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Resveratrol Güçlü Bir Antioksidan Mı? 

Is Resveratrol a Powerful Antioxidant? 

Emine SARMAN1 , Kanat GÜLLE2  

 

ÖZ 

Serbest radikaller, oksidatif hasara neden olan ve 

kronik dejeneratif hastalıklara yol açan toksik 

maddelerdir. Serbest radikal oluşumunu önleyen veya 

bu radikallerin temizlenmesini sağlayan maddelere 

“antioksidan” adı verilmektedir. Bir antioksidan olan 

resveratrol üzüm ve ürünleri başta olmak üzere 70’den 

fazla bitki çeşidinde bulunan bir fitoaleksindir. 

Resveratrolün oksidatif stresi azalttığı, kan-beyin 

bariyerini geçtiği, birçok hastalık üzerine iyileştirici 

rolünün olduğu görülmüştür. Fakat insan sağlığı 

üzerinde antioksidan yönüyle kesin bir koruyucu 

etkisinin olduğunu söyleyebilmek için daha ileri 

çalışmalara ihtiyaç olduğu düşünülmektedir.  

Anahtar Kelimeler: Serbest Radikal, Oksidatif Stres, 

Resveratrol, Antioksidan. 

ABSTRACT 

Free radicals are toxic substances that cause 

oxidative damage and lead to chronic degenerative 

diseases. The substances that prevent the free radical 

formation or scavenge these radicals are called 

“antioxidants”. Resveratrol, an antioxidant, is a 

phytoalexin found in more than 70 plant varieties, 

especially grapes and their products. It has been 

observed that resveratrol reduces oxidative stress, 

crosses the blood-brain barrier, and has a healing role 

in many diseases. However, it is thought that further 

studies are needed to be able to say that it has a definite 

protective effect as an antioxidant on human health.  

Keywords: Free Radical, Oxidative Stress, 

Resveratrol, Antioxidant. 
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GİRİŞ 

Serbest radikaller, oksidatif hasara neden 

olan ve kronik dejeneratif hastalıklara yol 

açan toksik maddelerdir (1). Dış 

yörüngelerinde eşleşmemiş elektronu 

bulunur, kararlı olmayan atom ya da 

moleküllerle reaksiyona girer ve serbest hale 

geçer. Bu moleküller elektron kaybettiği için 

kararsız hale geçtiklerinde serbest radikaller 

oluşur (2). Bu durum, başta kanser olmak 

üzere, kalp damar ve şeker hastalığı gibi pek 

çok hastalığa neden olmaktadır (3,4). 

Serbest radikal oluşumunu önleyen veya 

bu radikallerin temizlenmesini sağlayan 

maddelere “antioksidan” adı verilmektedir. 

Antioksidanlar endojen (enzimatik ve 

nonenzimatik) ve ekzojen (vitaminler ve ilaç) 

kaynaklı olabilir (5). Bitkisel kaynaklı olan bu 

antioksidanlar serbest radikallerin 

giderilmesinde önemli rol oynamaktadır (6).  

Bir antioksidan olan resveratrol, 1940’lı 

yıllarda Çin ve Japon tıbbında kullanılmış 

olup, üzüm ve ürünleri başta olmak üzere 

70’ten fazla bitki çeşidinde bulunan bir 

fitoaleksindir (7). Resveratrol, serbest 

radikaller üzerinde etkisi yüksek bir 

maddedir. İskemi-reperfüzyonda kalp, beyin 

ve böbrekte nitrik oksit (NO) sentezini 

indükleyerek oksidatif stresi azalttığı, 

siklooksijenaz-2 (COX-2) transkripsiyonunu 

ve ornitin dekarboksilaz’ı inhibe ederek 

kanser gelişimini, ilerlemesini (meme, 

prostat, mide, pankreas ve tiroit kanserini) 

azalttığı (8), miyokardiyal enfarktüsü 

önlemede etkili olabilecek trombosit 

agregasyonu ve in vitro aktivasyonu inhibe 

ettiği belirlenmiştir (9). Laboratuvar ve 

hayvan araştırmaları yapılmasına rağmen, 

resveratrolün insanlarda etkili bir tedavi ajanı 

olabileceğini gösteren az sayıda klinik kanıt 

bulunmaktadır (10). 

Bu çalışmada bir antioksidan olan 

resveratrolün genel özellikleri ve etki 

mekanizması üzerinde durulmuş, bu etki 

mekanizmasının insan sağlığı üzerindeki 

iyileştirici rolü literatür kapsamında 

derlenmiştir. 

 

1. Serbest Radikal Türleri 

Oksidatif hasara ve kronik dejeneratif 

hastalıklara neden olduğu belirtilen serbest 

radikallerle ilgili yapılan araştırmaların sayısı 

gün geçtikçe artmaktadır (11,12). Çalışmanın 

bu bölümünde en fazla araştırılan serbest 

radikallere ilişkin genel bilgiler paylaşılmıştır. 

1.1. Süperoksit Radikali  

Süperoksit radikali, eşleşmemiş elektron 

taşıyan oksidandır. Süperoksit radikalinin 

kendisi direkt olarak zarar vermez. Hidrojen 

peroksit ve geçiş metal iyonlarını indirgeyici 

özellikte olması bu radikalin önemli bir 

özelliğidir. Hem indirgeme hem de 

yükseltgeme özelliğine sahiptir (13).  

1.2. Hidrojen Peroksit  

Hidrojen peroksit, oksijenin iki elektron 

indirgenmesi ya da süperoksitlerin 

tepkimeleri sonucu oluşan, eşleşmemiş 

elektrona sahip olmayan ve radikal özellik 

göstermeyen bir bileşiktir (14). Hücre 

hasarına neden olan hidrojen peroksit 

doymamış yağ asitlerine karşı etki gösterir 

(15).  

1.3. Lipit Peroksit Radikali  

Yağ asidinin üzerinde bir elektron kalacak 

şekilde parçalandığında lipit radikali oluşur. 

Oluşan lipit radikalinin oksijen ile reaksiyonu 

sonucu lipit peroksit radikali meydana gelir 

(16). Serbest radikaller tarafından oksidasyon 

reaksiyonları gerçekleşir. Bu durum hücre 

hasarına yol açar ve ölümüne neden olur. 

Serbest radikalleri yok etmek ve 

sonlandırmak için antioksidanlar reaksiyona 

girer (17). 

2. Antioksidan Türleri 

Serbest radikallerin meydana gelmesini 

önleyen özelleşmiş antioksidanlar farklı 

kaynaklardan elde edilebilir. Endojen ve 

ekzojen kaynaklı bu maddeler oksidan 

moleküllerin neden olduğu hasarı, hücre içi ve 

hücre dışı savunma mekanizmaları ile etkisiz 

hale getirir (5).  

  



BÜSAD 2021; 2(1): 57 - 63  Derleme Makalesi  

BUSAD 2021; 2(1): 57 - 63   Review Article 

~ 59 ~ 

2.1. Enzimatik Antioksidanlar 

2.1.1. Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Süperoksit Dismutaz (SOD), serbest 

oksijen radikallerini kullanarak süperoksit’i 

hidrojen perokside (H2O2) çevirir. “Oksidatif 

strese karşı ilk savunma” olarak da 

adlandırılan bu sistem sayesinde süperoksit 

düzeyleri kontrol altında tutulmaktadır (18). 

Lösemi, respiratuar distres sendromu, böbrek 

yetmezliği, akciğer enfeksiyonları ve motor 

nöron hastalıkları gibi hastalıklarda koruyucu 

rolü olduğu düşünülmektedir (19). 

2.1.2. Katalaz  

Katalaz (CAT) peroksizomlarda bulunan 

bir enzimdir. Peroksidazla birlikte H2O2’yi su 

ve oksijene ayrıştırmaktadır. Kan, kemik iliği, 

karaciğer, böbrekte yüksek miktarda 

bulunmaktadır (19). 

2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) 

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), 

sitozollerde bulunan bir enzimdir. Hidrojen 

peroksit ve organik peroksitlerin 

indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon, 

glutatyon redüktaz enzimi ve Nikotinamid 

Adenin Dinükleotid Fosfat (NADPH) 

yardımıyla indirgenerek reaksiyonların 

devamını sağlar. Eritrositlerdeki en kuvvetli 

antioksidandır (20). 

2.2. Nonenzimatik Antioksidanlar  

2.2.1. Askorbik Asit (C Vitamini)  

Güçlü bir antioksidan olarak bilinen C 

vitamini, hidroksil radikali ve süperoksit 

radikali ile reaksiyona girer ve bu radikalleri 

ortadan kaldırır. Elektronlarını vererek, diğer 

bileşiklerin okside olmasını engeller. Lipit 

peroksidasyonunu başlatan radikallerin 

etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona 

karşı korur. E vitaminin rejenerasyonunda 

görev alır (20).  

2.2.2. β-Karoten (A vitamini)  

Serbest radikalleri direkt olarak yakalar ve 

zincir kıran bir antioksidan olarak etki ederek 

peroksit radikallerin oluşumunu önler (21). 

Karotenoidlerin yeterli miktarda 

alındıklarında kanserden koruduğunu 

gösteren çalışma sonuçları bulunmaktadır 

(19). 

2.2.3. α-Tokoferol (E Vitamini)  

E vitamini, hücre membran 

fosfolipitlerinde bulunan yağ asitlerini serbest 

radikallerden koruyan zincir kırıcı bir 

antioksidandır. Serbest radikallere karşı 

tamamlayıcı etki gösterir ve peroksitlerin 

sentezini engeller (22). 

2.2.4. Doğal Antioksidanlar 

Bitkisel kaynaklı olan bu antioksidanlar 

serbest radikal oluşumunun önlenmesi ve 

peroksit parçalanmasında önemli rol oynar 

(6). Doğal antioksidanlar bitkilerin 

yapraklarında, çiçeklerinde, sebzelerde ve 

meyvelerde bol miktarda bulunmaktadır. 

Sebzelerin büyük bir bölümünde özellikle 

patates, domates, ıspanak, karabuğday, 

kırmızıbiber gibi sebzelerde antioksidanlar 

olduğu belirlenmiştir. Özellikle Amerika 

Birleşik Devletleri ve Avrupa’da en çok 

tüketilen sebzeler arasında brokoli yer 

almaktadır (23). Meyvelerde bulunan 

antioksidan bileşiklerle yapılan çalışmalarda, 

turunçgiller, çilek, kivi, kuru erik ve zeytin 

gibi meyvelerde önemli miktarda 

antioksidanların bulunduğu bildirilmiştir (24). 

3. Resveratrol ve Etkileri 

Resveratrol, birçok bitki çeşidinde bulunan 

bir fitoaleksindir (7). Resveratrolün DNA 

tamir geni olarak bilinen sirtiun1 (SIRT1)’i 

aktive ettiği, hücre yaşam süresini uzattığı 

bilinmektedir (25). Resveratrol, sirtuin protein 

ailesinin memeli formlarından biri olan 

SIRT1'in aktivatörüdür. SIRT1, 

transkripsiyon faktörleri dahil olmak üzere 

histon ve nonhiston proteinlerini deasetile 

eder. Stres direncini, hücresel yaşlanmayı, 

bağışıklık fonksiyonlarını etkiler (26). 

Preklinik çalışmalarda, hastalıklardaki 

terapötik etkisi araştırılmıştır. Özellikle 

kanser hastaları için, geleneksel tedavilerle 

ilişkili yüksek riskler bulunmaktadır. 

Özellikle hücre sinyal ağlarındaki 

karmaşıklıklar, sadece bir ağı hedef alan 

spesifik inhibitörlerin terapötik başarısını 

engeller. Fakat resveratrol birçok yolu 

hedefleyerek kanser üzerinde kemoterapötik 

etkiye sahip olan, umut verici bir antikanser 
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ajanıdır (27). Resveratrol, inflamasyona, 

enfeksiyona karşı immün yanıtı ve uyaranlara 

karşı hücresel cevabı düzenleyen nükleer 

faktör κB (NF-κB) sinyal yolunu etkiler. Ek 

olarak, IGF-1R/Akt/Wnt yollarını önemli 

ölçüde inhibe ettiği belirlenmiştir (28). 

Resveratrol ayrıca araşidonik asidin 

prostaglandinlere dönüşmesinden sorumlu 

olan siklooksijenazları inhibe eder. Bunun 

yanı sıra, vasküler hücre adezyon 

moleküllerinin (VCAM) ekspresyonunu 

inhibe ettiği ve ateroskleroz ve hipertansiyon 

gelişiminden sorumlu olan vasküler düz kas 

hücrelerinin aktivitesini etkilediği 

belirtilmiştir (29). Resveratrol hızlı bir şekilde 

metabolize olup atıldığı için oral yoldan 

alınması önerilmektedir (30). Çeşitli 

araştırmalar yapılmasına rağmen, 

resveratrolün insanlarda etkili bir tedavi 

olduğuna dair çalışmalar sınırlıdır (10,31). 

3.1. Resveratrolün Bazı Kanser 

Türlerindeki Etkisi 

Yapılan çalışmalar resveratrolün, tümör 

proliferasyonuna yol açan AKT, mitojenle 

etkinleşen protein kinaz (MAPK) ve NF-κB 

sinyal yolaklarını regüle eden COX'leri 

hedeflediğini ve tümör oluşumunu önlediğini 

göstermiştir (32). Klinik çalışmalar, kanser 

tipi ve tedavi süresinin resveratrolün hücre 

içindeki etkisinde önemli olduğunu ortaya 

koymaktadır. Aynı kanser türlerinde bile 

uygulama sonrasında farklı sonuçlar elde 

edilebilir. Örneğin, prostat kanseri üzerinde 

yapılan bir çalışmada, resveratrolün kanser 

nüksünü geciktirmek için kullanılabileceği 

belirlenmiştir (33). Resveratrolün androjen 

üretimini azalttığı ve androjen reseptör 

aktivitesini modüle ettiğini gösteren klinik 

öncesi çalışmalara rağmen, Kjaer ve ark. 

(2015), resveratrolün PSA düzeylerini 

etkilemediği için prostat kanseri üzerinde 

tedavi edici etkisinin bulunmadığını 

belirtmiştir (34). Aynı çalışmada, 

resveratrolün prostat kanseri üzerinde etkili 

bir yöntem olduğunu belirtmek için daha fazla 

klinik çalışma yapılmasına gerek olduğu ifade 

edilmiştir. Benzer şekilde, kolorektal kanserli 

hastalarda resveratrol kullanılarak yapılan 

klinik çalışmalar ümit vericidir. İn vitro 

çalışmalar, resveratrolün kolon kanser 

hücrelerinde büyümeyi engellediğini 

göstermektedir (35). Resveratrol ile yapılan 

bir-iki haftalık tedaviden sonra, hastaların 

ilgili reseptör konsantrasyon ölçümlerinin, 

ana kolorektal dokudaki metabolitleri, 

preklinik çalışmalarda kullanılan etkili 

resveratrol konsantrasyonlarına benzer 

şekilde düzenlediği belirtilmektedir. Ek 

olarak resveratrol metabolitlerinin 

antikanserojenik etkisi henüz 

doğrulanmamıştır. Bu nedenle kolon kanseri 

için bir tedavi olarak kullanılıp 

kullanılmayacağı hala belirsizliğini 

korumaktadır (36). Resveratrolün multiple 

miyelom hücre dizilerinde sitotoksisiteye 

neden olduğu belirtilmiştir (37). Multiple 

miyelomlu hastaların tedavisinde 

kullanılabileceğini gösteren klinik öncesi 

çalışmalar olsa da, bazı çalışmalarda, böbrek 

yetmezliği olan hastalarda ciddi yan etkilere 

neden olduğu belirlenmiştir (38). Meme 

kanserindeki etkinliğini belirlemek üzere 

yapılan bir çalışmada, hastalara 12 hafta 

boyunca resveratrol uygulanmıştır. 

Resveratrolün kan serum konsantrasyonunun 

zaman içerisinde giderek arttığı, meme 

kanseri ile ilişkili bir geni etkilediği ve bu 

etkinin dolaşımdaki resveratrol seviyeleri ile 

anlamlı düzeyde bir ilişkisinin olduğu 

belirtilmiştir (39). Bu klinik çalışmaların, 

resveratrolün belirli kanser türleri üzerindeki 

etkinliğini göstermesi bakımından önemli 

olduğu düşünülmektedir. 

3.2. Resveratrolün Nörolojik 

Bozukluklardaki Etkisi 

Alzheimer hastalığı gibi birçok nörolojik 

bozukluğun merkezi sinir sisteminde 

meydana gelen oksidatif hasarın bir sonucu 

olduğu düşünülmektedir. Resveratrolün anti-

oksidatif etkisi nedeniyle nörolojik 

bozukluklar için faydalı sonuçları olabileceği 

belirtilmiştir (40). Alzheimer hastalığı her ne 

kadar oksidatif hasar oluşumuyla 

ilişkilendirilse de patofizyolojisi kesin olarak 

bilinmemektedir. Fakat hastalığın tedavisinde 

birçok biyobelirteç tanımlanmıştır. Örneğin, 

amiloid beta prekürsör proteini (APP) ve 

apoliporprotein E (APOE) genetik 

mutasyonlarının neden olduğu amiloid-β (Aβ) 

plak birikiminin ve oksidatif hasarın 
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artmasının bu hastalıkla ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (41). Bu etkiyi belirlemeye 

yönelik yapılan klinik çalışmalarda, hastalara 

bir yıl boyunca resveratrol uygulanmış, 

plasebo grubundaki hastalar ile 

karşılaştırıldığında, resveratrolün kan-beyin 

bariyerini geçtiğini gösteren metabolitler 

olduğu belirlenmiştir (42,43). Ayrıca 

resveratrol uygulanan hastaların, 

alzheimer/nörodejenerasyonla ilişkili hücre 

dışı matriksin bileşenlerini bozan bir matriks 

metalloproteinaz (MMP) olan MMP-9 

seviyelerinin azaldığı belirlenmiştir (44). Bu 

sonuçlar, resveratrolün Alzheimer 

hastalarında güvenle kullanılabileceğini 

düşündürmektedir. 

3.3. Resveratrolün Kardiyovasküler 

Hastalıklardaki Etkisi 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’ye göre 

kardiyovasküler hastalıklar her yıl 

milyonlarca kişinin ölümüne neden 

olmaktadır (45). Resveratrolün, ateroskleroz 

ve koroner arter hastalığını önlemeye 

yardımcı olabilecek endotel fonksiyonunu 

desteklediği kanıtlanmıştır. Ateroskleroz, 

arterlerde lipit birikmesi ile karakterize olup, 

tıkanmalara ve trombüs oluşumuna neden 

olmaktadır. Magyar ve ark. (2012), resveratrol 

ile yapılan tedavinin sol ventrikül sistolik ve 

diyastolik fonksiyonlarını iyileştirdiğini 

belirtmiştir (46). Resveratrolün, yüksek 

ateroskleroz riski taşımayan hastalarda 

inflamasyonu azalttığı kanıtlanmıştır (47). 

Kardiyovasküler hastalık riski yüksek olan 

hastalarda yapılan bir çalışmada üzüm 

tüketiminin iyileştirici etkisi olduğu 

belirlenmiştir (48). Biesinger ve ark. (2016), 

tarafından yapılan çalışmada resveratrolün 

diğer fitokimyasallarla birlikte diyastolik kan 

basıncını etkili bir şekilde azalttığı 

belirtilmiştir (49). Bo ve ark. (2013), 

resveratrol ile yapılan tedavinin, hastaların 

solunum yollarında sistemik etkiyi ve 

karaciğerden salınan yüksek C-reaktif protein 

(CRP) düzeyini azalttığını belirlemiştir (50). 

Her ne kadar çalışmalarda resveratrolün 

olumlu etkileri olduğu belirtilse de, bazı 

çalışmalarda beklenen etkinin görülmediği ve 

olumsuz sonuçlar elde edildiği belirtilmiştir. 

Örneğin Zortea ve ark. (2016), resveratrol ile 

tedavi edilen hastaların kolesterol 

düzeylerinin arttığını belirlemiştir (51). Van 

der Made, Plat ve Mensink (2015), 

resveratrolün aşırı kilolu hastalarda yüksek 

yoğunluklu lipoprotein (HDL) düzeyleri 

üzerinde bir etkisi olmadığını belirlemiştir 

(52). Genel olarak değerlendirildiğinde ise 

resveratrolün çeşitli kardiyovasküler 

hastalıklarda olumlu etkileri olduğu 

belirtilmektedir. 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

Serbest radikaller, nükleik asit, protein ve 

lipitlerde oksidatif hasara neden olan ve 

kronik dejeneratif hastalıklara yol açan toksik 

maddelerdir. Bitkilerin yapraklarında, 

çiçeklerinde, sebzelerde ve meyvelerde 

bulunan antioksidan maddeler serbest 

radikallerin meydana gelmesini engellemekte 

ve oluşturduğu zararlı etkileri azaltmaktadır. 

Bir antioksidan olan resveratrol, üzüm ve 

bundan meydana gelen ürünlerde bol 

miktarda bulunan önemli bir fitoaleksindir. 

Resveratrolün serbest radikaller üzerindeki 

etkisinin yüksek olduğu bilinmektedir. Bu 

çalışmada resveratrolün bazı kanser 

türlerindeki, nörodejeneratif ve 

kardiyovasküler hastalıklardaki etkisiyle ilgili 

literatür incelenmiştir. Sonuç olarak 

resveratrolün, oksidatif stresi azalttığı, kan-

beyin bariyerini geçtiği, birçok hastalık 

üzerine iyileştirici rolünün olduğu 

görülmüştür. Fakat insan sağlığı üzerinde 

kesin bir koruyucu etkisinin olduğunu 

söyleyebilmek için daha ileri çalışmalara 

ihtiyaç olduğu düşünülmektedir. 
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HPLC Tekniği ve Kullanım Alanları 

HPLC Technique and Usage Areas 

Aydın Şükrü BENGÜ1  

ÖZ 

Sıvı kromatoğrafinin yaygın kullanılan bir çeşidi 

olan HPLC sağlık ve fen alanında geniş kullanım 

alanlarına sahiptir. Son dönemde geliştirilen UHPLC 

tekniğinin birçok avantajı olmakla beraber pahalı 

olması kullanımını sınırlamaktadır. Bu derleme ile yeni 

başlayanlar için kullanıma yönelik pratik laboratuvar 

bilgileri verilmesi amaçlanmıştır.  

Anahtar Kelimeler: HPLC, Metod seçimi Sıvı 

kromatoğrafi, UHPLC. 

ABSTRACT 

HPLC, a widely used type of liquid 

chromatography, has a wide range of uses in health and 

science fields. Although the recently developed 

UHPLC technique has many advantages, it limits its 

use because it is expensive. With this review, it is aimed 

to give practical laboratory information for use for 

beginners. 

Keywords: HPLC, Method selection, Liquid 

chromatography, UHPLC.
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GİRİŞ 

Yüksek Performanslı Sıvı Kromatoğrafisi 

veya Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatoğrafisi 

olarak tanınan HPLC tekniği; sağlıktan 

ziraata kadar fen bilimlerinin birçok dalında 

kullanılan gelişmiş bir kromatoğrafi 

tekniğidir. Bu derleme teknik bilgiden çok 

kullanım esnasında karşılaşılan sorunların 

aşılması, okunan bir makalenin daha iyi 

anlaşılabilmesi ve yeni kullanıcılara rehber 

olması amacıyla hazırlanmıştır. 

Çözünür forma geçebilen tüm bileşikler 

(aminoasitler, şekerler, vitaminler, 

antibiyotikler, pestisitler, gıda tatlandırıcıları 

ve renklendiricileri ve bunların türevleri vb. ) 

bu teknik ile kantitatif olarak hızlı ve 

güvenilir şekilde tespit edilebilmektedir. 

HPLC cihazını oluşturan başlıca bileşenler; 

mobil faz, pompa, kolon ve kolon fırını, 

degazör, otoörnekleyici ve enjektör, 

dedektörlerden oluşur. Bu elemanları kısaca 

açıklayalım.  

Mobil faz; kullanılacak olan çözücüyü 

içeren hareketli fazdır. Hazırlanması basit 

gibi görünse de kolay bir örnekle 

hassasiyetini vurgulayalım. Örneğin mobil 

fazımız metanol/su (50:50) olsun. Bundan 1 

litre hazırlayacak isek önce 500 mL metanol 

ile 500 mL saf suyu karıştırırsak son hacmin 

1 litre değil 970 mL olduğunu fark ederiz. 

İşte bu karışımı mezürde birini ötekinin 

üzerine ilave ederek son hacmi ayarlamaya 

çalışarak yaparsak sonuç yanlış olacaktır. 

Ayrıca kullanılan suyun kalitesi mutlaka ultra 

saf su olmalı, karışım ultrasonik banyoda 

kabarcıklar bitene kadar bekletilmelidir. 

Pompa; mobil fazı örnekle beraber kolona ve 

dedektöre taşıyan sistemdir ve HPLC’nin 

kalbi diyebiliriz. Çünkü akışı istenilen sabit 

basınçta yapması lazım bunun içinde 

kullanıcının pompa bakımını ihmal etmemesi 

gereklidir. Tampon çözelti içeren mobil 

fazların kullanımından sonra pompanın 

temizlenmesi için 30-45 dakika saf çözücü 

geçirilmesi tavsiye edilir. Aksi takdirde bir 

sonraki kullanımda pompa tıkanacak ve 

sökülüp temizlenmesi kaçınılmaz olacaktır. 

Bu da zaman kaybı demektir.  

Kolon; ayrımın gerçekleştiği esas yerdir 

ve seçimi bu yüzden önem taşır. Eğer 

sistemimizde kolon fırını da varsa sıcaklığı 

da kontrol edebiliriz ki bu çalışmamızın 

hassasiyetini arttıracaktır. Her yeni kolon ilk 

takıldığında üreticinin tavsiye ettiği gibi bir 

mobil faz geçirilerek şartlandırılmalıdır. Bu 

işlem yaklaşık 30-45 dakikadır. Ayrıca kolon 

değişimi yaparken de sökülen kolonlar uygun 

çözücü ile yıkanıp, her iki ucu kapatılıp 

saklanabilir. 

Degazör; mobil fazın kolona gelene kadar 

sistemde oluşabilecek hava kabarcıklarının 

atılması görevini görür.  

Oto örnekleyici ve enjektörler; örnekten 

istenilen miktarda çekilerek mobil fazla 

beraber kolona verilmesini sağlar. Eski 

HPLC cihazlarında manuel enjeksiyon 

kullanılıyordu, bu hem hata payını 

arttırıyordu hem de kullanıcının cihaz 

başında beklemesini mecbur bırakıyordu. 

Oysa oto örnekleyiciye (otosampler) sahip 

bir HPLC sisteminde 90 örneğe kadar 

yükleme yapılıp çalıştırılabilir, burada sadece 

mobil fazın çalışma esnasında 

bitmeyeceğinden emin olmamız lazım. Hatta 

sisteme kapanma saatini ayarlayıp gitme 

imkanımız bile yazılımsal olarak 

mümkündür. 

Dedektörler; örnekteki analitleri 

ölçülebilir sinyallere çevirerek kantitatif 

analize imkan sağlar. Absorbans (UV, DAD) 

dedektör, floresans dedektör, kırılma indisi 

dedektörü (RID), elektrokimyasal dedektör 

ve iletkenlik dedektörü gibi çeşitleri vardır. 

Hatta son zamanlarda HPLC ye kütle 

dedektörü (MS) bile eşzamanlı olarak entegre 

edilebilmektedir. HPLC sistemine takılı 

olunan dedektör yapmak istenilen çalışma 

için sınırlayıcı özelliktedir. Mesela şekerli 

bileşikler (glukoz, früktoz, sakkaroz gibi) 

çalışabilmek için mutlaka RID dedektör 

gereklidir. Ama fenolik bileşikler, 

antibiyotik, pesitisit gibi çalışmalar için UV 

veya DAD dedektör kullanılabilir. DAD 

dedektörün UV den daha hassas olduğunu 

vurgulamakta fayda var. 
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Mobil faz polar ve kullanılan kolon apolar 

ise ters faz kromatoğrafi adını alır ki en sık 

kullanılan türü budur. Eğer mobil faz apolar 

ve kolon polar ise normal faz kromatoğrafi 

adını alır.  

Mobil faz tek çeşit ise izokrotik akış modu 

kullanılacaktır, ayrımı kolay olan bileşiklerde 

tercih edilir. Mobil fazdan birden fazla ve 2-

4 arasında ise low pressure gradient veya 

high pressure gradient modu kullanılacaktır, 

ayrımı daha zor olan bileşiklerde tercih edilir. 

Low pressure gradientte karışım pompadan 

önce olurken high pressure gradientte 

pompadan sonra olmaktadır.  

Kromatoğrafide ayrım kolonda olduğu 

için kolon seçimi hayati öneme sahiptir. 

Piyasada çeşitli amaçlar için üretilmiş çok 

sayıda kolon mevcuttur. C8, C18, C amin, 

kiral kolon vb. Kolonların uzunluğu, 

genişliği ve dolgu maddesinin por çapı da 

değişkendir.  

HPLC ye verilecek tüm örnekler hava 

kabarcığı ve partikül içermemelidir. Bu 

kolonun ömrü ve analizin hassasiyeti 

açısından önemlidir. Unutmayalım ki bir 

kolon ile 10 analizde yapılabilir, 500 analiz 

de yapmak mümkündür. Örnek 

hazırlamadaki gösterilen hassasiyet kolonun 

ömrünü belirleyecektir. Mobil faz 

içerisindeki hava kabarcığını ultrasonik 

banyoda gidermek ve örnekteki gözle 

görülemeyen partiküllerin giderilmesi için 

0.22 veya 0.45 mikron enjektör ucu filtre 

kullanılması elzemdir.  

İlgilendiğimiz bir bileşiği HPLC de analiz 

edebilmek için, o bileşiğe ait dalga boyu, akış 

hızı, kolonun cinsi, sıcaklık ve dedektör 

bilgilerine ihtiyaç vardır. Sayılan tüm 

bilgilere sahip isek ve laboratuarımızdaki 

HPLC konfigürasyonu buna (dedektör, 

pompa, kolon açısından) uygun ise bu analiz 

yapabilir anlamına gelir. Bunun için aranan 

maddenin standardından en az 5 noktalı 

standart grafik çizmek gerekir. Standartlar ile 

aranan maddenin alıkonma zamanı (retention 

time- Rt) öğrenilir ve daha sonra aynı 

koşullar altında aynı dakikada gelen pik için 

aranılan bileşik denilebilir. Son olarak 

örnekleri bu standart grafiğe karşı 

kıyaslayarak kantitatif olarak tespit edilir.  

Örneğin 1, 5, 25, 125 ve 625 ppm lik C 

vitamini standartlarına karşılık gelen 

absorbans değerleri sırasıyla 0.36, 1.74, 8.21, 

42.68 ve 204.33 olan bir çalışma verilerinin 

standart grafiği aşağıdaki gibi excelden 

çizdirilip R2 değeri (0.9999) ve ilgili formül 

(Y=0.3266X+0.4431) elde edilebilir. Her ne 

kadar günümüz teknolojisinde bu grafikleri 

cihazların yazılımları tarafından çizdirilse de 

öğrenilmesinde fayda vardır. Daha sonra 

içerisinde C vitamini değeri aranılan 

numunenin absorbans değeri bu formül 

kullanılarak hesaplanilir. Eğer çalışmanın ön 

hazırlık aşamasında seyreltme yapıldıysa 

seyreltme faktörü ile çarpılarak nihai sonuç 

ppm cinsinden elde edilir.  

 

 

Şekil 1. Örnek bir standart grafik çizimi ve formül hesaplama 

y = 0,3266x + 0,4431

R² = 0,9999
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Aşağıda vitamin analizinde kullanılan 

HPLC koşulları ve kromatoğramlarından 

bazı örnekler verilmiştir. Tüm örnekler C18 

kolon 25 cm x 4.6 mm x 5.0, ters faz kolonu 

ile çalışılmıştır. 

C vitamini için; dalga boyu 245 nm, akış 

hızı 1 mL/ dakika, kolon sıcaklığı 30 0C, 

mobil faz % 0.5 formik asit.  

 

Şekil 2. C vitaminine ait HPLC kromatogramı 

A ve E vitamini için; dalga boyu 202 nm, 

akış hızı 1 mL/ dakika, kolon sıcaklığı 30 0C, 

mobil faz % 75 acetonitril / %25 metanol.  

 

 

 

Şekil 3. E vitaminine ait HPLC kromatogramı 
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Şekil 4. A vitaminine ait HPLC kromatogramı 

Son yıllarda HPLC cihazının pompasının 

daha güçlendirilerek, kolon ve bağlantı 

parçalarının da daha dayanıklı malzemeler ile 

güçlendirilmesi sayesinde UHPLC (ultra 

yüksek performanslı sıvı kromatografi) 

cihazları üretilebilmiştir. HPLC ile aynı 

prensiple çalışan UHPLC cihazları çok daha 

hızlı sonuç verdiği ve dolayısı ile çok daha az 

mobil faz harcadığı için gün geçtikçe popüler 

hale gelmektedir. Çünkü çok sayıda numune 

sahip çalışmalarda zaman daha da önem 

kazanmaktadır. Mesela HPLC ile 25 dakikalık 

bir analiz süresi ve 150 numune varsa UHPLC 

ile yaklaşık 6 dakikaya düşecektir (1). 

25x150= 3750 dakikalık bir analiz süresi 

6x150=900 dakikaya düşecektir. Zamandan 

yapılan tasarrufun aynı oranda mobil fazdan 

da yapıldığını ve dolayısı ile çok daha az 

kimyasal çözücünün kullanılarak analiz 

maliyetinin de düşeceğini belirtmekte fayda 

vardır. Burada daha az mobil faz giderinin 

beraberinde mobil faz şişesisin boşaldığında 

tekrar tekrar hazırlanıp, degazörden gazının 

kaçırılması işlemlerinden ötürü iş gücü ve 

zaman tasarrufu da olduğunu belirtmekte 

fayda görüyorum. Ayrıca UHPLC sisteminde 

numune injeksiyon hacmi de daha düşük 

olacağından numune miktarı az olan 

çalışmalar için avantaj sağlayacaktır. 

Aşağıdaki şekilde aynı numunenin UHPLC ve 

HPLC kromatogramları görülmektedir. Bazı 

analizlerde sistemin 10 kata kadar zamanı 

kısalttığı da olabilmektedir. 

 

Şekil 5. UHPLC ile HPLC ayrımının farkını gösteren örnek bir analiz 
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UHPLC sisteminin tek dezavantajı pahalı 

olmasıdır. Birçok üniversite laboratuvarları, 

resmi kurum ve özel laboratuvarlar bu yüzden 

hala HPLC sistemlerini kullanmaya devam 

etmektedirler. 

HLPC veya UHLPC sistemlerinin 

kullanımı sağlık ve fen bilimleri alanlarında 

oldukça yaygındır. Suda veya diğer 

çözücülerde (alkol ve türevleri gibi) 

çözünebilen tüm bileşiklere 

bakılabilmektedir. Çeşitli proteinler, protein 

yapıdaki hormonlar, amino asitler ve 

türevleri, şekerler, vitaminler, kısa zincirli yağ 

asitleri, gıdalara katılan tatlandırıcı ve 

koruyucular, organik asitler, antibiyotik ve 

pestisitlerin bir kısmı hızlı ve hassas bir 

şekilde analizi yapılan ve ilk akla gelen 

örneklerdir.  

SONUÇ

Sıvı kromatoğrafinin en yaygın kullanılan 

ve güvenilen çeşidi olan HPLC ve onun yeni 

versiyonu diyebileceğimiz UHPLC hem 

araştırma hemde ticari laboratuvar 

analizlerinde geçerliliğini korumaktadır. Hızlı 

ve güvenilir olması sebebiyle geçmişte 

spektrofotometrik olarak yapılabilen bir çok 

analiz önce HPLC ye sonra da kademeli 

olarak UHPLC ye taşınmaktadır.  

Son olarak kromatoğrafi ve HPLC 

konusunda yeni araştırmacılar, beğenilen bir 

çalışmanın metodunu kendi imkanlarınız ile 

tekrar edebilmeniz için şu bilgilere ihtiyaç 

vardır; dedektör çeşidi, dalga boyu, kolon ve 

mobil faz. Ayrıca piklerin ayrım gücü ve 

kalitesi için de sıcaklık ve akış hızı bilgileri 

gereklidir.  

Örneğin balda glukoz/fruktoz tayini için 

RID dedektörlü HPLC sistemi gereklidir. Bu 

analizi diğer dedektörler ile yapamayız. Fakat 

RAD dedektörlü analizler UV dedektör ile 

kısmen yapılabilmektedir.  

İyi bir HPLC kullanıcısı günün birinde 

laboratuvarına UHPLC gelirse yeni sisteme 

çok hızlı adapte olabilir ve mevcut 

metodlarını yeni sisteme uyarlayabilir. 

İnternette cihaz ve kolon üretici firmalarının 

bu konudaki doküman ve linklerini bulmak 

mümkündür.  

 

KAYNAKLAR
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