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4FQA : 4-O-Feruloilkinik asit

SFQA : 5-O-Feruloilkinik asit

A : Pik alan1

ABTS . 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
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Frablo . F tablosundaki deger

FA : Ferulik asit

FQA : Feruloilkinik asit

FRAP : Demir (III) indirgeme antioksidan giicii
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GC : Gaz kromatografisi

HCOOH : Formik asit

HLB : Hidrofilik-lipofilik denge (hydrophilic-lipophilic balance)

HPLC : Yiiksek performansli sivi kromatografisi (high performance liquid
chromatography)

HETP : Teorik plaka esdeger yiiksekligi (height equivalent of a theoretical
plate)

ICH : Beseri tibb1 {iriinlerin ruhsatlandirilmasina iliskin teknik kosullar

hakkinda uluslararasi uyum konferansi (The International Conference
on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of

Pharmaceuticals for Human Use)

ID . I¢ ¢ap (inner diameter)
kHz : Kilohertz

L : Litre

LOD . Gozlenebilme smir1
LOQ : Tayin sinir1

MS : Kiitle spektrometrisi
mg : Miligram

mL : Mililitre

N : Teorik plaka sayisi

Na;HPO4 : Sodyum hidrojen fosfat
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NaH>PO4 : Sodyum dihidrojen fosfat

NaOH : Sodyum hidroksit

nm : Nanometre

PHBA : p-Hidroksibenzoik asit

PrCA . Protokatesik asit

r? : Korelasyon katsayisi

RME : Bagil ortalama hata (relative mean error)

RSD . Bagil standart sapma (relative standard deviation)
s? . Varyans

SAX : Kuvvetli iyon degistirici (strong anion exchanger)
SNA : Sinapik asit

SPE . Kat1 faz ekstraksiyonu (solid phase extraction)

T : Kuyruklanma faktori

tr : Alikonma stiresi

uv : Ultra viyole

VA : Vanilik asit
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OZET

Késeoglu Yilmaz, P. (2015). Kahve Orneklerinde Fenolik Asitlerin HPLC ile Tayini
icin Metot Gelistirilmesi ve Validasyonu. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dali. Doktora Tezi. Istanbul.

Bu doktora tezi kapsaminda, kahvede bulunan fenolik asitlerin (5-O-kafeoilkinik asit,
kafeik asit, 3-O-kafeoilkinik asit, 4-O-kafeoilkinik asit, ferulik asit, sinapik asit,
protokatesik asit, p-hidroksibenzoik asit ve vanilik asit) kantitatif tayini i¢in yeni bir
yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirildi ve valide edildi. Gelistirilen
yontemde aymrmalar Cis koruyucu kolon (2,1 X 10 mm, 3 pm ID) ve Cis analitik kolon
(2,1 x 50 mm, 3 pm ID) ile gergeklestirildi. Hareketli faz olarak % 0,08’lik o-fosforik
asit ¢ozeltisi (suda) ile metanol/su/asetonitril (85:10:5) ¢ozeltisi kullanild1 ve gradient
program uygulandi. Spektrofotometrik dedektor ile calisildi ve dedeksiyon dalga boyu
5-O-kafeoilkinik asit, kafeik asit, 3-O-kafeoilkinik asit, 4-O-kafeoilkinik asit, ferulik
asit ve sinapik asit i¢in 325 nm, protokatesik asit, p-hidroksibenzoik asit ve vanilik asit
icin 215 nm olarak belirlendi. Kolon sicaklig1 40°C'ye ayarlandi. Dogrusal aralik 5-O-
kafeoilkinik asit, kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit, protokatesik asit, p-
hidroksibenzoik asit ve vanilik asit i¢in 0,50-75,00 mg/L, 3-O-kafeoilkinik asit 0,50-
1000,00 mg/L ve 4-O-kafeoilkinik asit i¢cin 0,50-250,00 mg/L olarak belirlendi.
Gozlenebilme ve tayin sinirlar1 swrasiyla 0,48-0,84 mg/L ve 1,45-2,54 mg/L
araliklarinda bulundu. Kesinlik ve dogruluk degerleri 1,00 ve 25,00 mg/L'lik standart
cozeltilerin ve 2 farkli miktarda (1,00 ve 25,00 mg/L) standart katilmis kahve 6rneginin
analiz sonuclar1 ile hesaplandi. Fenolik asitlerin kahve Orneklerinden ekstraksiyonu
hidrofilik-lipofilik denge kartuslar1 kullanilarak kat1 faz ekstraksiyonu yontemiyle
gerceklestirildi. Farkli mengeli 7 adet kahve Ornegi ile ¢alisildi. Sonug¢ olarak,
gelistirilen ve valide edilen yontemin kahve 6rneklerinde 9 adet fenolik asidin yiiksek
dogruluk ve tekrarlanabilirlik ile ayn1 anda kantitatif tayini icin uygun oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: Kahve, Fenolik Asit, HPLC, Kati Faz Ekstraksiyonu, Metot
Gelistirme ve Validasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 36622
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ABSTRACT

Késeoglu Yilmaz, P. (2015). Method Development and Validation for Determination of
Phenolic Acids in Coffee Samples by HPLC. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Analytical Chemistry. PhD Thesis. Istanbul.

In this PhD thesis, a new high performance liquid chromatography method for
quantitative determination of phenolic acids (5-O-caffeoylquinic acid, caffeic acid, 3-O-
caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, ferulic acid, sinapic acid, protocatechuic
acid, p-hydroxybenzoic acid and vanillic acid) in coffee was developed and validated.
Separations were performed using Cis guard column (2.1 X 10 mm, 3 pm ID) and Cis
analytical column (2.1 x 50 mm, 3 pm ID) in the developed method. 0.08 % o-
Phosphoric acid solution (aqueous) and methanol/water/acetonitril (85:10:5) solution
were used as mobile phase and gradient program was applied. Spectrophotometric
detector was used, and detection wavelength was determined as 325 nm for 5-O-
caffeoylquinic acid, caffeic acid, 3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid,
ferulic acid, sinapic acid, and 215 nm for protocatechuic acid, p-hydroxybenzoic acid
and vanillic acid. Column temperature was fixed at 40°C. Linear range was 0.50-75.00
mg/L  for 5-O-caffeoylquinic acid, caffeic acid, ferulic acid, sinapic acid p-
hydroxybenzoic acid and vanillic acid, 0.50-1000.00 mg/L for 3-O-caffeoylquinic acid
and 0.50-250.00 mg/L for 4-O-caffeoylquinic acid. Limits of detection and
quantification were in the range of 0.48-0.84 mg/L and 1.45-2.54 mg/L, respectively.
Precision and accuracy values were calculated by analysis results of standard solutions
at 1.00 and 25.00 mg/L and coffee sample spiked at 2 different amounts (1.00 and 25.00
mg/L). Extraction of phenolic acids from coffee samples were performed by solid phase
extraction method using hydrophilic-lipophilic balance cartridges. Seven coffee samples
from different origins were studied. As a result, the developed and validated method
was found to be appropriate for simultaneous quantitative determination of 9 phenolic
acids in coffee samples with high accuracy and repeatability.

Key Words: Coffee, Phenolic Acid, HPLC, Solid Phase Extraction, Method
Development and Validation

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 36622



1. GIRIS VE AMAC

Fenolik asitler karboksilik asit grubu igeren fenollerdir. Fenolik asitler
hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit tiirevleri olmak ftzere iki farkli iskelete
sahiptirler. Hidroksil gruplarinin sayis1 ve aromatik halkadaki pozisyonu fenolik

asitlerde cesitlilik saglamaktadir.

Dogal iirtinlerde bulunan sekonder metabolit gruplarindan biri olan fenolik asit
tiirevlerinin biyosentezi aromatik bir amino asit olan L-fenilalanine dayanmaktadir.
Fenolik asitler bitkilerde, protein sentezi, enzim aktiviteleri, fotosentez gibi biyolojik
siireclerde gorev almaktadir. Fenolik asitlerin gida kalitesi iizerinde de gesitli etkileri
bulunmaktadir. Fenolik asit icerikleri gidalarin renk, tat ve antioksidan 6zellikleri ile
baglantilidir. Gida endiistrisinde, gidalarin fenolik asit igeriklerinin belirlenmesi, fenolik
asitlerin meyve olgunlasmasi1 ve enzimatik reaksiyonlarin inhibisyonu {iizerindeki
etkileri ile gida koruyucusu olarak kullanilmalar1 iizerine pek c¢ok arastirma

yapilmaktadir.

Bitki kokenli yiyecekler (meyve, sebze, baharat, cay, kahve, v.b.) zengin fenolik
asit icerigine sahiptirler. Bu tip gidalar koroner kalp hastaligi, inme ve kanser gibi pek
cok hastaligm inhibisyonunda etkilidirler. Ayrica fenolik asitler yapilarindaki aromatik
halkada bulunan hidroksil grubunun aktifligi sebebiyle antioksidan 6zellige sahiptirler.

Bunun yani sira antiviral ve antibakteriyal etki de gostermektedirler.

Rubiaceae familyasina ait Coffea cinsi altmistan fazla tiire sahiptir. Coffea
cinsinin kavrulmus ¢ekirdekleri ile hazirlanan kahve, diinyada su ve ¢aydan sonra en
fazla tiiketilen icecektir. Giiniimiizde tiiketiciler genellikle daha kaliteli kabul edilen C.

arabica tirunu tercih etmektedirler.

Kavrulmamis kahve c¢ekirdeklerinin  kimyasal icerigi polisakkaritler,
monosakkaritler, lipitler, steroller, yag asitleri, fenolik asitler, polifenoller, alkaloitler,
pentasiklik diterpenler, diterpenik alkoller, diterpenik ve triterpenik esterlerden
meydana gelmektedir. Kavrulma siiresine ve sicakliga bagli olarak kahvenin kimyasal
bilesimi ve biyolojik aktivitesi degismektedir. Bu islem sirasinda bazi bilesikler

parcalanabilmekte ve diger bircogu da Maillard reaksiyonlari, karbonhidrat



karamelizasyonu ve organik bilesiklerin pirolizi gibi reaksiyonlar sonucu yeni

makromolekiiller olusturabilmektedir.

Kahve c¢ekirdekleri klorojenik asitler acisindan oldukg¢a zengindir ve Onemli
miktarda 3-O-kafeoilkinik asit, 4-O-kafeoilkinik asit, 5-O-kafeoilkinik asit ve
feruloilkinik asit analoglar1 olan 3,4-O-, 3,5-O- ve 4,5-O-dikafeoilkinik asit ve daha
diisiik oranlarda 4-O-p-kumaroilkinik asit ile 5-O-p-kumaroilkinik asit icermektedir.
Ayrica kahve ¢ekirdeklerinde sirinjik asit, p-kumarik asit, gallik asit, sinapik asit, kafeik
asit, p-hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, vanilik asit ve ferulik asit gibi c¢esitli

fenolik asitler de bulunmaktadir.

Kahve ¢ekirdeklerinde bulunan fenolik asitlerin kahvenin kalitesi ve biyolojik
aktiviteleri tizerindeki etkileri sebebiyle kahve Orneklerinin fenolik asit profillerinin

belirlenmesi ve miktar tayinleri iizerine pek cok ¢aligma yapilmaktadir.

Bu doktora tezi kapsaminda, kahvede bulunan 5-O-kafeoilkinik asit, kafeik asit,
3-O-kafeoilkinik asit, 4-O-kafeoilkinik asit, ferulik asit, sinapik asit, protokatesik asit,
p-hidroksibenzoik asit ve vanilik asidin ayn1 anda kantitatif tayini i¢in yeni bir yliksek

performansli s1vi kromatografisi yontemi gelistirilmesi ve valide edilmesi amaclandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kahve Hakkinda Botanik Bilgiler ve Kahvenin Tarihcesi

Kahve cekirdegi Rubiaceae familyasinin iiyesi olan Coffea cinsine ait tiirlerin
kurutulmus tohumudur. Kahve cekirdegi elde etmek icin yetistirilen baslica tiirler C.
arabica L., C. canephora L., C. liberica L. ve bunlarm varyeteleridir (Baytop 1977 pp.
299). Bu tiirler 5-8 metre uzunlugunda, basit yaprakli, beyaz ¢i¢ekli ve kirmizi meyveli
agaclardir. Kahve cekirdegi 8-12 mm uzunlukta, 6-8 mm genislikte, sert, soluk yesil
veya sarimsi yesil renklidir. Bir tarafi diiz diger tarafi kabarik tanelerden olusmaktadir.
Kokusu hafif, tad1 acimsidir. Anayurdu Habesistan ve Sudan’dir. Ayrica tropikal Afrika
ve Gliney Amerika’da da yetistirilmektedir (Baytop 1984 pp. 266-267).

Ik zamanlarda kahve igecek olarak tiiketilmemistir. Kahve ¢ekirdekleri
genellikle yag ile karistirilip uzun yolculuklar i¢in besin kaynagi olarak kullanilmistir.
M.S. 1. ve V. yiizyillar arasinda Arabistan ve Dogu Afrika arasindaki ticaret yolunda
calistirilan kolelerin de gida olarak kahve cekirdeklerini tiikettigi belirtilmistir. Bu
sayede kahvenin Etiyopya iizerinden bugiinkii adi Yemen olan Moka bolgesine tasindigi

rivayet edilmektedir (Bond 2012).

Diger pek cok yiyecek ve igecek tiirleri gibi kahvenin de su anki tiiketim sekli
ilk haline gore oldukca farklidir. Giiniimiizde kahve olarak adlandirilan icecek Coffea
tiirlerinin meyvelerinin dig kisminin ¢ikarilmasi, ¢ekirdeginin kurutulmasi, kavrulmasi,
ogiitiilmesi ve demlenmesi ile elde edilmektedir. Kahvenin bir yiyecek c¢esidinden bir
icecege ilk defa nasil doniistiiriildiigii tam olarak bilinmemekle beraber konuyla ilgili
baz1 efsaneler mevcuttur. Bu efsanelerden birine gore kahve ilk defa Haci Omer isimli
bir dervis tarafindan igecek olarak tiiketilmistir. Diismanlar1 tarafindan agliktan 6lecegi
diisiiniilerek Yemen disindaki bir ¢dle siiriilen Hact Omer farkli meyveleri bulunan
kii¢iik bir agacg¢ik bulmus ve bu meyveleri tatmistir. Fakat meyveler ¢cok aci oldugu igin
onlar1 kavurmustur. Bu sefer de ¢ok sertlesen meyveleri yumusatmak icin su eklemis ve
suyun kahverengiye dondiiglinii gérmiistiir. Boylece ilk defa giinlimiizdeki kahveye

yakin bir icecek elde etmistir (Bond 2012).



2.2. Kahve Uretimi ve Tiiketimi

Coffea cinsi altmistan fazla tiire sahiptir. Bunlardan sadece C. arabica, C.
canephora ve C. liberica tiirleri ekonomik agidan degerlidir (Sanchez-Gonzalez ve ark.
1999). C. arabica ve C. canephora’nm orijini Etiyopya, Fildisi Sahilleri ve Uganda
iken, C. liberica’minki Liberya’dir (Stalmach ve ark. 2012). Giiniimiizde kahve
tikketicileri genellikle diger tiirlerden daha yiiksek kalitede olan C. arabica
cekirdeklerini tercih etmektedir (Gonzales ve ark. 2001).

Diinyada su ve c¢aydan sonra en cok tiiketilen icecek kahvedir. Yapilan
arastirmalar sonucu diizenli olarak tiiketilen alkolsiiz iceceklerin %75'ini kahvenin
olusturdugu belirlenmistir (Rojo Camargo ve ark. 1999). Bu sebeple kahve cekirdekleri
sadece 2009 yilinda diinya ¢apinda 7,2 milyon ton ihracat ile ekonomik agidan oldukca
onemli bir tarim tirtiniidiir. Elliye yakin kahve tireten iilke bulunmaktadir ve bunlarin en

onemlileri Brezilya, Vietnam, Kolombiya, Endonezya ve Uganda'dir (ICO 2010).

Kahve ilk defa Misir’in fethinden sonra Miisliman tiiccarlar tarafindan
Istanbul’a getirilmis, Kanuni Sultan Siileyman déneminde (1520-1566) giindelik hayata
tasinmig ve yayginlagsmistir. Ardindan Tiirk askerlerinin konuslandigi yerlere tagmnan
kahve, Anadolu, Balkanlar ve Macaristan’a kadar yayilmistir. Kahvenin Avrupa’ya
yayilmasi da Tiirkler tarafindan saglanmustir. lk olarak Tiirk elgileri tarafindan Paris ve
Viyana'da tanitilmis, daha sonra biitiin orta Avrupa’da yayilmistir. Kahvenin Avrupa’ya
tasinmasindaki diger etken kisiler ise, kahve iizerinde bilimsel incelemeler yapmak veya

kahve ticareti yapmak isteyen seyyahlar olmustur (Durukan 2013).

Kahvenin Tiirk kiiltiiriinde oldukca onemli bir yeri vardir. Tiirkler tarafindan
bulunan bir pisirme metodu ile hazirlanan Tirk kahvesi, kendine has tadi, kopigii,
kokusu ve sunulus bi¢cimiyle 6zgiin bir kimlige ve gelenege sahiptir. Tiirk kahvesi
telvesi ile ikram edilen tek kahve tiirlidiir. Tiirk Edebiyati’nda kahveyle ilgili pek ¢ok

deyim, atasdzii, mani ve siir bulunmaktadir (Durukan 2013).

Tiirkiye kahve tiiketiminde Avrupa’ya gore geride kalmaktadir. Avrupa’da kisi
basima yillik kahve tiiketimi 5-6 kilogram olup bu deger Iskandinav Ulkelerinde 11-12
kilograma kadar yiikselmektedir. Tiirkiye’de ise tiiketim kisi basmna yilda 250 gramdir.
Kahve iilkemizde Tiirk kahvesi, hazir kahve ve filtre kahve olmak iizere ii¢ ayr1 sekilde
tiikketicilere sunulmaktadir. Toplam tiiketimin %75°1 Tirk kahvesinden, %25’1 hazir,

cekirdek ve filtre kahve gesitlerinden olusmaktadir (ITO 2004).



2.3. Sekonder Metabolitler

Bitkiler, sekonder metabolitler olarak adlandirilan farkli yapilardaki organik
molekiilleri  sentezlemektedirler. Sekonder metabolit sentezi fotosentez ile
baslamaktadir. Sekonder metabolitler genellikle biyosentez mekanizmalarmma gore
siniflandirilmaktadir. Fenolik bilesikler, terpenler ve steroitler, ve alkaloitler olmak
iizere li¢ ana baglik altinda incelenmektedirler. Lignin sentezine dahil olan fenolik
bilesikler ¢ogu bitkide bulunurken alkaloitler belirli cinslerde bulunmaktadir (Bourgaud
ve ark. 2001). Bitkiyi dis etkenlerden koruyan sekonder metabolitler bitki i¢in fizyolojik

acidan 6nem tasimazken biyolojik acidan oldukc¢a 6nemlidirler.

Halk arasinda bitkiler, yiizyillardan beri tedavi edici 6zelliklerinden dolay1
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bitkilerin sahip olduklar1 aktivitelerden sorumlu olan
sekonder metabolitler glinlimiizde farmasdotik, kozmetik ve 6zellikle nutrasotik tirtinlerin
bilesimlerinde yer almaktadirlar. Ila¢ endiistrisinde kullanilan molekiillerin %25 ini

bitki kokenli maddeler olusturmaktadir (Bourgaud ve ark. 2001).

2.3.1. Fenolik Bilesikler
Fenolik bilesikler yapilarinda bir ya da daha fazla fenol grubu igeren
molekiillerdir. Kendi i¢lerinde fenolik asitler, flavonoitler, stilbenler ve lignanlar olarak

siniflandirilmaktadirlar. Fenolik bilesiklerin iskelet yapilar1 Sekil 2-1'de verildi.

Fenolik bilesik gruplarindan biri olan fenolik asitler, karboksilik asit grubu
iceren fenollerdir. Fenolik asitler, hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit tiirevleri
olmak {iizere iki farkli iskelete sahiptirler (Sekil 2-1). Temel iskelet yapist ayn1 olmakla
beraber hidroksil gruplarmin sayis1 ve aromatik halkadaki pozisyonu fenolik asitlerde
cesitlilik saglamaktadir. Protokatesik asit, gallik asit, p-hidroksibenzoik asit gibi tiirler
hidroksibenzoik asit iskeletine sahiptirler. Kafeik asit, kumarik asit, ferulik asit, sinapik
asit gibi fenolikler ise hidroksisinnamik asit yapisindadirlar (BrandSteterovd ve

Ziakova-Caniova 2002, Robbins 2013).
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Sekil 2-1: Fenolik bilesikler

Hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit tiirevlerinin biyosentezi aromatik bir
amino asit olan L-fenilalanin'e dayanmaktadir. L-Fenilalanin sikimat sentezinin son
irlinli olan korizmattan sentezlenmektedir. L-Fenilalaninin hidroksisinnamik asit
tiirlerine doniismesi genel fenilpropanoit metabolizmas1 olarak adlandirilan i
basamakl1 bir mekanizma ile ger¢eklesmektedir. 11k basamakta L-fenilalaninin spesifik
deaminasyonu ile sinnamik iskeletinde bir frams-cift bag meydana gelmektedir.

Aromatik halkanin 4 pozisyonunda hidroksillenmesi p-kumarati olusturmaktadir.



Enzimatik reaksiyon ile CoA esteri (esterin aktif bir formu) meydana gelmektedir. p-
Kumarat olusumundan sonra ve CoA ligaz reaksiyonundan dnce meydana gelen diger
basamaklar aromatik halkanin tekrar hidroksillenmesi ve metilleme reaksiyonlarini
icermektedir. Bunlarim sonucunda kafeat, ferulat ve sinapat tiirevleri olusmaktadir.
Benzoik asit tlirevlerinin olusumu i¢in Onerilen iki farkli yol bulunmaktadir. Bunlar
hidroksisinnamik asit tiirevlerinin yan zincir degredasyonu (asetat c¢ikisi)) ve 3-
dehidrosikimatin enzimatik reaksiyonlar ile benzoik asit tiirevlerine doniistiiriilmesidir

(Sekil 2-2).

Bitkilerde fenolik asitlerin cogunlugu ester, eter veya asetal baglar ile bitkinin
diger bilesenlerine (seliiloz, proteinler, lignin, v.b.), daha biiyiikk polifenollere
(flavonoitler, v.b.), daha kii¢iik organik molekiillere (glukoz, kinik asit, maleik asit,
tartarik asit, v.b.) veya diger dogal bilesiklere (terpenler, v.b.) bagh halde bulunurken
sadece az miktar1 serbest asit halindedir. Bu durum fenolik asit analizlerini daha

karmagik hale getirmektedir (Robbins 2013).

Bitkilerde fenolik asitlerin protein sentezi, enzim aktiviteleri, fotosentez gibi
farkli gorevleri oldugu bilinmektedir. Hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit
tirevleri meyve, sebze ve tahillarin tohum, yaprak, kok ve govde kisimlarinda
bulunabilmektedir. Fenolik asitler bitkilerde homojen olarak dagilmamistir. Bitkinin

yetisme kosullarinin fenolik asit icerigi tizerinde etkisi vardir (Robbins 2013).
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Bitki kokenli yiyecekler (meyve, sebze, baharat, cay, kahve, v.b.) zengin fenolik
asit icerigine sahiptirler. Beslenme tarzina gore giinliik 25 mg — 1,0 g arasinda fenolik
asit alimi gerceklesmektedir. Yapilan literatiir arastirmasi sonucu, bu tip gidalarin
tiketiminin koroner kalp hastaligi, inme ve kanser gibi pek c¢ok hastaligin
inhibisyonunda etkili oldugu belirlenmistir. Fenolik asitler yapilarindaki aromatik
halkada bulunan hidroksil grubunun aktifligi sebebiyle antioksidan 6zellige sahiptirler.
Lipitlerin ve diger molekiillerin oksidasyonunu serbest radikallere hidrojen atomu

vererek engellemektedirler.
R- +POH — RH + PO-

Fenoksi radikali ara iiriinleri (PO-) rezonans sebebiyle kismen kararlidirlar ve bu
nedenle yeni bir zincir reaksiyonu olusmamaktadir. Ayrica fenoksi radikalleri ortamda
bulunan diger serbest radikaller ile tepkimeye girerek yayilma tepkimelerini

durdurmaktadirlar.
R:- + PO — POR

Fenolik asitler ve esterlerinin indirgeme aktiviteleri molekiilde bulunan serbest
hidroksil gruplarmin sayisina ve sterik etkiye bagldir. Rezonans ile fenil halkasma
bagli olan —CH=CH-COOH grubunun ariloksi radikallerini stabilize etme etkisi
sebebiyle hidroksisinnamik asitler hidroksibenzoik asitlerden daha aktiftir (Dai ve

Mumper 2010).

Fenolik asitler antioksidan aktivitelerinin yani sira antiviral ve antibakteriyal etki
de gostermektedirler (Jacob ve Burri 1996, Huang ve Ferraro 1992, Powless ve Ness
1996). Kafeik asit immiinoregulasyon hastaliklari, astim ve alerjik reaksiyonlara sebep
olan l6kotrienlerin biyonsentezini engellemektedir (Koshihara ve ark. 1984). Ayrica
kafeik asit ve esterlerinin kolon kanserine karsi tiimor olusumunu engelledikleri
belirtilmistir (Rao ve ark. 1993, Olthof ve ark. 2001). Bazi fenolik asitlerin AP-1
transkripsiyon aktivitesinin inhibisyonu ile ilgili olduklar1 belirlenmistir. AP-1 proteini
inflamasyon, hiicre farklilasmasi1 ve proliferasyonunu kontrol eden prosesleri olumsuz
etkileyen bir aktivator proteindir (Maggi-Capeyron ve ark. 2001). Kafeoilkinik asit ve
dikafeoiltartarik asit gibi kafeik asit tiirevleri HIV-1 (Human immunodeficiency virus
type 1) viriisiinliin integrazina karst kuvvetli ve seg¢ici bir inhibisyon aktivitesi

gostermektedir (King ve ark. 1999).
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2.3.2. Yesil Kahve Cekirdeginin Kimyasal I¢erigi

Yesil (kavrulmamig) kahve ¢ekirdeklerinin kimyasal icerigi kahve agacinin tiirti
ve orijini ile ¢esitlilik gostermektedir (Brezova ve ark. 2009). Yesil kahve ¢ekirdekleri
polisakkaritler, monosakkaritler, lipitler, steroller, yag asitleri, fenolik asitler ve
esterleri, alkaloitler, terpenler gibi pek ¢ok madde icermektedir (Tablo 2-1) (Parras ve
ark. 2007, Stalmach ve ark. 2012). Bu bilesiklerin yanisira yesil kahve ¢ekirdeklerinde
potasyum, magnezyum, kalsiyum, fosfor, kiikiirt, kursun, krom, ¢inko, bakir, nikel ve
demir gibi ¢esitli elementler de bulunmaktadir (Jaganyi ve Madlala 2000). Bu sebeple
kahve giinliik krom alimmin % 8'ini karsilayabilmekte (Santos ve ark. 2004) ve 6nemli

bir magnezyum kaynagi olarak sayilabilmektedir (He¢imovi¢ ve ark. 2011).

Tablo 2-1: Yesil kahve cekirdeginin kimyasal icerigi

Polisakkaritler Glukomannan, seliiloz

Monosakkaritler Glukoz, galaktoz, arabinoz, fruktoz, mannoz, mannitol,
ksiloz, riboz

Lipitler Trigliseritler (%75)
Steroller Stigmasterol, sitosterol
Yag Asitleri Linoleik asit, linolenik asit, oleik asit, palmitik asit, stearik

asit, aragidik asit, lignoserik asit, behenik asit

Fenolik Asitler Kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, sinapik asit, sirinjik
asit, gallik asit, vanilik asit

Fenolik Asit Esterleri 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, 3-FQA, 4-FQA, 5-FQA, 3,4-
diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-diCQA, 4-CoQA, 5-CoQA

Alkaloitler Kafein, teobromin, teofilin

Terpenler Kahveol, kafestol, metil kafestol

Yesil kahve c¢ekirdekleri fenolik bilesikler, ozellikle de klorojenik asitler
acisindan oldukc¢a zengindir. Klorojenik asitler, baz1 hidroksisinnamik asitler ve kinik
asitler arasindaki reaksiyon sonucu olusan esterler grubudur (Farah ve Donangelo

2006). Yesil kahve ¢ekirdekleri en 6nemli klorojenik asit kaynaklarindan biridir ve kuru
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agirliklarinin % 6-10'unu klorojenik asitler olusturmaktadir. Klorojenik asit terimi ilk
defa 1846 yilinda kahve ¢ekirdeginden izole edilen fraksiyon i¢in kullanilmastir.
Kahvenin toplam klorojenik asit iceriginin %350’sini [UPAC sistemine gore 3-O-
kafeoilkinik asit olarak adlandirilan tiirev olusturmaktadir. Bunun yanisira yesil kahve
cekirdeklerinde Onemli miktarda 4-O-kafeoilkinik asit, 5-O-kafeoilkinik asit ve
feruloilkinik asit analoglar1 olan 3,4-O-, 3,5-O- ve 4,5-O-dikafeoilkinik asit ve daha
diisiik oranlarda 4-O-p-kumaroilkinik asit ile 5-O-p-kumaroilkinik asit bulunmaktadir.
Ayrica yesil kahve cekirdekleri klorojenik asit tiirevlerinden daha diisiik miktarda
olmak iizere sirinjik asit, p-kumarik asit, gallik asit, sinapik asit, kafeik asit, p-
hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, vanilik asit ve ferulik asit de igcermektedir
(Somporn ve ark. 2011, Stalmach ve ark. 2012). Farkl kahve tiirlerinin igerdikleri
klorojenik asit miktarlar1 Tablo 2-2'de verildi (Farah ve Donangelo 2006). Yapilan
arastirmalar sonucu C. canephora tiiriiniin en yliksek miktarda klorojenik asit icerdigi

belirlenmistir.



Tablo 2-2: Yesil kahvede bulunan klorojenik asit miktarlari

Ornekler CQA FQA diCQA  Toplam CGA
C. arabica 5,76 0,25 0,87 6,88
C. arabica var. caturra 4,63 0,33 0,66 5,62
C. arabica var. bourbon 4,77 0,34 0,56 5,67
Wild C. arabica 3,26 0,19 0,60 4,10
C. arabica (Angola) 4,30 0,57 1,23 6,10
C. arabica (Angola) 4,84 0,28 0,53 5,65
C. arabica (Angola) 5,67 0,79 1,39 7,85
C. arabica var. bourbon (Brezilya) 4,20 0,28 0,77 5,25
C. arabica cv. Longberry (Etiyopya) 4,60 0,29 0,84 5,73
C. canephora cv. Robusta 6,82 0,60 1,37 8,80
C. canephora cv. Robusta 5,33 0,79 1,05 7,17
C. canephora cv. Robusta (Angola) 3,43 0,54 1,20 6,08
C. canephora cv. Robusta (Angola) 4,97 0,75 1,46 7,18
C. canephora cv. Conillon (Brezilya) 7,42 0,95 1,09 9,47
Wild C. canephora (average) 7,66 1,43 2,31 11,3
C. canephora var. robusta (Uganda) 5,77 0,47 1,34 7,58
Timor hybrid (C.arabica x C. canephora) 4,71 0,33 0,58 5,62
Catimor (Timor hybrid x C. arabica) 5,51 0,35 0,45 6,31
C. liberica cv. Dewevrei 5,39 0,48 1,10 6,97

2% g (kuru agirlik)



13

2.3.3. Kavurma islemi ve Kimyasal icerik Uzerindeki Etkileri

Kahve hazirlanirken kavrulmus c¢ekirdekler kullanilmaktadir (Bond 2012).
Kavrulmus kahvenin kimyasal icerigi, yesil kahve ¢ekirdeginin igerigine bagli olmakla
beraber kurutma, saklama, kavurma ve 6giitme gibi islemlerle de yakindan iligkilidir
(Andriot ve ark. 2004). Kavurma islemi kahvenin kimyasal igerigini degistirmekte ve
dolayisiyla da biyolojik aktivitelerini etkilemektedir. Kavrulma sirasinda fenolik
bilesikler kismen parcalanmakta ve/veya polimer yapilar meydana gelmektedir. Bazi
bilesikler pargalanirken Maillard reaksiyonlari, karbonhidrat karamelizasyonu ve
organik bilesiklerin pirolizi ile melanoidinleri de igceren bazi yeni makromolekiiller
olugsmaktadir (Lopez-Galilea ve ark. 2007). Melanoidinler indirgen sekerler ile serbest
amino grubu iceren bilesikler (amino asitler, peptitlerin amino gruplari) arasinda
meydana gelen Maillard reaksiyonlari'nin son tiriinleridir (Andriot ve ark. 2004). Ayrica
kavrulmus kahve essiz bir aromaya sahiptir. Kompleks yapidaki kahve aromasi, bilinen
800 adet madde igermektedir. Bu bilesenlerin ¢ogu heterosiklik yapilardir ve giinliik
beslenmede kahve disinda herhangi bagka bir kaynaktan alinamamaktadir (Stalmach ve

ark. 2012).

Kavurma islemi kahve c¢ekirdeklerinde bulunan fenolik asit miktarinin
degismesine sebep olmaktadir. Kavurma sonrasi bazi fenolik maddeler par¢alanmakta
ve yeni bilesikler meydana gelmektedir. Literatlirdeki pek ¢ok arastrma bu islemin
fenolik icerik tizerindeki etkisini gostermektedir. Somporn ve ark. (2011) C. arabica cv.
Catimor tiirii ile gercgeklestirdigi ¢alismada farkli derecelerde kavrulmus ¢ekirdeklerin

fenolik asit igeriklerini kargilastrmistir (Tablo 2-3).
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Tablo 2-3: Kavurma derecesinin kahvede bulunan fenolik asitlerin miktarlari iizerindeki

etKisi

Fenolik asit tiirii Yesil kahve Az kavrulmus Orta kavrulmus Cok kavrulmus

cekirdegi kahve kahve kahve
Klorojenik 125,397 67,44 22,29 37,94
Sirinjik 2,46 2,64 2,61 2,62
p-Kumarik - 15,46 7,36 4,53
Gallik 2,75 10,96 3,58 4,04
Sinapik 10,34 10,89 2,88 5,27
Kafeik 6,34 3,19 9,50 6,84
p-Hidroksibenzoik 5,77 8,58 42,23 30,18
Protokatesik 2,56 3,86 13,00 13,29
Vanilik 6,90 6,39 14,42 11,38
Ferulik - 3,63 4,10 11,09

2mg/100 g taze 6rnek

2.4. Kahvenin Biyolojik Aktiviteleri

Yapilan caligmalar sonucu kahvenin, iceriginde bulunan fenolik asit ve tiirevleri,
kafein ve melanoidinler gibi dogal antioksidan bilesikler sebebiyle 6nemli Olciide
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Vignoli ve ark. 2011). Kavrulma
sirasinda klorojenik asitlerin bir kismi parcalanabilmektedir. Bunun sonucunda fenolik
bilesik miktarinda azalma meydana gelmektedir. Ayrica siiblimasyon ile kafein
iceriginde de kayip olmaktadwr, fakat bu miktar gozardi edilebilecek kadar azdir
(Stalmach ve ark. 2012). Kavrulma sonucu meydana gelen fenolik icerik miktarindaki
diisiise ragmen Maillard reaksiyonlar1 sonucu olusan ve olduke¢a yiiksek antioksidan
aktivite gosteren melanoidinler ile kahvenin antioksidan kapasitesi ayn1 kalabilmekte ve
hatta yiikselebilmektedir. Fenilindanlar gibi bazi1 polifenol tiirevlerinin yiiksek
antioksidan potansiyele sahip oldugu belirlenmistir (Guillot ve ark. 1996).

Yesil ve kavrulmus kahvenin antioksidan kapasiteleri pek ¢ok arastirmaci
tarafindan 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) katyon radikali
giderim, 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikali giderim, demir indirgeme
ve elektron paramanyetik rezonans yontemleri ile belirlenmistir (He¢imovi¢ ve ark.

2011, Vignoli ve ark. 2011, Brezova ve ark. 2009). Bu caligmalarin bazilarinda
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kavrulma derecesi (az, orta, c¢ok) ile antioksidan potansiyel arasindaki iliski
incelenmistir. Hec¢imovi¢ ve ark. (2011) ABTS katyon radikali giderim yontemi ile
degisken sonucglar elde edilirken demir (III) indirgeme antioksidan giicii (FRAP)
yontemi ile az kavrulmus kahve orneklerinde daha yiiksek etkinlik saptamistir. Baska
bir calismada ABTS katyon radikali giderim, DPPH serbest radikali giderim ve bakir
(Il) indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) yontemleri ile kavrulmanin etkisi
incelenmis fakat kavrulma derecesiyle paralel olarak antioksidan aktivitede artis veya
azalma saptanmamistir (Y1lmaz ve ark. 2014). Vignoli ve ark. (2011) farkl derecelerde
kavrulmus kahve orneklerinin antioksidan kapasitelerinde anlamli bir farklilik tespit
etmemis ve bu durumu pargalanan ve yeni olusan antioksidan 6zellige sahip bilesiklerin
dengesi ile acgiklamislardir. Ayrica kahve orneklerinin antioksidan aktiviteleri farkli
pisirme tekniklerinin kullanilmasi veya iglerine siit eklenmesi ile de degisebilmektedir

(Parras ve ark. 2007, Niseteo ve ark. 2012).

Kahve ¢ekirdeklerinde bulunan terpenoitlerden kahveol ve kafestol Tiirk kahvesi
ve espresso gibi filtre edilmeden hazirlanan kahvelerin igeriklerinde bulunmaktadir.
Hayvanlar iizerinde yapilan in vivo deneylerde bu iki terpenoidin mutajenik ve
kanserojen etkileri olan 2-amino-1-metil-fenilimidazol[415-b]piridin, aflatoksin B1 ve
kolon kanserine yol agan 7,12-dimetilbenz[a]antrasin gibi maddelere karsi koruyucu
olduklar1 tespit edilmistir (Huber ve ark. 2003). Porta ve ark. (2003) kahvenin timor

olusumunu inhibe ettigini belirtmistir.

Kahvede bulunan birincil alkaloit olan kafein farmakolojik acidan aktif bir
bilesiktir. Kafein ve metabolitleri, teobromin, teofilin ve paraksantin benzer etkilere ve
mekanizmalara sahiptirler ve genellikle birarada bulunmaktadirlar. Diger pek ¢ok
biyoaktif madde i¢in de gecerli oldugu gibi kafein tiiketimi tiiketicinin saglik durumu,
yas1 ve tiiketim miktarina gére olumlu ya da olumsuz etkiler gostermektedir. Kafein
genellikle beyindeki dopamin konsantrasyonunu yiikselterek uyanikligi ve uyanik
kalma siiresini arttrmaktadir. Ayrica bu durum kafeinin merkezi sinir sistemini uyarict
ve bagimmlilik yapici 6zelliklerinin sebebi olarak acgiklanmaktadir. Kafein tiiketimi
gastrik asit sekresyonu, sindirim gii¢cliigii, polilire ve bunun sonucu olarak sivi kaybu,
carpint1 ve aritmiye sebep olabilmektedir. Bunlarin yanisira kafein ve tlirevlerinin
solunum ve kalp fonksiyonlar1 iizerine yararh etkileri bulunmaktadir. Sentetik teofilin

astim ve kalp yetmezligi tedavisinde kullanilmaktadir. Yapilan caligmalar sonucu
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kafeinin saglikli hastalarda insiilin hassasiyetini ve glukoz toleransini yiikselterek tip 2

diyabet riskini azalttig1 belirlenmistir (Lean ve ark. 2012).

Literatiirdeki epidemiyolojik calismalar kafeinin yasl insanlar i¢in oldukga
onemli bir sorun olan Alzheimer hastaligina kars: etkili bir terapdtik ajan olabilecegini
ve tiikketiminin risk faktorlerini azaltacagini gostermektedir. Arendash ve Cao (2010)
yaptiklar1 in vivo ¢aligmada kafeinin Alzheimer hastaliginin olusum sebebi olabilecegi
diisiiniilen beyindeki f-amiloid seviyesini diistirdiigiinii belirlemislerdir. Lindsay ve ark.
(2002) Alzheimer hastaliginin risk faktoleri iizerine gergeklestirdikleri ulusal
arastrmada kafein tliketiminin risk azaltici parametrelerden biri oldugunu
belirlemislerdir. Yapilan in vitro bir g¢alismada kafeinin Alzheimer hastaliginin
tedavisinde kullanilan etken madde olan galantamine yakin antikolinesteraz etki
gosterdigi tespit edilmistir (Yilmaz ve ark. 2014). Ayrica kafeinin Parkinson hastaligi
riskini de azalttig1 belirtilmistir (Ascherio ve ark. 2001).

Literatiirde kahve c¢ekirdeklerinde bulunan fenolik asitlerin  biyolojik
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmis pek cok in vivo ve in vitro

calisma mevcuttur. Tablo 2-4'te bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar verilmistir.
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Tablo 2-4: Yesil ve kavrulmus kahve cekirdeklerinde bulunan fenolik asitlerin biyolojik

aktiviteleri
Fenolik asit Biyolojik aktivite Kaynak
Klorojenik asit ve Antioksidan, néroprotektif, kalp ve Upadhyay ve Rao 2013
tiirevleri damar hastaliklarina karsi koruyucu, a-
glukozidaz inhibitérii, plazma ve
karacigerdeki kolesterol, triacilgliserol ve
mineral konsantrasyonlarini diizenleyici
p-Hidroksibenzoik asit ~ Antibakteriyal, antimikrobiyal, Manuja ve ark. 2013
antifungal, antimutajenik, antialgal,
antioksidan
Vanilik asit Antisickling, antihelmintik, Szopa ve ark. 2013
hepatoprotektif
Kafeik asit Antioksidan, antikanser, antienflamatuar, Szopa ve ark. 2013,
noroprotektif Bufalo ve ark 2013,
Vauzour ve ark. 2010
Ferulik asit Antioksidan, antikanser, ndroprotektif, Yan ve ark. 2001,
kardiyoprotektif Ogiwara ve ark. 2002,
Mancuso ve Santangelo
2014
Sinapik asit Antioksidan, anksiyolitik, Niwa ve ark. 1999, Zou
antienflamatuar, kardiyoprotektif ve ark. 2002, Yoon ve
ark. 2007, Yun ve ark.
2008, Roy ve Prince 2013
Protokatesik asit Antioksidan, antikanser, antiviral, Masella ve ark. 2012,
kardiyoprotektif Tsao ve ark. 2014, Ou ve

ark. 2014, Tang ve ark.
2014.
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2.5. Fenolik Bilesiklerin Tayini i¢cin Kullanilan Yontemler

Bitkiler, icecekler ve gidalardan fenolik asitlerin ekstraksiyonu ve tayini i¢in
izlenecek yontemler matriksin yapisina gore degiskenlik gostermektedir. Bazi
iceceklerin analizinde higbir ekstraksiyon metodu kullanilmaksizin sadece filtrasyon
yeterliyken, kompleks orneklerin analiz oncesinde birkag basamakli érnek hazirlama
asamasindan geg¢mesi gereckmektedir. Fenolik asitlerin polarite ve kimyasal
yapilarindaki farkliliklari, 6rneklerdeki farkli miktarlar1 ve karmasik 6rnek matriksleri
sebebiyle ekstraksiyon Oncesi her Ornege uygulanabilecek standart bir prosediir
bulunmamaktadir. Sekil 2-3'te bitki, icecek ve gida Orneklerinde fenolik bilesiklerin

analizi i¢in kullanilan genel stratejiler sematize edilmistir (Herrero ve ark. 2012).

Ornek

On-hazirlama
SFE

Sokslet

SIVI-SIVI ultrasonik

dalga
kati-sivi £

mikrodalga MSPD

Temizleme - izolasyon

Sekil 2-3: Bitki, icecek ve gida orneklerinde fenolik bilesiklerin analizi icin kullamilan

genel stratejiler

2.5.1. Ornek On-Hazirlama Yéntemleri

Sarap, bazi meyve sular1 gibi 6rneklerde fenolik asit tayini i¢in érnek hazirlama
basamaginda sadece filtrasyon yeterli olabilmektedir. Uziim, bogiirtlen gibi yumusak ve
sulu meyveler ekstraksiyon Oncesinde pargalanir, ezilir veya derin dondurucuda

dondurulur ve ardindan belirli bir tanecik boyutunda 6giitiiliir. Elma, avokado, zeytin
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gibi daha sert meyve ve sebzeler bir ogiitiici yardimiyla alkollii bir ¢ozeltide
homojenize edilir veya derin dondurucuda dondurulup ogiitiilir. Tahillar ise

ekstraksiyon oncesinde un haline getirilir (Robbins 2003).

2.5.2. Ekstraksiyon Yontemleri

2.5.2.1. Sivi-S1v1 Ekstraksiyonu

Sivi-sivi  ekstraksiyonu yontemi fenolik bilesiklerin = sivi  6rneklerden
ekstraksiyonu i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu yontem fenolik bilesiklerin
karismayan iki sividaki ¢oziintirliiklerine dayanmaktadir. Daha ¢ok lipofilik bir ¢oziicii
ile metanol veya metanol/su karisimi gibi polar bir ¢dziicliden olusan sistemler
kullanilmaktadir. Apolar ¢oziicii olarak genelde hegzan, petrol eteri, kloroform gibi
coziiciiler kullanilirken polar ¢oziicli olarak metanol, metanol/su, tetrahidrofuran/su
veya N,N-dimetilformamit gibi c¢ozciiler kullanilmaktadir. Bu yontem zeytinyagi
orneklerinin fenolik fraksiyonunun ekstraksiyonu icin siklikla kullanilmaktadir. Sivi-
sivt ekstraksiyonunun uygulmasi kolay ve tekrarlanabilir sonuglar veren bir yontem
olmasmna ragmen islem siiresinin uzun olmasi ve zararli organik c¢oziiciilerin

kullanilmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Herrero ve ark. 2012).

2.5.2.2. Kati-Sivi Ekstraksiyonu

Kati-s1v1 ekstraksiyonu kat1 ornekler i¢in kullanilmaktadir. Bu yontemde kati
ornekler homojenize edilir ve bir ¢6ziicii ya da ¢oziicii karigimi ile ekstraksiyon islemi
gerceklestirilir. Tam bir ekstraksiyon i¢in bazi parametreler optimize edilmelidir.
Bunlarin arasinda homojenize edilen 6rnegin tanecik boyutu, nem miktari, ekstraksiyon
coziiclisti, sicaklik, ekstraksiyon siiresi bulunmaktadir. Ekstraksiyon sonrasinda
santrifiijleme veya filtrasyon islemi uygulanir ve c¢oziicii ucurulur. Kalint1 analiz
yontemine uygun bir ¢oziiciide ¢oziiliir. Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda 6rnegin
ve analizi yapilacak fenolik asidin kimyasal yapisima gore etanol, metanol veya bu iki
¢Oziiciiniin su ile belirli oranlardaki karisimlari en ¢ok tercih edilen ekstraksiyon
coOziiciisii sistemleridir. Yiiksek miktarda yag iceren drneklere ekstraksiyon igleminden

once hegzan gibi lipofilik bir ¢6ziicii ile muamele edilebilir. Béylece yaglarin fenolik
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bilesiklerin ekstraksiyonundaki olumsuz etkileri ortadan kaldirilmis olur (Herrero ve

ark. 2012).

2.5.2.3. Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyonu Soxhlet ekstraktorii kullanilarak gerceklestirilir. Kat1 veya
yari-kati numuneler i¢cin uygundur. Bu teknik en eski ekstraksiyon yontemlerinden
biridir ve giiniimiizde de sik¢a kullanilmaktadir. Soxhlet ekstraktorii, ¢oziicii sisesi, orta
cemberde sivi akis borusu (sifon), geri sogutucu ve 1sitma sisteminden meydana
gelmigtir. Kat1 6rnek, orta cemberin icindeki ektraksiyon bdlmesinin igine yerlestirilir.
Coziicl alttaki ¢oziicii sisesinin i¢ine koyulur. Coziicii kaynama sicakliginin iizerine
isitilir ve kaynayan ¢oziiciiden gelen buharlar geri sogutucuya dogru hareket edip
yogunlasir, 0rnege dogru damlar. Coziicii ornek ile karisir ve daha sonra ¢oziicl
seviyesi sifonun tepesine ulasir ulasmaz 6rnek bolmesini bosaltarak ¢6ziicli sisesine geri
damlamaya baslar. Boylece sicak ¢6ziicli 6rnek igerisinde sirkiile olur ve her dolagimda
taze ¢Oziicii kullanilir. Ekstre edilen analitler ¢6ziicli sisesinin i¢inde kalir. Cevrim
sayisin1 ve ekstraksiyon zamanini rapor etmek daha iyi bir karsilagtirma i¢in 6nemlidir.
Ekstraksiyon siiresi ornek tiirline gore 6 saatten 24 saate kadar olabilir. Ekstraksiyon
coziiciiler1 genellikle saf organik ¢oOziiciiler veya bunlarin karigimlaridir. Soxhlet
ekstraksiyonunda ekstre edilen bilesikler, ¢oziicliniin kaynama sicakliginda termal
acidan kararli olmalidir. Yontemin kullanilmasi esnasinda karsilasilan problemler 6rnek
bolmesinin temizliginden kaynakli olabilir. Soxhlet ekstraktérii kullanilmadan 6nce,

temiz bir ¢6ziicli ile temizlenmelidir (Herrero ve ark. 2012, Biiyiiktuncel 2012).

2.5.2.4. Matriks Kati-Faz Dispersiyonu (MSPD)

Matriks kati-faz dispersiyonu tekniginde kati 6rnek uygun bir bagli-faz veya
oktadesilsilil ile tiirevlendirilmis silika (Cis) gibi uygun bir kat1 destek maddesi igeren
bir havana koyulur. Kat1 destek maddesi ve 6rnek karistirilir. Karistirma isleminden
once i¢ standart ya da standart eklenebilir. Karigim farkli ¢oziiciiler ile Ornekteki
bilesenlerin ayirimi i¢in uygun olan bir kolona aktarilir ve analiz amacina gore tek bir

coziicii veya swra ile farkli coziiciiler kullanilarak ayirma gerceklestirilir. Analitin
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izolasyonu ya da temizlenmesi amaciyla sisteme farkl tipte kolonlar eklenebilir (Barker

2006).

2.5.2.5. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu ekstraksiyon c¢oziiciilerinin kritik sicaklik ve
basing degerlerinin iizerinde kullanilmasiyla gercgeklestirilen ekstraksiyon islemidir.
Kritik sicaklik ve basing degerlerinin iizerinde c¢oziicii siiperkritik akigskan gibi
davranmaktadir. Siiperkritik akiskanlarin difiizyon 06zellikleri gazlara, yogunluklari
sivilara benzemektedir. Bu yontemde en ¢ok kullanilan siiperkritik ¢oziicii CO»'dir.
Fakat fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda diisiik polaritesinden 6tiirii CO; tek basina
kullanilamamaktadir. Bu sebeple polar bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in CO;'ye diistik
miktarda polar ¢oziicii (genellikle etanol) eklenmektedir. Bu modifikasyon ile
polifenollerin dahi ekstraksiyonu gergeklestirilebilmektedir. Etanol ve CO; kullanilarak
60°C sicaklik ve 100 bar basingta guava cekirdeklerinin fenolik bilesikleri ekstre
edilebilmistir (Castro-Vargas ve ark. 2010).

2.5.2.6. Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyon

Ultrasonik dalga destekli ekstraksiyon yontemi uygulamasi kolay ve basit
cihazlar gerektiren bir yontemdir. Bu teknik ile analiz edilecek bilesiklerin kati
orneklerden ekstraksiyonu yiiksek frekansli ultrasonik dalgalar ve diisiik hacimdeki
ekstraksiyon ¢oziiciileri ile gerceklestirilebilmektedir. Frekans1 100 kHz'in iistiinde olan
ultrasonik dalgalar analitlerin kiitle transfer hizi ve ¢oziiniirliigiinii arttirmaktadir. Bu
yontemde optimize edilmesi gereken en Onemli parametreler ekstraksiyon siiresi,
ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon ¢dziiclisliniin tipi ile hacmi ve 6rnek miktaridir

(Herrero ve ark. 2012).

2.5.2.7. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon
Mikrodalga destekli ekstraksiyon tekniginde ornek ile temas halindeki ¢oziicliyli
isitarak analitlerin ¢oziinlirligiini arttirmak i¢in mikrodalga enerjisi kullanilmaktadir.

Belirli bir alana yonlendirilmis sicaklik ve basing hedef bilesiklerin 6rnek matriksinden
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coziicii fazina gogilinii yliksek geri kazanim ile hizlandirmaktadir. Bu yontemin en
onemli avantajlar1 ekstraksiyon siiresinin kisa olmasi ve az hacimde ekstraksiyon
coziiciisii gereksinimidir. Etkin bir ekstraksiyon islemi i¢in ¢oziicii bilesimi ve hacmi,
ekstraksiyon sicakligi, mikrodalga giicii, ekstraksiyon siiresi, 6rnegin tanecik boyutu,
miktar1 ve su igerigi gibi parametreler optimize edilmelidir. Fenolik bilesiklerin bu
teknik ile ekstraksiyonunda genellikle etanol, metanol, su ve bu ¢oziiciilerin karigimlari
kullanilmaktadir. Etanol/su (50:50) karisimi ¢ay 6rneginde polifenollerin ekstraksiyonu
icin kullanilmistir. Diger parametreler yapilacak uygulamaya gore degisebilmektedir.
Genel olarak yaklasik 2 dk stiren bir islem fenolik bilesiklerin 6rneklerden yiiksek geri
kazanim ve tekrarlanabilirlik degerleri ile ekstraksiyonu i¢in yeterlidir (Herrero ve ark.

2012, Hayat ve ark. 2009).

2.5.2.8. Kat1 Faz Ekstraksiyonu
Fenolik bilesiklerin kat1 faz ekstraksiyonu yontemi ile ekstraksiyonlar1 iki farkl
uygulama ile gerceklestirilmektedir: sivi Orneklere direkt uygulama ve baska bir

ekstraksiyon prosediirii ardindan uygulama (Herrero ve ark. 2012).

Fenolik bilesikler i¢in en ¢ok kullanilan kat1 sabit fazlardan biri Cis kat1 fazidir.
Bu tiirdeki kartuglar fenolik asitler, flavonoitler, katesin ve prosiyanidinler gibi pek cok
cesitte fenolik bilesigin ekstraksiyonu icin kullanilmistir. Bu teknik ile ekstre edilen
bilesikler analiz dncesinde polariteleri birbirine benzeyen gruplar halinde birbirlerinden
ayrilabilmektedir (Herrero ve ark. 2012). Cis Sep-Pak kartus kullanilarak tek bir
ekstraksiyon prosediirii ile kirmizi sarap Orneklerinde bulunan fenolik asitlerin,
flavonollerin, antosiyaninlerin, monomerlerin ve polimerlerin, prosiyanidinlerin ve

katesinlerin fraksiyonlandirilmasi gerceklestirilebilmistir (Oszmianski ve ark. 1988).

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ic¢in kullanilan bir baska sabit faz cesidi ise
hidrofilik-lipofilik denge (HLB) kartuslaridir. Bu kati1 faz, divinilbenzen ve N-
vinilpirolidon monomerlerinden elde edilen bir kopolimerdir. Yapilan bir ¢caligmada
kirmiz1 sarapta bulunan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu icin HLB ve Cig kartuslari
kullanilmistir. HLB kartuslarinin kullanim1 ile su ile yikama sonucu analit kaybi
olmadan interferans bilesiklerin ortamdan uzaklastirilabildigi belirlenmistir. Ayrica bu
kartuglarin daha yiliksek duyarlilik, tekrarlanabilirlik ve geri kazanim degerleri

sagladiklar1 belirlenmistir (Pérez-Magariio ve ark. 2008).
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2.5.3. Temizleme ve izolasyon Yéntemleri

Kolon kromatografisi ekstraksiyon adimimin ardindan analiti temizlemek/izole
etmek i¢in kullanilan en eski yontemlerden biridir. Bu metotta kolon i¢ine doldurulmus
silika jel veya aliimina gibi kat1 adsorban maddeler kullanilmaktadir. Adsorban madde
kolon icine kuru ve 1slak olmak iizere iki farkli teknik ile doldurulmaktadir. Ornek
kolona yiiklendikten sonra apolar bir ¢oziicii ile eliisyona baslanmakta ve ¢oziici
polaritesi giderek arttirilmaktadir. Ornekteki bilesenler polaritelerine gore kolonu terk

etmektedirler (Herrero ve ark. 2012).

Temizleme ve izolasyon amaciyla kullanilan bir diger yontem olan asit-baz
ekstraksiyonu bir tlir sivi-sivi ekstraksiyonu yontemidir. Bir sulu ve bir organik faz
kullanilmaktadir. Organik faz olarak genellikle su ile karigmayan eter, etil asetat,
diklorometan gibi bir c¢oziicii tercih edilmektedir. Asit-baz ekstraksiyonu karisim
halindeki organik bilesenleri asidik ya da bazik Ozelliklerine gore birbirlerinden
ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Yontem cogu organik bilesenin organik coziiciilerdeki
coziiniirliklerinin sudaki ¢oziiniirliiklerinden daha yiiksek olmas1 ve asidik ya da bazik
organik bilesiklerin uygun pH’larda iyonik halde bulunmalar1 esaslarina dayanmaktadir.
Bu bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliikleri iyonik haldeyken daha yiiksektir. Bir bazik ve bir
notral 6zellikte ki madde iceren bir eter ¢ozeltisinde bu maddeleri birbirinden ayirmak
icin ortama hidroklorik asit gibi bir mineral asit eklenirse bazik madde iyonlasip sulu

faza gececek, notral madde ise organik fazda kalacaktir (Herrero ve ark. 2012).

Boliim 2.5.2.4.'te ve 2.5.2.8.'de aciklanan matriks kati-faz dispersiyonu ve kati
faz ekstraksiyonu metotlar1 da bir ekstraksiyon prosediirii ardindan istenmeyen

bilesenlerin uzaklastirilmasi veya analitin izolasyonu i¢in kullanilmaktadir.

2.5.4. Tayin Yontemleri

2.5.4.1. Kagit Kromatografisi ve Ince Tabaka Kromatografisi

Kagit kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi fenolik bilesik analizleri i¢in
kullanilan ilk yontemlerdendir. Kagit kromatografisinde sabit faz olarak Whatman filtre
kagid1 kullanilmaktadir. Ince tabaka kromatografisinde silika jel, seliilloz ve poliamit

gibi sabit fazlar kullanilmaktadir. Ince tabaka kromatografisi ayn1 anda pek ¢ok rnegin
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analizi i¢in uygun, ucuz ve hizli bir yontemdir. Fakat kantitatif analizlerde geri kazanim

degerleri oldukea diisiiktiir (Robbins 2003).

2.5.4.2. Folin-Ciocalteu Yontemi

Folin-Ciocalteu yontemi eski zamanlarda fenolik asitlerin miktar tayini i¢in en
cok kullanilan kolorimetrik yontemdi. Bu yontem fosfomolibdik-fosfotungstik asidin
alkali cozeltilerde fenolik asitler tarafindan mavi renkli bir kompleks olusturarak
indirgenmesine dayanmaktadir. Co6zeltide olusan fosfomolibdik-fosfotungstik-fenol
kompleksi 760 nm'de kolaylikla tayin edilebilen bir absorbans vermektedir. Fakat bu
yontemin en bliyiik dezavantaji ornekteki diger bilesenlerin de indirgen ajan olarak
davranabilmeleridir. Bu ydntem ile fenolik bilesiklerin tek tek belirlenebilmeleri

miimkiin degildir (Robbins 2003).

2.5.4.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yaklasik son otuz yildir fenolik bilesiklerin ayrilmasi ve karakterizasyonunda en
cok tercih edilen yontem ters fazli yiiksek performansl sivi kromatografisidir. Fenolik
bilesiklerin bu yontem ile tayininde sabit faz olarak genellikle farkli ¢ap, uzunluk ve
tanecik boyutuna sahip Cis kolonlar kullanilmaktadir. izokratik sistemler yerine bir sulu
ve bir organik faz iceren gradient eliisyon sistemleri ile ¢alismak tercih edilmektedir.
Hareketli fazlarda genellikle sulu faza bir asit eklenmektedir. Bu amacla en cok
kullanilan asitler asetik asit, siilflirik asit, perklorik asit, fosforik asit, trifloroasetik asit,
hidroklorik asit ve formik asittir. Organik faz olarak metanol, asetonitril, propanol,
biitanol, tetrahidrofuran ve etilasetat tercih edilmektedir. Analiz siireleri 30 ile 150 dk
arasinda degigmektedir. Akis hiz1 0,15 ile 1,8 mL/dk arasinda degismekte ve genellikle
1,0 mL/dk olarak ayarlanmaktadir. Tekrarlanabilir sonuglar ve diizgiin pik sekilleri elde
etmek i¢cin kolon sicakligr sabit tutulmaktadir. Yapilan ¢caligmalarda sicaklik 20°C ile

40°C arasinda sabitlenmektedir (Xu 2012).

Fenolik asitlerin dedeksiyonu i¢in en yaygin olarak kullanilan dedektorler UV-
goriiniir bolge ve diyot serili (DAD) dedektorlerdir. Hidroksibenzoik asit iskeletine

sahip olan fenolik asitler 200-290 nm arasinda, hidroksisinnamik asit iskeletine sahip
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olanlar ise 270-360 nm arasinda maksimum absorbans degerlerini vermektedirler (Xu

2012).

Fluoresans dedektorii de fenolik asit tayininde kullanilmaktadir. Bu dedektoriin
en Onemli avantaji se¢iciliginin daha yiiksek olmasidir. Boylece oOrnek icindeki
interferans maddelerin etkileri minimuma indirilebilmektedir. Ornegin; bitkilerdeki pek
cok flavanon UV bdlgede fenolik asitler kadar kuvvetli absorpsiyon yaparken
fluoresans Ozellikleri yoktur. Fluoresans dedektorleri ile fenolik asit tayini i¢in en ¢ok
kullanilan uyarma (excitation) dalga boylar1 310-350 nm arasindayken yayim

(emission) dalga boylar1 420-500 nm arasindadir (Xu 2012).

Kiitle (MS) dedektorii fenolik bilesiklerin analizinde yiiksek spesifiklik ve
duyarhlik gibi pek ¢ok avantaj saglamaktadir. Seciciligi yiiksek kiitle dedektori

sayesinde her zaman tam bir kromatografik ayirim gerekmemektedir (Robbins 2003).

Fenolik bilesiklerin tayininde bu dedektorlerin disinda daha az yaygin olarak
elektrokimyasal dedektorler de kullanilmaktadir (Robbins 2003).

2.5.4.4. Gaz Kromatografisi (GC)

Fenolik bilesiklerin tayininde kullanilan 6nemli ydntemlerden biri de gaz
kromatografisidir. Bu yontemin en énemli dezavantaji fenolik asitlerin uguculuklarinin
disik olmasidir. Bu sebeple analiz Oncesi tiirevlendirme islemi gerekmektedir.
Tiirevlendirme reaksiyonlar1 ile fenolik bilesiklerdeki hidroksil gruplari eter veya
esterlerine donistiirilmektedir. Ucucu tlirevleri olusturmak i¢in kullanilan farkh
reaktifler bulunmaktadir. Diazometan genellikle metil esterleri olusturmak icin
kullanilmaktadir. Bagka bir metilleme mekanizmasi ise alkali ortamda dimetil siilfoksit
ve metil iyodiir ile gergeklestirilmektedir. Fakat en ¢ok kullanilan tiirev trialkilsilil
grubudur. Bu tiirev hidroksil grubunun oksijen atomuna alkil siibstitiieli silisyum
atomunu kovalent bag ile baglayarak elde edilmektedir. En yaygn alkil siibstitiiesi metil
grubudur ve bu reaktifler trimetilsilil tiirevleri olusturmaktadir. Literatiirde fenolik
asitlerin  tiirevlendirilmesi i¢cin en ¢ok kullanilan  reaktifler = N,O-bis-
(trimetilsilil)asetamit, N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroasetamit ve N,O-bis-

(trimetilsilil)trifluoroasetamittir (Robbins 2013).
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Gilinlimiizde gaz kromatografisi ile fenolik bilesiklerin analizinde yaygin olarak
eritilmis silis (fused silica) kapiler kolonlar (kaplama maddesi DB 5, %5 fenil silikon ve
%95 metil silikon) kullanilmaktadir. Izotermal metotlar yerine sicaklik programlamasi
tercih edilmektedir. Dedektor olarak alev iyonlagsmali dedektor ve kiitle dedektorleri

kullanilmaktadir (Robbins 2013).

2.6. Kahve Orneklerinde Fenolik Asitlerin Tayini i¢in Kullanilan Yéntemler
Yapilan literatiir calismas1 sonucu kahve drneklerinin fenolik asit igeriklerinin
belirlenmesi i¢in farkli dedeksiyon yontemleri iceren HPLC yontemlerinin gelistirildigi

belirlenmistir. Tablo 2-5'te bu yontemlerin bazilar1 ayrintili sekilde verilmistir.



Tablo 2-5: Kahve drneklerinde fenolik asitlerin tayini icin gelistirilen HPLC yontemleri

Kabhve tiirii Analitler Ekstraksiyon Metodu Analiz Metodu Kaynak
7 Adet kafeinli ve 5 adet 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, Filtre kahve makinesi HPLC-DAD, XDB Ci3 (150 x 4,6 mm, Sum Fujioka ve
kafeinsiz kahve Grnegi 3-FQA, 4-FAQ, 5-CFA, Gradient eliisyon, A: 325 nm Shibamoto
3,4-diCQA, 3,5-diCQA, 2008
4,5-diCQA Hareketli faz A: 10mM sitrik asit
Hareketli faz B: metanol
Cig ve kavrulmus C. arabica 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, Kat-siv1 ekstraksiyonu LC-MS (Elektro-sprey iyon kaynagi) Perrone ve
cv. Mundo Novo, C. arabica 3-FQA, 4-FQA, 5-FQA, 3- Coziicii: Metanol (%60) Magic C30 HPLC kolonu (150 x 2 mm, 5 pm) ark. 2008
cv. Catuai Vermelho, C. p-CoQA, 4-p-CoQA, 5-p- Yiiksek molekiil agirlikli  Gradient eliisyon
canephora, cv. Conillon CoQA, 3,4-diCQA, 3,5- molekiiller Carrez Hareketli faz A: %0,3 formik asit
cekirdekleri diCQA, 4,5-diCQA, 3,4- ¢ozeltileri ile Hareketli faz B: metanol
diFQA coktlirilmistiir
17 Adet kiiltiir ve hibrit 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, Kat-sivi ekstraksiyonu HPLC-UV, ODS-Ci3 column (250 x 4,6 mm, Duarte ve
C. arabica ¢ekirdekleri 3-FQA, 4-FQA, 5-FQA, Coziicli: Metanol (%40) 5 pwm) ark. 2010

(Brezilya)

3,4-diCQA, 3,5-diCQA,
4,5-diCQA

Yiiksek molekiil agirlikli
molekiiller Carrez
¢ozeltileri ile

coktlirilmistiir

Gradient eliisyon, A: 325 nm
Hareketli faz A: 10mM sitrik asit

Hareketli faz B: metanol

LT



Tablo 2-5 (Devam)

Dort farkli C. arabica

cekirdekleri (cv. Mundo Novo,

cv. Bourbon, cv. Yellow

Catuai, cv. Red Catuai)

Glineste ve golgede yetistirilen

C. arabica L. cv. Catimor

cekirdekleri

Cig ve kavrulmus C. arabica

cv. Catimor ¢ekirdekleri

3-CQA, 4-CQA, 5-CQA,
4-FQA, 5-FQA, 3,4-
diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-
diCQA

Gallik asit, protokatesik
asit, p-hidroksibenzoik asit,
klorojenik asit, vanilik asit,
kafeik asit, sirinjik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit,

sinapik asit

Klorojenik asit, sirinjik
asit, p-kumarik asit, gallik
asit, sinapik asit, kafeik
asit, p-hidroksibenzoik asit,
protokatesik asit, vanilik

asit, ferulik asit

Kat-siv1 ekstraksiyonu
Coziicli: Metanol (%40)
Yiiksek molekiil agirlikli
molekiiller Carrez
¢ozeltileri ile

coktirilmiistiir

Kat-sivi ekstraksiyonu
Coziicii: Su (80°C)
Yiiksek molekiil agirlikli
molekiiller Carrez
¢ozeltileri ile

coktirilmiistiir

Kat-sivi ekstraksiyonu
Coziicii: Su (80°C)
Yiiksek molekiil agirlikli
molekiiller Carrez
¢ozeltileri ile

coktirilmiistiir

HPLC-UV, ODS-Ci3 column (250 x 4,6 mm,
Sum)

Gradient eliisyon, A: 325 nm

Hareketli faz A: 10mM sitrik asit

Hareketli faz B: metanol

HPLC-DAD, LUNA Cis column (250 % 4,6
mm, Spm)

Gradient eliisyon, A: 280 nm

Hareketli faz A: Ultra saf su (pH 2,74, asetik
asit ile)

Hareketli faz B: asetonitril

HPLC-DAD, LUNA Cis column (250 % 4,6
mm, 5 pm)

Gradient eliisyon, A: 280 nm

Hareketli faz A: Ultra saf su (pH 2,74, asetik
asit ile)

Hareketli faz B: asetonitril

Monteiro
ve Farah
2012

Somporn
ve ark.

2012

Somporn
ve ark.

2011

8¢



Tablo 2-5 (Devam)

Yesil kahve ¢ekirdekleri

Meksika, Hindistan ve Cin'den
almmus C. arabica ve C.
canephora tirlerinin meyveleri,

cekirdekleri ve kabuklari

Yesil C. arabica (Honduras) ve
C. canephora (Uganda)
cekirdekleri

3-CQA, 4-CQA, 5CQA,

ferulik asit, kafeik asit

3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, ,
4-FQA, 5-FQA, 3 ,4-
diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-
diCQA, 3-F-4-CQA, 3-C-
5-FQA, 4-C-5-FQA

Kafeik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, o-kumarik asit,
3,4-diMCA, 3,4,5-triMCA,
4-MCA

Kat-siv1 ekstraksiyonu

Coziicii: Metanol/su (4:6)

Kat-siv1 ekstraksiyonu
Coziicii: Etanol/su

(50:50)

Kati-s1v1 ekstraksiyonu
Coziicii: Metanol/su
(40:60)

Hidroliz: 2 N NaOH ile
pH 7: 2 N HCl ile
Stvi-sivi ekstraksiyonu

Coziicii: etil asetat

Micellar electrokinetic chromatography-DAD
Fused-silica capillary (75 um ID)

Etkin ve toplam uzunluk: 22,5 cm ve 30 cm

HPLC-MS, Thermo Cis (150 x 3,0 mm, 5 pm)
Gradient eliisyon

Hareketli faz A: %1 formik asit

Hareketli faz B: asetonitril

Negatif iyonlasma modu, 150-1200 amu,
rezoliisyon 60,000

HPLC-DAD, ODS2 Cis column (250 x 4,6
mm, Spm)

Gradient eliisyon, A: 320 nm

Hareketli faz A: su/formik asit (19:1)

Hareketli faz B: metanol

Risso ve

ark. 2007

Mullen ve

ark. 2013

Andrade
ve ark.

1997

6¢



Tablo 2-5 (Devam)

Yesil kahve ¢ekirdeklerinin

suda ¢oziinen fraksiyonu

Yesil kahve cekirdekleri
(Arabica ve Robusta)

Klorojenik asit, kafeik asit,

ferulik asit

Klorojenik asit, kafeik asit,

ferulik asit

Disaridan temin edilen
yesil kahve
cekirdeklerinin suda
¢ozilinen fraksiyonu
Metanol/su (50:50) ile

¢Oziillmiistir.

Sokslet apereyi ile
ekstraksiyon

Coziicii: hegzan

Cam kolonda
ekstraksiyon

Coziicii: izopropanol/su
karigimu (sirasiyla 80:20,
70:30, 60:40)

1.HPTLC, 10 x 10 cm cam plak Kieselgel 60 F
254

Hareketli faz: etilasetat/diklorometan/formik
asit/asetik asit/su (100:25:10:10:11, v/v/v/v/v)
A: 190 - 700 nm

2. HPLC-UV, LUNA C;s column (150 % 4,6
mm, 5 pm)

Gradient eliisyoni, A: 330 nm

Hareketli faz A: %0,03 tetrahidrofuran
¢oOzeltisinde %10 asetonitril

Hareketli faz B: asetonitril

HPLC-UV, Hypersil Cig column (250 x 4,6 mm,
5 pum)

Gradient eliisyon, A: 325 nm

Hareketli faz A: %0,035 trifloroasetik asit
¢oOzeltisinde %5 asetonitril

Hareketli faz B: 90,025 trifloroasetik asit

¢oOzeltisinde %80 asetonitril

Urakova
ve ark.

2008

Naidu ve

ark. 2008

0¢€



Tablo 2-5 (Devam)

C. canephora var. robusta yesil

kahve ¢ekirdekleri

C. arabica ¢ekirdeklerinin

kabuk kismu (silverskin)

(Santos, Brezilya)

Kafeik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, sinapik asit, o-
kumarik asit, 3,4-
dimetoksisinnamik asit,
3,4,5-trimetoksisinnamik
asit, 4-metoksisinnamik

asit

3-CQA, 4-CQA, 5-CQA,
3-CoQA, 5-CoQA, 3-FQA,
4-FQA, 5-FQA, CQA
lakton

Kati-s1v1 ekstraksiyonu
Coziicii: Metanol/su
(40:60)

Hidroliz: 2 N NaOH ile
pH 7: 2 N HCl ile
Stvi-sivi ekstraksiyonu

Coziicii: etil asetat

Kati-s1iv1 ekstraksiyonu
Coziicii: %1 formik asit
ile kabuklar ayrilmistir.
Ayrilan kabuklardan
fenolikler tekrar %1
formik asit ile ekstre

edilmigtir.

1. CZE-DAD, Fused silika kolon (50 cm x 75
mm)

Hareketli faz: 0.1 M borat tamponu (pH 9,5)
20 KV, 28 pA, A: 280 nm

2. HPLC-DAD, ODS2 Cig column (250 x 4,6
mm, Spm)

Gradient eliisyon, A: 320 nm

Hareketli faz A: su/formik asit (19:1)

Hareketli faz B: metanol

UHPLC-LITMS, Cis BlueOrchid column (50 x
2 mm, 1,8 um)

Gradient eliisyon

Hareketli faz A: % 0,1 formik asit

Hareketli faz B: % 0,1 formik asitte asetonitril

Casal ve

ark. 1999

Bresciani
ve ark.

2014

1€
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2.7. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Parametreleri

Yeni bir analitik yontem gelistirilirken cihaz ve metodun ¢esidi, yontemin amaci
gd6z Onlinde bulundurularak belirlenmelidir. Yontem gelistirme asamasinda
saptanabilecek parametreler gozlenebilme smiri, tayin smiri, aralik, dogruluk ve
kesinliktir. Validasyon calismalarinin yapilma amaci gelistirilen analitik yontemin
amaca uygunlugunun test edilmesidir. Biitlin validasyon parametreleri her tiir teste
uygulanamasa da genellikle incelenen parametreler secicilik, dogrusallik, dogruluk,

kesinlik, aralik, gézlenebilme sinir1 ve tayin siiridir (FDA 2014, ICH 2005).

2.7.1. Segicilik (Selectivity)
Secicilik, bir analitik yontemin ornekteki diger bilesenler yaninda analiti tayin
edebilme yetenegidir. Bu amagla bos drnekler ile denemeler yapilmakta ve interferans

madde varlig1 kontrol edilmektedir (ICH 2005).

2.7.2. Dogrusallik (Linearity)

Bir analitik yontemin dogrusalligi, belirli bir aralikta Ornekteki analit
konsantrasyonu ile dogru orantili yanit verme yetenegidir. Dogrusallik belirlenirken
korelasyon katsayisi, y ekseninin kesim noktasi ve regresyon egrisinin egimi verileri

incelenmelidir (ICH 2005).

2.7.3. Dogruluk (Accuracy)

Bir analitik yontemin dogrulugu, dogru kabul edilmis sonug ile bulunan sonucun
birbirine yakinlig1 olarak ifade edilmektedir. Dogruluk en az 3 farkli konsantrasyonun
(dogrusal aralik icinde) en az 3 tekrarl analizi yapilarak belirlenmeli ve % geri kazanim

veya % bagil ortalama hata olarak verilmelidir (ICH 2005).

2.7.4. Kesinlik (Precision)
Bir analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen 6rnegin belirlenen kosullar altinda

birden fazla 6rneklenip analiz edildigi zaman elde edilen sonuglarin birbirine yakmhgi
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olarak tanimlanmaktadir. Kesinlik varyans, standart sapma ya da bir seri Gl¢limiin
varyasyon katsayist olarak verilebilmektedir. Tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar
iretilebilirlik olmak iizere 3 farkl seviyede incelenmektedir. Tekrarlanabilirlik kisa siire
icinde ve ayni kosullar altinda elde edilen kesinliktir. Tekrarlanabilirlik en az 3 farkh
konsantrasyonun en az 3 tekrarli analizi yapilarak belirlenmelidir. Ara kesinlik ayni
laboratuvarda farkli giinler, farkli analistler ya da farkli cihazlar gibi degisimlerin
sonuclar iizerindeki etkisini gostermektedir. Tekrar {iretilebilirlik laboratuvarlar arasi

kesinligi ifade etmektedir (ICH 2005).

2.7.5. Aralik (Range)
Bir analitik yontemin aralifi, uygun kesinlik, dogruluk ve dogrusalliga sahip
oldugu tespit edilmis en diisiik ve en yiliksek konsantrasyon degerlerinin arasinda kalan

degerleri kapsamaktadir (ICH 2005).

2.7.6. Gozlenebilme Sinir1 (Limit of Detection, LOD)

Bir analitik yontemin gozlenebilme sinir1, analitin 6rnek i¢cinde kabul edilebilir
dogruluk ve kesinlik ile tespit edilebildigi en diisiik miktardir. Ug farkli sekilde
belirlenmektedir (ICH 2005).

2.7.6.1. Gozlenebilme Simirimin Gorsel Degerlendirme ile Belirlenmesi
Gozlenebilme simiri, tespit edilebilen en kiiciik konsantrasyon olarak kabul

edilmektedir (ICH 2005).

2.7.6.2. Gozlenebilme Simirimin Sinyal/Giiriiltii Orani ile Belirlenmesi
Diistik  konsantrasyondaki analitin sinyali ile bos Ornegin sinyali
karsilastirilmaktadir. Sinyal/giiriiltii oran1 3 olan konsantrasyon, gdzlenebilme simiri

olarak kabul edilmektedir (ICH 2005).
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2.7.6.3. Gozlenebilme Simirinin, Yamitin Standart Sapmasi ve Egim ile Belirlenmesi

GoOzlenebilme sinirt:

3,30
S

LOD =

esitligi ile hesaplanmaktadir (¢ = yanitin standart sapmasi, S = Ol¢ii egrisinin egimi)

(ICH 2005).

2.7.7. Tayin Simir1 (Limit of Quantification, LOQ)
Bir analitik yontemin tayin simnir1, analitin 6rnek i¢inde kabul edilebilir dogruluk
ve kesinlik ile kantitatif tayininin yapilabildigi en kiiciik konsantrasyondur. Ug farkli

sekilde belirlenmektedir (ICH 2005).

2.7.7.1. Tayin Simirinin Gorsel Degerlendirme ile Belirlenmesi
Tayin smnir1, kantitatif tayini yapilabilen en kii¢iik konsantrasyon olarak kabul

edilmektedir (ICH 2005).

2.7.7.2. Tayin Stmirimin Sinyal/Giiriiltii Orani ile Belirlenmesi
Diisiik  konsantrasyondaki analitin sinyali ile bos Ornegin sinyali
karsilastirilmaktadir. Sinyal/giiriiltii oran1 10 olan konsantrasyon tayin sinir1 olarak

kabul edilmektedir (ICH 2005).

2.7.7.3. Tayin Simirinin, Yanitin Standart Sapmasi ve Egim ile Belirlenmesi

Tayin smir1:

LOO = 100
0=
esitigi ile hesaplanmaktadir (¢ = yanitin standart sapmasi, S = Ol¢li egrisinin egimi)

(ICH 2005).
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2.8. Agirhikh (Weighted) Regresyon Analizi

En kiiclik kareler yontemi, regresyon ¢oziimlemesinde en yaygin olarak
kullanilan tekniktir. Bu teknikte regresyon egrisinde gézlemlenen y degerleri ile bu egri
arasindaki uzaklik hata terimlerini vermektedir. En kiiciik kareler yontemi bu hata
terimlerinin karelerinin toplammi en kiigliik yapacak katsayr degerlerini hesaplar. Bu
tekniginin en Onemli varsayimlarimdan birisi sabit varyans varsayimidir. Bagimsiz
degiskenlerin birim degerleri degisirken bagimli degiskenin birim degerlerine ait
varyansin  sabit kalacagi varsayilmakta ve bu varsayima sabit varyans
(homoscedasticity) adi verilmektedir. Yani hata terimlerinin varyansi, bagimsiz
degiskenlerdeki degismelerden etkilenmeyip aymi kalmaktadir. Hata terimlerinin
varyansinin sabit olmamasi durumuna degisen varyans (heteroscedasticity) adi
verilmektedir. Bu durumda regresyon modelinin varyansi sabit kalmayip artan, azalan
veya hem artan hem de azalan bir dagilim gostererek degisebilmektedir. Hatalarda
gozlenen degisen varyans problemi, en kiiclik kareler tekniginin en Onemli
varsayimlarindan biri olan sabit varyans varsayiminin saglanamadigini1 goéstermektedir

(Albayrak 2008).

F-testi ile bir Ol¢lii egrisindeki en yiiksek ve en diisiik konsantrasyonlarin
varyanslar1 arasinda anlamli bir fark olup olmadigi belirlenebilir (Almeida ve ark.
2002). Degisen varyans saptandiginda daha giivenilir ve duragan sonuglar elde
edebilmek i¢in agirlikli regresyon analizinin kullanilmas1 gerekmektedir. Degiskenlerin
dontstiiriilmesi yaklasimi yaygim bir sekilde kullanilmaktadir. Degiskenlere doniisiim
uygulamanin temel amaci dogrusallastirmak, normallestirmek ve sabit varyans elde
etmektir. Logaritmik doniisiim, karekok doniisiim, hiberbolik doniisiim, kare dontisiimii,

arcsin doniisiimii yaygin olarak kullanilan doniistimlerdir (Albayrak 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Analizin Yapildig1 Yer
Bu doktora tez calismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik

Kimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda yapilda.

3.2. Materyal

Alt1 adet farklt menseli kavrulmus kahve c¢ekirdekleri ve 1 adet yesil
(kavrulmamis) kahve cekirdegi analiz edildi. Ornekler kendi ambalajlarinda tutularak
laboratuvara getirildi, +4°C’de ve karanlikta muhafaza edildi. Orneklerin menseleri ve

kodlar1 Tablo 3-1’de verildi.

Tablo 3-1: Analiz 6rneklerinin menseleri ve kodlari

Mense Ornek Kodu
Brezilya Kavrulmamis K-1
Brezilya Kavrulmus K-2
Etiyopya Kavrulmus K-3
Kilimanjaro Kavrulmus K-4
Kolombiya Kavrulmus K-5
Kosta Rika Kavrulmus K-6
Uganda Kavrulmus K-7

3.3. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

Asetonitril (HPLC safliginda) ve o-fosforik asit Merck firmasindan (Darmstadt,
Almanya), metanol (HPLC safliginda), sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4), sodyum
dihidrojen fosfat (NaH2POs), formik asit (HCOOH), protokatesik asit (PrCA), p-
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hidroksibenzoik asit (PHBA), kafeik asit (CA), vanilik asit (VA), ferulik asit (FA),
sinapik asit (SNA), 3-O-kafeoilkinik asit (3CQA), 4-O-kafeoilkinik asit (4CQA) ve 5-
O-kafeoilkinik asit (SCQA) Sigma-Aldrich firmasindan (Darmstadt, Almanya) temin
edildi. Cig Kat1 faz ekstraksiyonu kartusu (Chromabond octadecyl-modified silica,
endcapped, 500 mg/3 mL) Macherey-Nagel (Diiren, Almanya), kuvvetli anyon
degistirici kat faz ekstraksiyonu kartusu (SAX) (Supel-Select SAX SPE, 200 mg/6 mL)
ve hidrofilik-lipofilik denge (hydrophilic-lipophilic balance, HLB) kat1 faz
ekstraksiyonu kartusu (Supel-Select SPE, HLB 200 mg/6 mL) Sigma-Aldrich

firmasindan (Darmstadt, Almanya) satin alindi.

Hareketli faz olarak, A (% 0,08’lik o-fosforik asit ¢dzeltisi, suda) ve B

(metanol/su/asetonitril, 85:10:5) ¢ozeltileri kullanild1.

Kahve ornekleri i¢inde miktar tayini yapilacak olan fenolik asitlerden CA,
3CQA, FA, SNA, PrCA, PHBA ve VA'dan 50,00 mg tartildi ve ayr1 ayr1 10 mL'lik
balon jojelerde metanol (HPLC safliginda) ile ¢oziiliip hacmine tamamlanarak 5,00
g/L'lik stok c¢ozeltiler hazirlandi. SCQA ve 4CQA'nin 5,00 mg't 1,00 mL metanol ile
coziilerek stok c¢ozeltiler hazirlandi. Stok ¢ozeltilerin herbirinden 0,50'ser mL 5 mL'lik
bir balon jojeye aktarildi ve hacmine metanol ile tamamlandi. Olgii egrilerinin
hazirlanmasi i¢in kullanilan ¢ozeltiler 500,00 mg/L'lik karigim halindeki stok ¢ozeltinin

seyreltilmesi ile hazirlandi.
SPE denemelerinde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi:
Metanol/su (40:60, h/h) ¢ozeltisi: 60 mL ultra saf suya 40 mL metanol katildi.

% 0,1'lik o-Fosforik asit ¢ozeltisi: 100 mL'lik bir balon jojeye 0,1 mL o-fosforik

asit koyuldu, ultra saf su ile hacmine tamamlanda.

Fosfat tamponu (pH 10): 0,1 M NaH>POy4 ¢ozeltisinin 1 mL'sine 0,1 M Na;HPO4
¢Ozeltisinden 63 mL katilarak hazirland1.

% 2,0'lik Formik asit ¢cozeltisi (metanolde): 100 mL'lik bir balon jojeye 0,2 mL

formik asit koyuldu, metanol ile hacmine tamamland:.

% 10'luk metanol ¢ozeltisi (pH 2): 100 mL'lik bir balon jojeye 10 mL metanol

koyuldu, ultra saf su ile hacmine tamamlandi. o-Fosforik asit ile pH'1 2'ye ayarlandu.
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Metanol/asetonitril (50:50, h/h) c¢ozeltisi: 50 mL metanole 50 mL asetonitril
katildi.

3.4. Cihaz ve Gerecler

1. HPLC cihaz1 (Shimadzu LC-20A)

SPD-20A dedektor

LC-20AT Pompa {initesi (2 adet)

DGU-2015 Gaz giderici linite

CTO-10ASVP Kolon firin1

SIL-20AHT Otomatik numune 6rnekleyici

Cis Analitik kolon (Intersil ODS-3, 4,6 x 250 mm, 5 pm ID)

Cis Analitik kolon (Intersil ODS-3, 2,1 x 50 mm, 3 pm ID)

Cis Koruyucu kolon (Intersil ODS-3, 2,1 x 10 mm, 3 pm ID)

2. Kat1 faz ekstraksiyonu vakum manifoldu (Macherey-Nagel, Chromabond)
Pompa (Buchi, V-850)

3. Hassas terazi (SCALTEC SBA 31)

4. Vorteks (LMS, Harmony VTX-3000L)

5. pH metre (Thermo, Orion 3 Star)

6. Ultrasonik banyo (WiseClean, Wisd)

7. Ultra saf su cthaz1 (ELGA-VEOLIA, PureLab Option-Q DV 25)

8. Otomatik pipetler (Eppendorf, 1-20 uL, 20-200 uL, 100-1000 nL, 500-5000 uL)
9. Doner buharlastirict (rotary evaporator) (Buchi, Rotavapor R-200)

10. Ogiitiicii (Waring)

11. Kahve makinesi (Delonghi)

12. Siringa ucu filtre (Macherey-Nagel, Chromafil Xtra PTFE-20/25 ve GF/PET-45/25)
13. Enjektor (Set Inject, 20 mL)

14. Balon joje (5 ve 10 mL), cam vial, kapak, septum (Isolab)
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3.5. Fenolik Asit Miktar Tayini icin Yontem Kosullarinin Belirlenmesi

3.5.1. Kolon, Hareketli Faz ve Dedektor Dalga Boylarinin Secimi

Literatiir ¢alismalar1 sonucu HPLC kullanilarak yapilan fenolik asit analizlerinde
cogunlukla C;g kolonlarin kullanildig1 saptanmistir. Hareketli faz olarak izokratik
sistemler yerine gradient programlama tercih edilmektedir. Bir sulu ve bir organik
fazdan olusan hareketli faz sistemlerinde genellikle sulu faza asetik asit, fosforik asit,
trifloroasetik asit gibi bir organik asit eklenmektedir. Fenolik asitlerin tayini igin
spektrofotometrik dedektorler siklikla kullanilmaktadir. Benzoik asit iskeletine sahip
olan fenolik asitler 200-290 nm dalga boylar1 arasinda maksimum absorbans degerini
verirken, sinnamik asit tlirevleri ek olarak 270-360 nm arasinda genis absorbans bandi

vermektedir (Xu 2012).

Literatiir ¢alismalar1 goz 6niinde bulundurularak kolon se¢imi amaci ile ebatlar
4,6 x 250 mm, tanecik boyutu 5,0 pum ve ebatlar1 2,1 x 50 mm, tanecik boyutu 3,0 um
olan 2 farkli Cig kolon kullanilarak 40°C'de denemeler gergeklestirildi. Hareketli faz
olarak 0,5 mL/dk ve 1,0 mL/dk akis hizlarinda, farkli oranlardaki su, metanol,
asetonitril, o-fosforik asit ve formik asit karisimlar: ile cesitli gradient programlama
sistemleri denendi. Dedektdr dalga boyunu belirlemek icin 215, 235, 254, 280 ve 325

nm'de ¢alismalar yapildi.

3.5.2. Olcii Egrilerinin Hazirlanmasi

S5CQA, CA, FA, SNA, PrCA, PHBA ve VA i¢in 0,50-75,00 mg/L, 4CQA igin
0,50-250,00 mg/L ve 3CQA i¢in 0,50-1000,00 mg/L konsantrasyon araliklarinda
standartlar hazirlandi. Her konsantrasyon 6 tekrarla analiz edildi. F-testi ile sabit
varyans varsaymmimin gegerli olup olmadigi incelendi. En yiiksek konsantrasyona ait
alan degerlerinin varyansi, en diisiik konsantrasyona ait alan degerlerinin varyansina
oranland1 ve Feyp hesaplandi. Fexp degeri tablo degerinden biiyiik olan 6l¢li egrileri i¢in
Null hipotezi ve sabit varyans varsayimi reddedildi. SPSS (versiyon 21) programu ile
agirhikli (weighted) regresyon analizi yapilarak degiskenlere en diisiik hata degerini

veren katsayilar bulundu ve doniistimler uygulandi.
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3.5.3. Fenolik Asitlerin Ekstraksiyonu

Fenolik asitlerin ekstraksiyonu i¢in farkl ekstraksiyon yontemleri denendi. Yesil
ve kavrulmus kahve cekirdekleri 6giitiicti kullanilarak toz haline getirildi. Kati-sivi
ekstraksiyonu yontemiyle farkli ¢oziicii karisimlar: (metanol/su, metanol/su/asetonitril),
farkli sicakliklar ve ultrasonik banyo kullanilarak yapilan denemeler ile elde edilen
kromatogramlarda fenolik asit pikleri izlenmedi. Sonraki denemede girisimlerin
uzaklastirilmasi ve fenolik asitlerin deristirilmesi icin kati faz ekstraksiyonu (SPE)
metodu kullanildi. SPE metodunda Cis, SAX ve HLB olmak iizere 3 farkl tipte kat1 faz
ile 25 mg/L'lik standart ¢ozelti (kahve O6rneklerinde miktar tayini yapilacak olan 9
fenolik asidin karistmi) kullanilarak 3 tekrarli denemeler gergeklestirildi. Kahve
ornekleri, kahve makinesi ile 10 g 6giitiilmiis kahve c¢ekirdegi ve 300 mL ultra saf su
kullanilarak hazirlandi. SPE isleminden 6nce tiim ornekler 0,45 pm’lik siriga ucu
filtreden geg¢irildi ve %0,1'lik o-fosforik asit ¢ozeltisi (suda) ile seyreltildi (50:50, h/h).
Cis, SAX ve HLB ile yapilan SPE calismalarinin prosediirleri Sekil 3-1, 3-2 ve 3-3’te

verildi.



5 mL metanol ve 3 mL ultra saf su 5 mL metanol ve 5 mL %0,1 o-fosforik asit 5 mL metanol ve 5 mL %0,1 o-fosforik asit

5 mL 6rnek 6 mL 6rnek 6 mL O6rnek

2 mL ultra saf su ve 2 mL fosfat tamponu (pH 10) 2 mL ultra saf su ve 2 mL %10 metanol (pH?2)

8 mL metanol/su (40:60)

Basing altinda ¢

Oziicii ucurulur.

6 mL %2 formik

asit (metanolde)

6 mL metanol/asetonitril (50:50)

y

A

A

y

1 mL hareketli

faz ile ¢oziiliir.

Basing altinda ¢

Oziicii ucurulur.

Basing altinda ¢oziicii ugurulur.

A 4

A

A

A

4

0,20 um’lik filtreden gegirilir.

1 mL hareketli

faz ile ¢oziiliir.

1 mL hareketli

faz ile ¢oziiliir.

Sekil 3-1: C;s kartus prosediirii

A

A

A

4

0,20 um’lik filtreden gegirilir.

0,20 um’lik filtreden gegirilir.

Sekil 3-2: SAX kartus prosediirii

Sekil 3-3: HLB kartus prosediirii

It
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3.6. Gelistirilen Yontemin Validasyon Parametreleri
Gelistirilen yOontemin validasyonu ICH (The International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for

Human Use) parametrelerine gore gergeklestirildi (ICH, 2005)

3.6.1. Dogrusalhik

Yontemin dogrusalligini belirlemek i¢in korelasyon katsayisi, y ekseninin kesim
noktast ve regresyon egrisinin egimi verileri incelenmelidir (ICH, 2005). Gelistirilen
yontemin dogrusalligin1 belirlemek i¢in PrCA, PHBA, 5CQA, VA, CA, FA ve SNA
icin 7, 4CQA i¢cin 9 ve 3CQA i¢in 11 farkli konsantrasyonda ¢ozeltiler ile ¢alisildi. Elde

edilen veriler ile 6l¢ii egrileri hazirlandi. Veriler Boliim 4.2.1.'de verildi.

3.6.2. Uygunluk Parametreleri

Uygunluk parametreleri; alikonma siiresi (tr), kuyruklanma faktori (T), ayirma
gilicii (Rs), alikonma faktorii (k'), teorik plaka sayist (N) ve teorik plaka esdeger
yiiksekligi (HETP) degerlendirildi. Sonuglar Boliim 4.2.2.'de verildi.

3.6.3. Dogruluk

Dogruluk calismasi, 2 farkli konsantrasyondaki (1,00 ve 25,00 mg/L) standart
cozeltiler ve 2 farkli konsantrasyonda (1,00 ve 25,00 mg/L) standart ¢ozelti karigimi
katilmis Brezilya menseili kavrulmus kahve 6rnegi (K-2) ile HLB kati faz ekstraksiyonu
kartusu kullanilarak gerceklestirildi. Yiizde geri kazanim degerleri hesaplandi. Sonuglar,

yiizde geri kazanim ve ylizde bagil ortalama hata (RME) olarak verildi (B6liim 4.2.3.).

3.6.4. Kesinlik

Yontemin kesinligi, tekrarlanabilirlik ve ara tekrarlanabilirlik olmak tizere 2
kategoride incelendi. Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda 2 farkli konsantrasyonda (1,00 ve
25,00 mg/L) karigim halindeki standart ¢ozeltiler ve 2 farkli konsantrasyonda fenolik

asit standardi katilmig K-2 Ornegi ile 3 tekrarli analizler gerceklestirildi. Ara
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tekrarlanabilirligin belirlenmesi i¢in 3 farkli giinde 2 farkli konsantrasyondaki (1,00 ve
25,00 mg/L) standart c¢ozeltiler ve 2 farkli konsantrasyondaki fenolik asit standardi
eklenmis K-2 6rnegi analiz edildi. Sonuglar, yiizde bagil standart sapma (RSD) olarak
Boliim 4.2.4'te verildi.

3.6.5. Geri Kazamim

HLB kat1 faz ekstraksiyonu kartusu ile analizi yapilan fenolik asitlerin
ekstraksiyon etkinligini belirlemek icin ilk asamada 2 farkli konsantrasyondaki (1,00 ve
25,00 mg/L) standart ¢ozeltiler ile caligildi. Daha sonra K-2 6rnegine son fenolik asit
konsantrasyonlar1 1,00 ve 25,00 mg/L olacak sekilde standart ¢ozelti karisimi katildi ve
ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Diger tiim oOrneklere son fenolik asit
konsantrasyonu 25 mg/L olacak sekilde standart ¢ozelti katildi. Geri kazanim sonuglari
ylizde olarak, Olciilen konsantrasyonlarin teorik konsantrasyonlara oranlar1 ile

hesaplandi. Elde edilen veriler Bolim 4.2.3'te verildi.

3.6.6. Gozlenebilme Sinir
Gozlenebilme siiri, 6lcii egrisinin egimi ve y eksenini kestigi noktanin standart
sapmasi kullanilarak Boliim 2.7.6.3'te verilen esitlik ile hesaplandi. Sonuglar Bolim

4.2.6.'da verildi.

3.6.7. Tayin Sinir1
Tayin sinir1, 6l¢li egrisinin egimi ve y eksenini kestigi noktanin standart sapmast
kullanilarak Boliim 2.7.7.3'te verilen esitlik ile hesaplandi. Sonuglar Bolim 4.2.7.'de

verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kahve Orneklerinde Fenolik Asit Miktar Tayini icin Gelistirilen Yontemin
Kosullarn

4.1.1. Kolon, Hareketli Faz ve Dedektor Dalga Boyu

2,1 x 50 mm ebatlarinda ve tanecik boyutu 3,0 um olan bir Cis kolon
kullanilarak uygun ayirma giicii (R<>2) ile fenolik asitler birbirinden basarili bir sekilde
ayrildi. Koruyucu kolon olarak ebatlar1 2,1 x 10 mm ve tanecik boyutu 3,0 um olan bir
Cis kolon kullanildi. Validasyon parametreleri goz onilinde bulundurularak A (%
0,08’lik o-fosforik asit ¢ozeltisi, suda) ve B (metanol/su/asetonitril, 85:10:5) olmak
iizere iki bilesenden olusan bir hareketli faz secildi ve Tablo 4-1'de verilen gradient
programlama kullanildi. Gelistirilen yontem ile fenolik asitlerin tayininde en uygun
dalga boylari, SCQA, CA, 3CQA, 4CQA, FA ve SNA icin 325 nm, PrCA, PHBA ve
VA i¢in 215 nm olarak belirlendi. Kolon sicaklig1 40°C'ye, enjeksiyon hacmi 5,0 pL.’ye
ayarlandi. Akis hiz1 0,5 mL/dk olarak belirlendi. Herbir fenolik asitten 25,00 mg/L
iceren standart ¢Ozeltinin gelistirilen yontem ile elde edilen kromatogrami Sekil 4-1'de

verildi.

Tablo 4-1: Hareketli fazin gradient programlamasi

Zaman (dk.) % B Zaman (dk.) % B

0 0 56 15
10 0 58 20
15 5 60 20
20 5 62 15
25 10 64 10
40 10 66 5
45 11 68 0
50 12 73 0
52 15
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Sekil 4-1: Standart ¢ozeltinin kromatogrami, a) 325 nm b) 215 nm

4.1.2. Olcii Egrilerinin Hazirlanmasi

Gelistirilen metotta dis standart yontemi ile ¢aligildi. Agirlikli regresyon analizi
ile calisilmasi gerekip gerekmedigini belirlemek amaciyla F-testi uygulandi (Tablo 4-2)
ve sabit varyans varsayiminin gecerli olmadigi belirlendi. Tablo 4-2'de kullanilan
doniisiim katsayilar: verildi. Olgii egrileri, SCQA (Sekil 4-2), CA (Sekil 4-3), FA (Sekil
4-6), SNA (Sekil 4-7), PrCA (Sekil 4-8), PHBA (Sekil 4-9) ve VA (Sekil 4-10) icin
0,50-75,00 mg/L, 4CQA (Sekil 4-5) i¢in 0,50-250,00 mg/L ve 3CQA (Sekil 4-4) icin
0,50-1000,00 mg/L konsantrasyon araliklarindaki standart ¢ozeltiler ile Bolim 3.5.2.'de
aciklandigi gibi ¢izildi. Tablo 4-3, 4-4, 4-5, 4-6, 4-7, 4-8, 4-9, 4-10 ve 4-11'de sirasiyla
SCQA, CA, 3CQA, 4CQA, FA, SNA, PrCA, PHBA ve VA'nin 6lcii egrilerine ait
veriler verildi. Tablo 4-12'de fenolik asitlerin ortalama pik alanlar1 kullanilarak elde

edilen regresyon analizi sonuglar1 verildi.
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Tablo 4-2: F-testinin sonuclar1 ve agirhkh regresyon analizinde Kkullamilan doniisiim

katsayilari

Fenolik asit  Konsantrasyon  Varyans (s%) Fexp' Doniisiim katsayisi
(mg/L)

5CQA 0,50 144637,6 1161,5 1/x%
75,00 167996482,7

CA 0,50 208646,67 1303,4 1/x%
75,00 271948268,97

3CQA 0.50 94716,3 75468,7 1/x
1000.00 7148117535,1

4CQA 0.50 163824,5667 8334,6 1/x
250,00 1365415250,3

FA 0,50 446587,6 877.9 1/x%?
75,00 392079953,5

SNA 0,50 351853,1 812,5 1/x%
75,00 285869647,1

PrCA 0,50 10762,3 42179,6 1/x%
75,00 453948167,9

PHBA 0,50 64791,0 3404,8 1/x%
75,00 220599496,6

VA 0,50 108542,6667 6874,7 /x>
75,00 746194997,9

Fexp = §yiiksek / S disiik, Fiablo (3, 3, 0,99) = 10,97
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Tablo 4-3: SCQA'mn 6lcii egrisine ait pik alanlar (A), ortalama pik alanlar ve yiizde bagil standart sapma degerleri (% RSD)

Konsantrasyon (mg/L)

0,50 1,00 5,00 10,00 25,00 50,00 75,00

A-1° 9841 14228 110313 207043 636068 1253706 1889574
A-2 9178 14664 110542 203519 642049 1255517 1878082
A-3 9487 13839 111064 204391 636240 1249283 1868745
A-4 9137 13868 111175 200677 635045 1248265 1881206
A-5 9951 13660 110900 202369 639951 1257932 1872743
A-6 9970 13729 110956 201301 639891 1246282 1851632
Ortalama pik alam 9594 13998 110825 203217 638207 1251831 1873664
RSD (%) 3,96 2,72 0,30 1,14 0,44 0,36 0,69

aTekrar sayisi
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Tablo 4-4: CA'min 6lcii egrisine ait pik alanlan (A), ortalama pik alanlar ve yiizde bagil standart sapma degerleri (% RSD)

Konsantrasyon (mg/L)

0,50 1,00 5,00 10,00 25,00 50,00 75,00

A-1° 20524 33295 243351 476972 1400268 2725279 4082736
A-2 21236 33091 238853 479323 1393918 2723237 4107039
A-3 20456 33724 241625 484600 1398308 2739115 4087864
A-4 20495 33304 242517 474581 1399742 2727588 4075160
A-5 20911 34065 241391 481080 1389705 2724611 4084514
A-6 21560 32623 243375 483095 1382505 2720438 4056596
Ortalama pik alam 20864 33350 241852 479942 1394074 2726711 4082318
RSD (%) 2,19 1,50 0,70 0,78 0,50 0,24 0,40

aTekrar sayisi

€S



Tablo 4-5: 3CQA'min 6lcii egrisine ait pik alanlar (A), ortalama pik alanlar ve yiizde bagil standart sapma degerleri (% RSD)

Konsantrasyon (mg/L)

0,50 1,00 5,00 10,00 25,00 50,00 75,00 100,00 250,00 500,00 1000,00

A-1° 10061 16764 123078 212594 711348 1388559 2082973 2601203 6744275 13138641 27093582
A-2 9964 17144 122394 212283 709768 1388034 2085861 2596852 6727736 13113408 27046033
A-3 10573 16560 121006 208907 711239 1394072 2084544 2589805 6727199 13111286 26853152
A-4 10538 17642 122326 210354 709552 1390294 2076181 2593317 6735964 13113885 27009200
A-5 10563 17421 123567 211923 708634 1389093 2078696 2598771 6720134 13131996 26937672
A-6 10705 17150 122782 209174 708953 1381316 2066772 2587618 6721288 13167528 26979521
Ortalama pik alam 10401 17114 122526 210873 709916 1388561 2079171 2594594 6729433 13129457 26986527
RSD (%) 2,96 2,34 0,71 0,77 0,16 0,30 0,34 0,20 0,14 0,17 0,31

aTekrar sayisi

129



Tablo 4-6: 4CQA'min 6lcii egrisine ait pik alanlar (A), ortalama pik alanlar ve yiizde bagil standart sapma degerleri (% RSD)

Konsantrasyon (mg/L)

0,50 1,00 5,00 10,00 25,00 50,00 75,00 100,00 250,00

A-1° 10351 18426 127743 234108 743162 1460322 2193990 2865476 7011124
A-2 10898 18257 128168 234778 745503 1457480 2180445 2859978 7018512
A-3 11425 18498 127754 242331 745773 1456107 2191548 2811187 7097131
A-4 11434 19189 129136 231074 741998 1460134 2185610 2846518 7073451
A-5 11190 18834 128923 232876 745417 1457824 2179744 2812935 7022390
A-6 11075 17589 127067 230835 745443 1443129 2168828 2826918 7078120
Ortalama pik alam 11062 18466 128132 234334 744549 1455833 2183361 2837169 7050121
RSD (%) 3,66 2,94 0,61 1,80 0,21 0,44 0,42 0,83 0,52

aTekrar sayisi
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Tablo 4-7: FA'nin 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 (A), ortalama pik alanlan ve yiizde bagil standart sapma degerleri (% RSD)

Konsantrasyon (mg/L)

0,50 1,00 5,00 10,00 25,00 50,00 75,00

A-1° 19670 33414 243155 483360 1422155 2766357 4138668
A-2 20818 32575 245690 480184 1416308 2763538 4150847
A-3 21211 31982 245740 487774 1415186 2770881 4150028
A-4 21148 32055 246817 483868 1410155 2763021 4146416
A-5 20241 33070 243485 484877 1409611 2765160 4137461
A-6 19828 34254 245712 483615 1408518 2746844 4098176
Ortalama pik alam 20486 32892 245100 483946 1413656 2762634 4136933
RSD (%) 3,26 2,65 0,59 0,51 0,37 0,30 0,48

aTekrar sayisi
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Tablo 4-8: SNA'mn 6lcii egrisine ait pik alanlar1 (A), ortalama pik alanlan ve yiizde bagil standart sapma degerleri (% RSD)

Konsantrasyon (mg/L)

0,50 1,00 5,00 10,00 25,00 50,00 75,00

A-1° 19406 30339 228619 424176 1316642 2568988 3859600
A-2 18837 30742 227735 421333 1318683 2564133 3854485
A-3 18258 30246 226848 414546 1314791 2568533 3852176
A-4 19865 29209 227674 411346 1314120 2572989 3854510
A-5 19615 31191 228569 420309 1313429 2575001 3852489
A-6 18880 31014 228821 425149 1310681 2553330 3813752
Ortalama pik alam 19286 30457 228044 419477 1314724 2567162 3847835
RSD (%) 3,10 2,34 0,33 1,30 0,21 0,30 0,44

aTekrar sayisi

LS



Tablo 4-9: PrCA'nin dl¢ii egrisine ait pik alanlar1 (A), ortalama pik alanlan ve yiizde bagil standart sapma degerleri (% RSD)

Konsantrasyon (mg/L)

0,50 1,00 5,00 10,00 25,00 50,00 75,00

A-1° 25389 40972 294822 593512 1700575 3316119 4970398
A-2 25356 40451 295112 598090 1699143 3311219 4965431
A-3 25220 40212 293260 599110 1698216 3311254 4967275
A-4 25275 40414 295737 597270 1695561 3313870 4966041
A-5 25289 40912 295967 598412 1692729 3315652 4959140
A-6 25513 40654 294909 596512 1691955 3296900 4914253
Ortalama pik alam 25340 40603 294968 597151 1696363 3310836 4957090
RSD (%) 0,41 0,74 0,32 0,33 0,21 0,22 0,43

aTekrar sayisi
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Tablo 4-10: PHBA'min 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 (A), ortalama pik alanlar ve yiizde bagil standart sapma degerleri (% RSD)

Konsantrasyon (mg/L)

0,50 1,00 5,00 10,00 25,00 50,00 75,00

A-1° 17085 27752 199976 401570 1148861 2234860 3349846
A-2 16465 27728 200258 402380 1148271 2234818 3346428
A-3 16942 28133 198649 409976 1148032 2232943 3348113
A-4 17014 27683 200410 402314 1146195 2235586 3344288
A-5 17045 27963 199882 408950 1144609 2237682 3343691
A-6 17190 28073 198758 407573 1142456 2222472 3310533
Ortalama pik alam 16957 27889 199656 405461 1146404 2233060 3340483
RSD (%) 1,50 0,69 0,38 0,93 0,22 0,24 0,44

aTekrar sayisi

6S



Tablo 4-11: VA'nmin dl¢ii egrisine ait pik alanlar1 (A), ortalama pik alanlan ve yiizde bagil standart sapma degerleri (% RSD)

Konsantrasyon (mg/L)

0,50 1,00 5,00 10,00 25,00 50,00 75,00

A-1° 23389 40851 283871 566262 1622885 3167561 4723281
A-2 23122 39397 283196 564540 1629156 3144590 4698578
A-3 23723 40365 286190 568620 1605779 3130965 4725796
A-4 23161 39593 283300 569696 1608899 3173015 4730691
A-5 23391 39253 297614 568639 1622486 3156955 4696990
A-6 23970 39281 294773 561941 1612886 3120476 4658087
Ortalama pik alam 23459 39790 288157 566616 1617015 3148927 4705571
RSD (%) 1,40 1,67 2,21 0,52 0,57 0,66 0,58

aTekrar sayisi

09
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Tablo 4-12: Ortalama pik alanlar kullamlarak elde edilen regresyon analizi sonug¢lari

Fenolik asit Egim Kesim noktasi r

SCQA 25142,124 -9715,787 0,9992
CA 54784,900 -18278,156 0,9995
3CQA 26802,756 -6289,579 0,9994
4CQA 28503,942 -6584,385 0,9990
FA 55529,062 -19292,406 0,9995
SNA 51609,255 -20405,394 0,9990
PrCA 66544,934 -20722,503 0,9996
PHBA 44866,145 -13411,303 0,9996
VA 63218,102 -18349,719 0,9996

4.1.3. Fenolik Asitlerin Ekstraksiyonu

Boliim 3.5.3."te belirtildigi tlizere, fenolik asitlerin ekstraksiyonu icin 3 farkl
tipte kat1 faz (Cis, SAX ve HLB) kullanilarak 25,00 mg/L'lik fenolik asit standart
cozeltisi ile yapilan analizler sonucunda en yiiksek geri kazanim (%) degerleri HLB
kartus ile elde edildi (Tablo 4-13). Bu sebeple kahve orneklerinden fenolik asitlerin
ekstraksiyonunda HLB kartus kullanildi.
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Tablo 4-13: SPE kartuslari ile geri kazanim (%) sonuglari

Cis SAX HLB

Fenolik | Konsantrasyon Geri Konsantrasyon  Geri Konsantrasyon — Geri
asit (mg/L) kazanim | (mg/L) kazanim | (mg/L) kazanim

(o) (o) (o)
5CQA | 7,87 31,50 16,49 65,96 24,92 99,70
CA 3,51 14,05 7,30 29,20 24,68 98,70
3CQA | 2,94 11,75 6,06 24,23 25,85 103,41
4CQA | 5,70 22,80 12,07 48,28 25,32 101,27
FA 3,59 14,37 7,43 29,72 24,73 98,94
SNA 3,46 13,82 7,10 28,39 24,48 97,93
PrCA | 235 9,40 5,35 21,41 24,76 99,05
PHBA | 3,56 14,24 7,35 29,40 24,70 98,80
VA 3,62 14,49 7,17 28,69 25,32 101,27

4.2. Fenolik Asitlerin Miktar Tayini icin Gelistirilen Yontemin Validasyon

Sonuglan

4.2.1. Dogrusalhk

Gelistirilen yontemin, SCQA, CA, FA, SNA, PrCA, PHBA ve VA i¢in 0,5-
75,00 mg/L arasinda, 4CQA icin 0,5-250,00 mg/L arasinda ve 3CQA i¢in 0,5-1000,00
mg/L arasinda dogrusal oldugu tespit edildi. Sonuglar Boliim 4.1.2.'de verildi.

4.2.2. Uygunluk Parametreleri

Uygunluk parametreleri sonuglar1 Tablo 4-14’te verildi.



Tablo 4-14: Uygunluk parametreleri

Fenolik asit Alkonma Kuyruklanma  Ayirma giicii Alkonma faktorii Teorik plaka sayis1  Teorik plaka esdeger
siiresi (tr) (dk)  faktorii (t) Ry) (k") ) yiiksekligi (HETP)

SCQA 15,460 1,015 9,493 19,021 9252,132 16,212

CA 20,159 1,136 6,875 25,107 12394,192 12,102

3CQA 26,865 1,097 10,264 33,791 34055,915 4,405

4CQA 28,307 1,075 2,481 35,659 38048,619 3,942

FA 38,780 1,111 11,566 49,221 15894,042 9,437

SNA 51,219 1,029 9,412 65,330 21027,285 7,134

PrCA 5,241 1,247 6,440 5,389 1306,882 114,777

PHBA 9,550 1,117 6,832 10,641 3142,161 47,738

VA 17,833 1,073 12,924 20,739 14115,416 10,627

€9
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4.2.3. Dogruluk

Standart ¢ozeltiler ve standart ¢ozelti katilmis K-2 6rnegi ile 1,00 ve 25,00
mg/L'lik konsantrasyonlarda gerceklestirilen dogruluk ¢aligmasinin sonuglar1 sirasiyla
Tablo 4-15 ve 4-16'da verildi. Her deneme 3 tekrarli gerceklestirildi ve sonuglar

ortalama olarak verildi.



Tablo 4-15: Standart ¢ozelti ile yapilan dogruluk calismasinin sonuglari

Standart ¢ozelti konsantrasyonu (mg/L)

1,00 25,00

Fenolik asit Konsantrasyon (mg/L)* Geri kazamm (%)  RME (%) Konsantrasyon (mg/L) Geri kazamm (%) RME (%)
S5CQA 1,01 100,64 0,64 24,87 99,48 -0,52
CA 0,93 92,83 -7,17 24,76 99,03 -0,97
3CQA 0,87 86,89 -13,11 25,74 102,98 2,98
4CQA 0,85 85,22 -14,78 25,19 100,76 0,76
FA 0,94 94,30 -5,70 24,75 99,01 -0,99
SNA 0,98 97,74 -2,26 24,75 98,99 -1,01
PrCA 0,94 93,54 -6,46 24,78 99,10 -0,90
PHBA 0,91 91,36 -8,64 24,72 98,88 -1,12
VA 0,98 98,28 -1,72 24,76 99,05 -0,95

23 analiz sonucunun ortalamasi

$9



Tablo 4-16: K-2 ornegi ile yapilan dogruluk ¢alismasinin sonuglari

Katilan standart miktar1 (mg/L)

1,00 25,00

Fenolik asit | Konsantrasyon (mg/L)* Konsantrasyon Geri kazanmm RME (%) | Konsantrasyon Geri kazamm RME (%)

(standart katilmis) (%) (standart katilmis) (%)

(mg/L) (mg/L)
S5CQA 149,64 150,55 99,94 -0,06 174,20 99,75 -0,25
CA 2,73 3,64 97,56 -2,44 23,75 85,65 -14,35
3CQA 334,34 335,15 99,94 -0,06 359,32 99,99 -0,01
4CQA 169,33 170,14 99,89 -0,11 193,45 99,54 -0,46
FA 0,00 0,96 96,27 -3,73 20,79 83,16 -16,84
SNA 0,00 1,11 110,57 10,57 22,46 89,84 -10,16
PrCA 1,74 2,57 93,86 -6,14 20,46 76,52 -23,48
PHBA 4,55 5,34 96,15 -3,85 26,10 88,31 -11,69
VA 0,00 1,08 108,36 8,36 21,45 85,79 -14,21

23 analiz sonucunun ortalamasi
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4.2.4. Kesinlik
Gelistirilen yontemin kesinligi Bolim 3.6.4.’te aciklandig1 sekilde belirlendi.

Tekrarlanabilirlik calismasinda 2 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler ve standart
katilmis K-2 6rnegi kullanilarak elde edilen sonuglar sirasiyla Tablo 4-17 ve 4-18'de
verildi.  Ara tekrarlanabilirlik verileri standart cozeltilerin (Tablo 4-19) ve K-2
orneginin (Tablo 4-20) 3 farkl gilinde analiz edilmesi ile elde edildi. Sonuglar, yiizde

bagil standart sapma olarak verildi.



Tablo 4-17: Standart ¢ozeltiler ile gerceklestirilen tekrarlanabilirlik calismasimin sonuglari

Standart ¢ozelti konsantrasyonu (mg/L)

1,00 25,00
Fenolik asit Konsantrasyon (mg/L)? RSD (%) Konsantrasyon (mg/L) RSD (%)
S5CQA 1,02 1,00 1,00 0,86 24,92 24,92 24,76 0,37
CA 0,95 0,92 0,92 1,82 24,68 24,73 24,87 0,40
3CQA 0,86 0,88 0,87 0,92 25,85 25,74 25,64 0,42
4CQA 0,87 0,84 0,85 1,96 25,32 25,24 25,02 0,62
FA 0,95 0,94 0,94 0,88 24,73 24,78 24,74 0,10
SNA 0,96 0,98 0,99 1,51 24,48 24,93 24,83 0,94
PrCA 0,93 0,94 0,94 0,11 24,76 24,82 24,75 0,15
PHBA 0,91 0,92 0,91 0,31 24,70 24,75 24,71 0,09
VA 0,99 0,98 0,98 0,35 24,89 24,81 24,58 0,67

2Ayn1 giin iginde 3 tekrarli yapilan analiz sonuglar1
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Tablo 4-18: K-2 ornegi ile gerceklestirilen tekrarlanabilirlik calismasinin sonuclari

Katilan standart miktar1 (mg/L)

1,00 25,00
Fenolik asit Konsantrasyon (mg/L)? RSD (%) Konsantrasyon (mg/L) RSD (%)
S5CQA 150,08 150,49 151,10 0,34 175,55 171,13 175,92 1,53
CA 3,62 3,66 3,62 0,60 23,97 23,33 23,95 1,54
3CQA 335,28 334,94 335,24 0,05 361,52 359,35 357,10 0,62
4CQA 170,61 169,95 169,87 0,24 194,41 193,36 192,57 0,48
FA 0,95 0,99 0,95 2,20 20,71 20,45 21,21 1,85
SNA 1,11 1,10 1,11 0,26 22,51 22,65 22,22 0,99
PrCA 2,57 2,58 2,57 0,23 20,42 20,48 20,49 0,19
PHBA 5,36 5,30 5,35 0,54 26,12 26,09 26,08 0,08
VA 1,08 1,08 1,09 0,22 22,00 21,30 21,05 2,30

2Ayn1 giin iginde 3 tekrarli yapilan analiz sonuglar1
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Tablo 4-19: Standart ¢ozeltiler ile gerceklestirilen ara tekrarlanabilirlik calismasimin sonuglari

Standart ¢ozelti konsantrasyonu (mg/L)

1,00 25,00
Fenolik asit Konsantrasyon (mg/L)? RSD (%) Konsantrasyon (mg/L) RSD (%)
S5CQA 1,02 0,99 0,99 1,53 24,92 25,49 25,61 1,45
CA 0,95 0,94 0,93 0,77 24,68 25,57 25,50 1,97
3CQA 0,86 0,85 0,86 0,68 25,85 26,43 26,38 1,23
4CQA 0,87 0,89 0,87 1,05 25,32 25,91 26,02 1,46
FA 0,95 0,94 0,93 0,98 24,73 25,47 24,80 1,63
SNA 0,96 0,98 0,98 1,09 24,48 24,87 24,77 0,81
PrCA 0,93 0,93 0,92 0,88 24,76 25,42 25,29 1,38
PHBA 0,91 0,92 0,92 0,32 24,70 25,24 25,13 1,14
VA 0,99 0,96 0,98 1,16 24,89 25,31 25,33 0,98

*Ug farkli giinde yapilan analiz sonuglari
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Tablo 4-20: K-2 ornegi ile gerceklestirilen ara tekrarlanabilirlik calismasinin sonuc¢lari

Katilan standart miktar1 (mg/L)

1,00 25,00
Fenolik asit Konsantrasyon (mg/L)? RSD (%) Konsantrasyon (mg/L) RSD (%)
S5CQA 150,08 150,38 149,96 0,15 175,55 179,65 176,69 1,20
CA 3,62 3,67 3,73 1,43 23,97 24,18 24,27 0,64
3CQA 335,28 332,68 335,89 0,51 351,61 351,03 350,74 0,13
4CQA 170,61 166,75 167,23 1,25 170,61 166,75 167,23 1,25
FA 0,95 0,96 0,96 0,55 20,71 20,13 19,96 1,93
SNA 1,11 1,09 1,09 0,61 22,51 22,66 22,48 0,42
PrCA 2,57 2,68 2,67 2,41 20,42 19,93 19,98 1,33
PHBA 5,36 5,43 5,33 0,92 26,12 26,35 26,15 0,48
VA 1,10 1,10 1,09 0,26 22,00 22,22 22,12 0,51

*Ug farkli giinde yapilan analiz sonuglari

IL



72

4.2.5. Geri Kazanim
Gelistirilen yontemin geri kazanim degerini saptamak icin 1,00 mg/L ve 25,00
mg/L konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler ve K-2 6rnegi ile Boliim 3.6.5'te anlatildig1

gibi ¢alisildi. Sonuglar Boliim 4.2.3'te verildi.

4.2.6. Gozlenebilme Sinir1 (LOD)
LOD degerleri Boliim 2.7.6.3."te verilen esitlik ile hesaplandi (Tablo 4-21).

4.2.7. Tayin Siminn1 (LOQ)
LOQ degerleri Boliim 2.7.7.3."te verilen esitlik ile hesaplandi (Tablo 4-21).

Tablo 4-21: LOD ve LOQ degerleri

Fenolik asit  Olcii egrisinin y eksenini kestigi Olcii egrisinin egimi LOD LOQ
noktanin standart sapmasi (mg/L) (mg/L)
SCQA 5650,316 25142,124 0,74 2,25
CA 9865,088 54784,900 0,59 1,80
3CQA 5045,533 26802,756 0,62 1,88
4CQA 4125,203 28503,942 0,48 1,45
FA 10253,647 55529,062 0,61 1,85
SNA 13113,160 51609,255 0,84 2,54
PrCA 10687,155 66544,934 0,53 1,61
PHBA 7083,302 44866,145 0,52 1,58

VA 10252,829 63218,102 0,54 1,62
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4.3. Gelistirilen ve Valide Edilen Yontem ile Kahve Orneklerinde Fenolik Asit
Miktar Tayini Sonuclarn

Farkli menseli 7 adet kahve Orneginde 9 adet fenolik asidin (Sekil 4-11)
miktarlar1 tayin edildi. Orneklerin hazirlanmasi ve fenolik asitlerin ekstraksiyonu
Boliim 3.5.3.'te anlatildig1 gibi yapildi. K-1, K-2, K-3, K-4, K-5, K-6 ve K-7 6rneklerine
ait kromatogramlar sirasiyla Sekil 4-12, 4-13, 4-14, 4-15, 4-16, 4-17 ve 4-18'de, fenolik
asit miktar tayini sonuglar1 sirasiyla Tablo 4-22, 4-23, 4-24, 4-25, 4-26, 4-27 ve 4-28'de
verildi. Orneklerin higbirinde SNA ve VA tespit edilmedi. FA sadece K-1 &rneginde
tayin edildi. K-1 6rnegi disindaki tiim 6rneklerde farkli miktarlarda SCQA, CA, 3CQA,
4CQA, PrCA ve PHBA bulundu.
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o
HO, OH
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- OH
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Sekil 4-11: Kahve orneklerinde miktar tayini yapilan fenolik asitler
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Tablo 4-22: K-1 6rneginde fenolik asit miktar tayini analiz sonug¢lar®

Fenolik asit Ornekteki miktar (mg/g)" RSD (%) Standart katilmus 6rnekteki miktar (mg/g) RSD (%) Geri kazanim (%)
5CQA 17,99 18,17 18,11 0,50 20,44 20,32 20,41 0,30 100,25

CA 0,54 0,54 0,54 0,56 2,37 2,38 2,38 0,12 85,18

3CQA 132,35 132,56 132,75 0,15 134,85 134,96 135,19 0,13 100,15

4CQA 23,10 24,21 24,32 2,84 25,72 25,87 25,81 0,30 98,75

FA 0,13 0,13 0,13 0,00 2,00 1,99 1,99 0,31 83,82

SNA - - - - 1,87 1,88 1,90 0,79 83,63

PrCA - - - - 1,63 1,63 1,63 0,15 72,49

PHBA - - - - 1,82 1,82 1,81 0,15 80,61

VA - - - - 1,91 1,87 1,89 1,10 84,07

23 tekrarl analiz sonuglari
b mg fenolik asit/g dgiitiilmiis kahve 6rnegi

¢ Tespit edilmedi
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Tablo 4-23: K-2 6rneginde fenolik asit miktar tayini analiz sonug¢lar®

Fenolik asit Ornekteki miktar (mg/g)" RSD (%) Standart katilmis 6rnekteki miktar(mg/g) RSD (%) Geri kazanim (%)
5CQA 13,42 13,49 13,49 0,29 15,80 15,40 15,83 1,53 99,75
CA 0,24 0,24 0,25 1,69 2,16 2,10 2,16 1,54 85,65
3CQA 30,84 29,75 29,69 2,15 32,54 32,34 32,14 0,62 99,99
4CQA 15,35 15,17 15,20 0,63 17,50 17,40 17,33 0,48 99,54
FA - - - - 1,86 1,84 1,91 1,85 83,16
SNA - - - - 2,03 2,04 2,00 0,99 89,84
PrCA 0,16 0,16 0,16 1,73 1,84 1,84 1,84 0,19 76,52
PHBA 0,41 0,41 0,41 0,45 2,35 2,35 2,35 0,08 88,31
VA - - - - 1,98 1,92 1,89 2,30 85,79

23 tekrarl analiz sonuglari
b mg fenolik asit/g dgiitiilmiis kahve 6rnegi

¢ Tespit edilmedi
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Tablo 4-24: K-3 orneginde fenolik asit miktar tayini analiz sonug¢lar®

Fenolik asit Ornekteki miktar (mg/g)" RSD (%) Standart katilmis 6rnekteki miktar(mg/g) RSD (%) Geri kazanim (%)
5CQA 17,37 17,51 17,35 0,51 19,76 19,58 19,76 0,53 100,21

CA 0,32 0,31 0,31 1,02 2,15 2,14 2,16 0,57 83,94

3CQA 39,58 39,40 39,44 0,24 41,41 41,23 41,40 0,24 99,11

4CQA 19,28 19,26 19,24 0,12 21,51 21,43 21,49 0,19 99,85

FA - - - - 1,79 1,79 1,76 1,18 79,15

SNA - - - - 1,95 2,04 2,02 2,33 89,09

PrCA 0,20 0,21 0,20 2,54 1,80 1,81 1,78 0,95 73,31

PHBA 0,49 0,48 0,49 1,28 2,50 2,50 2,51 0,10 91,37

VA - - - - 1,91 1,86 1,92 1,84 84,25

23 tekrarl analiz sonuglari
b mg fenolik asit/g dgiitiilmiis kahve 6rnegi

¢ Tespit edilmedi
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Tablo 4-25: K-4 6rneginde fenolik asit miktar tayini analiz sonug¢lar®

Fenolik asit Ornekteki miktar (mg/g)" RSD (%) Standart katilmis 6rnekteki miktar(mg/g) RSD (%) Geri kazanim (%)
5CQA 11,39 11,25 11,26 0,70 13,15 12,88 13,48 2,28 97,16

CA 0,26 0,25 0,25 1,99 2,28 2,34 2,28 1,43 91,83

3CQA 23,27 23,49 23,12 0,80 25,71 25,79 25,69 0,20 100,73

4CQA 12,35 12,08 12,10 1,23 14,24 14,07 14,13 0,63 98,06

FA - - - - 2,01 2,06 2,08 1,84 91,27

SNA - - - - 2,18 2,17 2,17 0,32 96,67

PrCA 0,21 0,22 0,22 1,62 1,60 1,60 1,60 0,02 64,92

PHBA 0,46 0,45 0,45 0,91 2,65 2,65 2,65 0,05 98,02

VA - - - - 2,07 2,12 2,12 1,43 93,51

23 tekrarl analiz sonuglari
b mg fenolik asit/g dgiitiilmiis kahve 6rnegi

¢ Tespit edilmedi
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Tablo 4-26: K-5 orneginde fenolik asit miktar tayini analiz sonug¢lar®

Fenolik asit Ornekteki miktar (mg/g)" RSD (%) Standart katilmis 6rnekteki miktar(mg/g) RSD (%) Geri kazanim (%)
5CQA 18,93 18,86 19,11 0,67 20,82 20,76 20,82 0,17 98,06

CA 0,33 0,32 0,32 1,95 2,39 2,41 2,41 0,35 93,48

3CQA 38,39 38,85 38,37 0,70 40,90 40,72 40,89 0,24 100,13

4CQA 20,67 19,96 19,87 2,18 22,37 22,53 22,55 0,42 100,30

FA - - - - 2,08 2,07 2,07 0,23 92,08

SNA - - - - 2,26 2,32 2,25 1,61 101,17

PrCA 0,28 0,27 0,28 0,81 1,73 1,73 1,74 0,15 68,60

PHBA 0,59 0,59 0,59 0,35 2,85 2,85 2,85 0,06 100,42

VA - - - - 2,14 2,17 2,11 1,44 95,02

23 tekrarl analiz sonuglari
b mg fenolik asit/g dgiitiilmiis kahve 6rnegi

¢ Tespit edilmedi
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Tablo 4-27: K-6 orneginde fenolik asit miktar tayini analiz sonug¢lar®

Fenolik asit Ornekteki miktar (mg/g)" RSD (%) Standart katilmis 6rnekteki miktar(mg/g) RSD (%) Geri kazanim (%)
5CQA 15,69 15,75 15,67 0,27 17,89 17,66 17,83 0,68 99,09
CA 0,27 0,28 0,27 0,49 1,96 1,94 1,95 0,55 77,35
3CQA 33,79 34,25 34,23 0,77 36,31 35,61 36,12 1,01 99,10
4CQA 16,85 16,39 16,49 1,45 18,39 18,29 18,49 0,54 97,64
FA - - - - 1,76 1,75 1,75 0,57 77,88
SNA - - - - 1,75 1,73 1,75 0,83 77,52
PrCA 0,23 0,23 0,23 1,70 1,48 1,48 1,50 0,74 60,00
PHBA 0,51 0,51 0,51 0,42 2,30 2,28 2,31 0,69 83,27
VA - - - - 1,74 1,69 1,72 1,40 76,44

23 tekrarl analiz sonuglari
b mg fenolik asit/g dgiitiilmiis kahve 6rnegi

¢ Tespit edilmedi
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Tablo 4-28: K-7 orneginde fenolik asit miktar tayini analiz sonug¢lar®

Fenolik asit Ornekteki miktar (mg/g)" RSD (%) Standart katilmis 6rnekteki miktar(mg/g) RSD (%) Geri kazanim (%)
5CQA 15,88 15,68 15,77 0,64 17,99 18,10 18,08 0,31 100,19

CA 0,29 0,29 0,30 1,26 2,35 2,28 2,35 1,86 91,51

3CQA 34,05 33,97 33,69 0,55 35,77 35,77 35,83 0,09 98,99

4CQA 17,43 17,48 17,43 0,16 19,48 19,14 19,14 1,01 97,74

FA - - - - 1,74 1,75 1,73 0,44 77,36

SNA - - - - 2,20 2,24 2,22 0,89 98,82

PrCA 0,18 0,17 0,18 1,72 1,63 1,63 1,69 2,17 68,11

PHBA 0,47 0,48 0,48 0,48 2,63 2,63 2,70 1,62 97,32

VA - - - - 2,09 2,17 2,17 2,07 95,23

23 tekrarl analiz sonuglari
b mg fenolik asit/g dgiitiilmiis kahve 6rnegi

¢ Tespit edilmedi
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5. TARTISMA

Antioksidan, antiviral, antibakteriyal, = antienflamatuar,  noroprotektif,
antimutajenik, antikanser, kardiyoprotektif gibi ozellikler gdsteren fenolik asitlerce
zengin olan gidalarin tiiketiminin bircok hastaligin inhibisyonunda etkili oldugu
belirlenmistir. Diinyada en ¢ok tiiketilen iceceklerden biri olan kahve yliksek miktarda
fenolik asit iceren Coffea cinsinin g¢ekirdekleri ile hazirlanmaktadir. Bu doktora tez
calismasinda kahve o6rneklerinde SCQA, CA, 3CQA, 4CQA, FA, SNA, PrCA, PHBA
ve VA'nin ayn1 anda miktar tayini i¢in yeni bir HPLC ydntemi gelistirildi ve valide
edildi. Bu yontem ile farkli menseli kahve Orneklerinde kantitatif fenolik asit tayini

yapild1.

Yontemin gelistirilmesi asamasinda fenolik asitlerin ayrilmasi i¢in literatiir
calismalar1 gdz niine alinarak Cis kolon tercih edildi. Oncelikle ebatlar1 4,6 x 250 mm,
tanecik boyutu 5,0 um olan bir Cis kolon kullanilarak farkli oranlarda su, metanol,
asetonitril, o-fosforik asit ve formik asit karisimlar: ile cesitli gradient programlama
sistemleri denendi. Bu denemelerde 5CQA, CA, 3CQA, 4CQA, FA, SNA, PrCA,
PHBA ve VA piklerinin hepsi uygun ayirma giicii ile birbirinden ayrilamadi. Bu sebeple
ebatlar1 2,1 x 50 mm, tanecik boyutu 3,0 um olan bir Cig kolon ile ¢alisildi. Analiz
siiresinin kisa olmasi i¢in daha kisa ve verimin artmasi i¢in daha diisiik tanecik
boyutuna sahip bir kolon secildi. Sec¢ilen kolon ile tiim piklerin ayrilmasi saglandi.
Ayrica kahve ornekleri ile calisilirken analitik kolonun zarar gérmemesi igin bir Cig
koruyucu kolon (2,1 x 10 mm, 3 pum ID) kullanildi. Hareketli faz olarak A (% 0,08’lik
o-fosforik asit ¢ozeltisi, suda) ve B (metanol/su/asetonitril, 85:10:5) olmak iizere 2
bilesenden olusan bir sistem se¢ildi ve Tablo 4-1'de verilen gradient program uyguland:.
Akis hiz1 0,5 mL/dk, kolon sicaklig1 40°C ve enjeksiyon hacmi 5,0 pL olarak belirlendi.
Sinyal siddeti ve anahat (baseline) kaymasi dikkate almarak SCQA, CA, 3CQA,
4CQA, FA ve SNA ile 325 nm, PrCA, PHBA ve VA ile 215 nm'de ¢alisildi. Tayin
edilen fenolik asit piklerinin kuyruklanma faktorleri, aymrma giicleri, alikonma
faktorleri, teorik plaka sayilar1 ve teorik plaka esdeger yiikseklikleri belirlendi. Tiim
ayirma giicii degerleri 2’den yiiksek bulundu. Genellikle 2 — 20 araliginda olmasi
istenen alikonma faktorii, CA, 3CQA, 4CQA, FA ve SNA i¢in 20’den yiiksek bulundu.

Standart ¢ozeltiler ile gerceklestirilen gradient eliisyon caligmalarinda hareketli fazin B
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bileseninin (organik faz) yilizdesi daha hizli arttirilarak daha kisa analiz siiresi ile 2 — 20
araliginda alikonma faktorleri elde edilebildi. Fakat kahve 6rnekleri ile calisilirken,
ornekte bulunan diger maddelerin piklerini, analitlerin piklerinden aymrmak ic¢in
hareketli fazin B bileseninin yiizdesi daha yavas arttirildi ve bu durum analiz siiresinin
artmasma sebep oldu (73 dk). Analiz siiresinin artmasi ile alikonma zamanlar1 ve

dolayisiyla da alikonma faktdrleri de yiikseldi.

Yapilan literatiir c¢alismasit sonucu, fenolik asitlerin kahve Orneklerinden
ekstraksiyonunun ¢ogunlukla farkli ¢6ziicli veya ¢oziicli karigimlar1 kullanilarak kati-
sivi ekstraksiyonu yontemi ile gerceklestirildigi belirlendi (Perrone ve ark. 2008,
Somporn ve ark. 2011, Monteiro ve Farah 2012, Somporn ve ark. 2012). Bu sebeple
fenolik asitlerin ekstraksiyonunda Oncelikle farkli ¢oziicii karisimlar1 (metanol/su,
metanol/su/asetonitril), farkli sicakliklar ve ultrasonik banyo kullanilarak kati-sivi
ekstraksiyonu yontemi ile denemeler yapildi. Fakat elde edilen kromatogramlarda tayini
yapilacak olan fenolik asitlerin pikleri izlenmedi. Fujioka ve Shibamoto (2008) filtre
kahve makinesi kullanarak hazirladiklar1 farkli kahve Orneklerinin klorojenik asit ve
kafein iceriklerini HPLC-UYV ile belirlemislerdir. Bu tez calismasinda da ornekler filtre
kahve makinesi ile hazirlandi. Sonrasinda hem girisimleri azaltmak hem de analitleri
deristirmek i¢in 3 farkli SPE kartusu (Cis, SAX ve HLB) ile denemeler yapildi. Fenolik
asitlerin C;g adsorban tarafindan alikonmalar1 Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi
ve dipol-dipol etkilesimlerine dayanmaktadir. Polimerik adsorbanlarin avantaji ise
aromatik halka iceren analitlere secici olan n-w etkilesimlerinin de s6z konusu olmasidir
(Irakli ve ark. 2012). Yapilan denemelerde en yiiksek geri kazanim (% 97,93-103,41),
divinilbenzen ve N-vinilpirolidon monomerlerinden meydana gelen bir kopolimerden
olusan HLB kartus ile elde edildi. Bu sebeple kahve orneklerinin ekstraksiyonu i¢in

HLB kartus secildi.

Fenolik asit miktar tayini i¢in gelistirilen yontemin validasyonu dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, geri kazanim, gozlenebilme smir1 ve tayin sinir1 parametreleri

incelenerek gergeklestirildi.

Olgii egrileri olusturulurken her bir konsantrasyon 6 tekrarla analiz edildi.
Dogrusal araliklar tespit edildi ve 6l¢ii egrileri SCQA, CA, FA, SNA, PrCA, PHBA, ve
VA i¢in 0,50-75,00 mg/L, 4CQA ig¢in 0,50-250,00 mg/L ve 3CQA i¢in 0,50-1000,00

mg/L arasinda ¢izildi. En kiiglik kareler yonteminin varsayimlarindan biri olan sabit
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varyans varsaymmiin gecerliligi F-testi ile kontrol edildi. Tiim Feyp degerleri Fiblo
degerlerinden yiiksek c¢iktig1 icin sabit varyans varsayimi reddedildi ve agirlikli
regresyon analizi yapildi. Her bir fenolik asidin korelasyon katsayisi (r*) 0,999'dan
biiyiik bulundu.

Gelistirilen yontemin dogrulugu 2 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltilerin
(1,00 ve 25,00 mg/L) ve 2 farkli konsantrasyonda standart katilmis (1,00 ve 25,00
mg/L) K-2 6rneginin analiz sonuglar1 ile belirlendi. Sonuglar RME (%) ve geri kazanim
(%) olarak verildi. RME (%) degerleri -23,48-10,54 araliginda bulundu. Geri kazanim
(%) degerleri 76,52-110,57 arasinda bulundu.

Gelistirilen yontemin kesinligi, tekrarlanabilirlik ve ara tekrarlanabilirlik olarak
belirlendi. Tekrarlanabilirlik ve ara tekrarlanabilirlik calismalari i¢in, sirasiyla, ayni giin
ve farkli 3 giin i¢inde 2 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler (1,00 ve 25,00
mg/L) ve 2 farkli konsantrasyonda standart katilmis (1,00 ve 25,00 mg/L) K-2 6rnegi 3
tekrarla analiz edildi. RSD (%) degerleri 0,05-2,41 arasinda bulundu.

Gelistirilen yontemin LOD ve LOQ degerleri, 6lcii egrisinin y eksenini kestigi
noktanin standart sapmasiin egime oranmnn (o/S) swrasiyla 3,3 ve 10 kati1 alinarak
hesaplandi. LOD degerleri 0,48-0,84 mg/L arasinda, LOQ degerleri 1,45-2,54 mg/L

arasmda bulundu.

Gelistirilen ve valide edilen yontem ile farkli menseli 7 adet kahve 6rnegi ile
calisildi. Kahve oOrneklerinin ve standart katilmis (25,00 mg/L) kahve Orneklerinin
fenolik asit miktar tayinleri gergeklestirildi. Orneklerin hicbirinde SNA ve VA tespit

edilmezken, FA sadece K-1 6rneginde tayin edildi.

Sonug olarak ilk defa SCQA, CA, 3CQA, 4CQA, FA, SNA, PrCA, PHBA ve
VA isimli fenolik asitlerin yanyana miktar tayini i¢in bir HPLC-UV yodntemi gelistirildi
ve valide edildi. Bu yontemle farkli menseli 7 adet kahve 6rneginde 9 fenolik asit

yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik ile tayin edildi.
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