromatogram. 
 

     AyrımIn başarılı olmasından sonra yöntem örneklere de uygulanarak çalışma 

tamamlanmıştır. Yapılan tüm optimizasyonlar sonucunda elde edilen en iyi çalışma 

şartları Şekil 4.25’de şematik olarak verilmiş ve bundan sonraki çalışmalarda bu şartlar 

uygulanmıştır. 
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Şekil 4.25  Hareketli faz bileşimi ve gradient elüsyon çalışma şartları. 
 

 

4.2 Kalibrasyon Grafikleri 

 

Çam kabukları ekstraktlarındaki piknogenol bileşenlerinin tayini kalibrasyon grafikleri ile 

gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla kateşin ve epigallokateşin için 5, 10, 15, 20, 40 mg/L, epikateşin 

için 2, 3, 6, 12, 18 mg/L; ferrulik asit için 5, 10, 20, 30, 40 mg/L ve taksifolin için 10, 20, 30, 40, 

50 mg/L standart çözeltileri kullanılarak kalibrasyon eğrileri oluşturulmuştur. Kateşin, epikateşin, 

epikateşingallat, ferrulik asit ve taksifoline ait elde edilen kalibrasyon eğrileri sırasıyla şekil 4.26, 

4.27, 4.28, 4.29 ve 4.30’de verilmiştir. Her bir standart için üç kez ölçüm alınmıştır. 
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Şekil 4.26 Kateşine ait kalibrasyon grafiği 
 

 

 

 

 

Şekil 4.27 Epikateşine ait kalibrasyon grafiği 
 

 

 

116650 

224935 

459276 

672463 

918000 
y = 22798x - 489,26 

R² = 0,9995 

0 

100000 

200000 

300000 

400000 

500000 

600000 

700000 

800000 

900000 

1000000 

0 10 20 30 40 50 

50645 
63328 

120275 

215969 

322770 
y = 17013x + 15092 

R² = 0,9994 

0 

50000 

100000 

150000 

200000 

250000 

300000 

350000 

0 5 10 15 20 



55 
 

 
 

 

Şekil 4.28  Epikateşingallata ait kalibrasyon grafiği 
 
 
 

 

 

Şekil 4.29  Ferrulik asite ait kalibrasyon grafiği 
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Şekil 4.30 Taksifoline ait kalibrasyon grafiği 
 

4..3  Kara çam kabuğu ekstraktının analizi ve miktarları 

Tüm örneklerde nicel tayini yapılan maddelerin miktarlarını belirlemek amacıyla 

kalibrasyon yöntemi kullanılmış buna ek olarak nitel doğrulama için standart katma metodu 

uygulanmıştır. 

Şekil 4.31’de kara çam kabuğu ekstraktına ait kromatogram görülmektedir. 

 

 

Şekil 4.31  Kara çam kabuğu ekstraktına ilişkin kromatogram 
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Kromatogramda görüldüğü gibi kara çam kabuğu ekstraktı bileşenlerine ait birbirinden 

farklı sekiz ayrı pik yer almaktadır. Bunların hangi bileşenler olduğunu belirlemek amacıyla 

elimizde bulunan kateşin, epikateşin, ferulik asit ve taksifolin standartları katılarak 

kromatogramlar alınmıştır. Kateşin ve epikateşin için 5 mg/L, ferrulik asit için 20 mg/L olacak 

şekilde standart katmalar yapılmış ve ölçüm alınmıştır. Buna ilişkin kromatogram Şekil 4.32’de 

görülmektedir. 

 

 

Şekil 4.32 Kara çam kabuğu ekstraktına kateşin, epikateşin ve ferrulik asit standartlarının 
eklenmesiyle elde edilen kromatogram. 

 

Elde edilen kromatogram Şekil 4.29 ile karşılaştırıldığında  2.(kateşin), 4.(epikateşin) ve 

6.(ferrulik asit) numaralı piklerde artış görülmektedir. Bunun dışında, standart katma sonucu 

seyrelme meydana geldiğinden diğer bileşen piklerinde kısmi bir azalma dikkat çekmektedir.  

Kromarogramda yer alan 2 numaralı kateşin ve 4 numaralı epikateşine ait pikleri daha 

da belirginleştirip taksifolin varlığını belirlemek amacıyla kateşin ve epikateşin iki katına 

çıkartılmış, ferulik asit sabit tutulmuş ve ortama 10 mg/L taksifolin standartları katılarak 

kromatogram alınmıştır (Şekil 4.33). 
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Şekil 4.33  Karaçam kabuğu ekstraktına kateşin, epikateşin, ferrulik asit, ve taksifolin 
eklenmesiyle elde edilen kromatogram. 

 

Bu şartlarda elde edilen kromatogramda beklendiği gibi 2 (kateşin), 4 (epikateşin) ve 7 

(taksifolin) numaralı piklerde artış gözlenmiştir. Sonuç olarak karaçam kabuğunda; kateşin, 

epikateşin, ferrulik asit ve taksifolin bileşenlerinin varlığı saptanmıştır.  

Gallik asit, kafeik asit, vanilik asit ve epigallokateşingallat standartları da çam kabuğu 

ekstraktına katılmış ancak bu bileşenlerin piklerinin çıktığı yerde yalnız başına çam kabuğu 

ekstraktında herhangi bir pik gözlenmediği için analizi yapılan çam kabuklarında söz konusu 

bileşenlerin olmadığına kanaat getirilmiştir. Karaçam kabuğu ekstraktında bulunan bileşenler 

Şekil 4.34’deki şekilde gösterilmiş ve sonuçlar Tablo 4.1’de verilmiştir. 
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Şekil 4.34  Kara çam kabuğu ekstraktında bulunan piknogenol bileşenleri. 
 

Tablo 4.1 Karaçam kabuğunda bulunan piknogenol bileşenlerinin miktarları 
 

Bulunan 

bileşenler  

Korelasyon 

Katsayısı  

r
2

  

Kalibrasyon 

Denklemi  

Alıkonma  
Zamanları 

t
R 
 

Örnekte 
Bulunan 

Miktar 

(mg/g) 

RSD  

Kateşin  0.9995 y=22798x-489,26 10.954(0.07%) 0,086 ± 

0,002  

2.28% 

Epikateşin  0,9994 y=17013x+15092 19.818(0.41%) 0,076 ± 

0,002  

3.19% 

Ferulik A. 0,9998 y=114220x+87364  25793(0.407%

) 

0,022 ± 

0,001  

3.45% 

Taksifolin  0,9996 y=82632x+130051 26.366(0.364

%) 

0,209 ± 

0,005  

2.57% 
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4.4. Fıstık çam kabuğu ekstraktının analizi ve miktarları 

 

Karaçam kabuğu ekstraktı için uygulanan işlemler  diğer çam kabuğu ekstraktlarına da 

uygulanmıştır. Buna göre fıstık çam kabuğu ekstraktının doğrudan enjeksiyonu sonucu elde 

edilen kromatogram Şekil 4.35.’de görülmektedir. 

 

 

Şekil 4.35  Fıstık çam kabuğu ekstraktına ait kromatogram 
 

Fıstık çam kabuğu ekstraktının kromatogramında sekiz ayrı bileşene ait pikler 

gözlenmiştir. Bunların analizini yaptığımız piknogenol bileşenlerinden hangisine ait olduğunu 

belirlemek amacıyla ekstrakta kateşin, epikateşin ve taksifolin standartları eklenerek 

kromatogram alınmıştır (Şekil 4.36). 



61 
 

 
 

 

Şekil 4.36  Fıstık çam kabuğuna kateşin, epikateşin ve taksifolin eklenmesine ilişkin 
kromatogram. 1-kateşin, 2- epikateşin, 3- taksifolin 

 

Kromatogramda 3. ve 7. piklerde artış gözlenmiş olup bu piklerin kateşin ve taksifolin 

olduğuna (alıkonma zamanlarına göre), epikateşinin ise hiçbir pikin artışına neden olmaması ve 

alıkonma zamanları dikkate alındığında fıstık çamında sadece analizi yapılan piknogenol 

bileşenlerinden kateşin ve taksifolin olduğu tespit edilmiştir.  Fıstık çam kabuğunda tespit edilen 

piknogenol bileşenleri ait kromatogram Şekil 4.37.’de, sonuçları ise Tablo 4.2’de verilmiştir. 

 

Şekil 4.37  Fıstık çam kabuğunda bulunan piknogenol bileşenlerine ait kromatogram. 
 



62 
 

 
 

 

Tablo 4.2 Fıstık çam kabuğunda bulunan piknogenol bileşenleri. 
Bulunan 

bileşenler  
Korelasyon 

Katsayısı  

R
2

  

Kalibrasyon 

Denklemi  

Alıkonma  
Zamanları 

t
R 
 

Örnekte 
Bulunan 

Miktar 

(mg/g) 

RSD  

Kateşin  0.9995 y=22798x-489,26 10.954(0.07%) 1.923 ± 

0,021  

1.08% 

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

0,001  

0.07% 

 
 

 

 

4.5 Sarı çam kabuğunda bulunan piknogenol bileşenleri ve miktarları 

Karaçam ve fıstık çamı ekstraktlarının analizi gibi sarıçam kabuğu ekstraktının da 

analizi yapılmış olup elde edilen kromatogram Şekil 4.38’de verilmiştir. 

. 

 

Şekil 4.38  Sarı çam kabuğu ekstraktına ait kromatogram 
 

Sarı çam kabuğunda diğer çam kabuğu ekstraktlarına göre çok sayıda bileşen piki 

gözlenmiştir. Bunların çalışılan piknogenol bileşenlerinden hangilerine ait olduğu ve ne oranda 

bulunduğunu belirlemek amacıyla standart katma işlemi uygulanmıştır. Buna göre analizi 
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yapılan türlere ilave olarak epikateşingallat bileşenine de rastlanmıştır. Sarı çam kabuğu 

ekstraktına ilk önce kateşin, epikateşin ve literatürde bu tür örneklerde rastlanan bileşenlerden 

kafeinin de olabileceği düşünülerek kafein standardı da eklenmiştir. Bu standart katmalar 

sonucu elde edilen kromatogram aşağıda verilmiştir (Şekil 4.39). 

 

 

 

Şekil 4.39  Sarı çam kabuğu ekstraktına kateşin, epiklateşin ve kefein eklenmesiyle elde edilen 
kromatogram 

 
 
 

3 ve 6 numaralı piklerdeki artış kateşin ve epikateşinin varlığını gösterirken kafein 

standardı hiçbir pikle örtüşmeden bağımsız olarak çıkmıştır. İkinci olarak sarıçam kabuğu 

ekstraktına epikateşingallat ve kafeik asit standartları eklenerek de kromatogram alınmıştır 

(Şekil 4.40). 
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Şekil 4. 40  Sarı çam kabuğu ekstraktına epigallokateşin ve kafeik asit eklenerek elde edilen 
kromatogram. 

 

Kromatogramda 9 numaralı pikteki artış, bu pikin epigallokateşine ait olduğunu 

göstermektedir. Kafeik asitin altında kalan pikin alıkonma zamanı 15.6 iken kafeik asitin 

alıkonma zamanı 16.2 olarak tespit edilmiştir. Bu durum altta kalan pikin kafeik asit olmadığını 

göstermektedir. Sarı çam kabuğu ekstraktına taksifolin eklenmesiyle elde edilen kromatogram 

Şekil 4.41’da verilmiştir. 

 

Şekil 4. 41  Sarı çam kabuğu ekstraktına taksifolin eklenmesiyle elde edilen kromatogram. 
 



65 
 

 
 

Şekil 4.41, Şekil 4.38 (sarı çam kabuğu ekstraktına ait kromatogram) ile 

karşılaştırıldığında aynı alıkonma zamanına sahip 11 numaralı pikte artış görülmüştür. Bu 

durum sarı çam kabuğunda taksifolin varlığını da göstermektedir. Sarı çam kabuğunda bulunan 

piknogenol bileşenleri Şekil 4.42’deki kromatogramda gösterilmiş ve sonuçlar Tablo 4.3’de 

verilmiştir.  

 

Şekil 4.42  Sarı çam kabuğunda bulunan piknogenol bileşenleri 
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Tablo 4.3 Sarıçam kabuğunda bulunan piknogenol bileşenleri ve miktarları. 
 

Bulunan 

bileşenler  

Kaorelasyon 

Katsayısı  

r
2

  

Kalibrasyon 

Denklemi  

Alıkonma  
Zamanları 

t
R 
 

Örnekte 
Bulunan 

Miktar 

(mg/g) 

RSD  

Kateşin  0.9995 y=22798x-489,26 
10.954(0.07

%) 

0,065 ± 

0,002  
3.90% 

Epikateşin  0,9994 y=17013x+15092 
19.818(0.41

%) 

0,066 ± 

0,002  
2.46% 

Ferulik A. 0,9998 
y=114220x+8736

4 

25793(0.407

%) 

0,010 ± 

0,000  
4.04% 

Taksifolin  0,9996 
y=82632x+13005

1 

26.366(0.364

%) 

0,015 ± 

0,000  

0.236

% 

EpikateşinGall
at  

0,9999 y=50320x-8067,5 
23787(0.33%

) 

0,025 ± 

0,000  
2.37% 

 
 

 

4.6 Kızıl çam kabuğu ekstraktında bulunan piknogenol bileşenleri ve miktarları 

 

Kızıl çam kabuğu ekstraktına ait kromatogram Şekil 4.43’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.43  Kızıl çam kabuğu ekstraktına ait kromatogram. 
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Kromatogramda görüldüğü gibi kızıl çam kabuğu ekstraktında çok sayıda bileşen 

bulunmaktadır. Kızıl çam kabuğu ekstraktına bulunabilecek piknogenol bileşenlerini tayin etmek 

amacıyla piknogenol bileşenlerinden ilk önce epikateşin standardı katılarak kromatogram 

alınmıştır (Şekil 4.44). 

 

 

 

 

Şekil 4.44  Kızıl çam kabuğu ekstraktına epikateşin katılmasına ilişkin kromatogram. 
 

Kızıl çam kabuğu ekstraktına ait kromatogramda yer alan 8 numaralı pikte gözlenen 

artış, bu pikin epikateşin olduğunu göstermektedir. Daha sonra epikateşin eklenmiş kızıl çam 

kabuğu ekstraktına  kateşin standardı da katılarak ölçüm alınmış ve elde edilen kromatogram 

Şekil 4.45’de verilmiştir. 
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Şekil 4.45  Kızıl çam kabuğuna kateşin katılmasıylla elde edilen kromatogram. 
 

Kromatogramdaki 4 numaralı pikte gözlenen artış bu pikin kateşin olduğunu 

göstermektedir. Daha sonra kızıl çam kabuğu ekstraktında taksifolin ve ferrulik asit olup 

olmadığını araştırmak amacıyla bu standartların alıkonma zamanlarının bulunduğu yerdeki 

piklerin çok büyük olması nedeniyle başlangıçta kızıl çam kabuğu ekstraktı yaklaşık yüz kat 

seyreltilerek kromatogram alınmıştır (Şekil 4.46). 
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Şekil 4.46 Yaklaşık yüz kat seyreltilmiş kızıl çam kabuğu ekstraktı 

 

Seyrelme sonucu orijinal örnekte gözlenen piklerin önemli bir kısmı kaybolmuştur. 

Seyreltilmiş kızıl çam kabuğu ekstraktına ferrulik asit standardı eklenerek kromatogram 

alınmıştır (Şekil 4.47). 

 

 

Şekil 4.47  Seyreltilmiş kızıl çam kabuğu ekstraktına ferrulik asit standardı eklenerek elde 
kromatogram. 
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         Ferrulik asite ait pikin, Şekil 4.46’deki kromatogramda (seyreltilmiş kızıl çam kabuğu 

ekstraktına ait) gözlediğimiz iki pikten önce çıktığı ve hiçbir pikle çakışmadığı görülmüştür. Bu 

sonuç kızıl çam kabuğu ekstraktında ferrulik asit olmadığını göstermektedir. 

        Ferulik asit pikinin hemen sağında yer alan iki pikin tam ayrılmadığı tespit edilmiş ve bu 

ayırmayı sağlamak ve o bölgede çıkan taksifolin bileşeninin varlığını tespit etmek amacıyla 

seyreltik kızıl çam kabuğu ekstraktına ferrulik asit ve taksifolin standartları katılarak 

kromatogram alınmıştır (Şekil 4.48). 

 

 

Şekil 4.48  Seyreltik kızıl çam kabuğu ekstraktına ferrulik asit ve taksifolin eklenmesiyle elde 
edilen kromatogram. 

 

Kromatogramdan görüldüğü gibi ferulik asitin sağında yer alan ilk pikte artış gözlenmiş 

ve bu pikin taksifoline ait olduğu belirlenmiştir. 

Kızıl çam kabuğu ekstraktında bulunan piknogenol bileşenleri Şekil 4.49’da, sonuçlar 

ise Tablo 4.4’de verilmiştir. 
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Şekil 4.49  Seyreltilmiş kızıl çam kabuğu ekstraksiyonuna ait kromatogram. 
 

 

Tablo 4.4  Kızılçam kabuğunda bulunan piknogenol bileşenleri. 
 
 

Bulunan 

bileşenler  

Kaorelasyon 

Katsayısı  

r
2

  

Kalibrasyon 

Denklemi  

Alıkonma  
Zamanları 

t
R 
 

Örnekte 

Bulunan 

Miktar 

(mg/g) 

RSD  

Kateşin  0.9995 y=22798x-489,26 10.954(0.07%) 
1.454 ± 

0,004 
3,72% 

Epikateşin  0,9994 y=17013x+15092 19.818(0.41%) 
0,026 ± 

0,000  
1.69% 

Taksifolin  0,9996 y=82632x+130051 26.366(0.364%) 
23,164 ± 

0,322  
1,39% 
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4.7. Halep çam kabuğu ekstraktında bulunan piknogenol bileşenleri ve miktarları 

 

Halep çam kabuğu ekstraktının analizi için de diğer çam kabukları ekstraksiyonuna 

uygulanan yöntem aynı şekilde kullanılmıştır. Halep çam kabuğu ekstraktının doğrudan 

analizine ilişkin kromatogram Şekil 4.50’de verimiştir. 

 

 

Şekil 4.50  Halep çam kabuğu ekstraksiyonuna ilişkin kromatogram. 
 

           Kromatogramda tanımlanabilecek 10’a yakın pik görülmektedir. Bunlardan hangilerinin 

piknogenol bileşenleri olduğunu belirlemek amacıyla halep çam kabuğu ekstraktına kateşin, 

epikateşin ve taksifolin standartları katılarak kromatogram alınmıştır ( Şekil 4.51). 
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Şekil 4.51 Halep çam kabuğu ekstraktına kateşin, epikateşin ve taksifolin standartları katılarak 
elde edilen kromatogram. 

 

Kromatogramda 4. 6. ve 8. pikte artışlar gözlenmiş ve bunların  sırasıyla kateşin, 

epikateşin ve taksifolin olduğu tespit edilmiştir. Örnekte var olabileceğini düşündüğümüz bazı 

bileşenlere ait standartlar  örneğe katılarak enjeksiyon yapılmış ve ölçümler alınmıştır. Ancak bu 

standartlar hiçbir pikle çakışmadığından bunların varlığına ilişkin veri elde edilememiştir. Bu 

tespitler sonucu standart katma yapılmamış, Halep çam kabuğu ekstraktında bulunan bu 

piknogenol bileşenleri kromatogramda işaretlenmiştir (Şekil 4.52). Bulunan bileşenlerin 

miktarları ise  Tablo 4.5’de verilmiştir. 
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Şekil 4.52  Halep çam kabuğuna ait kromatogram. 
 

 
 
 

Tablo 4.5  Halep çam kabuğunda bulunan piknogenol bileşenleri. 
 

Bulunan 

bileşenler  

Kaorelasyon 

Katsayısı  

r
2

  

Kalibrasyon 

Denklemi  

Alıkonma  
Zamanları 

t
R 
 

Örnekte 
Bulunan 

Miktar 

(mg/g) 

RSD  

Kateşin  0.9995 y=22798x-489,26 10.954(0.07%) 
0,093 ± 

0,003  
2,97% 

Epikateşin  0,9994 y=17013x+15092 19.818(0.41%) 
0,046 ± 

0,000  
1.58% 

Taksifolin  0,9996 y=82632x+130051 26.366(0.364%) 
0,219 ± 

0,002 
0.99% 

 
 

 

Analizi yapılan tüm çam kabuğu ekstraktlarında tespit ettiğimiz piknogenol bileşenlerine 

ait standartlar için geri kazanım oranları hesaplanmıştır. Bu amaçla her bir piknogenol 

bileşenine ait standart suda 10 ppm olacak şekilde hazırlanmıştır. Daha sonra çam kabuğu 

ekstraktlarına uygulanan prosedür bu çözeltilere uygulanarak kromatogramlar alınmıştır. Elde 

edilen sonuçlar Tablo 4.6’da verilmiştir. 
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Tablo 4.6 Standartlara ilişkin geri kazanım sonuçları. 

 

Katılan 
standart 

miktarı  

Geri 

kazanılan 

Kateşin 

miktarı  

Geri 

kazanılan 

Epikateşin 

miktarı  

Geri 

kazanılan 

Ferulik A. 

miktarı  

Geri 

kazanılan 

Taksifolin 

miktarı  

Geri 

kazanılan 

Epicat.Gallat 

miktarı  

10 mg/g  
9.7 mg/g    

 %97  

9.1 mg/g  

%91      

9.5 mg/g  

%95  

9.6 mg/g  

%96     

9.2 mg/g  

%92  

 

4.8. LC-MS ANALİZLERi 

Çalışmada elde edilen sonuçların güvenilirliğini kontrol etmek amacıyla standartların ve 

örneklerin LC-MS ile nitel analizleri yapılmıştır. Bu amaçla önce kateşin, epikateşin, 

epikateşingallat, ferrulik asit ve taksifolin standartları tek tek loop enjeksiyonu olarak (kolondan 

geçirilmeden) cihaza verilmiştir. Böylece MS için optimum analiz koşulları belirlenmiştir. Her 

standart için yapılan enjeksiyonlar sırasıyla şekillerin üstünde verilmiştir. Şekillerin altında ise 

açığa çıkan parçalanma ürünleri (m/z oranları) verilmiştir. Üstteki denemeler sonucu seçilen en 

uygun enjeksiyonun hangisi olduğu alıkonma zamanı ile altta belirtilmiştir. Elde edilen sonuçlar 

Şekil 4.53, 4.54, 4.55, 4.56 ve 4.57’de verilmiştir.  

Sprey voltaj pozitif polaritede +2500, negatif polaritede -3000 olarak ayarlanmıştır. 

Boşaltma akımı pozitif ve negatif polaritelerde +4 ve -4 olarak seçilmiştir. Kapiler sıcaklığı 

300°C’ye ayarlanmıştır. Çarpışma enerjileri (CE) Ferrulik Asit için 10 volt, kateşin için 25 volt, 

epikateşin ve epikateşingallat için 15 volt, ve taksifolin için 20 volt olarak ayarlanmıştır. Ferrulik 

asit ve epikateşingallat pozitif modda; kateşin, epikateşin ve taksifolin negatif modda 

analizlenmiştir. Hareketli faz olarak (A) %0,1 formik asit içeren su ve (B) %0,1 formik asit içeren 

metanol kullanılmıştır. Kullanılan garadient yönteme ilişkin bilgiler tablo 4.7’de verilmiştir. 

 

Tablo 4.7: LC-MS’de kullanılan gradient elüsyon yöntemi 

Numara Zaman %A %B µL/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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Şekil 4.53  Kateşinin LC-MS analizi. 
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Şekil 4.54  Epikateşinin LC-MS analizi 
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Şekil 4.55  Epikateşin Gallatın LC-MS analizi 
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Şekil 4.56  Ferrulik asidin LC-MS analizi 
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Şekil 4.57  Taksifolinin LC-MS analizi 
 

Bileşenlerin tek tek analizi yapıldıktan sonra bunlara ait karışım LC-MS cihazına 

verilmiştir. Bunlara ait parçalanma (m/z oranları) ürünleri Şekil 4.58’da görülmektedir. Daha 

sonra kara çam kabuğu, kızıl çam kabuğu, halep çam kabuğu, fıstık çam kabuğu ve sarı çam 

kabuğu ekstraktları LC-MS cihazına enjekte edilmiş ve bunlara ilişkin sonuçlar sırasıyla Şekil  

4.59, 4.60, 4.61, 4.62 ve 4.63’de verilmiştir. Ayrıca bileşenlerin açık yapıları şekil 4.58’de 

verilmiştir.  
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Şekil 4.58: Yukarıdan aşağıya sırasıyla; kateşin ve epikateşin, taksifolin, ferrulik asit ve 

epikateşin gallatın açık yapıları verilmiştir. 
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Şekil 4.59  Kateşin, epikateşin, epikateşingallat, ferrulik asit ve taksifolin karışımının LC-MS ile 
analizine ilişkin sonuçlar 
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Şekil 4.60 Kara çam kabuğu ekstraktının LC-MS ile analizine ilişkin sonuçlar. 
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 Şekil 4.61  Kızıl çam kabuğu ekstraktının LC-MS ile analizine ilişkin sonuçlar. 
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Şekil 4.62  Halep çam kabuğu ekstraktının LC-MS ile analizine ilişkin sonuçlar. 
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Şekil 4.63 Fıstık çam kabuğu ekstraktının LC-MS ile analizine ilişkin sonuçlar. 
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Şekil 4.64 Sarı çam kabuğu ekstraktının LC-MS ile analizine ilişkin sonuçlar. 
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Şekil 4.64’de standartlara ait karışımın kromatogramı görülmektedir. Önceden belirlenen 

şartların uygulanması ile istenen m/z oranına ait bileşenler kromatogramdan seçilerek, istenen 

bileşene ait MS değerleri görülebilmektedir.   

 

Şekil 4.65: LC-MS analizine ait kromatogram. 

 

LC-MS ile yapılan analizlerde standartlardan elde edilen parçalanma ürünleri 

örneklerden elde edilen parçalanma ürünleri ile karşılaştırılmıştır. Sonuçlar değerlendirildiğinde 

çam kabukları ekstraktlarında tespit edilen piknogenol bileşenlerinin tümüne ilişkin verilere LC-

MS analizlerinde de rastlanmıştır.  

Standartlar karışım halinde verildiğinde kateşin ve epikateşin için; 244.8 ve 108.6 m/z 

değerleri elde edilmiştir. Taksifolin için 124.6, Ferrulik asit için 145 ve 177, ECG için ise 122.8, 

272.72 m/z değerleri elde edilmiştir. Literatürde de kateşin ve epikateşinin parçalanma ürünleri 

aynıdır (Jianping Sun et al. 2007). Bizim çalışmamız için yapılan analizde alıkonma zamanları 

epikateşin için RT: 0,72 ve kateşin için RT: 2.27 olduğunden bu bileşenlerin kütle değerleri 

birbirine karışmamaktadır. Karışımda standartlar için elde edilen kütle değerleri her bir örnek 

içerisinde de tespit edilmiştir. Bu durum nitel olarak tüm bileşenlerin tüm örneklerde var 

olduğunu göstermektedir.  
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5. TARTIŞMA 

 

Çalışmada dedektör olarak kullanılan UV cihazı başlangıçta 210 nm dalga boyuna 

ayarlanmışsa da çıkan sorunlardan dolayı (tekrarlanabilirliğin düşük olması, dedektörün 

dengeye zor gelmesi vb.) dalga boyu 280 nm olarak değiştirilmiştir.  HPLC cihazı ile başlangıçta 

isokratik elüsyon sistemi ile çalışmaya başlanmış ancak bileşenlerin alıkonma süreleri arasında 

büyük farklar olması ve toplam alıkonma süresinin çok uzun olması nedeniyle laboratuvarda 

bulunan isokratik sistem gradient sisteme upgrade edilmiş ve gradient elüsyon sistemi 

kullanılarak çalışmaya devam edilmiştir. 

Çam kabuğu ekstraktları içinde epikateşingallata sadece sarı çam kabuğu ekstraktında 

rastlanmıştır. Kateşin miktarı fıstık çam ağacı ve kızıl çam ağacı kabuklarında yüksektir. Ferrulik 

asit karaçam ve sarı çam ağacı kabuklarında bulunurken taksifolin tüm çam ağaçlarının 

kabuklarında bulunmaktadır. Tüm çam kabuklarının sonuçları karşılaştırmalı olarak Tablo 

5.1.’da verilmiştir. 

Tablo 5.1 Farklı tür çam ağaçları kabuklarında bulunan piknogenol bileşenleri ve miktarları 
(mg/g) 

 

Çam Ağacı 
Türleri / 
Bileşenler  

Kateşin 

mg/g 

Epikateşin 

mg/g 

Ferulik Asit 

mg/g 

Taksifolin 

mg/g 

Epikat.Gallate 

mg/g  

Kara Çam     

0,086±0,002 

      

0,076±0,002  

   

0,022±0,001 

     

0,209±0,005 
*  

Kızıl Çam     

1.454±0,004  

       

0,027±0,000  
*  

    

23,164±0,322 
*  

Halep 

Çamı  
   

0,093±0,003 

      

0,046±0,000 
*  

    

0,219±0,002  
*  

Sarı Çam 

   

0,065±0,002 

     

0,066±0,002  

   

0,010±0,000  

     

0,015±0,000   

     

0,025±0,000 

Fıstık 
Çamı  

   

1.923±0,021  
*  *  

     

1.801±0,001  
*  

 

 Yöntemin belirtme sınırının altında 

 

Literatürdeki çalışmalar farklı bölgelerde yer alan aynı tür çam kabuklarının içeriklerinin 

değiştiğini göstermektedir. Aynı türe ait sonuçların bölgeden bölgeye 10 ile 100 kat arası farklılık 

gösterdiği tespit edilmiştir. Fransız çam ağacı kabuklarından elde edilen piknogenolde bulunan 

taksifolin miktarları 17-33 mg arası değişmektedir (I. Ince et al. 2009). Bu miktar literatürde 

bulunan çeşitli çam kabuklarının sonuçlarıyla karşılaştırıldığında oldukça yüksektir. Bizim, kızıl 

çam ağacı kabuklarında bulduğumuz değer (23.16 mg/g) diğer çam kabuklarına göre oldukça 
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yüksek olup bu miktar piknogenol standardı olarak kullanılan Fransız çam ağaçlarındaki 

miktarlara yakındır. 

Türkiye’den ve Almanya’dan alınan örneklerle yapılan bir çalışmada sarı çam ve kara 

çam kabuğu ekstraktları karşılaştırılmıştır. Çalışmada piknogenol bileşenlerinden olan kateşin, 

epikateşin, kateşin gallat ve taksifolin bileşenlerine ait sonuçlar karşılaştırılmıştır. Elde edilen 

sonuçlar Tablo 5.2’de verilmiştir. 

 

Tablo 5.2 Türkiye ve Almanya’dan toplanan bazı çam ağacı kabuklarındaki piknogenol 
bileşenlerine ait miktarlar (mg/g). 

 

Sonuçlardan görebileceğimiz gibi değişik bölgelerden toplanan aynı türler arasında, 

kateşin miktarları karşılaştırıldığında yaklaşık 10 katlık farklar görülmektedir. Örneğin 

Türkiye’den toplanan sarı çam kabuklarında 3.207 mg/g kateşin bulunurken, Almanya’dan 

toplanan sarı çam kabuklarında bu miktar 0.299 mg/g’a kadar düşmektedir. Diğer bileşenler 

açısından baktığımızda farklılık bu kadar çok değildir. Yine Türkiye’den toplanan kara çam 

kabuklarında kateşin miktarı 1.817 mg/g iken Almanya’dan toplanan kara çam kabuklarında bu 

miktar 0.161 mg/g civarındadır. Karaçam açısından bakıldığında Türkiye’de yetişen türde 

Türler Kateşin Epikateşin Kateşin gallat Taksifolin 

P.pinea (fıstık çamı) 

(Türkiye) 7.70 3 ± 0.02 0.684 ± 0.08 1.529 ± 0.05 0.138 ± 0.00 

 

P.sylvestris (sarı çam) 

(Türkiye) 3.207 ± 0.46 0.466 ± 0.04 0.332 ± 0.05 0.041 ± 0.01 

 

P.nigra (kara çam) 

(Türkiye) 1.817 ± 0.02 0.563 ± 0.01 0.025 ± 0.00 0.266 ± 0.00 

 

P.sylvestris (sarı çam)* 

(Almanya) 0.299 ± 0.01 0.215 ± 0.01 0.231 ± 0.03 0.018 ± 0.00 

 

P.nigra (kara çam)* 

(Almanya)  0.161 ± 0.01  0.068 ± 0.01  0.002 ± 0.00  0.10 ± 0.00 
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epikateşin ve kateşin gallatın Almanya’daki türe göre 10 kat fazla olduğu görünmektedir. 

Almanya’daki kara çam türünde taksifolin bulunmamaktadır. Bu farklılık toprak yapısından, iklim 

koşullarından, bölgenin yapısından, kabukların toplandığı mevsimden kaynaklanıyor olabilir. 

Bizim çalışmalarımız sonucu elde edilen değerlere baktığımızda kara çam kabuğu için kateşin 

0.086 mg/g, epikateşin 0.076 mg/g ve taksifolin 0.2088 mg/g civarındadır. Bu değerler içerisinde 

kateşin Almanya’daki türe göre yarı değerinde, epikateşin ve taksifolin değerleri ise 

Almanya’daki türden fazladır. Bizim çalışmamızdaki taksifolin değeri Türkiye’deki çam 

kabuklarının analizinde elde edilen değerle hemen hemen aynıdır.   

 Literatürdeki çalışmalarda piknogenol için verilen sonuçlara baktığımızda kateşin 7.92 

mg/g, epikateşin 4.81 mg/g, kateşin gallat 0.81 mg/g ve taksifolin 17.04 mg olarak verilmiştir 

(I.Ince et al 2009). Bir başka literatür ise piknogenolde bulunan taksifolin miktarını 33 mg/g 

olarak vermiştir (Ozlem Yesil-Celiktas et al. 2009). Bizim elde ettiğimiz sonuçlar içinde kateşin 

miktarı en çok 1.92 mg/g olacak şekilde fıstık çam kabuğunda görülmektedir. Çalışmalarımızda 

hiçbir türde kateşin gallata rastlamamakla birlikte epikateşin gallat sadece sarı çam kabuğu 

ekstraktında gözlenmiştir ve miktarı 0.0253 mg/g’dır.Epikateşin ise en fazla karaçam kabuğu 

ekstraktında 0.0756 mg/g olarak tayin edilmiştir. Çam kabuğu ekstraktları içinde dikkat çeken en 

yüksek miktar taksifolin bileşenine aittir. Taksifolin bileşeni kızıl çam kabuğunda 23.16 mg/g 

olarak tespit edilmiştir. Bu miktar Fransız çam kabuklarının ekstraktında bulunan 17-33 mg/g 

aralığı içindedir ve diğer türlerden oldukça yüksektir. Taksifolin miktarının fazlalığı özellikle kızıl 

çam kabuğunun ticari amaçla gıda veya ilaç sektöründe kullanılabileceğini göstermektedir. 

Piknogenol bileşenleri, flavanodiler ve proantosayanidinler üzerine literatürde çokça 

çalışma olmasına rağmen çam kabukları üzerine çok az çalışmaya rastlanmaktadır. Bu 

çalışmaların hemen hemen hepsi de Fransız çam kabuğu ekstraktını analizlemek amacıyla 

standart yöntem geliştirme çalışmalarıdır. Diğer çalışmalar ise çeşitli çaylar ya da bitkisel 

örnekler üzerinedir. Literatürde çam kabuğu ekstraktı ile yapılan çalışmalarda, ekstraksiyon 

aşamaları hakkında yeterli bilginin yer almaması bizim çalışmalarımızı etkilemiş ve yeni 

yöntemler bulmak zorunda olmamızı gerektirmiştir. Ekstraksiyonda deriştirme (evaporatör) ve 

katı madde elde etme aşamalarında (çalışmanın son aşaması) proantosiyanidinlerin oksijen ile 

teması sonucu kahverengileştiği gözlenmiştir. Bu durum piklerde ayrımın sağlanmasını 

engellemiştir. Oksitlenmeden kurtulmak amacıyla evaporatör ve vakumlu pompa ile süzme 

işlemleri atlanarak etil asetat içine alınan ekstrakt direk azot gazı altında uçurulmuş ve elde 

edilen katı madde metanol-su karışımında çözülmüştür. Bu sayede son aşamada elde edilen 

bej renkli katı maddenin havayla teması engellenmiştir. Standart yöntemde uygulanan etil asetat 

fazın evaporatör ile deriştirilmesi, etil asetat fazına kloroform katarak çöktürmenin yapılması ve 

vakumlu pompa yardımı ile katıyı süzme işlemlerinin hepsi atlanmıştır.  Bu kademelerin 

atlanması çalışmanın zamanını azaltmış hem de daha fazla kimyasalın harcanmasını 

engellemiştir. Bunlardan daha da önemlisi bileşenlerin oksijenle temasının engellenmesi 
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olmuştur. Böylece ekstrakt okside olmamış ve kahverengileşme önlenmiştir. Yaptığımız 

çalışmalar sonucu gözlemlerimize göre, çam kabukları nemsiz ortamda saklandıklarında uzun 

süre kararlı kalabilmektedirler. Ancak ekstrakt hava ile temas edince kısa sürede bozulmaktadır. 

 

Sonuç olarak hala literatürde çok az çalışma örneği olan çam kabukları analizi için, 

ekstraksiyon kademelerinde değişikliğe gidilerek yeni yöntemler uygulanmış, böylece 

ekstraksiyon zamanı kısaltılmış, daha az kimyasal harcanmış ve  yaklaşık 28 dakika içinde tüm 

bileşenler HPLC ile analizlenmiştir. Literatüre baktığımızda ferrulik asit bileşeni çay örneklerinde 

sıklıkla analizlenirken çam kabuklarında gözden kaçırılmıştır. Bizim çalışmamızda bu bileşenin 

kara çam ve sarı çam kabuklarında bulunduğu tespit edilmiştir. 
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