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OzEeT -

~ Bu arastirmada, kafit kromatografisi ve
yiiksek basing likit kromatografisi (HPLC) ybn-
temlerinin birlikte uygulanmasi ile flavonoidle-
rin saf olarak elde edilime olanakiar incelen
mistir, W‘ha'tma-n 3MM- kromatografi kafiich ve
BAW solvent sistemi kullanilarak inen fipte
ka@it kfomatognafisi teknigivle 7 bant elde edil-
mis ve bu bantlar (zerindsli flavonoidier MAW
solvent sistemiyle elue edildikten sonra HPLC
\‘_iolon-u-na enjekte edilmigtir. Arastirma bulgu-
lar, bu yolla 15 adet pikin  saf olarak elde
edilebilecédini gbstermistir. Yéntemin, karma-
stk yapidaki digier bazi bilesiklerin saflastint
masi amaciyla da kullanilabilecegi disiindi-
mektedir. o

ABSTRACT .
 PURIFICATION OF FLAVONOIDS BY
- COMBINING HPLC AND PAPER

CHROMATOGRAPHY TECNIQUES

Separation of flavonoids by the combining
of descending paper chromatography and High
Pressure Liquid Chromatography (HPLC) tech-
nlques were investigated., For paper chroma-
tography Whatman 3MM chromatography paper
and BAW solvent were used and 7 bands obta-
ned, Flavonoids on the bands were eluted with
MAW solvent and injected to the HPLC column.
Results revealed that 15 peaks can be obtained
purely. This method could be used for purifi-
cation of different kinds of complex compo-
unds. :

GIRiS

Yitksek - basing likit kromatografisi'nin
(HPLC) nitel ve nicel analizlerdeki kullanim
alanlarr sorr 10 ydda bilyik bir artis .gdster-
migtir. Onceleri kadit ve ince tabaka kroma:
tografisi yontemlerine dayah analiz yéntemleri,
giinimiizde yerini bitylik Slolide HPLC ybnte-
mine rakmustir, Bu ydntem kullamlerak son
derece karmasik yapidaki maddelerin kimyasal
yapilari genis Slgiide aydinlatilmistyr, HPLC'nin
en bliyiik avantaji duyariihi@n, hizn ve nicel ana-
lizde kultanun kolayhgidir: - - :

HPLC ile bilesiklerin  tanimlanmasinda
esas ilke, piklerin dedekidre gelis zamanlar-
nin, standardin gelis zamamr ile karstlagtiriima-
sina dayanmaktadir. Bunun yan; sira piklerin
tammlanmasinda pikin - spektral karakteristik-
leri biyik onem tagwmakiadir. Bu nedenle
spektral dedektdrler genis bir kullanim alam
bulmaktadir, Spektral dedektdrlerin yam sira
daha az kutlanilmalda birlikte floresan dedek-
térleri, elektrokimyasal dedektdrler, refraktif
indeks dedektdrleri ve viskozimetrik dedektfr-
ter de dedisik amacglarta kullanlimaktadir.

Yukarida da deginildigi gibi HPLC ile va-
pilan analizlerde standart maddenin kulfani-
mast zorunludur. Ancak pek ¢cok durumda ge-
rekli bazi standardlarin  saglanmasi  mimkin
olama:maktadlr__,_f)rnegji‘n, yalnizca flavonoidlerin
tammlanmasinda  hinin {izerindeki standart
maddeye g-ere'v‘k-si‘nhm duyulmakiadir, Bu madde-
lerin bilylik codunlugu ise ticari oiarak piya
sada hulunmamakiadir, Bu durumda, piklerin
tek tek toplanmas: ve standardimin kullantima-
sina gerek =kalmaules=|zm diger analiz yontemleri
ile tamsinin saglanma zorunfulugu ortaya grk-
maktadir. ' 7 _

Bilindigi gib; HPLC sistemierinde kolona

.enjekte edilebilecek Ornek miktari son derece

simrlider ve bu miktar 20- 100 yL arasmda de-
gismektedir. Kolona 100 gL drnek enjekte edi
lebildigi, Srnedin 25 adet bilesik igerdigi ve
bunlarin -da miktarlarinin esit -oldugu varsay-
hrsa, bu durumda teorik olarak ‘kolon gikigin-
dan her bir bilesikten ancak 4'er pl almabi-
lecektir. Bu 4 plL dizeyindeki drnek, ileri ana-
liz yontemier; uygulamak igin son derece ye
tersiz bir miktardir. Ustelik bu “hacimin biyik
bir kismu incelénecek olan saf bilesik olma-
yip, igerisinde drnegdin’ ¢dziindiiriildiigi- ¢dziicl
maddedir. Ayrica, pikler ¢oju zaman kendisin-
den bir nce veya bir gsonra kolondan ayrian
pik ile az veya cok -ka-r|-$m|$'d-uriuni'dadl-r; ileri
analizler icin saf maddeye gereksinim duyul-

* Bu arastirma mekalesi TUBITAK  (Ankara)
tarafindan desteklenen TOAG 669 nolu proje
gahgmasimyn bir holiimiinden hamrlanmigtir.
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dugu disliniiidigiinde bu durum biiyik bir olum-
suzluk olusturmektadir. Bu durumda siirikle-
wici solventin orani (linear gradient) azalti-
larak program {run) sliresinin uzatitmast da
soruna ¢ozim getirmemektedir. Bu sekilde ha-
reket edildigi taktirde piklerin keskinhigi
(sharpness) azalmakta ve pikler yayvanlagmak-
tadir (broadness). HPLC ile yapilan analizler-
de kolona enjekte edilecek drnedin yogdunlast-
rifarak kullamilmas, ik basta bir ¢éziim ofarak
akla gelebilmektedir. Bu uygulamada ise bu
kez piklerin birbirlerinden ayrdma dereceleri
yani kapasite faktorteri (k') biiylik dlciide azal-
maktadir (Sekil 1) (Macrae 1982). Bunun yam
sira piklerin gelig zamanlan (t) da degigsmek-
tedir (Sekil 2} (Macrae 1982).

Tepki
Le}
Tepki Stire
A DY
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Sekil 1. Kolona enjekte edilen Srnefin konsant-
rasyonunun artimna,. bagh olarak kapa-
slte faktbriinde girillen azalma (a: nor-
mal kKonsantrasyonm, b: yliksek konsant-
rasyon) (Mscraa 1982).

Ozetle, kanigim olugturan piklerin HPLC
ile tek tek toplanip ayrilmas: pek akilci bir
yontem gibi gbriinmemektedir, Bu durumda
yapilacak iglem, karigimi preparatif yitksek ba-
sing likit kromatografisi (P-HPLC), kadit kro-
matografisi (PC), ince tabaka kromatografisi
(TLC) veya kolon kromatografisli (CC) gibi
yontemlerden birisi ife 6n artmaya tabi tut-
maktir, Bu aragtirmada giil petallerinin flavo-
noidleri kagit kromatografisi ile on aritmaya
tabi tutularak bilesiklerin fraksiyonlar halinde
kismi saflagtirdimas1 ve bunu izleyerek HPLC
uygulamasiyla piklerin saf olarak elde edilmesi
olanaklar incelenmistir,

Seyreltik

S~

ornek kensantrasyonu

Derigik

Eluat hacmi

Seki] 2. Kolona enjekte edilen rnefin konsant-
rasyonunun artigina bagh olarak piklerin
ayrimasindsa, gorililen azalma ve gelly za~
manlarmn defigimi (Macrae 1982).

MATERYAL VE METOT

1. Materyal : Arastrma materyali olarak,
Isparta’da esas olarak gitl yadi dretimi ama-
cryla kullamlan Isparta Giilii (Rosa damascena)
tag yapraklan lullamimigtir.

2. Metot :

2.1. Flavonoidlerin Yapraklardan Ekstraksi-
yonu : 10 gram giil yapragh MAW (Metanol :
Asetik asit : Su, 10 : 1 ; 9) ¢bzeltisi ile bir blen-
derde pargalanmis ve ekstrakt Whatman No: 2
filtre ka@idindan stizlilmistiir, Filtre kagidi
tizerinde kalan tortu, aynr gozeltl ile rengi ta-
mamen giderilinceye kadar yrkanmigtir, Siiziin-
th bir rotary evaporatbrde, 40°C sicaklikta yak-
lastk 2-3 ml kalincaya kadar evapore ediimig-
tir (Takeda wd 1989), :

2.2. Kadgit Kromatografisl : Ekstrakt, 46x57
om boyutiarindaki Whatman 3MM kagidimin &i-
sa kenarina serit halinde uygulanmig ve kuru-
duktan sonra yukaridan inerr (descending) ka-
it kromatografisi teknigine gore develope edil-
mistir, Sistemde BAW (Butanol : Asetik asit:
Su, 4:1:5) solventler] karsimmn dst fazi kul-
landmuistir (Markham 1982). Develope iglemini
takiben ceker ocak altinda kurutulan kromatog-
rafi kagidi, ultraviyole 15tk altinda incelenmis
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ve 7 bant gozlenmigtir. Bu bantter UV isik al-
tinda makasla kesilmig, her biri 2.1'de belirtilen
MAW solventi kullanfarak. gene inen tipte ka-
git kromatografisi teknidi ile elue edilmistir.
Flavonoidleri igeren bu eluatiar ayn ayn top-
lamp 40°C sicaklikta rotary evaporatirde yo-
gunlagtirilois ve gbzenek ¢apr 045 pm olan
Miltipore filtreden siiziilerek HPLC kolonuna
uygulanmistir.

2.3. Yiiksek Basing Likit Kromatografisi :

Bromma, Isveg), 2 adet pompa (LKB Model
2150), kontro| dnitesi (LKB Model 2152), 20
veya 100 pl'tik lup iceren Rheodyne 7125 en-
jeksiyon Unitesi, ultrapack dolgulu 250x4,6 mm
xt0 pm boyutlarinda Spheri 10 RP 18 kolon
(Brownlee Labs, Santa Clara, CA, ABD), foto-
diyot array dedekiér (LKB Model 2140) ve
fraksivon toplayicidan [LKB Model 2211 Super-
rac) olugmaktadir, Tiim sistem IBM PC bilgi-
sayara ve Canon A -1210 renkli yaziciya bag-

Aragtirmada kullanilan HPLC sistemi (LKB- landtrlsdir,
M B . Bant 3
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Selei]l 3. Orijinal drnefin ve kafit kromatografis! ila elde olunan hantlamn HPLC ile eld2
olunan kromeatogramlam (FSD: 1.000: Siire: her bdliim 200 saniye).
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Yapllan fn denemeier sonucunda bellrlen
mig buluran solvent sistemi ve eluasyon profili
agadida ag:1klanm:$tir :

. Solvent A: formik asit - su; 5: 95 v/v, sol-
vent 'B: metanol. Eluasyon proflll 0-10 dak,
% 17-22 B (linear gradient), 10-12 dak, %

22 27 B; 12-33 dak, %% 27- 37 B 33-39 dak
o 37-55 B; 39-49 dak, Y, 55-59 B. Solvent
akig fizi : 1 mL/dak, kolon basmnci : 34 - 40 bar’
dir, Aylrma islemleri 22 4+ 1°C’de yaplimlstlr

Solventler islem o&ncesinde 045 pm'lik
filtreden siizildikten ve gaz gikarma iglemi
uygulandiktarr sonra analizde kullanilmigtir.
Dedeksiyon iglemi

can, Ver. 1,07 (LKB 2140 - 202) kodlu bllglsayar
programindan yararlangmistir - - -

Bu sistem kullanilarak tek tek ve saf ola-

rak toplanan pikler, daha-ileri analiz metodiar.
Piklerin tanismin -
yapilmasiyla flgili caligmalar bu makalenin kap
samt diginda birakildigr igin burada bunlara

kullamfarak tanimlanmigtiv.

yer verilmemistir, Bu hususta Vielioglu ve Maz-
za (1991) tarafindan vyaysmlanmis makalede
daha fazla ayrmt buirunmaktadir '

ARASTIRMA BULGULARI

Orifinal ekstraktm HPLC ile elde olunan -

kromategramt ile BAW solventi kullamlarak
kagit kromatografisi ile elde ~olunan 7 adet
bantin HPLC kromatogramlar: Sekil 3'de veril-
mistir, .

190-370 nm'ler arasinda..
aminda yapilmistir Piklerin gelis siirelerinin ve -
spektral niteliklerinin hesaplanmasinda Waves- -

‘ Kromatograinlardan' goriildigi gibi 7 ban-
tin 6'sindan’ pikleri tek tek elde etmisk miimkin
olmaktadir. 2 nolu banttan ise tek olarak pik
elde ed:lememl$t|r Bu banttaki piklerin tek tek
élde edilmesi igin, banttan elde edilen eluata
kaglt kromatognaﬂm teknlltjl ile ve farkll sol-
ventler kultanilarak 6 kez daha saflagtima is-
lemij uygulanmts ancak yine basari 43aglana-n1';'a~
mstir. Bu bam:takl antosiyanin pigmenti (8
nolu pwk) daha ‘sofira kolou kromatograﬁs: ile
Sephadex LH-20 adli regine ullamlarak” ol-
dukga vyiksek bir saflikta elde edilmis ve bu-
nu lzleye.rek HPLC ile son saflagtirme gergek-
lestiniimistir. Bu bantin digindaki diger 6 bant-
tan toplam 15 adet pikin saf olarak elde edile-
bilecedi agikga goriilmektedir. Ozellikle birbi-
rine ¢ok- gecmnis olan 23 ve 24 molu piklerin
birbirlerinden. ayrilmas: bu ybntem ile bagaril-
migtir,. $e'I_e|Ilerden goruldugu gibi her bir
bantta ortalama olarak 4 adet pik bulunmakta-
dir. Koloria 100 yL &rnek ‘enjekie edilmesi du-
rumunda her bir pikten 25 plL saf bilesik elde
edilebilecektir. En;ekswonun birkag kez tekrar
edilmesi ile, ilerj ananz yéntemleri igin yeterli
rifktarda” saf bilesik elde ‘edilebilecektir. Veril-
mis bulunan tim kromatogramlarda FSD (Full
Scale Deviation) dederi 1,000 olanak almnmig-
tir. Bu nedenle bazi piklerin kiigilik gdrinmesi
bir _sakmca olusturmamaktadir. Bu plklerln
toplama swasmda bilgisayar ekraninda gok kii-
citk _gdrlinmesinin Gnlenmesi igin_ FSD dederi
daha kiigiik deferlete, drnedin 0 200 ve ayarlan
digr takdirde bu sorun da ortadan kaldirilabile-
cektir.
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