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OZET

Kestane (Castanea), Fagaceae (kayingiller) familyasindandir. Kestane agaclari,
giizellik, barinak ve yakacak igin diinyada 6000 yildan beri yetistirilmektedir.
Verimliligi, hasat kolayligi, yeme i¢in hazirliginin basit olmasi1 ve gelir saglamasi
insanlart kestane yetistirmeye sevk etmistir. Tiirkiye’de de genis bir alanda
yetistirilmektedir. Kestanenin sinir sistemi ve kalp kaslarmin calismasi iizerinde
etkili oldugu, viicudu yaslanmaya, sigara ve alkoliin zararlarina karsi korudugu

belirtilmekte ve beslenme diyetlerinde dikkate alinmaktadir.

Ellajik asit polifenolik bir bilesik olup saglik iizerine olumlu etkileri vardir. Kolon,
girtlak, karaciger, akciger, dil ve deri kanseri olusumlarini 6nemli dl¢iide engelledigi

ortaya konulmustur.

Bu ¢alismada kestane aga¢ ve meyvesinden alinan dort farkli 6rnegin Hizlandirilmis
Cozuctu Ekstarksiyonu (ASE) ile ekstraksiyonu yapildi. Bu ekstrelerde bulunan
fenolik bilesiklerden ellajik asit ve gallik asidi Ince Tabaka Kromatografisi ile

ayirmak i¢in uygun ¢oziicli sistemi gelistirildi.

Anahtar kelimeler: Ellajik asit, gallik asit, kestane, ince Tabaka Kromatografisi
(ITK), Hizlandirilmis Céziicii Ekstraksiyonu (ASE).



SUMMARY

PURIFICATION OF ELLAGIC ACID WITH THIN LAYER
CHROMATOGRAPHY

Chestnut (Castanea) belongs to the Fagaceae family. Chestnut trees are grown for
6000 years because of their beauty and use for shelter or fuel. Efficiency, ease of
harvest, simple of the preparation has led people to grow chestnuts. Chestnut is
cultivated in a large area in Turkey. Chestnut has effetcs on the nervous system and
heart muscle function, body aging. It protects against the damage of smoking and

alcohol, so these are taken into account on nutritional diets.

Ellagic acid is a polyphenolic compound which has positive effects on health. Ellagic
acid inhibits the formation of skin, colon, larynx, liver, lung, tongue cancer. That

have been determined.

In this study, four different sample of the chestnut tree and its fruit’s extraction was
performed with Accelerated Solvent Extraction (ASE). Phenolic compounds ellagic
acid and gallic acid separeted from these extracts with Thin Layer Chromatography.

Solvent system was developed.

Key Words: Ellagic acid, gallic acid, chestnut, Thin Layer Chromatography (TLC),
Accelerated Solvent Extraction (ASE).
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SEMBOLLER

OC : Santigrad derece

L : Litre
mL : Mililitre
pL : Mikrolitre

mm : Milimetre

pm : Mikrometre

nm : Nanometre

psi : Basing

bar : Basing

mg : Miligram

g : Gram

% : Yiizde

Rf : Ornegin aldig1 yol/ Coziiciiniin aldig1 yol
mol.L™ : Konsantrasyon
dak : Dakika

s : Saniye

g.mol-1 : Mol kiitlesi
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KISALTMALAR

ITK : Ince Tabaka Kromatografisi
ASE : Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu
UV : Ultraviyole

Ellajik asit: EA

Gallik asit : GA

Tetrahidrofuran: THF

Amonyak: NHs

Kestane Meyvesi : KME

Kestane Meyvesinin Kabugu : KMK
Kestane Aga¢ Govdesi i¢ kisim : KAG
Kestane Aga¢ Kabugu : KAK
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BOLUM 1.

GIRIS VE AMAC

I.1. GIRIS

Polifenoller acilik, renklilik gibi duyusal 6zelliklere sahip olup, saglik {lizerine olasi
etkilerinden dolay1 6nemli kimyasal bilesiklerdir (1). Genel olarak polifenollere ¢ay,

kirmizi sarap, ¢esitli meyveler ve bazi tibbi bitkilerde rastlanir (2-6).

Polifenolik bilesiklerden olan ellajitanenler, bir veya daha fazla sayidaki
hekzahidroksidifenol grubu tasiyan bir molekiil ile seker molekiiliiniin (genellikle
glukoz) esterlesmesiyle olusan ve hidrolize olabilen bilesiklerdir (7). Ellajitanenler,
asit veya bazlarla hidrolize wugradiginda ester baglari hidrolize olarak
hekzahidroksidifenik asit ve glukoz ara {irlinlerini verir, hekzahidroksidifenik asit
kendiliginden laktonize olarak suda az ¢oziinen ellajik aside doniisiir (8-11). Ellajik

asit, ayn1 zamanda gallik asidin kondanse dimeridir (1, 12-19).

Zay1f bir asit olan ellajik asit, dogada bir¢ok bitkide (¢ilek, ahududu, bogiirtlen, nar,
yaban mersini, ananas gibi meyvelerde ve ceviz, kestane, gibi sert kabuklu
yiyeceklerde) serbest halde bulunabildigi gibi, glikozitleri halinde, ya da
hekzahidroksidifenik asit olarak da bulunur (1, 8, 16, 20-24). Hidrofilik kism1 temsil
eden dort fenolik ve iki lakton grubu ve lipofilik alani temsil eden dort halka ile
termodinamik olarak oldukca kararli bir molekiildiir. Lipofilik istiinliik gdsteren
molekiiliin dort halkasi nedeniyle 1siya olduk¢a dayaniklhidir (20, 25). Suda az

¢Ozliniir; metanol, etanol ve dimetil siilfoksitte iyi ¢dziiniir (20, 26).

Ellajik asidin 1960’11 yillarda kan pihtilagmasi ve cilt beyazlatma etkileri, hemostatik
aktivitesi iizerinde calisilmistir. ilerleyen yillarda kanser olusumu; daha sonraki

yillarda ise olas1 antimutajenik, antiviral ve antikanserojenik etkileri nedeniyle ellajik



aside olan ilgi artmistir. Ozellikle laboratuvar hayvanlarinda galisilmistir. Buna
karsin literatlirde insanlarda yapilan ¢aligmalara daha az rastlanmaktadir (8, 17, 27-
42). Ayrica, ellajik asidin olduk¢a diisiik toksititesi ve bitkilerde yaygin olarak
bulunan bir ellajitanen olmasi1 nedeniyle, kansere karsi kimyasal koruma olarak
kullanilmasina yonelik arastirmalar yapilmistir. Yutak, akciger, dil, kolon ve cilt

kanserinde engelleyici oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (30, 41, 43-46).

Sentetik  antioksidanlarin  kanserojen  Ozelliklerinden dolayr  kullanimlarina
kisitlamalar getirilirken, gida ve ilag endiistrisinde dogal bitkilere, antioksidan olarak
kullanimlarina, kansere kars1 koruyucu 6zelliklerine olan ilgi artmistir (47). Yapilan
arastirmalarla, ellajik asitin kansere, kalp hastaliklarina ve diger tibbi problemlere
yararl etkileri goz 6nilinde bulundurulmustur. Besin takviyesi olarak pazarlanmasina
baglanmistir (48, 49). Bu nedenle de ellajik asit gibi dogada bulunan ve basta
antioksidan olmak tizere bir¢ok 6zellige sahip bilesiklerin hangi gidalarda ne kadar

bulundugu, elde edilmeleri ve saflastirilmalar1 6nem kazanmistir. (25).

Ellajik asit bir ¢ok bitki ve meyvede tayin edilmis, bu amagla kromatografik (22, 50-
52) spektroskopik (53) , elektroforetik (54, 61) ve polarografik (55) tekniklerle ve
son olarak ellajik asidin rediiksiyonuna bagli voltametrik teknikle ¢alisilmistir (25).
Buna karsin, yapilan saflagtirma calismalari az sayidadir. Demokratik Kongo
Cumbhuriyeti’nin belirli bir bolgesinden toplanmig Anisophyllea dichostyla R.Br. kok
kabuklar1 o6rneklerinde NMR, HPLC-ESI-MS ve nano-ESI-MS-MS yontemleri
kullanilarak bir c¢alisma yapilmistir (56). Bu calismada, ellajik asit tlirevleri,
katesinler ve prosiyanidinlerin kalitatif ve kantitatif analizlerine iliskin sonuglar rapor
edilmis olup ellajik asidin 8 tiirevi tamimlanmistir. Diger bir calismada, yeni bir
yaklasimla otomatik yeniden kristallendirme yontemi ile tekrarlanan saflastirmalar
yapilarak mutlak safsizlik belirlenmistir. Ticari ellajik asit 6rnekleri 4 kez yeniden
kristallenerek safsizlik yiizdeleri bulunmustur (57). Hindistan’da yetisen Triphala
Churanam formiilasyonunda Yiiksek Performansli Ince Tabaka Kromatografisi
(HPTLC) yontemi ile ellajik asit ve gallik asit miktarlar1 tayin edilmistir (58).

Genellikle galisilan kromatografik yontem Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi



(HPLC) olup, Ince Tabaka Kromatografisi ile ilgili saflastirma, ayirma ¢alismalaria

pek rastlanmamustir.

Vasconcelos’un calismasinda kestanenin farkli dokularinda polifenol igerigine
bakilmis, diisiik molekiil agirlikli ellajik asit ve gallik asit bulundugunu belirlemistir
(59). Gongalves calismasinda kavrulmus, haslanmis ve ham kestane ornekleri ile
calismis haslanmis kestane Orneklerinin daha yiiksek ellajik asit ve gallik asit

igerigine sahip oldugunu saptamistir (60).

Bu ¢alismada kestane aga¢ ve meyvesinden alinan dort farkli 6rnegin Hizlandirilmis
Coziicii Ekstraksiyonu (ASE) ile ekstraksiyonu yapilmistir. Bu ekstrelerde bulunan
fenolik bilesiklerden ellajik asit ve gallik asidi Ince Tabaka Kromatografisi ile

ayirmak i¢in uygun sistem gelistirilmistir.

1.2. AMAC

Bu calismada kestane aga¢ ve meyveden alinan dort farkli 6rnegin uygun kosullarda
ekstraksiyonu yapildi. Ince Tabaka Kromatografisi ile saflastirma islemi i¢in uygun
olan ¢oziicii sistemi saptandi. Elde edilmis ekstreler belirlenen sistemde isleme tabii

tutularak, ellajik asit ve gallik asit ayrildu.



BOLUM I1.

GENEL BIiLGILER

11.1. KESTANE

I1.1.1. Kestane Genel Ozellikleri

Kestane (Castanea), Fagaceae (kayingiller) familyasindandir (Resim 11.1). Bu tiirlerin
dogal yayilma alanlar1 Dogu Asya (Cin, Kore, Japonya), Tiirkiye, Giiney Avrupa ve
Kuzey Amerika’dir (62, 63).

Resim 11.1.Kestane (Castanea)

Kestane agacglari, giizellik, barinak ve yakacak i¢in diinyada 6000 yildan beri
yetistirilmektedir  (63). Yayilis merkezinin neresi oldugu kesin olarak
bilinmemektedir. Anadolu’nun bu tiiriin anavatani oldugu ihtimali kuvvetlidir.
Verimliligi, hasat kolayligi, yeme i¢in hazirligmin basit olmas1 ve gelir saglamasi

insanlar1 kestane yetistirmeye sevk etmistir (62).

Kestanenin odunu diizgiin yapili ve ¢iiriimeye dayaniklidir (Resim I1.2). Kiitiigiiniin

saglamlig1 nedeniyle mobilya ve gemi sanayinde 6nemli bir yere sahiptir. Bir¢ok



yapt islerinde, elektrik direklerinde ve demiryolu raylarinin désenmesinde kullanilir.
Kestane uzun Omiirlii bir agag tiirii olarak 200-500 yil kadar yasayabilmektedir.
Yaslanan ve verimden diismiis kestane agaclarinin kereste olarak degerlendirme

imkan1 mevcuttur (62).

Resim I1.2. Kestane aga¢ govdesi

Kestane tiretiminin biiyiik bir kismi1 Ege ve Karadeniz Bolgelerinde yogunlagmustir.
Toplam agag sayisi ve kestane iiretimi olarak Aydin ili ilk siradadir. Tiirkiye kestane
tiretimi yoniinden kendine yeterli olup, kestane ithalati1 s6z konusu degildir. Kestane

ihracat1 yillik 7-8,5 ton arasinda degigsmektedir (62, 63).

Kestanelerin kimyasal bilesimi genel olarak diger sert kabuklu meyvelere gore
sagliga daha uygundur ve yag orami diigiik kiiltiir ¢esitleri kizartma ve haslama ile
kolaylikla hazmedilebilir. Bu nedenle bir¢ok rejim regetelerinde kestane
bulunmaktadir (62). Kestanenin ¢ok diisiik miktarlarda yag icermesi kalp ve damar
hastaliklarint Onlemede ileri yaslarda ve sismanlik sorunu olanlar igin Onem

tasimaktadir (64).

Kestane meyvesi normal kosullarda % 40-45 su, % 35-40 karbonhidrat, %15-20
nisasta, % 5-10 seker, % 3-6 protein, % 3-5 yag ve kalsiyum, potasyum, magnezyum,
fosfor, demir, sodyum gibi mineraller igerir (62, 63). Kestane igerdigi potasyum
nedeniyle sinir sistemi ve kalp kaslarinin ¢aligmasi tizerinde etkili olmaktadir. Fosfor

ve kalsiyum varligi ile kemik ve dis olusumuna olumlu etki yapmakta iskelet



sisteminin yapisina girmektedir. Sodyum igermesi ile potasyum-sodyum dengesi
saglanmaktadir. Kestanede sodyum miktarinin azligi nedeniyle yiiksek tansiyon

hastalar1 tarafindan tercih edilmektedir (65).

Ayrica B ve C vitaminlerinin de oldugu kaydedilmektedir (66). Kestanenin igerdigi
B1 vitamini enerji, bliyiime, istah, 6grenme kapasitesi ilizerinde olumlu etkiler
yaparken viicudu yaslanmaya, sigara ve alkoliin zararlarina karsi korumaktadir.
Vitamin B2 viicutta antikor iiretimi, biiylime ve kataraktin onlenmesi bakimindan
onemlidir. Nikotinik asit saglikli bir cilt igin gereklidir. Pantotenik asit
karbonhidratlar, yag ve proteinin enerjiye donligmesi ic¢in gereklidir. Viicudu

gliclendirici 6zelligi bulunmaktadir (65).

Kestanenin doku yapisini olusturan lifler viicut tarafindan sindirilememekte ancak
bagirsak hareketini diizenlemekte ve hizlandirmaktadir. Yine bagirsak florasinin
gelismesinde onemli rol oynadigi kaydedilmektedir. Zararli maddelerin viicuttan
atilmasinda ve kandaki Kkolesterol diizeyinin disiiriilmesinde etkili oldugu
belirtilmektedir. Beslenme diyetlerinde kestanenin de dikkate alinmasi &nem

tasimaktadir (65).

Kestanelerin; meyve, sekerleme ve kereste olarak kullaniminin yani sira meyve
kabuklar1 tanin {iretiminde, yaprak ve cicekleri ila¢ ve kozmetik sanayinde

kullanilmaktadir. (60, 62, 67).

Kestane tiiketimi baglica iki ana grupta toplanir. Bunlar taze (sofralik) tiikketim ve
islendikten sonra tiiketim (sekerleme, konserve, kestane hamuru, j6le vb.) Tiirkiye’de
genel olarak sofralik ve sekerleme halinde tikketim yaygindir (Resim I1.3, 11.4) (62,
63).



ok .

Resim II.. estane seke

Resim I1.4. Kestane piiresi

I1.2. POLIFENOLLER

Polifenoller her molekiilde birden fazla fenol grubunun bulundugu bilesiklerdir.
Tiiketilen bir¢ok besin ( ¢ay, sarap, ¢ilek, bogiirtlen, elma, visne, patates, soya vb.)
cesitli polifenoller icerir. Saglik iizerine olumlu etkileri (antioksidan, antikanserojen)
nedeniyle onemli bilesiklerdir. Polifenoller yapilarina gore cesitli sekillerde
simiflandirilirlar. Tasidiklar1 aromatik halka sayilarina, hidroksil gruplarina gore:
fenolik asitler, flavonoidler olarak ayrilirlar. Gallik asit ve ellajik asit de fenolik asit

grubuna dabhil birer polifenoldiir. (68).

I1.2.1. Ellajik asit ve Ozellikleri
Ellajik asit (4,4',5,5',6,6'-Hekzahidroksidifenikasit 2,6,2',6'-dilakton) dogada birgok
bitkide bulunan polifenolik bir bilesiktir (Sekil II.1).

O
HO O

0] OH
)

Sekil 11.1. Ellajik asitin yapisi (C14HsOg) Molekiil agirhgr: 302.19g.mol™

Polifenolik bilesiklerden olan ellajitanenler, bir veya daha fazla sayidaki

hekzahidroksidifenol grubu tasiyan bir molekiil ile seker molekiiliiniin (genellikle



glukoz) esterlesmesiyle olusan ve hidrolize olabilen bilesiklerdir (7). Ellajitanenler,
asit veya bazlarla hidrolize wugradiginda ester baglar1 hidrolize olarak
hekzahidroksidifenik asit ve glukoz ara iirlinlerini verir, hekzahidroksidifenik asit
kendiliginden laktonize olarak suda az ¢oziinen ellajik aside doniistir (Sekil 11.2), (8-

11).

Ellagitannin Hexahydroxydiphenic acid Ellagic acid
HO OH ©OH  oH HO OH OH oH
Hydrolysis -2H,0
HO O O oH - HO O Q oH - HO
Do o0 HO

o] 0 HO OH

\

Glucosé
+ Glucose

Sekil 11.2. Ellajitanenlerin hidrolizi ile ellajik asit olusumu (22).

Ellajik asit zayif bir asit olup yiiksek erime noktasi ile kararl bir bilesiktir. Hidrofilik
kismi1 temsil eden dort fenolik ve iki lakton grubu ve lipofilik alani temsil eden dort
halka ile termodinamik olarak oldukca kararli bir molekiildiir. Lipofilik tstiinliik
gosteren molekiiliin dort halkasi nedeniyle 1siya oldukg¢a dayaniklidir (20, 25). Suda

az ¢Oziliniir; metanol, etanol ve dimetil siilfoksitte iyi ¢ozlintir (20, 25, 69).
Ellajik asit bir¢ok besin maddesinde bulunmaktadir. Ayrica yapilan g¢aligmalarda
mese, ceviz gibi agag tiirlerinde de ellajik asit igerigine rastlanmistir (Tablo 11.1)

(21).

Tablo I1.1. Besin maddelerinde Ellajik asit icerigi.

Besin maddesi Ellajik asit icerigi
Bogiirtlen (3) 87,66 pg.g™
Cilek (3) 17,66 ng.g™
Ahududu (3) 5,84 pg.g’
Nar (3) 17,31 ng.g™
Ceviz (Marlarossa) 16,00 mg.g”
Kestane (22) 0,71-21,6 mg.g™




Ellajik asit cesitli bitki ve meyvelerde ii¢ farkli sekilde bulunabilir: Serbest halde,
hekzahidroksidifenikasit formu seker ile birlikte veya ellajik asit glikoziti (Sekil
11.3).

OH
oH HO OHO OH

HCr

Sekil 11.3. Ellajik asit serbest hali (sol iist), hekzahidroksidifenikasit formu geker ile birlikte (sagda),
ellajik asit glikoziti (sol alt).

Denek hayvanlar tizerinde ellajik asit ile yapilan ¢alismalarda bu maddenin kolon,
girtlak, karaciger, akciger, dil ve deri kanseri olusumlarini1 6nemli 6lgiide engelledigi
belirlenmis ve ellajik asidin kanser tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir
kemoterapi ajan1 olabilecegi ortaya konmustur (8, 27-42, 70). Degisik
mikroorganizmalar iizerinde gerceklestirilen calismalarda da taninlerin 6nemli bir
antimutajen madde oldugu bildirilmektedir. Ellajik asidin antikanserojenik ve
antimutajenik etkileri sahip olduklar1 antioksidatif 6zelliklere baglanmaktadir (71,
72). Tanenler icerisinde yer alan ellajik asit kan pihtilastirict  olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica ellajik asidin kan basincini diigiiriicii yonde etkileri de

mevcuttur (8, 17, 27-42, 73).



11.2.2. Gallik asit ve Ozellikleri
Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit), bir ¢esit fenolik asittir (Sekil 11.4). Sarap,
cay, kestane, ceviz , bogiirtlen, ahududu gibi bir¢ok meyvede bulunur (59, 74).

O~_OH

HO OH
OH

Sekil 11.4. Gallik asitin yapist ( C;HgOs). Molekiil agirhigi: 170.12 g.mol™

Gallik asit, farmasotik endiistride sentezlerde baslangic maddesi olarak, ya da toplam
fenol analizlerinde gallik asit esdegeri kavramiyla standart olarak kullanilir (75, 76).
Gallik asit antioksidan gorevi goriir ve oksidatif hasara karsi insan hiicrelerinin

korunmasina yardimet olur (77).

I1.3. HIZLANDIRILMIS COZUCU EKSTRAKSIYONU (ASE)

Ornek ekstraksiyon teknikleri: Sokslet, Otomatik sokslet, Sonikasyon, Mikrodalgali
ekstraksiyon, Siiper kritik akiskanli  ekstraksiyon, Hizlandirilmis  ¢6ziicii
ekstraksiyonudur.

Son yillarda analitik ekstraksiyonlarda kullanilan tehlikeli organik ¢6ziicti miktarini
azaltma ihtiyaci, yeni ekstraksiyon tekniklerinin gelistirilmesine katki saglamistir
(78). Son otomatiklestirilmis ekstraksiyon teknikleri daha az ¢oziicii kullanir ve
gelismis analitik kararlilik verir (79). Bu tekniklerden biri de Hizlandirilmis Coziicti
Ekstarksiyonudur (ASE) (Resim 11.5). Kati ve yar1 kat1 drneklerden analitlerin tam
ekstraksiyonunu kisa zamanda elde etmek icin yliksek sicaklik ve basing altinda,

kiigiik hacimlerde ¢6ziicii kullanimina dayanir (80, 81).
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Resim 11.5. Hizlandirilmig Coziicii Ekstraksiyon Cihazi (ASE)

ASE sokslet ve ultrasonik ekstraksiyon gibi tekniklerden daha kisa ekstraksiyon

zamani ve daha az ¢oziicl tiiketimine sahip bir ekstraksiyon teknigidir (Tablo I1.2)

(82). Sokslet ekstraksiyonu ig¢in kullanilan ekstraksiyon c¢oziiciileri ASE iginde

kullanilabilir. Bundan dolayr ASE klasik ekstraksiyon tekniklerinin yerine gecerek

gelistirilmistir (83).

Tablo 11.2. Ekstraksiyon tiirlerinin kiyaslanmasi.

Teknik Ornek Miktar1 (g) (Coziici Hacmi (mL)
Sokslet 10-30 300-500
Sonikasyon 30 300-400
Mikrodalgali 5 30
ekstraksiyon
Calkalama 50 300
Otomatik sokslet 10 50
ASE 10-100 15-120

Son yillarda, ASE kati atiklar, toprak, balik, yosun ve ¢am agaci, hayvan yemi,

yiyecek matrisleri ve tortu gibi farkli matrislerden organoklor pestisitlere, poliklorlu

bifenillere, polisiklik aromatik hidrokarbonlara, poliklorlu dibenzodiyoksinlere ve

furanlara, polibromlu bifenil eterlere ekstraksiyon uygulamistir (85-91). Diger
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taraftan Richter ve ark. (92), PCBs (poliklorlu bifeniller) ve PAHs (polisiklik
aromatik hidrokarbonlar) gibi ¢evresel atiklarin basingli ¢oziiciilerle 100° C’ nin

tizerinde etkili ve hizli ekstraksiyon gerceklestirdigini rapor etmistir (79).

Genel olarak ASE’ nin ekstraksiyon verimi, ASE’ nin ekstraksiyon parametreleri
olan ekstraksiyon basing ve sicakligindan etkilenir (93). EK olarak &rnek matriksi
ekstraksiyon verimini etkiler. Bundan dolayr ASE’ nin ekstraksiyon davranisi sade

degildir ve isletme kosularinin optimizasyonu yorucudur (83).

ASE’ de, celik bir kap igerisine yerlestirilen kat1 yada yari-kat1 6rnegin ¢o6ziicii ile
bir firin igerisinde 50-200 OC arasinda degisen sicakliklarda 1sitilmasi ile baslar ve
1sitma sirasinda firina 500-3000 psi degerleri arasinda basing uygulanir (Sekil I1.5).
Ekstraksiyonun 5-10. dakikalarinda ortama yeni ¢6ziicli pompalanarak Ornegin ve
kabin yikanmas1 saglanmaktadir. Sistem igerisindeki biitlin ¢oziicii genellikle nitrojen

gazi kullanilarak bir sise icerisinde toplanmaktadir (94).

£
- \
Coziicii \\

'y \‘

Pompa

Temlzleme vanasn

Ekstraksiyon ﬂ

hiicresi

Statik
vana

Toplama

Azot kab

Sekil 11.5. Hizlandirilmis Coziicti Ekstraksiyon Cihazi (ASE) ¢alisma semasi
ASE’nin 6zelliklerine bakildiginda:
1) Yiiksek sicaklik ve basing kullanilarak ¢oziicii tikketimi ve ekstraksiyon zamanin

azaltir.

2) Ornek ekstrakt: (1-50 @) i¢in 15-150 mL ¢dziicii kullanir.
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3) Ekstraktlar otomatik filtrelenir ve dogrudan enjeksiyon i¢in yada son temizlik i¢in
hazirlanir.

4) Kolay kullanilan toplama kaplari mevcuttur.

5) Kullanim kolaylig1 i¢in uygun ¢oklu yontem hafizas1 vardir.

6) Uygun 6n panel islemi otomatik yontemi c¢alistirir.

ASE kat1 ve yar1 kat1 Orneklerin sivi ¢oziiciilerle ekstraksiyonu igin bir tekniktir.
Yiiksek sicaklik ve basingta ekstraksiyon islemlerinin verimini ylikselterek uygun
s1v1 ¢Oziiciiler kullanir. Yiiksek basing ¢oziiciiyii kaynama noktasinin altinda tutarken
artmis sicaklik ekstraksiyon kinetigini hizlandirir, bdylece hizli ekstraksiyon
gerceklestirilir. Yiiksek basing, ¢oziiciiniin, deney materyalinin i¢ kisimlarina kadar

niifuz etmesine imkan saglamaktadir.

ASE ve sokslet ekstraksiyonu arasindaki 6nemli fark ekstraksiyon sicakligidir. ASE’
de ekstraksiyon sicakligi ¢oziiciiniin normal kaynama noktasi iizerinde kullanilir.
Aksine sokslet ekstraksiyonunda ekstraksiyon sicakligi kullanilan ¢oziiciiniin
kaynama noktasi ile sinirlidir. Yiiksek sicakliklarda, polimer partikiillerinin i¢inden
bilesenlerinin difiizyonu yiizeylerinde artirilmistir. Ayrica ekstraksiyon ¢oziiciisii
icinde partikiillerin yiizeyden transferi daha hizli olacaktir. Buna ek olarak
ekstraksiyon sivisindaki bilesenlerin ¢oziintirliigii yiiksek sicaklikta ¢alisildigi zaman
yiikseltilebilecektir. Bundan dolay1 yiiksek sicakliktaki ekstraksiyon degeri anlaml
Olctlide yiiksek olacaktir (95).

IL.4. KROMATOGRAFI

Saflastirma islemlerinde oldukga yaygin olarak kullanilan yontemdir. Az miktardaki
ve Ozellikleri birbirine yakin maddeleri ayirmak i¢in rahathikla uygulanabilir.
Kromatografide genellikle ayrilacak maddelerin iizerinde tutundugu sabit faz
(ylriitiicii) bulunmaktadir. Ayrilma islemi, ayrilacak maddelerin sabit fazda
adsorplanmasi ya da sabit faz ile yiiriitiicii arasinda dagilmasina dayanir. Maddelerin
sabit faz lizerinde adsorblanma derecelerinin ve hareketli fazdaki ¢oziintirliiklerinin

farkli olmasi ayrilmayi saglar (96,97).
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Cesitli kromatografi tiirleri vardir:
a) Ayrilma mekanizmalarina gore:
1) Adsorpsiyon kromatografisi
2) Partisyon (dagilma) kromatografisi
3) Iyon degistirme kromatografisi
4) Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi
5) Iyon ¢ifti kromatografisi
6) Afinite kromatografisi
b) Uygulama bi¢imine gore
1) Diizlemsel kromatografi
-Kagit kromatografisi
-Ince tabaka kromatografisi (ITK)
2) Kolon kromatografisi
-Gaz kromatografisi (GC)
-Yiiksek performansl s1vi kromatografisi (HPLC)
c) Faz tipine gore:
1) Stvi kromatografisi
-Sivi-Kat1 kromatografisi
-S1vi-S1vi kromatografisi
2) Gaz kromatografisi
-Gaz-Kati kromatografisi
-Gaz-S1vi kromatografisi
Bu kromatografi tilirleri arasinda en ¢ok kolon kromatografisi ve ince tabaka

kromatografisi kullanilmaktadir (96,97).

11.4.1. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Ince tabaka kromatografisi basit, ucuz, hizli olmas: agisindan oldukca yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Genellikle bir maddedeki mevcut bilesenleri belirlemek,
ayirmak ve maddenin safligin1 belirlemek iizere kullanilir. Tibbi bitkilerin
bilesenlerinin analizi, ila¢ analizleri, su ve yiyecek analizleri gibi analiz tiirleriyle

gida, ilag, adli tip, boya gibi genis bir alanda etkindir (97).
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Ince tabaka kromatografisinde sabit faz olan adsorban, cam, aliiminyum ya da plastik
plaklara ince bir tabaka halinde (genellikle 0.1-5 mm kalinliginda) kaplanmig olarak
kullanilir. Adsorban madde olarak silika jel, poliamid, selliiloz kullanilabilir. Ince
tabaka kromatografisinin uygulamasinda az miktardaki madde karisimi adsorban
tabakanin bir ucuna damlatilir, plaka kapali bir gelistirme tankina daldirilir, kapiler
etkisiyle yiiriitiicii ¢oziicliniin tabakanin yukarisina kadar ilerlemesi beklenir (Sekil

11.6), uygun bir sekilde goriiniir hale getirilen spotlar degerlendirilir.

Cozich st gizgisi

A

N |> Cozici
N

Ormek uygulama siur

Sekil I1.6. ince Tabaka Kromatografisi Uygulamas1

Ince tabaka kromatografi plaklari, firmalar tarafindan cam, plastik ya da aliiminyum
plakalara hazir kaplanmis olarak satilabildikleri gibi laboratuarda da
kaplanabilmektedirler. Hazir kaplanmis plakalar genellikle 0.1 mm kalinliginda
adsorban igerirler. Plastik ve aliiminyum plakalar makasla istenen boyutlara
rahatlikla kesilebilmektedirler. Daha kalin kaplanmis ve biiylik olan plakalar
preperatif ince tabaka kromatografisinde 50-1000 mg madde karigimlarinin

birbirinden ayrilmasi i¢in kullanilir.
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Yirtime hizi, Rf degeri ile ifade edilir ve bilesenlerin yiirime mesafesinin,
¢Oziiclinlin ylriime mesafesine oranindan hesaplanir (Sekil I1.7). Rf degeri 0 ile 1
arasinda bulunur ve dogal olarak hizli yiiriiyen bilesenler icin alinan mesafe biiyiik

olacagindan Rf degeri biiyiik, yavas yiiriyenler i¢in daha kiigiiktiir (97).

Caozilcil smu

[ Géziiciinin
! aldig yol

Maddenin

aldiig yol

l

S i F—— ¥

S

Bilesigin uygulama noktasindan itibaren aldig yol
Ry =

( oziiciiniin orijinden 1tibaren aldig yol

Sekil I1.7. Plaka {izerinde Rf degeri hesaplanmasi
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BOLUM III

TEZ CALISMALARI

I11.1. GEREC VE YONTEM

111.1.1. Kimyasal Maddeler

Kestane meyve ornekleri Bursa’dan, Kestane aga¢ ornekleri Istanbul’dan temin

edilmistir.

Kimyasalin adi: Firma:
Ellajik asit >95% powder, from tree bark Sigma E2250
Gallik asit Sigma
Metanol (Gradient Grade) Merck
Etilasetat (Extra pure) Merck
Formik Asit  %98-100 Merck
Toluen (Extra pure) Merck
Asetikasit %100 Merck
Tetrahidrofuran (for liquid Chr.) Merck
Aseton (for liquid Chr.) Merck
Dioksan (Extra pure) Merck
n-Biitanol (for liquid Chr.) Merck
n-Hekzan (Extra pure) Merck
Kloroform  (for liquid Chr.) Merck
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I11.1.2. Cihaz ve Analitik Kosullar

1) DIONEX ASE 100 hizlandirilmis ¢oziicii ekstraktorii
2) Memmert UM 400 etiiv

3) Millipore Milli Q RG deiyonize su cihazi

4) Adam d=0,0001 g dijital terazi

5) Heidolph VV 2000 doner vakumlu evaporator

6) Falc instruments manyetik karistiric

7) Retsch elek
8) Arzum Mulino /AR 151 kahve &giitiicii
9) UV lamba (254/366nm)

10) Silika jel TLC Aliimina Plaka 60F254 Merck

I11.1.3. Cozeltiler
THF ¢oziiciisii ile hazirlanan standart ¢ozeltiler:

EA6 :4.9x10° mol.L*
EA8 :5.8x10° mol.L*
EA10 :8.3x10° mol.L*
GA  :1.5x107 mol.L*

GA6 :8.6x10°  mol.L"!
EA12 :24x10°  molL™
EA2 :7.6x10°  molL®
THF-Metanol ¢oziicii karisimi ile hazirlanan standart ¢ozeltiler:

EA9 :6.0x10°  mol.L™ (THF:MeOH v:v 10:4)
EA1l :8.7x10° mol.L™* ( THF:MeOH v:v 15:4)

GA7 :5.6x107 mol.L™* ( THF:MeOH v:v 4:10)
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I11.1.4. Ornek Hazirlama

Kestane agaci govdesi ve kestane meyvesi olmak iizere iki ornekle g¢aligildi. Bu
ornekler farkli islemlerden geg¢irildi. Kestane agac1 gévdesi, kabuk ve i¢ kisim olarak
iki kisma ayrildi. Bu kisimlar marangozda ayri ayr1 rende haline getirildi. Kestane
meyvesi kesildi. Kabuk ve meyve olarak iki kisma ayrildi. Bu sekilde elde edilen
dort farkli 6rnek, kestane meyvesinin kabugu (KMK) (Resim 111.1), kestane meyvesi
(KME) (Resim 111.2), kestane aga¢ govdesi i¢ kisim (KAG) (Resim 111.3), kestane
agac kabugu (KAK) (Resim [11.4) ogiitiictiden gegirildi. Bu dort 6rnek 30 mesh
(0,60 mm) biiyiikliigiindeki elekten gecirildi. Etiivde kurutularak sabit tartima
getirildi.

Resim 111.1. Kestane meyve kabugu (KMK)

Resim I11.3. Kestane aga¢ govdesi i¢c kisim (KAG) Resim III.4.’ Kestaneagackabugu (KAK)

H1.1.5. Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu (ASE) ile Yapilan Calismalar

Her bir 6rnek i¢in ayn1 kosullarda 3 tartim alinarak paralel ¢aligma yapildi. Her bir
ornekte elekten gecen ince kisim ve kalan kalin kisim ayri ayn filtre kagidinda
0,4000 g + 0,5 mg tartildi. Ince ve kalin kisimlar iizerine ayr1 ayr1 0,4000 g + 0,5 mg
diatom toprak ilave edildi. Her iki 6rnek homojen sekilde karistirildi. Ince ve kalin
ornekler {iist iiste konularak filtre kagitlar1 katlandi. Ekstraksiyon hiicresine
yerlestirildi. %100 liilk Metanol ¢oziiciisii ile ekstraksiyon gergeklestirildi
(Tablo.11.1).
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Tablo III.1. Hizlandirilmig ¢oziicii ekstraksiyonu (ASE) ¢alisma kosullari.

Sicaklik 100°C
Statik Zaman 10 dak
Temizleme Hacmi % 60
Yikama Zamani 90s
Statik Devir 3

Ekstraktlar, evaporatéorde 60°C de kuruluga kadar uguruldu. Kalintilar 5 mL
metanolde ¢oziindii. Kestane aga¢ govdesi i¢ kisim (KAG) kalintis1 ¢oziintirlik

problemi nedeniyle 10 mL metanolde ¢dziindii. Ornekler -20°C de sakland.

I11.1.6. Kromatografik Kosullar

Coziicti karisimi Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol (v:v) ( 30:30:8:2 ) sistemi
esas alindi (58). Coziicii tanki olarak 8x13 cm biiyiikliigiinde silindirik cam kap ve
10x14x14 cm biiyiikligiinde dikdortgen cam kap kullanildi. Coziicii tankinin
icerisine kenar yiizeyini kaplayacak biiyiikliikte stizge¢ kagidi kesildi, yerlestirildi.
Coziicii tanki cam kapak ile kapatilip vazelinlendi. Bir giin siireyle doygunluk icin
bekletildi.

TLC silika jel 60F254 aliminyum plakalar, ilk denemelerde 5x10, sonraki
denemelerde 10x10 biiyiikliigiinde kesildi. Plakalarin kenarlarindan ve alt kismindan
birer cm bosluk birakildi. Ornekleme kapiler ile 5 er spot seklinde yapildi. Her spotta
fon ile kurutma yapildi. Plaka ¢oziicii tankinin i¢ine tabandan itibaren 0,5 cm ¢oziicii
karisimi igerisinde kalacak sekilde egik olarak yerlestirildi. Yiriitme islemi yaklasik

15 dak stirdii. Plakalar oda sicakliginda kurumaya birakildi.

111.2. BULGULAR

111.2.1. Referans Sistem ile Yapilan Kromatografik Calismalar

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin c¢alismalarinda kullandigi sistem kosullari
olusturuldu (58). Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol (30:30:8:2).

Ellajik asit standartlari,

EA6: 4.9x10° mol.L™
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EA8: 5.8x10°° mol.L™

EA9: 6.0x10° mol.L™

EA10: 8.3x10°° mol.L™*

EA11: 8.7x10° mol.L* konsantrasyonlarinda hazirlandi. Denemeler, 8x13 cm
buytikliigiinde silindir cam kapta yapildi. 5x10 biiyiikliiglinde plakalar hazirlandi.
Ormnekleme kapiler ile tek spot olarak yapildi. Yiiriitme islemi sonunda plakalar oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Ellajik asitin bu bes 6rnege iliskin Rf degeri ayni
olup 0,49 hesaplandi. Baslangic noktasinda bir miktar 6rnegin kaldig1 gézlendi (Sekil
[11.1). Daha sonraki ¢aligmalara EA8, EA9, EA10, EA11 6rnekleri ile devam edildi.

Sekil III.1.  Mobil Faz: Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek
konsantrasyonlart: EA6: 4.9x10° mol.L™" EA8: 5.8x10° mol.L™ EA9: 6.0x10™ mol.L™ EA10: 8.3x10"
®mol.L? EA11: 8.7x10° mol.L™.

II1.2.1.1. Polaritesi Yiiksek Hareketli Faz ile Yapilan Calismalar

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) ¢alismalarinda kullandig1 sistemde polaritesi
yiksek olan etilasetatin miktar1 arttirildi (Tablo [11.2). Toluen miktar1 azaltildi.
Toplam hacim sabit tutuldu. Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (v/v)
(20:40:8:2). Denemeler, 8x13 cm biiyiikligiinde silindir cam kapta yapildi. 5x10
biyiikliginde plakalar hazirlandi. EAS8: 5.8x10° mol.L™ EA9: 6.0x10° mol.L™
EA10: 8.3x10° mol.L? EA11: 8.7x10° mol.L™! konsantrasyonlarindaki &rnekler

kullanildi. Ornekleme kapiler ile tek spot olarak yapildi. Yiiriitme islemi sonunda
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plakalar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Bu durumda Rf degeri 0,59 hesaplandi

(Sekil II1.2). Kuyruklu yiirlime gozlendi. Baslangi¢c noktasinda bir miktar 6rnegin

kaldig1 gozlendi.

Tablo II1.2. Kullanilan organik ¢oziiciiler ve polariteleri .

Organik Coziicii Polarite

Toluen 2.4
Etilasetat 4.4
Metanol 51
Aseton 5.1
THF 4.0
Dioksan 4.8
n-Biitanol 4.0
n-Hekzan 0.0
Asetikasit 6.2
Kloroform 4.1

Sekil I11.2. Mobil Faz: Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (20:40:8:2). Ornek konsantrasyonlari:

EA8: 5.8x10°° mol.Lt EA9: 6.0x10° mol.L* EA10: 8.3x10° mol.L™* EA11: 8.7x10° mol.L™.

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) c¢alismalarinda kullandig: sistemde polaritesi

yiiksek olan etilasetatin miktar1 biraz daha arttirildi. Toluen miktar1 azaltildi. Toplam

22




hacim sabit tutuldu. Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (v/v) (12:48:8:2). EAS:
5.8x10° mol.L" EA9: 6.0x10° mol.L™ EA10: 8.3x10° mol.L™ EA11: 8.7x10°
mol.L™ konsantrasyonlarindaki ornekler kullanildi. Bu durumda Rf degeri 0,64
hesapland1 (Sekil II1.3).Etil asetat miktar1 arttiginda Rf degerinde artis gézlendi. Her

ic ¢calismada da kuyruklu yiirime gozlendi. Baslangi¢ noktasinda yine bir miktar

1< 10 7]
4 —

ornegin kaldig1 gézlendi.

= =5 = N1 R ol

Sekil I11.3. Mobil Faz: Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (12:48:8:2). Ornek konsantrasyonlar:
EAS8: 5.8x10° mol.L™* EA9: 6.0x10°° mol.L™ EA10: 8.3x10°° mol.L™ EA11: 8.7x10°° mol.L™.

I11.2.1.2. Polaritesi Diisiik Hareketli Faz ile Yapilan Calismalar

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) ¢alismalarinda kullandig1 sistemde polaritesi
diisiik olan Toluen miktar1 arttirildi. Etilasetat miktar1 azaltildi. Toplam hacim
korundu. Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (v/v) (40:20:8:2). Denemeler,
8x13 cm biyiikliigiinde silindir cam kapta yapildi. 5x10 biiyiikliigiinde plakalar
hazirlandi. EA8: 5.8x10° mol.L™* EA9: 6.0x10° mol.L™" EA10: 8.3x10° mol.L™
EA11: 8.7x10° mol.L™ konsantrasyonlarindaki ornekler kullamldi. Ornekleme
kapiler ile tek spot olarak yapildi. Yiiriitme islemi sonunda plakalar oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Bu durumda Rf degeri 0,33 hesaplandi1 (Sekil 111.4). Baslangi¢
noktasinda yine bir miktar 6rnegin kaldig1 ve kuyruklu yiirimenin oldugu goézlendi.

Spotlar belirginlesti.
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Sekil I11.4. Mobil Faz: Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (40:20:8:2). Ornek konsantrasyonlari:
EA8: 5.8x10”° mol.L™ EA9: 6.0x10° mol.L™ EA10: 8.3x10°° mol.L™ EA11: 8.7x10° mol.L™.

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) ¢alismalarinda kullandig1 sistemde polaritesi
diisiik olan Toluen miktar1 biraz daha arttirildi. Etilasetat miktar1 azaltildi. Toplam
hacim korundu. Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (v/v) (48:12:8:2). EAS:
5.8x10° mol.L™ EA9: 6.0x10° mol.L™" EA10: 8.3x10° mol.L™ EA1l: 8.7x10°
mol.L? konsantrasyonlardaki 6rnekler kullamildi. Bu durumda Rf degeri 0,17
hesaplandi (Sekil I11.5).

Sekil I11.5. Mobil Faz: Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (48:12:8:2). Ornek konsantrasyonlar:
EAB8: 5.8x10°° mol.L™* EA9: 6.0x10°° mol.L™" EA10: 8.3x10°® mol.L™ EA11: 8.7x10°® mol.L™.
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Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) c¢alismalarinda kullandig: sistemde polaritesi
diisiik olan toluen miktar1 biraz daha arttirildi. Etilasetat miktar1 azaltildi. Toplam
hacim korundu. Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (v/v) (56:4:8:2). EAS:
5.8x10° mol.L™ EA9: 6.0x10° mol.L™ EA10: 8.3x10° mol.L™ EA1l: 8.7x10°
mol.L™* konsantrasyonlarindaki érnekler kullamldi. Bu durumda yiiriime gozlenmedi

(Sekil 1IL6).

Sekil I11.6. Mobil Faz: Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (56:4:8:2). Ornek konsantrasyonlar1:
EA8: 5.8x10° mol.L™" EA9: 6.0x10°® mol.L™ EA10: 8.3x10° mol.L™ EA11: 8.7x10°° mol.L™.

IT1.2.1.3. Etilasetat icermeyen Hareketli Faz ile Yapilan Calismalar

Etilasetat icermeyen hareketli faz ile yapilan ¢alismalara baslamadan Once
Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) ¢alismalar1 Toluen: Etilasetat: Formik asit:
Metanol (v/v) (30:30:8:2) modifiye edildi. Bu amagla etilasetat icermeyen hareketli
faz ile calisildi. Toluen: Metanol: Formikasit (v/v) (30:32:8). Denemeler, 8x13 cm
buytikliigiinde silindir cam kapta yapildi. 5x10 biiytlikliigiinde plakalar hazirlandi.
EA6: 4.9x10° mol.L™ EA8: 5.8x10”° mol.L™" EA9: 6.0x10° mol.L™ EA10: 8.3x10°
mol.L? EA11: 8.7x10° mol.L™" konsantrasyonlarmdaki &rnekler kullamldi.
Ornekleme kapiler ile tek spot olarak yapildi. Yiiriitme islemi sonunda plakalar oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Bu durumda sistemde diizglin bir yiirlime

gdzlenmedi. Ornekler mobil fazda dagildi (Sekil 111.7).
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Sekil II1.7. Mobil Faz: Toluen: Metanol: Formik asit (30:32:8). Ornek konsantrasyonlari: EA6:
4.9x10° mol.L™? EA8: 5.8x10°° mol.L™* EA9: 6.0x10™ mol.L™* EA10: 8.3x10° mol.L™* EA11: 8.7x10°®
mol.L.

I11.2.1.4. Etilasetat yerine Aseton Kullanilarak Yapilan Caliymalar

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) ¢alismalar1 Toluen: Etilasetat: Formik asit:
Metanol (v/v) (30:30:8:2) modifiye edildi. Bu amagla sistemde etilasetat yerine
polaritesi daha yiiksek olan aseton kullanildi. Coziicli oranlar1 degistirilmedi. Toluen:
Aseton: Formik asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2). Denemeler, 8x13 cm biiyiikligiinde
silindir cam kapta yapildi. 5x10 biiytikliiglinde plakalar hazirlandi. EA6: 4.9x10°
mol.L™ EA8: 5.8x10° mol.L™" EA9: 6.0x10® mol.L™ EA10: 8.3x10”° mol.L™ EA11:
8.7x10°° mol.L™ konsantrasyonlarindaki érnekler kullanildi. Ornekleme kapiler ile
tek spot olarak yapildi. Yiirlitme islemi sonunda plakalar oda sicakliginda kurumaya
birakildi. Bu durumda Rf degeri 0,67 hesaplandi. Baslangi¢ noktasinda kalan madde
ve kuyruklu yiirtime gozlendi (Sekil 111.8).
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Sekil II1.8. Mobil Faz: Toluen: Aseto: mik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek konsantrasyonlart:
EA6: 4.9x10° mol.L? EA8: 5.8x10° mol.L? EA9: 6.0x10° mol.L™ EA10: 8.3x10° mol.L™! EA11:
8.7x10°° mol.L ™.

II1.2.1.5. Etilasetat Yerine Tetrahidrofuran (THF) Kullanilarak Yapilan
Calismalar

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) ¢alismalar1 Toluen: Etilasetat: Formik asit:
Metanol (v/v) (30:30:8:2) modifiye edildi. Bu amagla sistemde etilasetat yerine
polaritesi etil asetata yakin olan THF kullanildi. Coziicii oranlari degistirilmedi.
Toluen: THF: Formik asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2). Denemeler, 8x13 cm
biiyiikliigiinde silindir cam kapta yapildi. 5x10 biiyiikliigiinde plakalar hazirlandi.
EAB8: 5.8x10° mol.L™* EA9: 6.0x10° mol.L™ EA10: 8.3x10° mol.L™ EA11: 8.7x10°
mol.L™" konsantrasyonlarindaki érnekler kullanildi. Ornekleme kapiler ile tek spot
olarak yapildi. Yiiriitme islemi sonunda plakalar oda sicakliginda kurumaya birakildi.
Bu durumda Rf degeri 0,77 hesaplandi. Kuyruklanmanin diger sistemlere gére daha
az oldugu gozlendi. Baglangi¢ noktasinda kalan madde miktarinda azalma oldugu

gozlendi (Sekil I11.9).
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Sekil II1.9. Mobil Faz: Toluen: THF: Formik asit: Metan(.)l"(30:30:8:2). Ornek konsantrasyonlart:
EA8: 5.8x10° mol.L™" EA9: 6.0x10°° mol.L™ EA10: 8.3x10”° mol.L™ EA11: 8.7x10°° mol.L™

111.2.1.6. Etilasetat Yerine Tetrahidrofuran (THF) ve Aseton Kullanilarak
Yapilan Cahismalar

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) c¢alismalar1 Toluen: Etilasetat: Formik asit:
Metanol (v/v) (30:30:8:2) modifiye edildi. Bu amagla sistemde etilasetat yerine THF
ve aseton birlikte kullanildi. Toplam hacim korundu. Toluen: Aseton: THF: Formik
asit (20:10:30:8). Denemeler, 8x13 cm biiyiikliigiinde silindir cam kapta yapildi.
5x10 biiyiikliiginde plakalar hazirlandi. EA8: 5.8x10 mol.L™ EA9: 6.0x10°° mol.L™
EA10: 8.3x10° mol.L™ EA11: 8.7x10° mol.L™ konsantrasyonlarindaki ornekler
kullanildi. Ornekleme kapiler ile tek spot olarak yapildi. Yiiriitme islemi sonunda
plakalar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Bu durumda Rf degeri 0,88 hesaplandi.
Kuyruklu yiirlimenin etil asetatl sistemlere gore daha az oldugu gozlendi. Baslangic

noktasinda kalan madde miktarinda da azalma gozlendi (Sekil 111.10).
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Sekil II1.10. Mobil Faz: Toluen: Aseton: THF: Formik asit (20:10:30:8). Ornek konsantrasyonlar::
EA8: 5.8x10° mol.L™* EA9: 6.0x10° mol.L™* EA10: 8.3x10° mol.L™ EA11: 8.7x10° mol.L™.

111.2.1.7. Etilasetat Yerine Dioksan Kullamlarak Yapilan Cahismalar

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) c¢alismalar1 Toluen: Etilasetat: Formik asit:
Metanol (v/v) (30:30:8:2) ve Glensk M. ve arkadaslarinin c¢alismalar1 Toluen:
Dioksan: Formik asit (v/v) (7:2:1) modifiye edildi. Bu amagla sistemde etilasetat
yerine dioksan kullanildi. Toluen: Dioksan: Formik asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2).
Denemeler, 8x13 cm biyiikliigiinde silindir cam kapta yapildi. 5x10 biiyiikliigiinde
plakalar hazirlandi. Bu ¢aligma kuyruklanmay: diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda
gozlemek Tlizere ellajik asidin daha Onceki konsantrasyonlarma gore daha diisiik
(EA12: 2.4x10° mol.L™") ve 6nceki konsantrasyonlara yakin olan (EA2: 7.6x107
mol.L™) iki farkli konsantrasyonunda gergeklestirildi. Ayrica kestane Srneklerinde
gallik asidin de bulunabilecegi (1, 22, 58) g6z Oniline alinarak iki farkl
konsantrasyonda gallik asit 6rnegi (GAB: 8.6x10° mol.L! GA7: 5.6x10° mol.L™) ile
calisildi. Ornekleme kapiler ile tek spot olarak yapildi. Yiiriitme islemi sonunda
plakalar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Rf degerleri gallik asit (GA) drnekleri
icin de ellajik asit (EA) Ornekleri i¢in de 0.55 hesaplandi. Gallik asitte kuyruklu
yiriime gozlenmezken, ellajik asitte kuyruklu ylirlime goézlendi. Konsantrasyonu

daha biiyiik olan EA2 de daha fazla kuyruklanma gozlendi (Sekil II1.11).
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Sekil I11.11. Mobil Faz: Toluen: Dioksan: Formik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek konsantrasyonlar:
GAG: 8.6x10° mol.L™* GA7: 5.6x10° mol.L™ EA12: 2.4x10”° mol.L™ EA2: 7.6x10° mol.L™.

111.2.1.8. Etilasetat Yerine n-Biitanol Kullanilarak Yapilan Cahsmalar
Jeganathan N.S. ve Kannan K. nin (58) ¢alismalar1 Toluen: Etilasetat: Formik asit:
Metanol (v/v) (30:30:8:2) modifiye edildi. Bu amacla sistemde etilasetat yerine
polaritesi etil asetata yakin fakat diigiik olan n-Biitanol kullanildi. Toluen: n-Biitanol:
Formik asit: Metanol (v/v) (40:20:8:2). Denemeler, 10x14x14 cm biiyiikliigiinde cam
kapta yapildi. 10x10 biiyiikliiginde plakalar hazirlandi. GA: 1.5x10 mol.L™* EA12:
2.4x10° mol.L™ EA2: 7.6x10° mol.L™ konsantrasyonlarindaki érnekler kullamldi.
Ornekleme kapiler ile tek spot olarak yapildi. Her érnek igin ii¢ ayri spot yapildi.
Yiriitme islemi sonunda plakalar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Rf degerleri
GA i¢in 032, EAl12 ve EA2 icin 0.19 olarak hesaplandi (Sekil III.12).
Konsantrasyonu biiyiik olan GA da yogun bir spot gdzlenirken, EA 6rneklerinde
kuyruklu yiiriime gozlendi.

30



Sekil 1IIL.12. Mobil Faz: Toluen: n-Biitanol: Formik asit: Metanol (40:20:8:2). Ornek
konsantrasyonlari: GA: 1.5x10% mol.L™ EA12: 2.4x10°® mol.L™ EA2: 7.6x10° mol.L™,

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) c¢alismalar1 Toluen: Etilasetat: Formik asit:
Metanol (v/v) (30:30:8:2) modifiye edildi. Bu amacla sistemde etilasetat yerine
polaritesi etil asetata yakin fakat diigiik olan n-biitanol kullanilirken, metanol
kullanilmadi. Toplam hacim korundu. Toluen: n-Biitanol: Formik asit (v/v)
(40:22:8). Kullanilan &rneklerin konsantrasyonlart GA: 1.5x10% mol.L™* EA12:
2.4x10° mol.L™* EA2: 7.6x10° mol.L™ dir. Bu durumda Rf degerleri GA i¢in 0.32,
EA12 ve EA2 icin ise 0.19 olarak hesaplandi (Sekil III.13) Konsantrasyonu biiyiik
olan GA da yogun bir spot gézlenirken, EA 6rneklerinde kuyruklu yiirlime gézlendi.

Sekil II1.13. Mobil Faz: Toluen: n-Biitanol: Formik asit (40:22:8). Ornek konsantrasyonlar:: GA:
1.5x10” mol.L™ EA12: 2.4x10°® mol.L™ EA2: 7.6x10° mol.L™.
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II1.2.1.9. Cift Yonlii Yiiriitme ile Stabilite Kontrolii

Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin (58) ¢alismalarinda kullandigi sistem Toluen:
Etilasetat: Formik asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2) modifiye edildi. Kullanilan sistem:
Toluen: THF: Formik asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2) olarak belirlendi. Cift yonli
yuriitmede kullanmak iizere diger sistem Toluen: THF: NHj: Metanol (v/v)
(30:30:2:8) olarak belirlendi. 10x10 plakalar hazirlandi. Coziicii tankinin {i¢ tarafi
stizgec kagidiyla kaplandi. Coziicli karisiminin doygunluga ulasabilmesi i¢in bir giin
siireyle bekletildi. Ornekleme igin ellajik asitin EA12: 2.4x10”° mol.L™* EA2: 7.6x10
* mol.L™" konsantrasyonlar1 ve gallik asitin GA: 1.5x10 mol.L™" konsantrasyonu
kullanildi. EA2 6rneginde bir kereye mahsus ayrilma gozlendi (Sekil II1.14). Bu
nedenle, oOrneklemede kullanilan ellajik asit ve gallik asit ¢ozeltileri taze
hazirlandiktan  sonra, ¢ozeltilerin  1-6-13-20-25-32. giinlerinde = denemeler
gerceklestirildi. Ug paralel seklinde ¢alisildi. Tk yiiriitme yapildiktan sonra plakalar
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Daha sonra plaka 90° dondiiriilerek ¢oziicii
tankina yerlestirildi. Cift yonlii yiiriitme gergeklestirildi. Farkli zamanlarda yapilan

denemelerde bir degisiklik gozlenmedi.

Sekil.II1.14. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), kinci yén: Toluen: THF:
NHs: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA: 7.6x10™ mol.L™
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Sekil 111.15. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NHs: Metanol (30:30:2:8). Orek konsantrasyonu: GA: 1.5x10 mol.L™ (1.giin).

Sekil I11.16. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH3: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA12: 2.4x10°® mol.L™* (1.giin).

Sekil 111.17. Birinci y6n: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH3: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA2: 7.6x10™° mol.L™ (1.giin).
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Sekil 1I1.18. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH;: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: GA: 1.5x10 mol.L™ (6.giin).

Sekil I11.19. Birinci y6n: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), Ikinci yon: Toluen: THF:
NHj: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA12: 2.4x10™ mol.L™ (6.giin).

Sekil II1.20. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH3: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA2: 7.6x10™° mol.L™ (6.giin).
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Sekil II1.21. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol g30:30:8:2), Ikinci yon: Toluen: THF:
mol.L™ (13.giin).

NH3: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: GA: 1.5x10°

Sekil 111.22. Birinci y6n: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NHs: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA12: 2.4x10° mol.L™ (13.giin).

Sekil 1I1.23. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH3: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA2: 7.6x10 mol.L™ (13.giin).
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Sekil 111.24. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH3: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: GA: 1.5x10 mol.L™ (20.giin).

Sekil II1.25. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NHj: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA12: 2.4x10 mol.L™ (20.giin).

Sekil I11.26. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH3: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA2: 7.6x10° mol.L* (20.giin).
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Sekil 1I1.27. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), Ikinci yon: Toluen: THF:
NHs: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: GA: 1.5x10 mol.L™ (25.giin).

Sekil I11.28. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH;: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA12: 2.4x10° mol.L™? (25.giin).

Sekil 111.29. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH3: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA2: 7.6x10° mol.L* (25.giin).
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Sekil II1.30. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH3: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: GA: 1.5x10 mol.L™ (32.giin).

Sekil I11.31. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), Ikinci yon: Toluen: THF:
NH;: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA12: 2.4x10”° mol.L™ (32.giin).

Sekil II1.32. Birinci yon: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2), ikinci yon: Toluen: THF:
NH3: Metanol (30:30:2:8). Ornek konsantrasyonu: EA2: 7.6x10™ mol.L™ (32.giin).
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I1.2.1.10. Cift Yonlii Yiiriitme ile Yapilan Calisma

Medi¢ ve arkadaslarinin (98) calismalarinda kullandigi sistem olusturuldu. Birinci
yon i¢in n-Hekzan: Etilasetat: Asetik asit (v/v) (31:14:5) ve ikinci yon icin
Kloroform: Metanol: Formikasit (v/v) (44:3.5:2.5) ¢oziicii sistemleri hazirlandi.
10x10 plakalar hazirlandi. Coziiclii tankinin ¢ tarafi siizge¢ kagidiyla kaplandi.
Cozici karisiminin  doygunluga ulasabilmesi igin bir giin siireyle bekletildi.
Ornekleme i¢in ellajik asitin EA12: 2.4x10° mol.L™ EA2: 7.6x10° mol.L™
konsantrasyonlar1 ve gallik asitin GA: 1.5x102 mol.L™ konsantrasyonu kullanilds. ik
yiirlitme yapildiktan sonra plakalar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Daha sonra
plaka 90° dondiiriilerek ¢Oziicii tankina yerlestirildi. Cift yonli yiiriitme
gerceklestirildi. GA sistemde ilerlerken, EA sistemde yiirlimedi (Sekil I11.33, Sekil
111.34, Sekil I11.35). GA i¢in Rf degeri 0.17 olarak hesaplanda.

Sekil I11.33. Birinci yon: n-Hekzan: Etilasetat: Asetik asit (31:14:5), Ikinci yon: Kloroform: Metanol:
Formikasit (44:3.5:2.5). Ornek konsantrasyonu: GA: 1.5x10 mol.L™.
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Sekil 111.34. Birinci yon: n-Hekzan: Etilasetat: Asetik asit (31:14:5), Ikinci yon: Kloroform: Metanol:

Formikasit (44:3.5:2.5). Ornek konsantrasyonu: EA12: 2.4x10”° mol.L™.

Sekil I11.35. Birinci yon: n-Hekzan: Etilasetat: Asetik asit (31:14:5), Ikinci yon: Kloroform: Metanol:

Formikasit (44:3.5:2.5). Ornek konsantrasyonu: EA2: 7.6x10™ mol.L™.

Tablo I11.3. Kullanilan ¢6ziicii sistemlerindeki Ellajik asit Rf degerleri.

Coziicti sistemi Hacim EA Kuyruklanma
oranlari Rf
(v:v)
Toluen:Etilasetat: Formik asit: Metanol 30:30:8:2 0,49 Var
Toluen:Etilasetat: Formik asit: Metanol 20:40:8:2 0,59 Var
Toluen:Etilasetat: Formik asit: Metanol 12:48:8:2 0,64 Var
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asit

Toluen:Etilasetat: Formik asit: Metanol 40:20:8:2 0,33 Var

Toluen:Etilasetat: Formik asit: Metanol 48:12:8:2 0,17 Var

Toluen:Etilasetat: Formik asit: Metanol 56:4:8:2 - -

Toluen: Metanol: Formik asit 30:32:8 - -

Toluen: Aseton: Formik asit: Metanol 30:30:8:2 0,67 Var

Toluen: THF: Formik asit: Metanol 30:30:8:2 0,77 Az

Toluen: Aseton: THF: Formik asit 20:10:30:8 0,88 Az

Toluen: Dioksan: Formik asit: Metanol 30:30:8:2 0,55 Var

Toluen: n-Biitanol: Formik asit: Metanol 40:20:8:2 0,19 Var
40:22:8 0,19 Var

Toluen: n-Biitanol: Formik asit

Birinci yon: Toluen: THF: Formic: 30:30:8:2 0,60 Var

Metanol

Ikinci yén: Toluen: THF: Amonyak: 30:30:2:8

Metanol

Birinci yon: n-Hekzan: Etilasetat: Asetik 31:14:5 - -

asit

Ikinci yon: Kloroform: Metanol: Formik | 44:3.5:2.5

Tablo I11.4. Kullanilan ¢dziicii sistemlerindeki Gallik asit Rf degerleri

(Coziicti sistemi Hacim GA Kuyruklanma
Rf
oranlari
(V:v)
Toluen: Dioksan: Formik asit: Metanol 30:30:8:2 0,55 Az
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Toluen: n-Biitanol: Formik asit: Metanol 40:20:8:2 0,32 Az
Toluen: n-Biitanol: Formik asit 10:22:8 0,32 Az
Birinci yon: Toluen: THF: Formic:

Metanol 30:30:8:2 0,62 Yok
Ikinci yén: Toluen: THF: Amonyak:

Metanol 30:30:2:8

Birinci yon: n-Hekzan: Etilasetat: Asetik

asit 31:14:5 0.17 AZ
Ikinci yon: Kloroform: Metanol: Formik

asit 44:3.5:2.5

I11.2.2.Kestane Ornekleri ile Yapilan Kromatografik Calismalar

Jeganathan N.S. ve Kannan K. nin (58) calismalarinda kullandig: sistem Toluen: Etil
Asetat: Formik asit: Metanol (30:30:8:2) ve bu sistemden yola ¢ikarak olusturulan
Toluen: THF: Formik asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2) segildi. Calisma, 10x14x14 cm
biiylikliigliinde cam kapta yapildi. Coziicii tankinin igerisine kenar ylizeyini
kaplayacak biiyiikliikte siizge¢ kagidi kesildi, yerlestirildi. Coziicii tanki cam kapak
ile kapatilip vazelinlendi. Bir giin siireyle doygunluk icin bekletildi. 10x10
biiyiikliigiinde plakalar hazirlandi. Ornekleme kapiler ile beser spot seklinde yapild.
Her spotta fon ile kurutma yapildi. Plaka ¢dziicli tankinin i¢ine tabandan itibaren 0,5
cm ¢oziicli karigimi igerisinde kalacak sekilde egik olarak yerlestirildi. Yiiriitme
islemi yaklasik 15 dak siirdii. Plakalar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruma
isleminden sonra plakalara UV lamba altinda (254 nm / 366nm) bakildi. Ellajik asit
ve Gallik asit standartlart EA2: 7.6x10° mol.L™ ve GA: 1.5x10% mol.L™

konsantrasyonlarinda kullanildi.
Kestane meyve kabugu (KMK) 6rnekleri i¢in Jeganathan N.S. ve Kannan K. nin (58)

caligmalarinda kullandigi sistem Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol
(30:30:8:2) kullanildiginda EA2 standardi i¢in Rf degeri 0,29 GA standardi i¢in Rf
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degeri 0,40 hesaplandi. Ornekte belirgin bandlar gériilmekle birlikte, ellajik asidin

oldugu bolgede kuyruklu yiiriime gozlendi (Sekil 111.36).

Sekil 111.36. Mobil Faz: Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek: Kestane meyve
kabugu (KMK). EA2 : 7.6x10° mol.L™ GA: 1.5x10 mol.L™". (Soldan saga giin 15181, UV 254 nm,
UV 366 nm’ deki fotograflar)

Kestane meyve kabugu (KMK) ornekleri modifiye edilen sistemde Toluen: THF:
Formik asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2) yiiriitiildi. EA2 standardi igin Rf degeri 0,54
GA standard: i¢in Rf degeri 0,58 hesaplandi1 (Sekil I11.37). Bu sistemde bandlarin
birbirine daha yakin oldugu gézlendi.

Sekil 1I1.37. Mobil Faz: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek: Kestane meyve
kabugu (KMK). EA2 : 7.6x10° mol.L™ GA: 1.5x102 mol.L™. (Soldan saga giin 15131, UV 254 nm,
UV 366 nm’ deki fotograflar)

Kestane meyve Ornegi i¢in Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin ¢aligmalarinda
kullandig1 sistem Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol (30:30:8:2)
kullanildiginda EA2 standardi i¢in Rf degeri 0,25 GA standard: i¢in Rf degeri 0,40
hesaplandi (Sekil I11.38).



Sekil I11.38. Mobil Faz: Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek: Kestane
meyvesi (KME). EA2 : 7.6x10° mol.L™ GA: 1.5x10 mol.L™. (Soldan saga giin 15181, UV 254 nm,
UV 366 nm’ deki fotograflar)

Kestane meyve (KME) ornekleri modifiye edilen sistemde Toluen: THF: Formik
asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2) yiiriitiildi. EA2 standardr i¢in Rf degeri 0,58 GA
standardi i¢in Rf degeri 0,60 hesaplandi (Sekil 111.39).

Sekil 111.39. Mobil Faz: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek: Kestane meyvesi
(KME). EA2 : 7.6x10° mol.L" GA: 1.5x10 mol.L™". (Soldan saga giin 15181, UV 254 nm, UV 366
nm’ deki fotograflar)

Kestane aga¢ govdesi i¢ kisim (KAG) o6rnegi Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin
caligmalarinda kullandigi sistemde Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol
(30:30:8:2) kullanildiginda EA2 standardi i¢in Rf degeri 0,31 GA standardi igin Rf
degeri 0,41 hesaplandi (Sekil 111.40).

44



Sekil 111.40. Mobil Faz: Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek: Kestane agag
govdesi i¢ kisim (KAG). EA2 : 7.6x10° mol.L? GA: 1.5x10% mol.L™. (Soldan saga giin 15181, UV
254 nm, UV 366 nm’ deki fotograflar)

Kestane agag¢ govdesi i¢ kisim (KAG) 6rnegi modifiye edilen sistemde Toluen: THF:
Formik asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2) yiiriitiildii. EA2 standardi i¢in Rf degeri 0,50
GA standardi i¢in Rf degeri 0,58 hesaplandi (Sekil I11.41).

Sekil II1.41. Mobil Faz: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek: Kestane agac govdesi
i¢c kisim (KAG). EA2 : 7.6x10° mol.L™ GA: 1.5x102 mol.L™. (Soldan saga giin 15131, UV 254 nm,
UV 366 nm’ deki fotograflar)

Kestane aga¢ kabugu (KAK) oOrnegi Jeganathan N.S. ve Kannan K.’nin
caligmalarinda kullandigi sistemde Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol
(30:30:8:2) kullanildiginda EA2 standardi i¢in Rf degeri 0,30 GA standardi igin Rf
degeri 0,38 hesaplandi (Sekil 111.42).
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Sekil 111.42. Mobil Faz: Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek: Kestane agag
kabugu (KAK). EA2 : 7.6x10° mol.L™ GA: 1.5x10% mol.L™. (Soldan saga giin 15131, UV 254 nm,
UV 366 nm’ deki fotograflar)

Kestane aga¢ kabugu (KAK) 6rnegi modifiye edilen sistemde Toluen: THF: Formik
asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2) yiiriitiildi. EA2 standard: i¢in Rf degeri 0,55 GA
standardi i¢in Rf degeri 0,58 hesaplandi (Sekil 111.43).

Sekil 111.43. Mobil Faz: Toluen: THF: Formik asit: Metanol (30:30:8:2). Ornek: Kestane agag kabugu
(KAK). EA2 : 7.6x10° mol.L™" GA: 1.5x10? mol.L™. (Soldan saga giin 15131, UV 254 nm, UV 366
nm’ deki fotograflar)
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BOLUM IV.

TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada dort farkli kestane 6rnegi, kestane meyvesinin kabugu (KMK), kestane
meyvesi (KME), kestane agac govdesi i¢ kisim (KAG), kestane aga¢ kabugu (KAK)
Oglitme, sabit tartima getirme ve eleme On islemlerinden gecirildi. Bu islemler
sirasinda tanecik biliytikliiklerinin tekdiize olmasi hedeflendi. Ekstraksiyon igin
sokslet gibi geleneksel yontemlerden {istiin olan hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyon
yontemi (ASE cihazi1) kullanildi. ASE cihazi, yiliksek sicaklik ve basing kullanimi ile
¢oziici tiiketimini ve ekstraksiyon zamanini azaltmaktadir. Yiiksek basing ¢oziiciiyii
kaynama noktasinin altinda tutarken, artmis sicaklik ekstraksiyon kinetigini
hizlandirir, bdylece bir 6rnegi kisa bir zamanda (yaklasik 30 dak) hizla ekstrakte
etmek miimkiindiir. Ekstraksiyon kosullart Tablo III.1 de verilmistir. Ekstraktlar,
evaporatorde 60°C de kuruluga kadar uguruldu. Kalintilar EA’nin ¢oziiniirliigiiniin

yiiksek oldugu metanolde ¢6ziindii ve -20°C de saklandi.

ITK uygulamasinda tekrarlanabilirlik ve diizgiin bir yiiriimenin saglanmasi igin
¢oziicii tankinin i¢ yiizeyi siizge¢ kagidiyla kaplandi ve tank bir giin 6nce hazirlandi.
10x10 plakalar ile calisildi. Ornek ayni spotun 5 er kez uygulanmas: ile yapildi. Bu
yolla derisimi bagil olarak yiiksek bir drnek ¢6zeltisinin bir defada uygulanmasiyla
olusabilecek uygulama yerindeki yayilmanin ve buna bagl olarak ortaya ¢ikabilecek

kuyruklanmanin 6niine gecildi.

Ik olarak kestane kabugu kaynakli ellajik asit standart ¢ozeltileri ile calisildi. Farkli
coziicii sistemlerindeki Rf degerleri incelendi.

1. Referans alinan sistemde (58) (Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol
(30:30:8:2) ilk deneme yapildi. Ellajik asit igin Rf degeri 0,49 hesaplandi. Bu
sistemde etilasetat ve toluen ¢oziicii miktarlar1 degistirilerek ¢oziicii karistmi farkli
polaritelerde elde edildi. Karisimda polaritesi toluene gore daha fazla olan etilasetat
miktar arttirildiginda (Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (v/v) (20:40:8:2)
ellajik asit icin Rf degeri 0,59 hesaplandi. Etil asetat miktar1 daha da arttirildiginda
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(Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (v/v) (12:48:8:2) ellajik asit ¢in Rf degeri
0,64 hesaplandi. Buradan hareketle sistemimizde polarite arttik¢a ellajik asit daha
fazla yiirlidii, Rf degeri sistematik bir sekilde artti.

2. Referans sistemde polariteyi diisiirmek adina toluen miktari arttirildi (Toluen:
Etilasetat: Formik asit: Metanol (v/v) (40:20:8:2). Bu durumda ellajik asit i¢in Rf
degeri 0,33 hesaplandi. Sistemin polaritesi daha da disiiriildii (Toluen: Etilasetat:
Formik asit: Metanol (v/v) (48:12:8:2). Bu durumda Rf degeri 0,17 hesaplandi.
Toluen miktar1 daha da arttirildiginda (Toluen: Etilasetat: Formik asit: Metanol (v/v)

(56:4:8:2) ellajik asitte yiiriime gézlenmedi.

3. Etil asetat igermeyen sistemimizde (Toluen: Metanol: Formikasit (v/v) (30:32:8)
ellajik asit 6rnegimiz dagildi. Diizgiin bir yiirime gézlenmedi. Ortamda asir1 metanol

varlig1 6rnegimizin dagilmasina sebep oldu.

4. Etil asetat yerine polaritesi daha yiiksek aseton kullanildi (Toluen: Aseton: Formik
asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2). Bu durumda ellajik asit i¢in Rf degeri 0,67
hesaplandi. Metanol ile asetonun polariteleri ayn1 olmasina ragmen metanol
varliginda 6rnek dagilirken, aseton kullanilan sistemde beklenildigi gibi polarite

arttigindan ellajik asidin Rf degeri artis gosterdi.

5. Etil asetat yerine THF kullanildi (Toluen: THF: Formik asit: Metanol (v/v)
(30:30:8:2). Bu durumda ellajik asidin Rf degeri 0,77 hesaplandi.

6. Etil asetat yerine THF ve aseton birlikte kullanild: (Toluen: Aseton: THF: Formik
asit (20:10:30:8). Bu durumda ellajik asit i¢in Rf degeri 0,88 hesaplandi.

7. Etilasetat yerine dioksan kullanildi (Toluen: Dioksan: Formik asit: Metanol (v/v)
(30:30:8:2). Gallik asit ve ellajik asidin Rf degerleri 0.55 hesaplandi.

8. Etil asetat yerine n-Biitanol kullanild1 (Toluen: n-Biitanol: Formik asit: Metanol
(v/v) (40:20:8:2). Gallik asit 6rnekleri i¢in Rf degeri 0,33 ellajik asit 6rnekleri igin Rf
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degeri 0.19 olarak hesaplandi. Bu sistemde metanol kullanilmadan galisildi (Toluen:

n-Biitanol: Formik asit (v/v) (40:22:8). Bu durumda bir degisiklik gozlenmedi.

9. Cift yonli yiiritme yapildi. Birinci yon igin Toluen: THF: Formik asit: Metanol
(v/v) (30:30:8:2) ve diger yon igin Toluen: THF: NH3: Metanol (v/v) (30:30:2:8)
secildi. Bu sistemde ayrilma gozlenmezken yapilan bir denemede tesadiifi gézlenen
ayrilma nedeniyle stabilite kontrolii yapildi. Hazirlanan ellajik asit ve gallik asit
ornekleri belirli giin araliklartyla yiiriitildii. 1.giinden 32. giline kadar siiren

yiiriitmelerde bir farklilik gézlenmedi.

10. Cift yonlii yiiriitme igin yeni bir sistem denendi (Birinci yon: n-Hekzan:
Etilasetat: Asetik asit (31:14:5), Ikinci yon: Kloroform: Metanol: Formikasit
(44:3.5:2.5). Gallik asit i¢in Rf degeri 0,17 hesaplanirken, ellajik asit bu sistemde
yiirlimedi. Tablo II1.3 ve tablo II1.4 de yukarida verilen ¢oziicii sistemleri ve ellajik

asit ve gallik asit Rf degerleri verilmistir.

Sonug olarak bu sistemlerden elde edilen veriler 1s18inda kestane ornekleri ile
calismak {izere Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol (30:30:8:2) (sistem 1) ve
Toluen: THF: Formik asit: Metanol (v/v) (30:30:8:2) (sistem II) se¢ildi.

Etilasetat iceren sistemlerde bantlarin birbirinden daha iyi ayrildigi, THF iceren
sistemlerde ise bantlarin birbirine daha yakin oldugu gozlendi. Secilen iki sistemde
orneklere iliskin Rf degerleri ve bagil standart sapmalar1 (RSD) Tablo IV.1’ de

verilmistir.

TablolV.1. Kestane meyve ve aga¢ 6rneklerinin segilen iki sistemdeki Rf degerleri

Sistem: Toluen: Etil Asetat: Formik asit: | Sistem: Toluen: THFE: Formik asit: Metanol
Metanol (30:30:8:2) (v/v) (30:30:8:2)
Ornek EA2 RSD GA RSD Ornek EA2 RSD GA RSD
Rf degeri | EA Rf GA Rf EA Rf GA
Degeri degeri Degeri
KMK 0,29 0,40 KMK 0,54 0,58
KME 0,25 %09,2 0,40 %5,98 | KME 0,58 %6,08 0,60 %1,7
KAG 0,31 0,41 KAG 0,50 0,58
KAK 0,30 0,38 KAK 0,55 0,58
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Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol (30:30:8:2) sistemi ile yapilan ¢alismalarda
Iki kestane meyve Ornegi KMK ve KME’ de bantlar keskin olmayip, diger iki
kestane agac¢ ornegi olan KAG ve KAK’ da daha keskin ve net spotlar elde edildi.
Dort 6rnegin kromatogramlarinda bu ¢alismada ayrilmasi hedeflenen ve standartlar
ile ayn1 alikonma zamanina sahip ellajik asit ve gallik aside ilaveten degisik sayida
farkli maddeler gozlendi. Sekil 111.36 de KMK 6rneginde EA ve GA ya ilave 5 spot;
Sekil 111.38 da KME 6rneginde ilave 4 spot; Sekil 111.40 de KAG 6rneginde 4 ilave
spot; Sekil I11.42 da KAK o6rneginde 8 ilave spot gdzlenmistir.

Kestane meyve kabugu (Sekil 111.36), kestane meyvesi (Sekil 111.38) ve kestane agag
kabugu (Sekil II1.42) orneklerinin Toluen: Etil Asetat: Formik asit: Metanol
(30:30:8:2) sisteminde gerceklestirilen ayrilmalarma UV lambada (366 nm)
bakildiginda GA standard: floresans gostermezken, bu 6rnekler i¢indeki GA ile ayni
alikonma zamaninda yiiriiyen madde floresans gostermektedir. Bu durum maddenin

saf olmadiginmi diistindiirmektedir.

Bu calismada EA ve GA igin spotlarin etkin bir sekilde ayrilmasi agisindan
bakildiginda sistem I’ in, tekrarlanabilirlik a¢isindan bakildiginda sistem II’ nin bu

analize daha uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Tablo IV.1” de sistem II kullanildiginda standartlarin Rf degerlerinin bagil standart
sapmalarinin sistem [ ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugu saptanmistir. Sistem
I icin EA Rf bagil standart sapma degeri % 9,2 iken sistem II i¢cin EA Rf bagil
standart sapma degeri % 6,08, sistem I icin GA Rf bagil standart sapma degeri %
5,98 iken sistem Il i¢in GA Rf bagil standart sapma degeri % 1,7 olarak bulunmustur.

Sonug olarak, bu calismada kestane aga¢ govdesi i¢ kisim (KAG) ve kestane agac
kabugu (KAK) orneklerine iligkin kromatogramlarda sistem I kullanildiginda EA
oldugu diisiiniilen bandin diger maddelerden etkin bir sekilde ayrildigi, sistem II
kullanildiginda ise, bantlarin ayrilma etkinliginin diisiik oldugu belirlenmistir. Buna
karsin sistem II” de bagil olarak yiliksek RSD degerleri ile tekrarlanabilirligi yliksek

olan kromatografik bir ayrilma gergeklestirilmistir.
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Bu caligmanin gelistirilmesi i¢in daha fazla miktarda kestane ekstresi elde edilerek
merkezkag¢ kuvveti ile galisan bir ITK sistemi olan “kromatotron” kullanilmali ve
ellajik asit ve gallik asit oldugu disiiniilen spotlarla ilgili olarak IR, Kkiitle
spektrometrisi, elementel analiz gibi ¢esitli yontemlerin kullanilacag: kalitatif bir

calisma gerekmektedir.
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