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ÖZET 

Memmedzade, C. (2022). Gıda Takviyelerinde Sinarin Analizleri. Ġstanbul Üniversitesi, 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Analitik Kimya Anabilim Dalı. Yüksek Lisans Tezi. Ġstanbul 

Gıda takviyeleri, bir insanın diyetinde desteklemek üzere kullanılan ve vitaminler, 

mineraller, amino asitler, bitkiler ya da bitkisel diyet bileĢenleri gibi besin ögelerini 

içeren ürünler olarak tanımlanmaktadır. Gıda takviyelerinin üretiminde meyve ve 

sebzeler, bitkiler, mikroorganizmalar ve hayvansal kaynaklı hammaddeler 

kullanılmaktadır. Gıdaların insan sağlığı üzerine faydalı özellikleri (antioksidan, 

besinsel lif vb.) bilindiğinden dolayı günümüzde gıda takviyelerinin tüketimi 

artmaktadır.  

Bitkiler ve bitkilerden elde edilen ürünlerden, Dünya Sağlık Örgütü (WHO) kayıtlarına 

göre; dünya nüfusunun büyük bir kısmının (% 70-80), hastalık tedavisinde ve 

hastalıktan korunmada “geleneksel tıp” adı altında yararlandığı belirtilmektedir. Tıbbi 

bitki türünün 70.000 civarında olduğu ileri sürülmekle birlikte; Dünya Sağlık Örgütü 

tarafından 21.000 bitki türünün ilaç hazırlamak için uygun bulunduğu bildirilmektedir. 

Fonksiyonel gıda bileĢenleri genellikle hastalığın önlenmesi ile ilgilidir. Tez konumuz 

olan sinarin (CYN) biyolojik olarak aktif fonksiyonel besin bileĢenleri olan 

dicaffeoylquinic asit türevlerinden biridir. Sinarin, choleretic üzerinde potansiyel 

etkileri olan biyolojik olarak aktif fonksiyonel gıda bileĢenlerinden biridir ve kolesterol 

düĢürücü, hepatoprotektif, anti-aterosklerotik, anti-HIV, antioksidatif, anti-diyabetik, 

antikarsinojenik ve bağıĢıklık modülatör aktivitesidir. Özetle, sinarin daha moleküler, 

klinik ve epidemiyolojik çalıĢmalar için bir hastalık önleyici ajan olarak kullanabilmek 

için gereklidir. 

Sinarin ve diğer bileĢenleri ayırmak için kromatografik koĢullar belirlenerek analize 

uygulanmıĢtır. 5 μm partikül çaplı 4,6x250 mm boyutunda Sepax BR C18 kolonda, 

mobil faz olarak ACN:Fosfat tamponu (pH:3.50) (20:80) (v/v), 25
o
C’de; 0,8 mL/dak 

akıĢ hızında elde edilmiĢtir. ÇalıĢma UV dedeksiyonla,  üç dalga boyunda 310; 325; 330 

nm dalgaboyu kullanılarak yapılmıĢtır. Maddelerin doğrusallık aralıkları 0,5-10,0 

μg/mL olarak bulunmuĢtur. TeĢhis (LOD) sırası ile sinarin için 0,08 μg/mL; klorojenik 

asit için 0,31  μg/mL; kafeik asit için 0,28 μg/mL; p-kumarik asit için  0,017 μg/mL; 



 

 

xiii 

ferulik asit için 0,18 μg/mL’dir. Tayin sınırı (LOQ) ise kalibrasyon eğrisinin en düĢük 

standart konsantrasyonu olan 0,5 µg/ml’dir.  GeliĢtirilen yöntem valide edilip, bu beĢ 

ilaç etken maddesinin kapsüllerdeki analizine uygulanmıĢtır. Bu yöntem kolay ve 

tekrarlanabilir olup kapsül  analizlerinde güvenle kullanılabilir niteliktedir. 
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ABSTRACT 

Memmedzade, C. (2022). Cynarin analysis in food supplements. Istanbul University, 

Institue of Health Science, Department of Analytical Chemistry. Master Thesis. 

Istanbul. 

Food supplements are defined as products that are used to supplement a person's diet 

and that contain nutrients such as vitamins, minerals, amino acids, herbs or herbal 

dietary components. In the production of food supplements, fruits and vegetables, 

plants, microorganisms and raw materials of animal origin are used. Since the beneficial 

properties of foods on human health (antioxidant, dietary fiber, etc.) are known, the 

consumption of food supplements is increasing today. 

According to the records of the World Health Organization (WHO), plants and products 

obtained from plants; It is stated that a large part of the world population (70-80%) 

benefits under the name of "traditional medicine" in the treatment and prevention of 

disease. Although it is claimed that there are around 70,000 medicinal plant species; It 

is reported by the World Health Organization that 21,000 plant species are found 

suitable for drug preparation. Functional food ingredients are often related to disease 

prevention. Cynarin (CYN), which is the subject of our thesis, is one of the 

dicaffeoylquinic acid derivatives that are biologically active functional nutritional 

components. Cynarin is one of the biologically active functional food ingredients with 

potential effects on choleretic and cholesterol-lowering, hepatoprotective, anti-

atherosclerotic, anti-HIV, antioxidative, anti-diabetic, anticarcinogenic and immune 

modulatory activity. In summary, cynarin is required for further molecular, clinical and 

epidemiological studies to be able to use it as a disease preventative agent. 

In order to separate cynarin and other components, chromatographic conditions were 

determined and applied to the analysis. ACN:Phosphate buffer (pH:3.50) (20:80) (v/v) 

as mobile phase in Sepax BR C18 column 4.6x250 mm in size with 5 μm particle 

diameter, at 25
o
C; Obtained at a flow rate of 0.8 mL/min. Operation with UV detection, 

310 at three wavelengths; 325; It was made using a wavelength of 330 nm. Linearity 

ranges of the items were found as 0.5-10.0 μg/mL. Diagnostic (LOD) 0.08 μg/mL  for 

cynarin, respectively; 0.31 μg/mL for chlorogenic acid; 0.28 μg/mL for caffeic acid; 
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0.017 µg/mL for p-coumaric acid; 0.18 μg/mL for ferulic acid. The limit of detection 

(LOQ) is 0.5 µg/ml, which is the lowest standard concentration of the calibration curve. 

The developed method was validated and applied to the analysis of these five active 

ingredients in capsules. This method is easy and reproducible and can be used safely in 

capsule analysis. 
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ZUSAMMENFASSUNG / RESUME 

Dikkat bu satırı ve aĢağıdaki paragrafı daha sonra siliniz! 

Bu sayfayı koyacaksanız ”ÖZET” ve “ABSTRACT” sayfalarındaki ilkeler uygun olarak 

hazırlayın. Bu sayfayı koymayacaksanız baĢlığı tamamen bloklayarak siliniz. 

 



 

 

1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

Ġnsanların  beslenmesine yardımcı olmak amaçlı kabul edilen  ve amino asitler, bitkiler, 

vitaminler, mineraller gibi besin öğelerini içeren ürünler gıda takviyeleri olarak 

tanımlanmaktadır. Gıdaların insan sağlığına yararlı özellikleri (besinsel lif, antioksidan 

vb.) bilindiği için günümüzde gıda takviyelerinin kullanımı artmaktadır. Gıda 

takviyelerinde en çok görülen sorunlar katkı maddeleri,  kontaminasyon,  yanlıĢ doz, 

toksisite  ve  hatalı etiketlemedir. Son zamanlarda ülkemizde ve dünyada  ilaç 

etkileĢimlerinden  kaynaklı yan etkilerin yanı sıra söz konusu ürünlerle ilgili 

zehirlenmeler görülmektedir. Gıda takviyeleri ilaç olarak değerlendirilmemelidir. Doğru 

Ģekilde tüketildiğinde insanların sağlığını pozitif yönde etkilediği bilinmektedir [1]. 

Tıbbi bitkiler genellikle Uzakdoğu ülkelerindeki toplumlarda yaygınken;  son yıllarda 

batı toplumlarında da kullanımı giderek artmaktadır. Bu bitkiler çoğunlukla 

“tamamlayıcı tıp” ya da “alternatif tıp” olarak kullanılmaktadır. Sağlığın geliĢtirilmesi 

ve sağlığa faydalı olabilmesi yönü ile bitkisel tıbbi ürün ticaretinde sürekli yükselen bir 

pazar oluĢmasına yol açmaktadır [2]. 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) kayıtlarında bitkiler ve bitkisel ürünlerden; dünya 

nüfusunun büyük bir kısmında (% 70-80)  hastalıktan korunmada ve hastalık 

tedavisinde “geleneksel tıp” adı altında faydalanıldığı görülmektedir.  70.000 civarında  

tıbbi  bitki türünün varlığı öne sürülmekle birlikte Dünya Sağlık Örgütü 21.000 bitki 

türünün ilaç hazırlamak için uygun olduğunu bildirmektedir [3]. 

“Türk Gıda Kodeksi Takviye Edici Gıdalar  Tebliği” ne göre gıda takviyelerinin tanımı;  

normal beslenmeyi takviye etmek amacıyla;  mineral,  vitamin,  karbonhidrat,  protein,  

amino asit,  yağ asidi,  lif  gibi besin öğelerinin  ya da bunların dıĢında fizyolojik  ya da 

besleyici  etkileri bulunan bitki,  bitkisel ve hayvansal kaynaklı maddeler,  biyoaktif  

maddeler ve benzeri maddelerin  ekstrat  ya da  konsantrelerinin tek baĢına ya da  

karıĢımlarının  pastil,  kapsül,  tablet,  tek kullanımlık sıvı ampül, toz paket,  damlalık 

ĢiĢe ve diğer benzeri sıvı ya da  toz formlarda hazırlanarak günlük alım dozu belirlenmiĢ 

ürünler  Ģeklindedir [1]. 

Gıda takviyeleri ilaç olarak değerlendirilmemeli fakat doğru Ģekilde tüketildiğinde ve 

doğru kiĢi tarafından yönlendirildiğinde bireyin sağlığını pozitif yönde etkilediği 



 

 

2 

bilinmelidir. Gıdaların ve bileĢenlerinin iĢlevsel özellikleri gıda takviyelerini 

kullanmaya yönelim sağlamıĢ ve günümüzde sağlığın korunması açısından önemli hale 

gelmiĢtir. Günümüzde yetersiz ve hatalı beslenme veya tüketilen üründen beklenen 

etkinin sağlanamaması gibi sorunlar gıdaların dozunda ve doğru tüketilmemesinden 

kaynaklanmaktadır. Bireylerin sağlıklı olabilmesi için gerekli içerikler (mineral, vitamin 

vb.) farklı nedenlerden ötürü artık gıdalardan elde edilememekte ve bunun neticesinde 

takviye edici gıdalara yönelim artmaktadır. Günümüzde, gıdaların iĢlevsel özellikleri 

(besinsel lif, antioksidan, aminoasit vb.) gıda takviyeleri sektöründe yeni ürünlerin 

geliĢimine olanak sağlamakta ve bu takviyelere gereksinim duyan bireylerin 

ihtiyaçlarını gidermektedir [1]. 

Bu amaçla gıda takviyelerindeki etkili maddelerin analizi önem kazanmaktadır. 

ÇalıĢmamızda enginar özütlerinde bulunan sinarin  ve diğer  hidroksosinnamik  asit 

sınıflarının analizleri için HPLC-UV sistemi ile uygun yöntem geliĢtirilerek valide 

edilecek ve gıda takviyesi üzerinde  uygulanacaktır . 

Enginar (Cynara scolymus L.) Asterecea  familyasına ait otsu ve çok yıllık bir bitkidir 

[4]. Enginar yetiĢtiriciliği ve  tarımsal ekonomi açısından önemli bir yere sahip olup, 

baĢta Ġspanya ve Ġtalya olmak üzere Akdeniz ülkelerinde oldukça yaygındır [5]. 

Enginarın belirli iĢlemlerden geçirilmesi sonucu ortaya çıkan yan ürün ya da atıklar lif, 

inülin ve biyoaktif   fenolikler  ile antioksidan açısından  oldukça zengindir [4]. Bu 

sebeple  enginar üretimi ile açığa çıkan atık maddenin  iĢlevsel gıda imalatında 

değerlendirilmesi ya da biyoaktif  bileĢen kaynağı olarak kullanılması ekonomik 

bakımdan fonksiyonel bir çözüm olacaktır. Enginarın, romatizma, ödem, hiperlipidemi, 

koroner kalp rahatsızlığı ve kolesterol problemlerini çözmesi ile aterojenik risklerini 

azalttığı düĢünülmektedir [6]. 

Enginar, yağ oranını azaltıcı özelliği ve  yüksek  antioksidan içeriği bakımından 

kardiyovasküler sistem açısından yararlı bir bitkidir. Bu ürünlerin tanınırlığı zamanla 

artmaktadır. Enginar içerisinde tıbbi ve besleyici fayda sağlayıcı, mineral, lif, inülin ve 

fenolik maddeler gibi bileĢenler barındırmaktadır. Enginardaki  inülin ve baĢta 

flavonoitler ve kafeoilkuinik asitler olmak üzere fenolik bileĢenler sağlığı destekleyici 

etkilerin büyük bir çoğunluğunu oluĢturmaktadır [4]. 
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Enginarın içerdiği  fenolik  madde ile ilgili bir çok araĢtırma  yapılmıĢtır; fakat bitkinin 

hangi kısmında  hangi fenolik maddenin yoğun olarak yer aldığı konusunda net bir bilgi 

elde edilememektedir [7] . Çünkü, fenolik madde profili olgunluk seviyesi, tür, üretim 

ve saklama Ģartlarına bağlı olarak değiĢkenlik göstermektedir. 
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            2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Etken Maddeler 

2.1.1. Sinarinin Farmakokinetik ve Kimyasal  Özellikleri 

 

 

   

                           ( C 25 H 24 O 12) 

 

    

                                   ġekil 2-1:Sinarinin Molekül ġekli 

 

Sinarin (CYN) , bir hidroksisinnamik asit türevi olup aynı zamanda enginarın ( Cynara 

cardunculus ) biyolojik, aktif  kimyasal bileĢenidir ( Ģekil 2-1). Kimyasal olarak iki 

birim kafeik asit ve kinik asitten oluĢan bir esterdir [8]. 

Vücut için oldukça faydalı olan, çok az gıdada bulunan sinarin enginarda da bolca 

bulunmaktadır [9]. 

Sinarin karaciğerde bulunan dokuları stimüle ederek safra salgısının artmasına yardımcı 

olmaktadır. Karaciğerde beslenme bozuklukları ve baĢka  nedenlerden dolayı fazla 

kolesterol üretimini önleyen sinarin, karaciğerdeki fazla miktardaki kolesterolün 

vücuttan uzaklaĢtırılmasına da yardımcı olmaktadır [10]. 

Bu nitelikleri sayesinde vücut sağlığını pozitif  yönde etkileyen sinarinin yeterli 

miktarda vücuda alınması gerekmektedir ve bunun için de en iyi yöntem enginar 

tüketmektir. 

Sinarin maddesinin yararlarından bazıları Ģunlardır: 

• Sindirim sisteminin sağlıklı ve daha düzenli çalıĢmasına yardımcı olur. 

• Kötü kolesterolün düĢmesini sağlayarak kalp ve damar sağlığını korur. 

• Vücuda alınan yağların sindirilmesine yardımcı olur. 



 

 

5 

• Safra üretimini uyarır. 

• Ġdrar yolları sağlığını korur. 

• Safra sağlığı ve karaciğerin  korunması için yeterli miktarda mutlaka alınması 

gerekir. 

• Karaciğerin düzenli çalıĢmasına yardımcı olduğundan dolayı gaz,bulantı ve 

ĢiĢkinlik gibi durumların meydana gelmesini önler. 

 

2.1.2. Sinarinin Miktar Analiziyle Ġlgili Literatür ÇalıĢması   

 

                             HPLV-UV Kromotografik  ÇalıĢmalar 

  

       Mornar ve ark, HPLC-DAD-MS-MS tekniği kullanarak enginar yaprağı 

ekstraktında sinarinin miktar tayinini yapmıĢlardır. Boyutları 150 mm x 4,6 mm ve 

partikül boyutu 3,5 µm olan C18 kolon kullanılmıĢtır. Mobil faz sistemi: formik asidin 

%0,1-lik  çözeltisi (A) ve asetonitrilden (B) oluĢan bir gradyan yöntemi ile sinarin 

analizi  yapılmıĢtır. Enjeksiyon hacmi 5 µL, mobil fazın akıĢ hızı 0,4 mL /dakika ve 

kolonun sıcaklık derecesi 25 °C'de çalıĢılmıĢtır. Sinarinin ax dalga boyu 326 nm olarak 

ayarlanmıĢtır. GeliĢtirilen yöntem farmakokinetik çalıĢmaya uygulanmıĢtır [11]. 

 

       Aboutabl ve ark, HPLC-DAD tekniği kullanarak Mısırda yetiĢtirilen dulavratotu 

köklerinden, yapraklarından ve tohumlarından 13 fenolik  bileĢik (sinarin dahil) 

varlığını tespit etmiĢler ve miktar tayinini yapmıĢlardır. HPLC analizi, bir PDA 

detektörü ve bir  Intersil ODS-2 C18 kolonu, 2.1x50 mm, partikül boyutu 3 µm olan 

C18 kolon, mobil faz sistemi  formik asidin %0,2-lik çözeltisi (A) ve asetonitril/metanol 

(60:40) ( v/v) (B) oluĢan bir gradyan yöntemi ile sinarin analizi yapılmıĢtır. Mobil fazın 

akıĢ hızı 0,2 mL /dakika, enjeksiyon hacmi 20 µL,  ve kolonun  sıcaklık derecesi 25 °C' 

de çalıĢılmıĢtır [12]. 

 

       Sun  Zheng ve ark, HPLC-DAD  tekniği kullanarak ayçiçeği ( Helianthus annuus ) 

filizlerinde  sinarinin  miktar tayinini yapmıĢlardır. C18 kolonu, boyutları 150 mm x 2,1 

mm ve partikül boyutu 5 µm olan,  mobil faz sistemi  formik asidin %0.1-lik  çözeltisi 

(A) ve asetonitrilden  (B) oluĢan bir gradyan yöntemi ile sinarin analizi yapılmıĢtır. 
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Mobil fazın akıĢ hızı 0,2 mL /dakikaya ayarlandı ve kolonun sıcaklık derecesi  25 °C'de 

çalıĢılmıĢtır [13]. 

 

       Topal ve ark, Ġlirya devedikeninde ( Onopordum illyricum L.) saflaĢtırılan sinarinin 

antioksidan, antiradikal ve antikolinerjik özelliklerini belirlemek için LC-MS/MS 

analizi gerçekleĢtirmiĢlerdir. C18 kolonunda (5.0 µm, 19 mm × 50 mm kolon) yaklaĢık 

42 mg sinarin izole edilmiĢtir [14]. 

 

       Pandino ve ark, Küre enginar, Yabani enginar ve Ekili enginarın olgunlaĢmamıĢ 

çiçeklerinde ana flavonoidleri ve fenolik asitleri (kafeoilkinik asitler, apigenin ve 

luteolin türevleri) araĢtırmak için HPLC / kütle spektrometrisi ile çalıĢmalar 

yapmıĢlardır. LC-MS/MS ile yapılan analizi Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 50mm; 

1.8 μm partikül boyutu) kolonlu, mobil fazı formik asidin %0.1  çözeltisi (A) ve 

asetonitrilden ( B) oluĢan, mobil fazın akıĢ hızı 0,2 mL /dakika, enjeksiyon hacmi 20 µL 

ve kolonun  sıcaklık derecesi 25 °C'de olan bir gradyan yöntem kullanılmıĢtır. Sinarinin 

LC-MS/MS ile yapılan analizin sonuçlarına göre: LOQ=1 (mg/L), LOD=0.20 (mg/L). 

GeliĢtirilen yöntem farmakokinetik çalıĢmaya uygulanmıĢtır [15]. 

 

       Ben Salem ve ark, enginar yaprağı ekstraktının yüksek yağlı diyet (HFD) ile 

indüklenen sıçanlara karĢı hepatoprotektif etkisini araĢtırmak için LC-MS/MS ile   

enginarın yapraklarından  HPLC kromatogramından on fenolik bileĢen analizini 

yapmıĢlar. Kromatografik ayırma için bir Zorbax 300 A° Extend-C-18 Sütunu (2.1 x 

150 mm; Phenomenex UK, Macclesfield, UK) kullanıldı. Mobil faz, %95 solvent A (su  

içinde %0.1 formik asit) ve %5 solvent B (asetonitril içinde %0.1 formik asit)-den 

oluĢturuldu. AkıĢ hızı 200 ml/dk  ve hacim 5 ml'de enjekte edilmiĢtir [16]. 

 

       Im Do Youn ve ark, HPLC-DAD tekniği kullanarak dulavratotu köklerinde olan 

fenolik bileĢiklerin analizini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Mobil faz, çözücü A (su içinde %0.1 

formik asit) ve  çözücü B (asetonitril içinde %0.1 formik asit)-den oluĢturulmuĢtur. 

AkıĢ hızı 0.5 ml/dk'ya ayarlandı. LC-MS/MS kullanılarak yapılan analizler sonucunda 

dulavratotu kökünde bulunan ana etken maddelerin sinarin ve klorojenik asit olduğu 

teyit edilmiĢtir [17].  
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      Alonso ve ark, biyolojik örneklerde sinarinin tayini için HPLC yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirdikleri yöntemde A Ib-Sil ODS (250 mm x4,6 mm x 5 µm) ters 

fazlı kolon (Phenomenex ABD) kullanmıĢlardır. Kolon su / metanol / asetik asit ile 

(78.5:20:2.5, v/v/v) yıkandı. Mobil fazı 1,3 ml/dk akıĢ hızında kullanmıĢlardır. Dalga 

boyunu 316 nm'ye ayarladılar. Kromatografik prosedür, oda sıcaklığında (18-25 °C) 

gerçekleĢtirilmiĢtir [18]. 

 

       Kabganian ve ark, HPLC  ile  üç yaĢındaki dar yapraklı kirpi otu (Echinacea 

Angustifolia) bitkilerinin kısımlarındaki alkamitler, ekinakozit ve sinarin miktarlarını 

belirlemek için gradiyent yöntem kullanmıĢlardır. GeliĢtirdikleri yöntemde HP  Zorbax 

C18 ODS hypersil (boyutları 125 mm x 4 mm, partikül boyutu5 µm, ) kolon 

kullanılmıĢtır. Mobil faz (0.12% H3PO4 : acetonitrile, v:v)-den oluĢturuldu. Hacim 5 

ml'de enjekte edilmiĢtir ve 1 ml/dak akıĢ hızı ayarlanmıĢtır. Dalga boyu 316 nm'ye 

ayarlandı [19]. 

 

       Wang ve ark, enginarda ( Cynara scolymus L.) antioksidatif fenolik bileĢiklerin 

analizi için HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirdikleri yöntemde  ODS3 (150 × 3.2 

mm, 5 µm) kolon kullanıldı. Mobil faz solvent A (su içinde %0.2 formik asit) ve  

solvent B (asetonitril )-den oluĢturulmuĢtur. AkıĢ hızı 1,2 ml/dk'ya ayarlandı. Sinarin 

için kalibrasyon eğrisi 1.24-248 μg/ml aralığında bulunmuĢtur [20]. 

 

       Kulza ve ark, enginar (Cynara scolymus L.) yaprağı ekstraktının ana bileĢenleri 

olan sinarin ve luteolinin  siçan plazmasında tayin yöntemini geliĢtirmiĢlerdir. 

BileĢikler, diyot dizisi algılamalı (HPLC-DAD) yüksek performanslı sıvı kromatografi 

tekniği kullanılarak ayrılmıĢtır. HPLC ayrımı, su ve metanol içinde bir mobil faz - 

%0.05 trifloroasetik asit kullanılarak gradyan koĢulları altında C18 kolonu üzerinde 

gerçekleĢtirilmiĢdir. Dedektör lambda=330 nm'ye ayarlandı. Sinarin için LOQ değerini 

2.25 μg/ml ve LOD değerini 0.75 μg/ml bulmuĢlardır [21]. 

 

       Pellati ve ark, ekinezya cinsinin çeĢitli türlerinde hızlı ve güvenilir bir HPLC 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Bu yöntem kafeik asit ve onun türevlerinin tespiti için 

önemliydi.  GeliĢtirdikleri yöntemde RP-18  ( boyutları 125 x 4 mm, partikül boyutu 5 

µm) kolon, mobil faz sistemi  %0.1 fosforik  asit çözeltisi (çözücü A) ve asetonitrilden 
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(çözücü B) oluĢan bir gradyan yöntem ile sinarin analizi yapılmıĢtır. Hacim 5 µL 

enjekte edildi ve akıĢ hızı 1.5 ml/dk'ya ayarlandı.Dalga boyu 330 nm'yeayar landı. 

Sinarin için LOQ değerini 15.99 μg/ml ve LOD değerini 5.28 μg/ml bulmuĢlardır [22]. 

 

       Hammouda ve ark, enginar (Cynara scolymus L.) yapraklarındaki aktif  bileĢenlerin  

(flavonoidler ve kafeik polifenoller) kantitatif bir spektrofotometrik tayini ve HPLC 

analizi ile tek tek bileĢiklerin nispi yüzdelerini hesaplamıĢlardır. ÇalıĢma, olgun 

yaprakları, farklı hasatları, ana bitkiyi ve iki evlat neslini ve ayrıca Rumen ve Mısır 

türleri için karĢılaĢtırmalı bir çalıĢmayı kapsar. Flavonoidler ve polifenollerin 

karĢılaĢtırmalı çalıĢması göstermiĢtir ki, Rumen türü, Mısır türünden daha yüksek 

yüzdeler içerir. Enginarın (C. scolymus'un) Rumen türlerinin yaprakları, Mısır türlerinin 

yapraklarına tercih edilir. BileĢiklerin nispi yüzdeleri sırasıyla 0,53, 1,22 ve 0,31,0,47 

olarak bulunmuĢtur [23]. 

 

       Jun ve ark, enginarın antioksidan aktivitesinin toplam flavonoid içeriği ile yakın bir 

iliĢkisi olduğunu göstermiĢtirler. Antioksidan aktivite gösteren bileĢik, tekrarlanan 

kolon kromatografisi ve yeniden kristalleĢtirme ile enginardan izole edilmiĢtir. 

Spektrometrik çalıĢmalara dayanarak, bileĢiyin sinarin olarak bilinen 1,3-dikaffeoilkinik 

asit olduğu sonucuna varılmıĢtır. Enginarın baĢ ve yapraklarından elde edilen sinarin 

içeriği, C18 fotodiyot dizi dedektörü ile birleĢtirilmiĢ ters fazlı HPLC (yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi) sırasıyla 10.15 ve 0.67 mg/g idi  [24]. 

 

2.1.3. Kafeik Asidin Miktar Analiziyle Ġlgili Literatür ÇalıĢması   

 

Kafeik asit (CA), hidroksisinamik asit sınfından olan organik bir bileĢiktir . Kafeik asit, 

fenolik aynı zamanda akrilik fonksiyonel gruplardan oluĢur ( Ģekil 2-2). Lignin 

biyosentezinde bir ara madde olduğu için tüm bitkilerde bulunur [25]. 

 

Serbest kafeik asit, demlenmiĢ kahve, çeĢitli içeceklerde kırmızı Ģarap dahil olmak 

üzere  bulunabilir. Kekik, adaçayı, nane bitkilerinde yüksek seviyelerde bulunur. Kuru 

erik, kayısı, elma sosu,  ayçekirdeğinde orta seviyelerde bulunur. 
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                                                   (C 9 H 8 O 4) 

 

  

                                

                            ġekil 2-2:Kafeik Asidin  Molekül  ġekli 

 

                             HPLV-UV Kromotoqrafik  ÇalıĢmalar 

 

       Wang ve ark , kafeik asit (CA) ve aktif metabolitlerinin eĢ zamanlı tayini ve 

farmakokinetik çalıĢmasından dolayı  (LC-MS/MS) yöntemini  geliĢtirmiĢlerdir. HPLC-

DAD tekniği kullanarak kafeik asitin miktar tayinini yapmıĢlardır. Boyutları 150 mm x 

4,6 mm ve partikül boyutu 3,5 µm olan C18 kolon ve kafeik asiti tanımlamak için mobil 

faz sistemi:  0.2 mL/dk'lık bir akıĢ hızında metanol ve sudan (%0.1 formik asit içeren) 

oluĢan bir mobil faz ile analizi yapmıĢlardır. Yöntem, tüm korelasyon katsayıları 0.9931 

ile araĢtırılan aralıktaki tüm analitler için doğrusaldı. Alt miktar tayini limitleri analitler 

için 5.0 ng/mL idi. Gün içi ve günler arası kesinlik (göreceli standart sapma) <5.86 ve 

<6.52 ve doğruluk (göreceli hata) -5.95 ile %0.35 ( n =  6) arasındaydı. Yöntemin LOQ 

değeri 5 ng/ml olup kalibrasyon aralığı 5-10 ng/ml’dir.  GeliĢtirilen yöntem, CA'nın oral 

ve intravenöz uygulamasından sonra sıçan plazmasındaki CA'nın farmakokinetiğini ve 

ana aktif metabolitlerini incelemek için uygulanmıĢtır [26].  

  

        Dai ve ark, sıçan plazmasında HPLC-DAD tekniği kullanarak kafeik asitin miktar 

tayinini yapmıĢlardır. Altı Sprague-Dawley sıçanına sırasıyla 4 mL x kg(-1) 

Dengzhanxixin enjeksiyonu intravenöz olarak enjekte edilmiĢtir. Ġlaç plazma 

konsantrasyonları,  dahili standart olarak tinidazol ile LC-MS/MS ile belirlendi.   

Metodolojik test, gereksinimlere uygunluğu gösterdi. Gün içi ve günler arası değiĢken 

katsayısı %10.0'dan azdı, bu da hem meĢru kesinliğin hem de doğruluğun biyolojik 

numune analizinin gereklilikleriyle uyumlu olduğunu gösteriyordu. Bu çalıĢmada 
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oluĢturulan LC-MS/MS analiz yönteminin kafeik asidin farmakokinetik çalıĢmasına 

uygulanabilecek  kadar doğru ve hassas olduğu kanıtlanmıĢtır [27].  

 

       Bursal ve ark, HPLC-DAD tekniği kullanarak kiraz sapının ( Cerasus avium L.) 

antioksidan aktivitesi ve polifenol içeriğini belirlemiĢlerdir. Kafeik asidin miktarı 

yüksek performanslı sıvı kromatografisi ve tandem kütle spektrometrisi ile tespit 

edilmiĢtir. (LC–MS/MS). Boyutları 125 mm x 2 mm ve partikül boyutu 5 µm olan C18 

kolon,  mobil faz sistemi:Metanol (A, 0.5% formik asit) ve su (B, 0.5% formik  asit), 

oluĢan bir gradyan yöntemi ile analizi yapmıĢlardır.  Mobil fazın akıĢ hızı 0,3 mL 

/dakika ve kolon sıcaklığı 30 °C'de çalıĢılmıĢtır. Enjeksiyon hacmi 10 µL’dir.Yöntemin 

LOD’si 0.5 μg/L, LOQ’si 50 μg/L olarak bulunmuĢtur. GeliĢtirilen yöntem 

farmakokinetik çalıĢmaya uygulanmıĢtır [28]. 

 

       Molina ve ark, HPLC-DAD tekniği kullanarak Stevia yapraklarının 

karakterizasyonu  yapmıĢlardır. Seksen dokuz bileĢik geçici olarak tanımlanmıĢ ve 

farklı ailelere: (flavonoidler;  kinik ve kafeik asitler ve türevleri) sınıflandırılmıĢtır. LC–

MS/MS analizi için  boyutları 15 sm x 0.4 sm ve partikül boyutu 5 µm olan C18 kolon,  

mobil faz sistemi: %0,1 formik asitli (A) su ve %0,1 formik asitli (B) metanol oluĢan bir 

gradyan yöntemi ile kafeik asidin analizini yapmıĢlardır. GeliĢtirilen yöntem 

farmakokinetik çalıĢmaya uygulanmıĢtır [29]. 

 

       Ferracane ve ark, HPLC-DAD  tekniği kullanarak dulavratotu ( Arctium lappa )  

yaprağı ekstraktında kafeik asidin miktar tayinini yapmıĢlardır. Dulavratotu 

ekstraktlarının ana bileĢikleri; kafeoilkinik asit türevleri, lignanlar ve çeĢitli 

flavonoidlerdir.  Dulavratotu tohumlarında bazı fenolik asitlerin (kafeik asit,  klorojenik 

asit ve sinarin) oluĢumu kanıtlanmıĢtır. LC–MS/MS analizi için 280 nm'ye ayarlanmıĢ 

dedektör ve bir Prodigy ODS3 100 Å  kolon (250 mm × 4,6 mm, partikul boyutu 5 µm) 

kullanılmıĢtır. Mobil faz sistemi  formik asidin 0,2 %-lik çözeltisi  (A) su ve (B) 

asetonitril/metanol (60:40),( v/v) oluĢan bir gradyan yöntem ile analiz yapılmıĢtır.. 

Enjeksiyon hacmi 20 µL, akıĢ hızı 0,2 mL /dakika ayarlarında çalıĢılmıĢtır. GeliĢtirilen 

yöntem farmakokinetik çalıĢmaya uygulanmıĢtır [30]. 
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       Yılmaz ve ark, HPLC-DAD  tekniği kullanarak bitkilerde 8 fitokimyasal bileĢiğin 

(sinarin,  kafeik asit,  sirinjik asit,  p-kumarik asit,  o-kumarik asit, vanilik 

asit, ferulik asit, klorojenik asit) miktarsal tayinini yapmıĢlardır. LC–MS/MS analizi 

için  boyutları 150 mm x 4.6 mm ve partikül boyutu 5 µm olan C18 kolon, mobil faz 

sistemi: A (su, 5 mM amonyum format ve %0.1 formik asit) ve mobil faz B (metanol, 5 

mM amonyum format ve %0,1 formik asit) oluĢan bir gradyan yöntemi ile kafeik asidin 

analizi yapılmıĢtır. Kolon sıcaklığı 30 °C'de çalıĢılmıĢtır. Yöntemin LOD’si 2.58 μg/L , 

LOQ’si 3.61 μg/L olarak bulunmuĢtur.  GeliĢtirilen yöntem farmakokinetik çalıĢmaya 

uygulanmıĢtır [31]. 

 

       Wang ve ark, aromatik bitkilerde  rosmarinik ve kafeik asitlerin belirlenmesi için 

bir HPLC yöntemi geliĢtirmiĢler. GeliĢtirdikleri yöntemde Kingsorb (150 mm x4,6 mm 

x 5 µm) C18   ters fazlı kolon kullanılmıĢtır. Kolon ortofosforik asit içeren metanol/su 

gradyanlı elüsyon sistemi ve bir fotodiyot dizi detektöründen oluĢuyordu. Mobil fazı 1 

ml/dk akıĢ hızında kullanmıĢlardır. Enjeksiyon hacmi 10 µL olarak ayarlandı Dalga 

boyu 316 nm'ye ayarlandı. Kromatografik prosedür, 30 °C gerçekleĢtirilmiĢtir. Kafeik 

asit için için LOD ve LOQ sırasıyla 0.150 μg/ml ve 1.345 μg/ml olarak bulunmuĢtur 

[32]. 

       Spagnol ve ark, emülsiyonlarda kafeik asit (CA) tayini için doğru, hassas, hızlı ve 

HPLC yöntemi  geliĢtirmiĢlerdir. En iyi ayırma, 0.7 ml/dak bir akıĢ hızında, asetik asit 

ile pH 2.5 olan  etanol ve saf sudan  (40:60 v/v) ibaret mobil faz,  250 x 4.6 mm, 5.0 µm 

partikül boyutunda bir RP18 XDB Waters kolonunda elde edilmiĢtir. Ultraviyole 

algılama, ortam kolon sıcaklığında (25°C) 325 nm'de gerçekleĢtirilmiĢtir. LOD 1,44 

µg/mL ve LOQ 4.38 µg/mL olarak bulunmuĢtur [33]. 

      

  Iranshahi ve ark, Ġran'da yetiĢtirilen ekinezya (Echinacea purpurea) 'dan kafeik asit 

türevlerinin hızlı izokratik HPLC analizini yapmıĢlardır. GeliĢtirdikleri yöntemde RP-18 

Nucleosil C18 (250 mm x4,6 mm x 5 µm) kolon kullanıldı. Mobil faz sistemi  fosforik 

asidin %0,1-lik oranında  asetonitril ve sudan (70:30) oluĢuyordu Mobil fazın  akıĢ hızı, 

1.5 mL/dak;  dalga uzunluğu 330 nm; çalıĢma süresi 5 dakika; enjeksiyon hacmi, 50 µL 

olarak belirlenmiĢtir [34]. 
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       Kosinska ve ark, etanol-dioksan kullanılarak yağı alınmıĢ keten tohumlarından 

fenolik bileĢikler ekstre etdiler. Elde edilen ham özüt, hareketli fazlar olarak su ve 

metanol ile Amberlite XAD-16 kolon kromatografisi kullanılarak saflaĢtırılmıĢtır. 

HPLC kullanılarak incelenen keten tohumunun LM'sinde, bir kafeik asit molekülü, beĢ 

molekül p -kumarik asit ve iki molekül ferulik asit bulunmuĢtur. GeliĢtirdikleri 

yöntemde (Shimadzu Co., Kyoto, Japonya) C18 (250 mm x4,6 mm x 5 µm) kolon 

kullanıldı. 1 ml/dk akıĢ hızı ve asetonitril-su-asetik asit (5:93:2, v/v/v) [çözücü A] ve 

asetonitril-su-asetik asidin (40:58:2) gradyan yöntemi ile kafeik asidin analizini 

yapmıĢlardır.  Enjeksiyon hacmi 5 µL olarak belirlendi. BileĢiklerin ayrılması 280 

nm'de izlendi. Kromatogramlar 320 nm'de kaydedildi [35]. 

 

       Spagnol ve ark, basit, hızlı ve tekrarlanabilir bir UV Spektrofotometrik yöntem 

geliĢtirmiĢlerdir. UV-Spektrofotometrik yöntem kullanarak emülsiyondaki kafeik asitin 

validasyonu yapıldı. Kromatogramlar 325 nm'de kaydedildi. Kalibrasyon eğrisi 2 ila 8 

μg/mL, LOD 0.43 µg/mL ve LOQ 1.32 µg/mL olarak bulunmuĢtur [36]. 

 

       Masek ve ark, spektrofotometrik yöntemle Kafeik asidin antioksidan aktivitesini 

araĢtırmıĢlardır. Elde edilen sonuçlara göre  kafeik asit doğrusal olarak artan geliĢmiĢ 

antioksidan özellikler sergilemiĢtir [37]. 

 

       Stratil ve ark, sebzelerde fenolik bileĢiklerin toplam içeriğinin ve antioksidan 

aktivitesinin belirlenmesi için spektrofotometrik yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Bu yöntemle 

kullanılan standartlar için korrelasyonları ve çeĢitli türlerden ekstraktlar, yaygın olarak 

tüketilen sebzeler, ayrıntılı olarak incelenmiĢtir. Sebzelerde fenolik madde içeriği ve 

toplam antioksidan aktivitesi değerleri, kullanılan tüm yöntemler için çok iyi 

korrelasyon göstermiĢtir [38]. 

 

2.1.4. Klorojenik Asidin Miktar Analiziyle Ġlgili Literatür ÇalıĢması   

 

Klorojenik asit ( CGA ), kafeik asit ve kinik asidin esteridir (Ģekil 2-3) [25]. "Klorojenik 

asitler" terim olarak, kinik asitde dahil olmak üzere hidroksisinnamik asitlerle ( kafeik 

asit, ferulik asit ve p -kumarik asit ) birlikte  esterlerin ilgili bir polifenol ailesini ifade 

eder [39]. 
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Klorojenik asit kahve çekirdeklerinde, kuru erik, Ģeftali ve patlıcanda bulunur. 

 

                                      

 (C 16 H 18 O 9) 

 

                                   ġekil 2-3:Klorojenik Asidin  Molekül ġekli 

 

                                HPLC-UV Kromotografik ÇalıĢmalar 

 

       Souilah ve ark, HPLC-DAD tekniği kullanarak Oenante fistulosa L.'de (Kazyak) 9 

fenolik bileĢik varlığını tespit etmiĢler ve miktar tayinini yapmıĢlardır. Mevcut 

çalıĢmanın amacı, fistulosa'nın diklorometan (DCM), Etil Asetat (EA) ve n-bütanol 

(BuOH) fraksiyonlarının kimyasal profilini 37 fitokimyasalın LC-MS/MS ile analizi 

yoluyla araĢtırmak ve antioksidan, antikolinesteraz ve antitirozinaz gibi biyolojik 

aktivitelerini ilk kez değerlendirmektedir. Test edilen bitki fraksiyonları kayda değer ve 

güçlü bir antioksidan etki göstermiĢtir. Bunların arasında 9 fenolik asit tespit edildi ve 

klorojenik, ferulik ve p-kumarik asitler en bol olanlardı [40]. 

 

       Ye, Jun Xiao ve ark, HPLC-DAD tekniği kullanarak sıçan plazmasında klorojenik 

asitin miktar tayinini yapmıĢlardır. Metanol / etilasetat / trifloroasetik asit (49:49:2, 

v/v/v) ile ekstraksiyonun ardından, ekstrakte edilen analitler, %0.1 formik asit içeren 

asetonitril-sudan oluĢan bir gradyan mobil faz sistemi kullanılarak bir ters faz C12 

kolonunda ayrılmıĢtır. Ölçüm limitleri 1 ng/mL ile 2.1 ng/mL arasında kesinlik <%7 ve 

doğruluk %94 ile %107 arasındaydı. Klorojenik asit için LOQ değerini 10 ng/mLve 

LOD değerini 3 ng/mL buldular. DoğrulanmıĢ yöntem, intravenöz, peroral ve ya 

intratrakeal yollarla Shuang-huang-lian solüsyonlarının uygulanmasından sonra 

sıçanlarda karĢılaĢtırmalı bir farmakokinetik çalıĢmaya uygulandı. Sonuçlar, üç 

kimyasal belirtecin, peroral uygulamaya kıyasla pulmoner uygulamayı takiben daha 

hızlı ve tamamen emildiğini göstermiĢtir [41]. 
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       Yang ve ark, insan plazmasındaki Klorojenik asidin kantitatif analizi için bir LC-

MS/MS yöntemi geliĢtirmiĢ ve bunun ilerlemiĢ katı tümörü olan Çinli hastalarda bir 

farmakokinetik çalıĢmaya uygulamıĢlardır. Plazma numuneleri metanol ile çökeltildi ve 

%0,1-lik formik asit  içeren metanol-su gradyan yöntemi  kullanılarak 0,4 mL/dk akıĢ 

hızında bir Zorbax C18 kolonunda (50 x 2,1 mm, id 1,8 µm) ayrıldı. Yöntem, 10–2000 

ng/mL konsantrasyon aralığında tamamen doğrulanmıĢtır. Günler arası ve gün içi 

kesinlik (%RSD) göstergelerinin tümü %10,7 içindeydi ve doğruluk (%RE) -%3,0 ile 

%10,6 arasında değiĢiyordu. Bu yöntem, enjeksiyon için Klorojenik asidin 

intramüsküler enjeksiyon uygulamasından sonra ilerlemiĢ katı tümörü olan Çinli 

hastalarda farmakokinetik çalıĢmaya baĢarıyla uygulanmıĢtır [42]. 

 

       Fang ve ark, kurutulmuĢ eriklerde fenolik bileĢenlerin HPLC-DAD tekniği 

kullanarak miktar tayinini yapmıĢlardır. Kuru erik, Batı'da sağlıklı bir besin olarak 

bilinir ve Hindistan'da ilaç olarak kullanılır. Bunlar, yaĢa bağlı çeĢitli hastalıklara karĢı 

korumada çok önemli bir rol oynadığına inanılan yüksek konsantrasyonlarda fenolik 

bileĢiklerle karakterize edilmiĢtir. Ana bileĢenler neoklorojenik asit ve kriptoklorojenik 

asitti. Mobil faz olarak %0,1-lik formik asit  içeren metanol-su kullanıldı. GeliĢtirilen 

yöntem farmokokinetik çalıĢmaya uygulanmıĢtır [43]. 

 

       Zhao ve ark, sıçan plazmasında  klorojenik asit ve dört flavonoidin eĢ zamanlı 

miktar tayinini yapmıĢlardır.  Plazma numuneleri metanol ile çökeltildi ve bir ters faz 

Agilent Poroshell 120 EC-C18 ile ayrıldı. %0,1-lik  formik asit  içeren metanol-su 

gradyan yöntem kullanıldı. Klorojenik asit için LOQ değerini 5.55 ng/mLve LOD 

değerini 0.36 ng/mL buldular. Gün içi ve günler arası kesinlik %15 içindeydi ve 

ortalama ekstraksiyon geri kazanımları her bir analit için %85 ila 115 arasında 

değiĢiyordu. GeliĢtirilen yöntem farmokokinetik çalıĢmaya uygulanmıĢtır [44]. 

 

       Zhang ve ark, insan plazmasında klorojenik asit ve sinnamik asidin eĢ zamanlı 

tayini için hızlı ve yüksek hassasiyetli bir sıvı kromatografisi/tandem kütle 

spektrometrisi (LC/MS/MS) yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Analitler, insan plazmasından 

eter-etil asetat (1:1, v/v) ile sıvı/sıvı ekstraksiyonu yoluyla ekstrakte edildi ve bir 
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Agilent Zorbax SB C18 kolonunda 5  dakika içinde ayrıldı. AkıĢ hızı 0.5 ml/dk'ya 

ayarlandı ve hacim 5 µL enjekte edildi. Klorojenik asit için LOQ değerini 800 ng/mL ve 

LOD değerini 1 ng/mL buldular. Gün içi ve günler arası kesinlik (%RSD) her bir analit 

için %9,05 aralığındaydı. Absolüsyon geri kazanımları, klorojenik asit için %74.62'den 

fazlaydı. Yöntem, 10 sağlıklı gönüllüde Mailuoning  enjeksiyonunun farmakokinetik 

çalıĢmasına baĢarıyla uygulanmıĢtır [45]. 

       Duckstein ve arkHPLC-DAD  tekniği kullanarak hamamelis virginiana 

yapraklarındaki fenolik bileĢenlerin miktar tayinini yapmıĢlardır. Analizler bir Sun Fire  

C18 (150×2,1 mm 5 μm) ters fazlı analitik kolon üzerinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Gradyan 

yöntem ile klorojenik asidin analizini yapmıĢlardır.  UV-dedektör 280, 360 nm, kolonun  

sıcaklık derecesi  25 °C'de çalıĢılmıĢtır. Klorojenik asit için LOQ 140.3 μg/ml ve LOD 

değerini 46.4 μg/ml bulundu. GeliĢtirilen yöntem farmokokinetik çalıĢmaya 

uygulanmıĢtır [46]. 

       Bennat ve ark, kavrulmuĢ kahvede klorojenik asit laktonlarının HPLC analizini 

yapmıĢlardır. GeliĢtirdikleri yöntemde Hypersil C18  (250 x 4.6 mm, 5 µm)kolon 

kullanıldı. Mobil faz için  %2 asetik asit çözeltisi (çözücü A) ve metanol (çözücü B) 

oluĢan bir gradyan yöntem ile analiz yapıldı. 1  ml/dk akıĢ hızında, UV-dedektör 190-

390  nm, kolon sıcaklığı 25 °C'de çalıĢılmıĢtır [47]. 

       Pedrosa ve ark, farklı ayçiçeği tohumlarında klorojenik asit ve türevlerinin HPLC 

yöntemi kullanarak analizini yapmıĢlardır. GeliĢtirdikleri yöntemde A Zorbax SB-C18 ( 

boyutları 150 x 4.6 mm, partikül boyutu 5 µm) kolon kullanıldı. Mobil faz sistemi 

metanol / asetonitril /su /formik asitten (5:5:85:5)  oluĢan bir gradyan yöntem ile analiz 

yapıldı.  AkıĢ hızı 1 ml/dk'ya ayarlandı ve hacim 10 µL enjekte edildi. Dalga boyu 325  

nm'ye ayarlandı. Kolon sıcaklığı 30 °C'deçalıĢılmıĢtır [48]. 

       Yang ve ark, oral doz Flos Lonicerae (Japon Hanımeli) ekstraktından sonra tavĢan 

plazmasında klorojenik asidin HPLC tayinini yapmıĢlardır. Plazma örnekleri metanol 

ile ekstrakte edildi. Ekstrelerin HPLC analizi, mobil faz sistemi ACN - %0.2 fosfat 

tamponu (11:89) kullanılarak bir C18 ters fazlı kolon üzerinde gerçekleĢtirilmiĢtir. UV 

detektörü 327 nm'ye ayarlanmıĢtır. Standart eğriler 0,0500–1,00 µg/mL aralığında 

doğrusaldır. Klorojenik asit için %85.1'lik ortalama ekstraksiyon geri kazanımı elde 

edilmiĢtir. Günler arası kesinlik %5,0 ile %7,5 arasında değiĢir ve gün içi kesinlik 
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%9,0'dan daha iyidir. Kantitasyon limiti 0,0500 µg/mL'dir. Flos Lonicerae (Japon 

Hanımeli) özü uygulandıktan sonra tavĢanlarda farmakokinetik çalıĢmasına 

uygulanmıĢtır [49]. 

       Dreher ve ark, ay çekirdeğinde klorojenik asit tayini için Yüksek Performanslı  Sıvı 

Kromatografik  yöntem geliĢtirmiĢlerdir. . GeliĢtirdikleri yöntemd Bondapak Cl8 

kolonu kullanıldı. Mobil faz için %35 metanol (çözücü A) ve %65 asetik asit (çözücü 

B) oluĢan bir gradyan yöntem ile klorojenik asit analizini yapmıĢlardır.  1 ml/dk akıĢ 

hızında, UV-dedektör 313nm' de analiz yapılmıĢtır. Kolon sıcaklığı 25 °C'de 

çalıĢılmıĢtır [50]. 

       Vinson ve ark, ticari yeĢil kahve ekstraktlarında toplam klorojenik asit tayini için 

HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirdikleri yöntemde Agilent Zorbax RX C-18 

(boyutları 250 x 4.6 mm, partikül boyutu  5 µm) kolonu kullanıldı. Mobil faz için suda 

%0.1 formik asit; (çözücü A) ve  asetonitril içinde %0.1 formik asit; (çözücü B) oluĢan 

bir gradyan yöntem ile analiz yapılmıĢtır. Kolonun sıcaklık dereces 25 °C'de 

çalıĢılmıĢtır [51]. 

       Zhang ve ark, Flos Chrysanthemi Indici fitilinde klorojenik asit kalite kontrolü için 

bir gradyan HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Ayırma  mobil faz olarak asetonitril ve 

sulu %1.0 asetik asit karıĢımı kullanılarak bir gradyan elüsyonuyla bir Hypersil ODS 

kolonunda elde edilmiĢtir.  Klorojenik asit  için  LOQ değerini 2 μg/ml ve LOD değerini 

0.32 μg/ml buldular. Kalibrasyon aralığı 2-10 μg/ml- dir. Sonuçlar, geliĢtirilen HPLC 

yönteminin  Çin tıbbi preparatları için bir kalite kontrol yöntemi olarak kolaylıkla 

kullanılabileceğini göstermektedir [52]. 

       Wang ve ark, fermantasyon suyu,  meyvelerde klorojenik asidin spektrofotometrik 

tayininin validasyonunu  yapmıĢlardır. Maksimum UV-vis absorpsiyon dalga boyu, 

optimum koĢullar altında (25 °C ve pH 7.0'da) 790 nm'de meydana gelmiĢtir. 

Kalibrasyon eğrisi 10 ila 800 μg/mL  aralığındadır. Önerilen doğru, hızlı, hassas, düĢük 

maliyetli ve yüksek verimli yöntem, fermantasyon suyu ve meyvelerinde (Mango)  

CGA'yı (SıkıĢtırılmıĢ Gaz Derneği) ölçmek için baĢarıyla kullanılmıĢtır [53]. 

       Siddiqi ve ark, ultraviyole spektrofotometri  tekniği ile klorojenik asidi  hint 

fasulyesi posasının ve portakal posasının bir bileĢeni olarak tanımlamıĢlar. Bitki 

materyallerinde az miktarda klorojenik asidin tanımlanmasını kolaylaĢtıran yeni bir 
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ekstraksiyon ve konsantrasyon prosedürü açıklanmıĢtır.  Sonuçların önemi, klorojenik 

asidin bilinen alerjenik aktivitesi ile bağlantılı olarak tartıĢılmıĢtır [54]. 

       Chun ve ark, klorojenik asit açısından zengin eriklerin spektrofotometrik yöntemle 

toplam fenolik tahlilini yapmıĢlardır. Gallik asit ve (+)-kateĢin, 20–100 mg/L aralığında 

en yüksek tepkiyi gösterdi, bunu tanik asit ve ardından nispeten çok düĢük absorbans 

sergileyen klorojenik asit izledi. Klorojenik asit ve neoklorojenik asit, geniĢ bir 

absorbans aralığında hemen hemen aynı spektrumları sergiledi ve klorojenik asit, 

eriklerde önemli bir fenolik bileĢik olduğu kanıtlanmıĢ olan neoklorojenik asit yerine 

eĢdeğer bir kimyasal için uygun olabilir. 13 erik çeĢidinde klorojenik asit eĢdeğeri ile 

ifade edilen ortalama toplam fenolikler 678,2 mg/100 g iken, gallik asit eĢdeğeri olarak 

368,7 mg/100 g olmuĢtur. Genel olarak, eĢdeğer bir kimyasal olarak klorojenik asit, 

daha doğru toplam fenolik içeriği tahmin etmek için klorojenik asit açısından zengin 

eriklerin toplam fenolik içeriğini belirlemek için tavsiye edilmiĢtir [55]. 

       Matic ve ark, toplam polifenol ve toplam flavonoid  içeriğinin  tayini için 

spektrofotometrik yöntemlerin validasyonunu  yapmıĢlar. Klorojenik asit  için  LOQ 

değerini 6.19 μg/ml ve LOD değerini 2.04  μg/ml bulmuĢlardır [56]. 

2.1.5. Ferulik Asidin Miktar Analiziyle Ġlgili Literatür ÇalıĢması   

Ferulik asit, ( CH3O )HOC6H3CH = CHCO2H formülüne sahip bir hidroksisinnamik 

asittir (Ģekil 2-4).  Ferula cinsinden türetilmiĢtir. Adı, dev rezene (Ferula communis) 

anlamına geliyor.  Fenolik bir fitokimyasal olarak sınıflandırılıyor. Ferulik asit, amber 

renkli bir katıdır. Ferulik asit esterleri, hemiselüloza kovalent olarak bağlı olarak bitki 

hücre duvarlarında bulunur [57]. 

Ferulik asit arpa tanesinde, buğdayda, keten tohumunda bol miktarda bulunur.  

 

                                         

                                                     (C 10 H 10 O 4) 
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                                     ġekil 2-4:Ferulik Asidin  Molekül ġekli 

 

 

                                    HPLC-UV Kromotoqrafik  ÇalıĢmalar 

       Jong ve ark, çin tıbbi preparatları üzerinde  HPLC yöntemi  geliĢtirmiĢlerdir. Bu 

çalıĢmanın amacı çin tıbbi preparatlarında kalite kontrolü tayin etmektir. Shiau-feng-

saan ve Dang-guei-nian-tong-tang preparatlarında beĢ iĢaretleyici bileĢiği (matrin, 

oksimatrin, ferulik asit, mangiferin ve glisirizin) aynı anda tanımlamak ve ölçmek için 

LC/MS/MS yöntemi kullandılar. GeliĢtirdikleri yöntemde LUNA C 18   (150 x 2 mm, 5 

µm)kolon kullanıldı. Mobil faz için  %0,005  trifloroasetik asit tamponu (pH 3)ve 

asetonitrilden (çözücü B) oluĢan bir gradyan yöntem ile ferulik asidin analizini 

yapmıĢlardır.  AkıĢ hızı 200 µL /dak , hacim 5 µL enjekte edildi. BeĢ iĢaretleyici bileĢik 

için kalibrasyon eğrileri, 50–2500 ng/mL konsantrasyon aralığında doğrusaldı. Ferulik 

asit için LOD değerini 20 ng/ml buldular [58]. 

       Waterstraat  ve ark, sütte ferulik asit tayinini yapmak için LC-MS/MS yöntemini 

geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirdikleri yöntemde  Phenomenex,  Kinetex, (150 × 4,6 mm, 2,6 

μm,) kolon kullanıldı. Mobil faz için  suda %0.1 formik asit; (çözücü A) ve metanol  

içinde %0.1 formik asit; (çözücü  B)  asetonitril içinde %0.1 formik asit; (çözücü C) 

oluĢan bir gradyan yöntem ile analiz yapılmıĢtır.  AkıĢ hızı 1 ml/dk'ya ayarlandı . . 

Ferulik asit için LOQ değerini 0.3 (μg/kg) ve LOD değerini 0.1 (μg/kg) buldular [59]. 

       Zhang ve ark, sıçan plazmasındaki ferulik asit miktarının belirlenmesi için hızlı, 

hassas ve spesifik  HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirdikleri yöntemde  

ACQUITY  UPLC  BEH C18 (50 × 2.1 mm, 1.7 μm,) kolon kullanıldı. Mobil faz olarak 

asetonitril-su kullanılarak 3,5 dakika içinde kromatografik ayırma sağlandı ve 0,2 

ml/dak  akıĢ hızında çalıĢıldı. Enjeksiyon hacmi 5 µL, kolonun  sıcaklık derecesi  35 

°C'de çalıĢılmıĢtır. Ferulik asit için LOQ değerini 0.5 (ng/mL) ve LOD değerini 0.15 

(ng/mL) buldular [60]. 

       Lee ve ark, Palmul-tang'daki 11 ana bileĢenin HPLC–DAD ve LC–MS-MS ile 

eĢzamanlı tayinini yapmıĢlardır. Geleneksel bir bitkisel ilaç olan Palmul-tang, sekiz 

bitkiden oluĢur. Ferulik asit 11 ana bileĢen içerisinde önemli miktara sahiptir. 
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GeliĢtirdikleri yöntemde  Atlantis C18  kolon kullanıldı. Mobil faz su ve asetonitrilden 

oluĢuyordu. Enjeksiyon hacmi 20 µL olarak ayarlandı. Ferulik asit için LOQ değerini 

0.16 (μg /mL) ve LOD değerini 0.05 (μg /mL) buldular [61]. 

       Nichitoi ve ark,  propolis  ekstraktındaki  polifenollerin   tanımlanması için bir LC-

MS/MS yöntemini  geliĢtirmiĢlerdir. Bu çalıĢmanın amacı, Romanya propolisinde 

bulunan en yaygın polifenolleri belirlemek ve çeĢitli hidroalkolik ekstraktlardaki 

seviyelerini ölçmektir.Metot  geliĢtirerken 5 uL enjeksiyon hacmi ile bir Synergi C18  

(50 x 2 mm, partikül boyutu 4 µm) kolon  kullanılmıĢtır. Mobil faz  (A) formik asit 

(%0.5) ve (B) metanoldan oluĢuyordu. Tüm  analitler  için 0,08–5 µg/mL  

konsantrasyon aralığı için kalibrasyon eğrileri elde edildi. Ferulik asit için LOQ ve LOD 

sırasıyla 0,03ve 0,01 μg /mL buldular [62]. 

       Andreasen ve ark, Danimarka'da bir lokasyonda yetiĢtirilen 17 çavdar ( Secale 

graine L. ) çeĢidinin çekirdeklerinde alkalin hidrolizden sonra HPLC analizi ile fenolik 

asitlerin ve ferulik asitin analizini yapmıĢlardır. GeliĢtirdikleri yöntemde Hypersil  ( 

boyutları 150 x 4.6 mm, partikül boyutu 5 µm) C18  kolon kullanıldı. Mobil faz için  su 

ve metanoldan oluĢan bir gradyan yöntem ile ferulik asit analizini yapmıĢlardır. AkıĢ 

hızı 1 ml/dk'ya ayarlandı ve hacim 20 µL enjekte edildi. Dalga boyu 280 nm'ye 

ayarlandı. Ferulik asitin konsantrasyonu  900 ile 1170 μg /g -  kuru madde arasında 

değiĢmekte idi [63]. 

       Li ve ark, TavĢan plazmasında danshensu,  ferulik asit,  kriptotanshinon ve 

tanshinon IIA'nın  eĢ zamanlı tayini için seçici ve hassas bir ters fazlı yüksek 

performanslı sıvı kromatografi yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Kromatografik ayırma, %0,5 

(v/v) buzlu asetik asit içeren metanol-sudan (20:80 ila 80:20, v/v) oluĢan bir mobil faz 

kullanılarak,  bir Agilent HC-C 18 kolonunda baĢarıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. AkıĢ hızı 1 

ml/dk'ya ayarlandı. Ferulik asit  için 0.03–50g/ml konsantrasyon aralığı için kalibrasyon 

eğrileri elde edildi. Ferulik asit için LOQ değerini 0.03 (μg /mL) ve LOD değerini 0.01 

(μg /mL) buldular [64]. 

       Aarabi ve ark, Ģeker pancarı küspesinden alkalin hidroliz ve organik çözücü 

yöntemleri ile ferulik asit ekstraksiyonunu yapmıĢlardır. Ferulik asit  HPLC yöntemi ile 

miktarı belirlendi. GeliĢtirdikleri yöntemde Zorbax C18 ( boyutları 150 m x 4.6 mm, 

partikül boyutu  5 µm)  kolon kullanıldı. (%1 Asetik asit) ve metanoldan oluĢan mobil 
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fazlı  bir gradyan yöntem ile analiz yapılmıĢtır. 1 ml/dk akıĢ hızında  , UV-dedektör  

320 nm-de çalıĢılmıĢtır [65]. 

       Proestos ve ark, bitki ekstraktlarının fenolik bileĢiklerinin  HPLC analizini 

yapmıĢlardır. En bol bulunan fenolik asit  ferulik asit olmuĢtur. GeliĢtirdikleri yöntemde 

Waters Spherisorb ODS2  kolon kullanıldı. Su  (%1 Asetik asit) (çözücü A) , su  (%6 

Asetik asit) (çözücü B)   ve su/asetonitril  (%5 Asetik asit) (çözücü C) oluĢan mobil 

fazlı  bir gradyan yöntem ile analizi yapmıĢlardır. 0, 5 ml/dk akıĢ hızında  ve hacim 20 

µL enjekte edildi. Dalga boyu 280 nm'ye ayarlandı. Ekstraktların seçilen mikroplara 

karĢı antimikrobiyal aktivitesi de bu çalıĢmada yapılmıĢtır [66]. 

       Jankovska ve ark, ters fazlı yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) ile Ģeker 

pancarı küspesindeki ferulik asitin miktar tayinini yapmıĢlardır. GeliĢtirdikleri 

yöntemde Separon SGX C18  kolon kullanıldı. Mobil faz için  sitrat  tamponu ve 

metanol (88:12, V/V) kullanıldı.1 ml/dk akıĢ hızında  310 nm dalga boyunda 

çalıĢılmıĢtır [67]. 

       Tian ve ark, UV-Vis spektrofotometri kullanılarak tam buğdayda toplam 

fenoliklerin ve ferulik asidin hızlı ölçümünü yapmıĢlardır. Amaç, tam buğdayda toplam 

fenolik içeriğin ve ferulik asit miktarının hızlı, basitleĢtirilmiĢ ve doğru bir Ģekilde 

belirlenmesi için ekstraktın UV-Vis spektrumlarına dayalı çok değiĢkenli bir regresyon 

modeli geliĢtirmekti. Bildiğimiz kadarıyla bu, ferulik asidi hızlı bir Ģekilde 

belirleyebilen bildirilen ilk regresyon modelidir. YetiĢtirme veya tarama programlarında 

buğday fenoliklerine odaklanan tarama verimliliği, örneğin HEALTHGRAIN 

programında olduğu gibi bu tekniğin gerçekleĢtirilmesiyle önemli ölçüde artırılacaktır 

[68]. 

       Jadhav ve ark, ferula asafoetida  (ġeytantersi) kaynaklı ferulik asidin kantitatif 

tahmini için Folin-ciocalteu'nun %15 sodyum karbonat içindeki reaktifi aracılığıyla 

basit, hassas ve tekrarlanabilir bir spektrofotometrik yöntem geliĢtirmiĢlerdir . 

Reaksiyondan sonra bu Ģekilde oluĢan mavi renkli kromojen, kör reaktife karĢı ferulik 

asit için maksimum absorpsiyon 718 nm dalga boyunda ölçülmüĢtür. Kromojen, 1 

ug/ml-8 ug/ml aralığında doğrusallığa uydu. Yöntem, doğrusallık, kesinlik, doğruluk, 

tespit limiti ve ölçüm limiti gibi çeĢitli parametreler incelenerek ICH yönergelerine göre 

daha da doğrulanmıĢtır [69]. 
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       Divakaran ve ark, Spektrofotometri ve Yüksek performanslı sıvı kromatografisi ile 

seçilen bitki materyallerinden ferulik asidin miktar tayinini yapmıĢlardır. Ferulik asit, 

bitki hücre duvarında bol miktarda bulunan bir fitofenolik bileĢiktir. Ferulik asit 

antikanser, antioksidan ve yaĢlanma karĢıtı özelliklere sahiptir. Pirinç kepeği, buğday 

kepeği ve bambu filizi gibi seçilmiĢ bitki materyallerinden ferulik asidin kantitatif 

tahmini için basit, hassas ve tekrarlanabilir bir spektrofotometrik yöntem geliĢtirilmiĢtir. 

Reaksiyondan sonra elde edilen mavi renkli kromojen, kör reaktife karĢı ferulik asit için 

718 nm dalga boyunda ölçülmüĢtür. Kromojen, 1 ug/ml – 8 ug/ml aralığında 

doğrusallığa uydu. Seçilen bitki materyallerinden ferulik asit tayini  için bir HPLC 

yöntemi de geliĢtirilmiĢtir [70]. 

       Özyurt ve ark, gıdaların toplam antioksidan kapasitesini (TAC) ölçmek için 

Spektroflorometrik Yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Yöntem, asidik sülfat ortamında 

yapılmıĢtır. Floresan ürünü Ce(III), 256 nm'lik bir uyarma dalga boyu ile 360 nm'de 

güçlü floresan sergilemiĢtir. Çoğu antioksidan için doğrusal konsantrasyon aralığı 

oldukça geniĢti. GeliĢtirilen prosedür  trolox,  quersetin,  gallik asit,  askorbik asit, 

kateĢin,  naringin,  naringenin,  kafeik asit, ferulik asit,  glutatyon ve sistein gibi 

antioksidan bileĢiklerin TAC tayinine baĢarıyla uygulanmıĢtır. Önerilen yöntem 

tekrarlanabilirdi, karmaĢık karıĢımların bileĢenlerinin TAC değerleri açısından 

katkılıydı  [71]. 

2.1.6. P-kumarik  Asidin Miktar Analiziyle Ġlgili Literatür ÇalıĢması    

P -Kumarik asit ,HOC 6H 4CH=CHCO2H formülüne sahip bir hidroksisinnamik asittir 

(Ģekil 2-5). Hidroksisinamik asidin üç izomerinden biridir. Suda çok az çözünüyor. 

Dietil eterde ve etanolda çok çözünen beyaz renkli  bir katıdır. 

P -Kumarik asit  sarımsak, fesleğen, havuç, domates, barbunya, yer fıstığı gibi çok 

çeĢitli yenilebilir bitki ve mantarlarda bulunabilir . 
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                                                    (C 9 H 8 O 3) 

                                   ġekil 2-5:P-kumarik  Asidin  Molekül  ġekli 

 

                                    HPLC-UV Kromotografik  ÇalıĢmalar 

       Kim ve ark, HPLC-DAD tekniği kullanarak, insan plazmasında p -kumarik asidin 

analizini yapmıĢlardır. GeliĢtirdikleri yöntemde HECTOR-A C18 ( boyutları 2.1 x 50 

mm, partikül boyutu  3 µm) kolon kullanıldı. Analiti endojen bileĢenlerden ayırmak için 

bir gradyan oranında %0.1-lik  formik asit (A) ve asetonitril (B) içeren mobil faz 

hazırlanmıĢtır. AkıĢ hızı 250 uL/dak'ya ayarlandı ve hacim 5 µL enjekte edildi. 

Yönteme göre P-kumarik asit için LOQ değeri 0.2 ng/ml olarak belirlendi, kalibrasyon 

aralığı 0.2-16 ng/mL’dir [72]. 

       Sharma ve ark, fare plazmasında doğal olarak oluĢan para kumarik asidin bir türevi 

olan  IS01957'nin belirlenmesi için  HPLC-DAD tekniği kullanarak miktar tayinini 

yapmıĢlardır.GeliĢtirdikleri yöntemde RP-18e  (50×4.6  mm) kolon kullanıldı. Analiti 

endojen bileĢenlerden ayırmak için bir gradyan oranında %0.1-lik  formik asit (A) ve 

asetonitril ( B) içeren mobil faz hazırlandı. AkıĢın  hızı 0.3-0.5 mL/dak'ya ayarlandı. 

Yönteme göre P-kumarik asit için LOQ değerini 5 ng/ml ve LOD değerini 2 ng/ml 

buldular. Kalibrasyon aralığı 5-160  ng/ml aralığındaydı. Yöntem  Gıda ve Ġlaç Ġdaresi 

kılavuzlarına göre doğrulanmıĢtır [73]. 

       Ou ve ark, Ģeker kamıĢı küspesinden kumarik asit üretimi yapmak için LC-MS/MS 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir.ġeker ve alkol endüstrilerinin bir atık yan ürünü olan Ģeker 

kamıĢı küspesi büyük miktarlarda üretilir ve dünya genelinde yılda yaklaĢık 54 milyon 

ton küspe üretilir. Küspenin ana bileĢenleri karbonhidratlar (%40–%45 selüloz ve %30–

%35 hemiselüloz) ve lignindir. Küspe ayrıca kuru madde bazında sırasıyla %1.29 ve 

%1.76 oranında fenolik asitler, özellikle hemiselüloz ve lignine bağlı trans-ferulik asit 

ve kumarik asit içerir. GeliĢtirdikleri yöntemde Exsil ODS C18 (4.6×150mm, 5 µm) 

kolon kullanıldı. Mobil faz 1%asetik asit ve metanoldan oluĢuyordu. ġeker kamıĢı 

küspesinin on hacim %1 NaOH (w/v) içinde 30 °C'de 4 saat süreyle süspanse 

edilmesiyle Ģeker kamıĢı küspesinin ıslatılması, bağlı fenolik asitler arasında temel 

olarak p -kumarik asidi  açığa çıkardı. p - kumarik asit, anyon değiĢtirme kromatografisi 
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ile saflaĢtırılabildi ve saflaĢtırılan numune, standart p -kumarik asit ile aynı antioksidan 

aktiviteyi göstermiĢtir [74]. 

       Neo ve ark, HPLC-DAD tekniği kullanarak  palmiye yağı ( E. guineensis ) meyve 

özlerinin fenolik asit analizini ve miktar tayinini yapmıĢlardır. GeliĢtirdikleri yöntemde 

Zorbax C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 µm)  kolon kullanıldı. Mobil faz su ve metanoldan 

(82:18 v/v) olĢuyordu. AkıĢ hızı 1 ml/dk'ya ayarlandı ve hacim 5 µL enjekte edildi. Tüm  

analitler  için (0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.15, and 0.2 mg/mL) konsantrasyon aralığında 

kalibrasyon eğrileri elde edildi. P-kumarik  asit için LOQ değerini 0.037  mg/mL ve 

LOD değerini 0.012  mg/mL buldular [75]. 

       Cui ve ark, dondurularak  kurutulmuĢ kırmızı  Ģarabın ağızdan uygulanmasından 

sonra sıçan plazmasında p -kumarik asitin  HPLC-DAD tekniği kullanarak  tayinini 

yapmıĢlardır. 0.5 % asetik asitten ve metanoldan  oluĢan mobil fazla çalıĢtılar. 0,8  

ml/dk akıĢ hızı  ve hacim 10 µL enjekte edildi. Kumarik asit  için 0.01, 0.02, 0.04, 0.1, 

0.2, 1, 5, and 15 μg/mL konsantrasyon aralığında olan   kalibrasyon eğrileri elde edildi. 

P-kumarik  asit için LOQ değerini 0.01  μg /mL ve LOD değerini 0.002  μg /mL 

buldular [76]. 

       Karthikeyan ve ark, durva otu metanolik  ekstraktından  P-Kumarik Asidin HPLC 

yöntemile  miktar tayinini  yapmıĢlardır. Kromatografik ayrımlar için, RP-C 18 kolonu 

(250 mm x 4,6 mm, 5  μm), Shimadzu LC-20AT Prominence sıvı kromatografisi ve su : 

metanol : buzlu asetik asitten (65 : 34 : 1 v/v) oluĢan bir mobil faz kullanılmıĢtır. AkıĢ 

hızı 1.0 mL/dk idi ve kolon atıklarının analizleri 310 nm'de UV-görünür detektör 

kullanılarak yapılmıĢtır. P-kumarik asidin alıkonma süresi 6.617 dakika olarak 

bulunmuĢtur. Bu yöntem, 2–10 μg/mL konsantrasyon aralığında  doğrusallığa uydu. P-

kumarik  asit için LOQ değerini 0.99  μg /mL ve LOD değerini 0.302 μg /mL buldular. 

RP-HPLC yöntemi, ICH yönergelerine uygun olarak valide edilmiĢtir [77]. 

       Saad ve ark, HPLC yöntemi  kullanarak  ananas (Ananas comosus) ekstraktlarında 

p‑kumarik  asitin  miktarı tayinini yapmıĢlardır. P ‑Kumarik asit, antioksidan, 

antimikrobiyal,  antimutajenik  ve  immün düzenleyici aktivitelere sahip olduğu bilinen 

bir hidroksisinnamik asittir. Bu çalıĢma, gradyan modlu  HPLC ile meyve suyu 

ekstraktındaki ve olgunlaĢmamıĢ ve olgun ananasların metanol ekstraktındaki p ‑

kumarik asidi ve miktarını belirlemeyi amaçlamaktadır. Kromatografiyle ayırma, 0.8 
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mL/dk akıĢ hızında  C 18 kolonu kullanılarak , tespit 280 nm dalga boyunda  

yapılmıĢtır.  P ‑Kumarik asit, 16.16 dakikalık alıkonma süresinde belirlendi. P-kumarik  

asit için LOQ değerini 0.208  μg /mL ve LOD değerini 0.694  μg /mL buldular. Gradyan  

modlu RP‑HPLC'nin, ananas ekstraktlarında  p‑kumarik asidin belirlenmesi ve 

miktarının belirlenmesinde etkili olduğu kanıtlanmıĢtır [78]. 

       Hashizume ve ark, HPLC yöntemi  kullanarak  japon sake (pirinç ve tahıl tozundan 

yapılan ulusal içkidir)  mayalama için  pirinçte  p -kumarik asitin miktar tayinini 

yapmıĢlardır. GeliĢtirdikleri yöntemde  Capcell Pak C18 (150 × 4.6 mm, 5 μm) kolon 

kullanıldı. Mobil faz 0.1% fosforik asit /su ve asetonitrilden oluĢuyordu. AkıĢ hızı 1 

ml/dk'ya ayarlandı ve hacim 20 µL enjekte edildi. Dalga boyu 320  nm'ye ayarlandı. 

Sonuçlar, sake'deki fenolik asit seviyelerinin, daha sonra sake'nin duyusal kalitesini 

etkileyebilecek olan pirinç tanelerinin içeriğindeki seviyelerden etkilendiğini 

göstermiĢtir [79]. 

       Wen ve ark, bileĢik bitkisel ilaçlarda fenolik asit tayini için  HPLC yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. Deneyde bir Agela XBP-C18  kolonu kullanıldı. 0.2% TFA içeren su 

ve 0.2 % TFA içeren metanoldan oluĢan mobil faz kullanıldı. 0.5 ml/dk akıĢ hızında  ve 

hacim 10  µL enjekte edildi. . Dalga boyu 254, 275, 305, 320    nm'ye ayarlandı. P-

kumarik  asit için  LOD değerini 0.006  mg /L buldular.Doğrusal aralık 0.048−48 mg/L 

aralığındaydı [80]. 

       Dhamole ve ark, tarımsal kalıntılardan  (mısır koçanı,  Ģeker kamıĢı küspesi, 

sorgum sapı, inci darı sapı, yeĢil gram kabuğu, yer fıstığı kabuğu, susam kabuğu) HPLC 

yöntemi  kullanarak  p-kumarik asidin miktar tayinini yapmıĢlardır. GeliĢtirdikleri 

yöntemde  C18 ( boyutları 250 × 4,6 mm, partikül boyutu  0,5 μm) kolon , mobil faz 

olarak 80 % su (1 % asetik asit) ve 20 % asetonitril kullanılmıĢtır. 1 ml/dk akıĢ hızında 

ve 320 nm dalga boyunda  çalıĢılmıĢtır [81]. 

       Garcia ve ark, karıĢımlarda p-kumarik asidi  kantitatif olarak belirlemek için bir 

türev spektrofotometrik yöntem geliĢtirmiĢlerdir. p-kumarik  için sırasıyla 20  ng/ml'lik 

saptama limiti  ve %0,63 'lük RSD  bulundu. Dalga boyu 332  nm'ye ayarlandı. P-

kumarik  asit için LOQ değerini 0.05  μg /mL ve LOD değerini 0.02  μg /mL buldular 

[82]. 
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       Yu ve ark, yulaf  kabuğunun  karmaĢık hücre duvarlarında bulunan p-kumarik asidi 

tayin etmek için spektrofotometrik yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Dalga boyu 332  nm'ye 

ayarlanmıĢtır [83]. 

 

2.2.KROMOTOGRAFĠ 

Kromatografi 1906 yılında  Mikhail Tswett isimli, aslen rus olan botanikçi  tarafından 

klorofil ( bitki pigmenti)  ayrılmasında  kullanılmıĢtır. O günden itibaren  hala 

kullanılmaya devam edilmektedir [84]. 

 Terim olarak  yunancadan  “renk yazımı” (“khramoma” renk ,“graphe” yazı) anlamına 

gelmektedir [84]. 

 Ölçüm, ayrıĢtırma ve saflaĢtırma gibi değiĢik maksadlar  için kullanılan  kromotografi 

tıbbi  laboratuvardan,  gıdadan , veterinerlik, ilaç sanayisine,  kimya,  sanayi  dallarının 

bir çok çeĢitleri olmakla çok büyük bir alanı kaplıyor. Kromatografinin en geniĢ 

yayılmıĢları  ise yüksek performanslı Sıvı Kromatografi-Kütle Spektrometri (LC-

MS/MS) ve sıvı kromatografisi (HPLC) cihazlarıdır. Kromotografi maddeleri 

saflaĢtırmak ve  karıĢımı oluĢturan bileĢikleri birbirinden ayırmak için kullanılmaktadır. 

Kromatografinin  baĢlıca amacı numune ayrımı  yapıldıktan sonra  miktarının 

ölçülmesine dayanır [84]. 

2.2.1.KROMOTOGRAFĠDE BĠLĠNMESĠ GEREKEN TERĠMLER 

Mobil faz: ÇeĢitli kimyasal ve fiziksel özelliklere sahip olan, numuneyi, sabit faz 

(kolon) boyunca taĢıyan, çözücü karıĢımlarıdır. Kullanılacak olan mobil fazı seçerken, 

kullanılacak sabit fazın özellikleri, dedektörün  ,analizi yapılacak numunenin 

bileĢenlerinin özellikleri çok dikkata alınmalıdır. 

Sabit faz: Analizi yapılacak maddenin (mobil faz içerisinde hareket eden)  

alıkonuldukları ,etkileĢime girdikleri  fazdır. Kolon olarakda isimlendirilir.Günümüzde 

çok fazla kolon imalatı yapılıyorki,bunlarında hepsi farklı materyellerden 

hazırlanmıĢ,farklı boyut ve markada oluyor. 

Alıkonma: Mobil faz içerisinde hareket eden maddenin kolonda etkileĢime girerek 

tutulması, yavaĢlatılması ve kolondan daha geç çıkması olayıdır [84]. 
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Kromotografinin çeĢitli tipleri mevcuttur.Bunlar hareketli faza göre 

değerlendirsek;Sıvı,gaz, süper kritik akıĢkan kromotografi olarak ayırt edilir [85]. 

 

2.2.2.YÜKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFĠSĠ (HPLC) 

Yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC), mobil faz olarak kullanılabilen bir 

sıvı içinde çözünürlüğe sahip herhangi bir bileĢiğe uygulanabilen çok yönlülük ve 

analitik güce sahip kromatografik bir tekniktir. HPLC, küçük molekülleri ve iyonları 

ölçmek ve makromolekülleri ayırmak ve saflaĢtırmak için gıda analizinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Bu bölüm, HPLC sistem bileĢenlerinin her biri için ayrıntıları ve 

çeĢitli seçenekleri açıklar: pompa, enjektör, sütun, dedektör ve veri sistemi. Çok çeĢitli 

kolon paketleme malzemeleri, HPLC'nin yaygın kullanımına büyük ölçüde katkıda 

bulunmuĢtur. Bu bölüm, normal faz, ters faz, hidrofobik etkileĢim, iyon değiĢimi, boyut 

dıĢlama ve afinite kromatografisi ile elde edilen ayırmalar için ayrıntıları ve örnek 

uygulamaları içerir [86]. 

 

 

ġekil 2-6:Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografi Sistemi (HPLC) 

 



 

 

27 

2.2.2.1.HPLC Cihazı Hakkında bilgiler: 

HPLC cihazı 8 bölümden oluĢmaktadır; Mobil faz (çözücü) ĢiĢeleri, pompa ,degasser, 

kolon fırını,enjektör, dedektör,kolon,kaydedici.Bu bölümlerden bazıları çalıĢılacak 

cihazin model,markasına ve numuneye göre farklılık gösterebilir  [84]. 

2.2.2.1.1.Mobil faz (çözücü) ĢiĢeleri: 

Genellikle bir HPLC cihazında  bir ve ya daha fazla ola bilir.Bunların camdan ve ya 

paslanmaz çelikden olması ,kaliteli olması çalıĢmada kullanılabilmek için  önemlidir.  

ÇalıĢmada  kullanılacak olan  çözeltilerin de saf olması kolonu yanlıĢ etkilemek 

açısından önemlidir [84]. 

2.2.2.1.2.Degasser:  

Mobil faz içerisindeki  gazların alınması  maksadıyla  kullanılan,  hava kabarcıklarının 

olmasını önleyen bir sistemdir.Hava kabarcıkları olarsa kolon ve pompada sorunlara 

sebep ola bilmektedir. Örnek olarak, kolonda kabarcık oluĢması RT’nın kaymasına ya 

da  pik geniĢlemesine sebep olabillir  [84]. 

2.2.2.1.3.Pompa:  

HPLC sisteminin  en önemli bölümlerinden biridir. Sistemde;faz  ve numunemizin, 

kolon,dedektör,enjektör boyunca devamlı sabit akıĢını sağlayan kısımdır. Pompa sıvının 

sistem içerisinde dolaĢımını sağlamakla görevlidir. Bir pompa sisteminde bulunması 

gereken temel özellikler, basınç dalgalanmasının düĢük olması,yüksek basınç altında 

çalıĢabilmesi,tekrarlanabilirliği ve akıĢ doğruluğu kendi üzerinden kumanda edilebilme 

olanağıdır [84]. 

2.2.2.1.4.Enjektör:  

HPLC sisteminin bir  bölümü olup, numunenin kolon öncesinde mobil faza enjekte 

edilmesidir..Enjektörlerin 2 tipi mevcuttur,bunlardan biri bilgisayar kumandalı oto-

enjektör diğeri ise elle kumanda edilen manuel enjektörlerdir.Günümüzde Oto-enjektör 

ünitelerinde ısıtma,soğutma,karıĢtırma ve seyreltme gibi özellikler de mevcuttur [84]. 

2.2.2.1.5.Kolon Fırını: Kolonun tutulduğu ortamın sabit bir ısıda olması çalıĢmanın 

kalitesi açısından gereklidir. Bu sebeple kolon fırını HPLC cihazları için oldukça 
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önemlidir. Kolon fırının blok ısıtıcılı ve hava sirkülasyonlu olmak üzere iki çeĢidi vardır  

[84]. 

2.2.2.1.6.Kolon: 

 HPLC donanımının temel unsurlarından birisi olan kolon, kompleks örneklerde 

bileĢenlerin birbirinden iyi çözünürlükle ayırılmasını sağlayan sabit fazdır. Kolon iç 

yüzeyinde kullanılan materyalin  fiziksel ve kimyasal özellikleri çok çeĢitlidir ve 

materyalin seçiminde , analizi yapılacak örneğin bilinen fiziksel ve kimyasal özellikleri 

ve  kullanılacak mobil fazın ve uygulanacak HPLC metodunun özellikleri dikkate 

alınmalıdır [84]. 

2.2.2.1.7.Dedektör: 

 Kolondan çıkan bileĢenlerin görülebilmesinde, bunların ayrım ve miktarlarının 

belirlenmesinde görev alır. Maddeler dedektörden geçdiyi zaman kaydedici tarafından 

kaydedilip, zamana karĢı dedektör yanıtına ait bir grafik oluĢtururlar ve oluĢan bu 

grafiğe kromatogram deniliyor [84]. 

 

2.3.Sistem Uygunluk Testi 

Düzgün geliĢtirilmiĢ bir kromatografik  sistemle HPLC verilerinin doğruluğu ve 

kesinliği sağlanır. Bu amacı sonuca ulaĢtırmada sistem uygunluk testleri rehberlik edici 

ve analitik prosedürün olmazsa olmazıdır. 

Sistem uygunluk testi laboratuvarlar tarafından genellikle tüm analitik sistemin 

(reaktif,cihaz,analist  ve kolon dahil) istenilen uygulamaya uyum sağladığından emin 

olmak amacıyla kullanılır. Genel hedef , istikrarlı sistem performansı ve kromatografik 

uygunlukdan emin olmak amacıyla kromatografik sonuçları gözlemlemektedir. Bu 

sebeple kuyruklanma faktörü, rezolüsyon ve  kritik pik çiftlerinin kolon etkinliği test 

edilir; test standartlarının yeniden enjeksiyonu yapılır. 

Sistem uygunluk testleri  için elektronik, cihaz, analiz edilecek örnekler ve analitik 

iĢlemler ayrılmaz bir bütündür ve bu Ģekilde değerlendirilir [87]. 
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Wx : Pik geniĢliği  

f : Pikin en tepe 

noktasından gelen 

çizgiyle pikin arka 

cephesindeki 

mesafe 

to : Ölü hacim 

retansiyon zamanı 

tR: Analitin retansiyon zamanı 

 

ġekil 2-7: Kromatogram üzerinden sistem uygunluk terimlerinin gösterimi 

 

Sistem uygunluk parametrelerinden aĢağıda kısaca bilgi verilmektedir. [88]; 

 

Kapasite faktörü (k'); maddenin  alıkonma zamanının  kolonda tutunamayan 

maddelerin alıkonma zamanına oranıdır. Analitin kolonla olan etkileĢiminin fazla 

olması  kapasite faktörünün  yüksek olması ile alakalıdır ve ya eksine.  

  

Seçicilik Faktörü (α);.1’den büyük olmalıdır. Ġki pikin bağıl lokasyonunun ölçümüdür.  

α değeri ne  kadar yüksek olursa ayırma o kadar iyi olur.  
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Enjeksiyon Tekrarlanabilirliği; RSD (bağıl standart sapma) olarak gösterilir. 

Standartın analizi yapıldığı zaman kolonun,  pompanın, ve çevresel 

Ģartların,pompanın,kolonun  etkilediği  Yüksek Performanslı Sıvı Kromotografisi 

performansıdır. 

  

                                      

Kuyruklanma (T); Kantifikasyon doğruluğu pik kuyruklanması ile orantılı olarak 

değiĢiyor.Kuyruklanma artdıkça kantifikasyon azalır. Çünkü integrator,  pik altı 

alanının hesaplanmasında,  pikin nerde bittiğini belirlemede  zorluk yaĢar.  

                                                   

Rezolüsyon (RS); Ġki pikin ne kadar iyi ayrıldığını gösterir. Ġyi ayrılmıĢ pikler güvenilir 

bir kantitatif ölçüm için önemlidir. 

                                        

Teorik Plaka Sayısı (N);. HPLC kolonunda pik dağılımının ölçümüdür. Mobil fazın 

akıĢ hızı, kolonun partikül boyutu, pik pozisyonu, kolon sıcaklığı,  mobil fazın 

viskozitesi ve analitin moleküler ağırlığıdır.                                      

                                         

Sistem uygunluk parametreleri için kabul kriterleri belirlenmiĢtir. 

Kapasite faktörü-k’>2; enjeksiyon kesinliği RSD ˂ %1 , n ≥ 5; kuyruklanma faktörü     

T ≤ 2; rezolüsyon Rs ˃ 2; teorik plaka sayı N ˃ 2000 
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2.4.Validasyon 

Validasyon bir cihazın, bir yöntemin veya bir ürünün, tanımlanmıĢ parametreler ve 

gerekliliklerini saptamak amacıyla elde edilen sonuçları değerlendirebilmek için 

oluĢturan iĢlemler topluluğu olarak tanımlanabilir [89]. 

Kromatografi, immünoanaliz ve kütle spektrometrisi gibi çeĢitli fiziko-kimyasal ve 

biyolojik tekniklere dayanan biyoanalitik yöntemler, üretilen sonuçlara güven sağlamak 

için kullanımdan önce ve kullanım sırasında doğrulanmalıdır. Bir biyoanalitik yöntemin 

güvenilirliğini ve genel performansını değerlendirmek için temel kriterler Ģunlardır: ilaç 

ve analit stabilitesinin değerlendirilmesi, seçicilik, kantifikasyon ve saptama limitleri, 

doğruluk, kesinlik, doğrusallık ve geri kazanım. Bir yöntemin valide edilme derecesi, 

ileriye yönelik kullanımına, test edilecek numune sayısına ve verilerin konulduğu 

kullanıma bağlıdır [90]. 

AĢağıda validasyon parametrelerinden kısaca bahsedilmektedir  [91]; 

Spesifiklik ve Seçicilik; Yöntemin seçicililiği, analit ile giriĢim yapabilen, analiti 

örnekte varlığı tespit edilmiĢ diğer bileĢenlerden farklı olarak ölçmeye  dayanır. 

Analitik yöntemlerin seçicililiği  maddelerin doğru ve özgün belirlenebilmesi için çok 

önemlidir. 

DOĞRULUK; Analitik bir yöntemin doğruluğu, bu yöntemle elde edilen test 

sonuçlarının gerçek değere yakınlığıdır. Buna bazen doğruluk denir. Doğruluğun, 

belirtilen aralığı kapsayan en az üç konsantrasyon seviyesi üzerinden en az dokuz 

belirleme kullanılarak belirlenmesi önerilir (3 konsantrasyon / 3, toplam analitik 

prosedürlerin her birini tekrarlar). 

Doğrusallık; yöntemin, belirli bir aralıktaki analit konsantrasyonuyla orantılı olarak 

doğrudan veya iyi tanımlanmıĢ bir matematiksel dönüĢümle test sonuçlarını ortaya 

çıkarma yeteneğidir.Doğrusallık  sinyal grafiğinin görsel olarak incelenmesiyle 

oluĢturulmalıdır. Doğrusal bir iliĢki olduğu görülüyorsa, test sonuçları uygun 

istatistiksel yöntemlerle oluĢturulmalıdır. Regresyon çizgisinden elde edilen veriler 

doğrusallık derecesinin matematiksel tahminlerini sağlar. Regresyon çizgisinin 

korelasyon katsayısı, y kesiĢimi ve eğimi sunulmalıdır. 
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KESĠNLĠK; Analitik yöntemin doğruluğu, tekrarlanan bireysel analit ölçümlerinin 

yakınlığını tanımlar. Standart sapma ve bağıl standart sapma kesiniğin önemli 

faktörleridirki kesinlik bunlardan alınan sonuçlarla hesaplanır..  

Tekrarlanabilirlik ;analitik prosedürün aynı ekipmanla aynı analisti kullanarak kısa bir 

süre boyunca bir laboratuarda kullanılmasını ifade eder.[3] Tekrarlanabilirlik, prosedür 

için belirtilen aralığı kapsayan en az dokuz belirleme kullanılarak değerlendirilmelidir 

(yani, her konsantrasyonun üç konsantrasyonu ve üç kopyası veya test 

konsantrasyonunun% 100'ünde en az altı belirleme kullanılarak). 

TeĢhis Sınırı (LOD); bir numunedeki bir analitin ölçülebilen değil tespit edilebilen en 

düĢük konsantrasyonu olarak tanımlanır. Sinyal / gürültü oranının 3:1 olduğu nokta en 

düĢük dedeksiyon limiti olarak kabul edilebilir.  AĢağıdaki  formülünden hesaplanabilir;  

 LOD= 3 σ/S 

                            (σ: Ġnterseptin standart sapması, S: Eğim). 

Tayin Sınırı (LOQ); analitik prosedürlerin belirtilen çalıĢma koĢulları altında kabul 

edilebilir hassasiyet ve doğrulukla belirlenebilen bir numunedeki bir analitin en düĢük 

konsantrasyonudur. Sinyal / gürültü oranının 10:1 olduğu nokta en düĢük tayin limiti 

olarak kabul edilebilir. AĢağıdaki formülünden hesaplanabilir  

 LOQ= 10 σ/S 

                  (σ: Ġnterseptin standart sapması, S: Eğim). 
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                                         3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Bu tez çalıĢması 2020-2023  yılları arasında Ġstanbul Üniversitesi Eczacılık 

Fakültesi Analitik Kimya Anabilim Dalı’ında ve Ġstanbul Üniversitesi Ġlaç AraĢtırma ve 

Uygulama Merkezi’nde yapılmıĢtır. 

3.1.Kimyasal Maddeler, Çözücüler ve Çözeltiler 

3.1.1.Kimyasal Maddeler ve Çözücüler 

Validasyon çalıĢmaları ve metod geliĢtirme sırasında referans standart kullanılmıĢtır 

(Tablo 3-1). 

Tablo 3-1:Referans standart 

         STANDART KULLANIM AMACI 

              Sinarin              Analit 

              Kafeik Asit            Analit 

            Klorojenik Asit            Analit 

            Ferulik asit            Analit 

           P-kumarik asit              Analit 

 

Validasyon çalıĢmaları sırasında ve  metod geliĢtirme zamanı kullanılan kimyasallar 

Tablo 3-2’de belirtilmiĢtir 

Tablo 3-2: Kimyasallar 

           KĠMYASALLAR               MARKA 

                  Metanol                  Merck 

  Asetonitril (HPLC saflığında                Merck                   

             O- fosforik asit                            Merck 

    Di Sodium Hidrojen Fosfat                Merck 

            Ultra saf su       Elga Purelab Option Q 
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3.1.2.Çözeltiler 

3.1.2.1.Mobil Faz Çözeltisi 

Metanol/Asetonitril/Fosfat tamponu (Na2HPO4 ph =3.50) mobil faz olarak seçildi. 

Mobil faz süzme sisteminden süzülüp ultrasonik banyoda degaze edilerek sisteme 

vermeye hazır hale getirildi. 

3.1.2.2.Standart karıĢım hazırlanması 

5mg (sinarin, klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit,p-kumarik asit) tartıldıktan sonra 5 

ml’lik balon jojede  metanolda çözülerek hacmine tamamlandı ve ana stok hazırlandı. (1 

mg/ml, STMĠX).Standart karıĢım elde edildi. 

10  μg/ml ara stok hazırlamak için ana stok çözeltisinden 50 μl alınarak (5 ml’lik balon 

jojede metanolda çözülerek hacmine tamamlandı)   (STMĠX). Daha sonra 0.5-10 μg/mL 

aralığında standart çözeltiler metanol ile hazırlandı. Kalibrasyon standartlarının ve 

kalite kontrol örneklerinin hazırlanıĢı Tablo 3-3 ve 3-4’de verilmiĢtir. 

Tablo 3-3: STMĠX için kalibrasyon standartlarının hazırlanıĢı 

 

 

Standart Mix 

 

 

 

Analit 

 

Konsantrasyon 

     (μg/mL) 

 

Final Hacim 

STMĠX 1 STMĠX 0,5 5 mL 

STMĠX2 STMĠX 1 5 mL 

STMĠX 3 STMĠX 2 5 mL 

STMĠX 4 STMĠX 6 5 mL 

STMĠX 5 STMĠX 8 5 mL 

STMĠX 6 STMĠX 10 5 mL 

  

Kalite kontrol örnekleri düĢük, orta ve yüksek konsantrasyonlarda seçilen noktalarda 

hazırlanmıĢtır (Tablo 3-4). 

 

 

 



 

 

35 

Tablo 3-4:STMĠX  kalite kontrol örneklerinin hazırlanıĢı 

 

 

 

Standart adı 

 

 

 

Analit 

 

Konsantrasyon 

     (μg/mL) 

 

 

Final Hacim 

KK1 STMĠX 0.5 5 mL 

KK2 STMĠX 5 5 mL 

KK3 STMĠX 10 5 mL 

  

   

3.2.Aletler ve Gereçler 

Tablo 3-5' deki Thermo  HPLC-UV sistemi cihazının parçalarıdır. 

Tablo 3-5:Ekipmanlar 

 HPLC-UV Sistemi     Marka-Model 

      Oto örnekleyici Thermo  

         Pompa Thermo 

        Kolon Fırını Thermo 

         Dedektör Thermo 

         Analitik Kolon Sepax BR 

         Yazılım Chromquest 

 

Validasyon çalıĢması sırasında kullanılan destek ekipmanlar Tablo 3-6’ de belirtilmiĢtir. 

Tablo 3-6:Destek ekipmanlar 

                    Marka-Model                  Destek Ekipmanlar 

                     Ph metre                      Mettler Toledo 

                 Ultra saf su cihazı                 Elga Purelab Option Q 

                 Spektrofotometre                  Shimadzu UV-160A 

                 Ultrasonik banyo                Elma Ultrasonics LC 30H 

                    Pipet Uçları            Eppendorf 100 Μl ve 1000 Μl 

                 Analitik Terazi                         Ohaus Explorer 

                       Vorteks                                Tetra 

                Otomatik pipetler        Eppendorf 10-100 Μl ve 100-1000Μl 

 

Cam Malzemeler 

Isolab markasına ait 5, 10, 25, 200 ml-lik balon jojeler ve agilent markasına ait  oto 

örnekleyici vialler  kullanıldı.  
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3.3. Analizin GerçekleĢtirilmesi 

1.Ġlk baĢda  Thermo HPLC sistemi bilgisayarı açılır. 

2.Daha sonra HPLC kısımları sırasıyla açılır. 

3. UV dedektör açıldıktan sonra  bağlantı sağlanana kadar 4-5 dakika  beklenir. 

4. Ardından bilgisayarda  çalıĢmakta olduğumuz Chromquest  yazılımı açılır. 

5. Sistemin A hattına saf su B hattına ise metanol yerleĢtirilir. 

6. Daha sonra hangi hatları kullanıyorsak onlara purge iĢlemi uygulanır. 

7.  Kolon bir müddet hangi çözeltiyle saklı kaldıysa, ACN:Fosfat tamponu( ph=3.50) 

(20:80) (v/v) oran purgten geçirilerek tubinglerin bu oranla Ģartlanması beklenir. 

Ardından gradiyent  akıĢ 0,8  mL/dak olarak ayarlanır,  purge kapatılır. 

8. Sıra 0,8  mL/dk akıĢ hızında  kolonun Ģartlanmasındadır.   

9.Yapılan analizin süresi 20 dakikadır. 

10. Kolon sıcaklığı 25oC' de çalıĢıldı. 

11. Enjekte edilen hacm 20 μL’dir. 

12.  UV-Dedektör dalga boyu  (310,325,330) nm'dir. 

13. Son olarak geliĢtirdiyimiz metot seçilir ve analiz baĢlatılır. 

 

3.4.Analitlerin  Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC-UV) ile Yöntem 

GeliĢtirme 

3.4.1.Dedektör Dalga Boyu Seçimi 

Spektrofotometri yöntemiyle CYN 330 nm CA 326 nm, CLA 328  nm, FA 323 nm, 

PCA 310   nm  max. absorbans yaptığı görülmüĢtür. Bunların orta noktası olan 3 dalga 

boyu 310,325,330 nm çalıĢma dalga boyu olarak seçilmiĢtir. 

3.4.2.Mobil Faz Seçimi 

Metod geliĢtirme çalıĢmaları sırasında farklı mobil faz bileĢimleri ve oranları  

denenmiĢtir. Farklı pH larda, gradient ve izokratik elüsyon akıĢ hızı  tiplerinde 

denenmeler yapılmıĢtır. Tampon sistemlerinde baĢta Na2HPO4 olmak üzere KH2PO4, o- 
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fosforik asit  (pH:2.50) tampon çözeltileri metot geliĢtirme çalıĢmaların da 

kullanılmıĢtır. Bu calıĢmalarda formik asit çözeltileri de kullanılmıĢtır.  

En uygun ayırımın gradiyent akıĢ hızında  ACN : Na2HPO4  (pH=3,50) (v/v) – 0. 

dakikada (20:80); 1. dakikada (20:80); 14. dakikada (25:75); 15. dakikada (20:80); 17. 

dakikada (20:80)   hareketli fazı ile sağlandığı görülmüĢ  ve tüm analizler bu metot  

üzerinden yapılmıĢtır. 

3.4.3.Kolon Seçimi 

4,6 x 250  mm boyutunda,5 μm partikül çaplı Sepax BR C18 kolonu  seçilmiĢtir. 

3.4.4.Kalibrasyon Eğrisinin Seçimi 

Kalibrasyon eğrisi analitlerin 0,5-10 μg/ml aralığında uygun bulunup hazırlanmıĢtır. 

3.5 Sistem Uygunluk Testi 

Yüzde bağıl standart sapması (%RSD) ve enjeksiyon tekrarlanabilirliği hesaplandı ve 

bu sonuçlara göre cihazın ne kadar doğru çalıĢıb ya da çalıĢmaması kontrol edildi. 

Sistem uygunluk parametreleri formüle uygun olarak hesaplandı ve sonuçlar kabul 

olunan kriterlerle karĢılaĢtırıldı. 

3.6.GeliĢtirilen Yöntemin Validasyonu 

Ġlaç uygulamaları için Uluslararası Harmonizasyon Konferansı (ICH, International 

Conference Harmonization) Q2 kılavuza göre validasyon yapıldı. 

3.6.1.Spesifiklik ve Seçicilik 

Mobil faz enjeksiyonu yapılarak yöntemin seçiciliyi tayin edildi. Kapsüllerle ,toz 

ekstreleriyle   ve standartlarla yapılan enjeksiyonlar karĢılaĢtırıldı.Buradan giriĢimin 

olup olmamasına bakıldı. En sonda pik saflığına bakıldı. 

3.6.2.Doğrusallık 

STMĠX  için 0,5 (STMĠX.-1) ; 1,00 (STMĠX.-2) ; 2,00 (STMĠX.-3) ; 6,00 (STMĠX.-4) ; 

8,00 (STMĠX-5) ; 10,00 (STMĠX.-6) μg/mL konsantrasyonlarda çözeltiler  

hazırlandı,analize verildi ve elde edilen sonuçlarla kalibrasyon eğrisi oluĢturuldu.. Tüm 

maddelerin kalibrasyon eğrisi aynı konsantrasyonlarda çizildi. Korelasyon katsayısı elde 

edilen verilerden hesaplandı. Bununla yanaĢı eğri  denklemi ve eğimi de bulundu.  

3.6.3.Doğruluk 

Kalite kontrol numuneleri hazırlamak için  tüm maddeler  sırasıyla 0,5 (KK-1); 5,00 

(KK-2); 10,00 (KK-3) μg/mL konsantrasyonlarda analize verildi. Bu konsantrasyon 

aralığı analitin  en düĢük ve en yüksek konsantrasyonunu içeriyor.Doğruluk analizden 
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elde edilen sonuçların yüzde ortalaması alınarak hesaplanır..Hesaplamaların LOQ için 

%± 20, diğer noktalar için %±15 aralığında  seri kabul edildi. 

 

3.6.4.Kesinlik 

Kalite kontrol numuneleri hazırlamak için  tüm maddeler  sırasıyla 0,5 (KK-1); 5,00 

(KK-2); 10,00 (KK-3) μg/mL konsantrasyonlarda analize verildi. Bu konsantrasyon 

aralığı analitin  en düĢük ve en yüksek konsantrasyonunu içeriyor. Standart sapma ve 

ortalama elde olunan sonuçlara göre hesaplandı. Bulunan sonuçlar  formülde yerine 

konularak %CV (varyasyon katsayısı) hesaplandı. Hesaplamaların LOQ için %± 20, 

diğer noktalar için %±15 aralığında seri kabul edildi.  

3.6.5.TeĢhis Sınırı (LOD) ve Tayin Sınırı (LOQ) 

LOQ ve LOD çalıĢmaları 5 maddenin karıĢım numuneleriyle yapıldı. LOQ için en 

düĢük konsantrasyon olan 0,5 μg/mL götürüldü.LOD ise formülden hesaplandı. 

 

3.7.Kapsüllerde ve Enginar tozu ekstresinde  Sinarinin  Analizi 

3.7.1. Kapsüllerin ve Kapsül  Çözeltilerinin Hazırlanması 

.Ġlk önce enginar ektresi kapsülden 10 kapsül alındı.Kapsüller açılıb homojen karıĢım 

haline gelmesi için havanda dövüldü. Bu karıĢımdan 5 mg alınarak 5 ml’lik balon jojede 

metanol ile çözülerek hacme tamamlandı. Daha sonra 15 ml’lik tüplere konuldu ve 

vortekslendi. 15 dakika multirotatorda çalkalandı. 10 dakika 3000 ppm ile 

santrifüjlendi. Dipte kalan çöküntünün üstündeki sıvı alınarak 5 ml’lik balon jojeye 

aktarıldı. Metanol ilave edilip vortekslendi. Daha sonra viallenerek analize 

verildi.Enginar ekstresi tozu içinde aynı iĢlemler yapıldı. 
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                                                   4.BULGULAR 

 

4.1.Kromatografik KoĢullar 

Sinarin ve diğer bileĢenleri ayırmak için kromatografik koĢullar belirlenerek analize 

uygulanmıĢtır. 5 μm partikül çaplı 4,6x250 mm boyutunda Sepax BR C18 kolonda, 

mobil faz olarak ACN:Fosfat tamponu (pH:3.50) (20:80) (v/v), 25
o
C’de; 0,8 mL/dak 

akıĢ hızında elde edilmektedir. ÇalıĢma UV dedeksiyonla,  üç dalga boyunda 310; 325; 

330 nm dalgaboyu kullanılarak yapılmıĢtır. Bu kromatografik sistemde alıkonma 

zamanları klorojenik asit  için 5,200;  sinarin için 5,781;  kafeik asit için 10,148;  p-

kumarik asit için 16,29;  ferulik asit için 18,262  dakikadadır. Örnek kromatogram  

ġekil 3-1’de verilmiĢtir 

 
 

ġekil 3-1: Standart karıĢım enjeksiyonuna  ait örnek kromatogramı; 

Alıkonma zamanları: klorojenik asit - 5,200;  sinarin - 5,781;kafeik asit - 10,148;  

p-kumarik asit - 16,29;  ferulik asit - 18,262 dakika. 
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4.2.Yöntem Validasyonu 

4.2.1. Seçicilik 

Yöntemin seçiciliğini belirlemek için  kullanılan çözücü ( Metanol) ile giriĢim olup 

olmadığının kontrolü MeOH enjeksiyonu ile yapılmıĢtır. MeOH enjeksiyonuna ait 

kromatogram ġekil 3-2'deki gibidir.  

 

ġekil 3-2: BoĢ enjeksiyona ait örnek kromotogramı 

 

4.2.2.Doğrusallık 

Hazırlanan kalibrasyon standartlarının analizi sonucunda  elde edilen pik alanlarıyla 

konsantrasyon verileri grafiğe geçirildi ve kalibrasyon eğrisi çizildi. Kalibrasyon 

eğrileri korelasyon katsayıları sinarin için 0.9989 mertebesinde kabul edilebilir 
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sınırlardadır.  Tüm analitler için kalibrasyon eğrileri aĢağıdaki Ģekillerde verildi ( ġekil 

3-3; 3-4; 3-5; 3-6; 3-7).  

 

 

ġekil 3-3: Sinarinin 0,5-10,00 μg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan 

kalibrasyon eğrisi 

 

ġekil 3-4: Klorojenik asidin  0,5-10,00 μg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan 

kalibrasyon  eğrisi 
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ġekil 3-5: Kafeik asidin  0,5-10,00 μg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan 

kalibrasyon  eğrisi 

 

 

ġekil 3-6: P-kumarik  asidin  0,5-10,00 μg/mL konsantrasyon aralığında 

hazırlanan kalibrasyon  eğrisi 
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ġekil 3-7: Ferulik  asidin  0,5-10,00 μg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan 

kalibrasyon  eğrisi 

4.2.3.Doğruluk ve Kesinlik 

DüĢük, orta ve yüksek konsantrasyonlarda seçilen kalite kontrol örnekleri gün içi ve 

günler arası doğruluk ve kesinlik değerleri hesaplandı ( Tablo 4-1;-; 4-10). Yöntem ile 

elde edilen sonuçların gerçek değere yakınlığı kontrol edildi. Yöntemin kesinliği; 

herhangi bir değerin tekrarlanabilirliği veya bireysel test sonuçlarının belirlenen 

koĢullar altında aynı örneklerin analiz sonuçlarının birbirine yakınlığı kontrol edildi. 

Bulunan değerlere göre yöntemin doğruluğu ve kesinliği uygun bulundu. Bu değerlerle 

yöntemin tekrarlanabilir olduğu da görülmektedir. 

Tablo 4-1: Kalite Kontrol Örneklerinde Sinarinin Gün Ġçi Doğruluk ve Kesinlik 

Hesaplamaları 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

     n 

 

KK1        0,5  0,58 116,01 0,52076 8,97 18 

KK2          5 5,31 106,22 0,144624 2,72 18 

KK3        10 10,08 100,83 0,32234 3,19 18 
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Tablo 4-2: Kalite Kontrol Örneklerinde Klorojenik Asit Gün Ġçi Doğruluk ve 

Kesinlik Hesaplamaları 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

    n 

 

KK1        0,5 0,51 103,33 0,0711 13,76 18 

KK2         5 5,21 104,20 0,1311 2,51 18 

KK3        10 10,03 100,33 0,2123 2,11 18 

 

Tablo 4-3: Kalite Kontrol Örneklerinde Kafeik Asit Gün Ġçi Doğruluk ve Kesinlik 

Hesaplamaları 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

     n 

 

KK1        0,5 0,44 88,49 0,0453 10,24 18 

KK2         5 5,06 101,22 0,0971 1,91 18 

KK3        10 9,94 99,46 0,0838 0,84 18 

 

Tablo 4-4: Kalite Kontrol Örneklerinde P-kumarik  Asit Gün Ġçi Doğruluk ve 

Kesinlik Hesaplamaları 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

    n 

 

KK1        0,5 0,41 82,57 0,0380 9,21 18 

KK2         5 5,31 106,37 0,0628 1,18 18 

KK3        10 10,09 100,97 0,2412 2,38 18 

 

Tablo 4-5:  Kalite Kontrol Örneklerinde Ferulik Asit Gün Ġçi Doğruluk ve 

Kesinlik Hesaplamaları 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

    n 

 

KK1         0,5 0,52 105,37 0,0458 8,70 18 

KK2          5 5,21 104,24 0,0851 1,63 18 

KK3         10 9,98 99,84 0,1245 1,24 18 
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Tablo 4-6: Kalite Kontrol Örneklerinde Sinarinin Günler Arası Doğruluk ve 

Kesinlik Hesaplamaları 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

    n 

 

KK1            0,5 0,58 116,01 0,0520 8,97 18 

KK2             5 4,68 93,79 0,5338 11,38 18 

KK3           10 10,42 104,22 0,4161 3,99 18 

 

Tablo 4-7: Kalite Kontrol Örneklerinde Klorojenik Asit Günler Arası Doğruluk ve 

Kesinlik Hesaplamaları 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

    n 

 

KK1          0,5 0,49 98,14 0,0356 7,26 18 

KK2           5 4,84 98,84 0,4049 8,36 18 

KK3          10 10,32 103,27 0,365 3,53 18 

 

Tablo 4-8: Kalite Kontrol Örneklerinde Kafeik Asit Günler Arası Doğruluk ve 

Kesinlik Hesaplamaları 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

    n 

 

KK1         0,5             0,45 90,45 0,0429 9,49 18 

KK2          5 4,92 98,47 0,1707 3,46 18 

KK3         10 10,28 102,82 0,4462 4,34 18 

 

Tablo 4-9: Kalite Kontrol Örneklerinde P-kumarik Asit Günler Arası Doğruluk ve 

Kesinlik Hesaplamaları 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

    n 

 

KK1          0,5 0,42 85,32 0,0198 4,65 18 

KK2           5 5,09 101,86 0,2449 4,80 18 

KK3          10 10,34 103,47 0,4231 4,08 18 
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Tablo 4-10: Kalite Kontrol Örneklerinde Ferulik Asit Günler Arası Doğruluk ve 

Kesinlik Hesaplamaları 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

    n 

 

KK1        0,5 0,45 90,63 0,0229 5,05 18 

KK2         5 5,12 102,43 0,1072 2,09 18 

KK3        10 10,41 104,11 0,6375 6,12 18 

 

4.2.4. SĠSTEM UYGUNLUĞU 

Tablo 4-11: Sistem uygunluğu parametreleri 

               

Numune 

Konsantrasyon 

    (μg/ml) 

         

Ortalama 

             

%Doğruluk 

 

Sapma(SD) 

 

%CV 

 

    n 

 

CYN          5 4,97 99,45 0,4574 9,19 6 

CLA          5 5,09 101,96 0,1917 3,76 6 

CA          5  5,18 103,68 0,1278 2,46 6 

PCA          5  5,17 103,42 0,0638 1,23 6 

FA          5 5,17 103,57 0,0638 1,23 6 

 

4.2.5.TeĢhis (LOD) ve Tayin (LOQ) Sınırları 

Kalibrasyon eğrisinin ilk noktası LOQ değeri olarak alınır. Kalibrasyon eğrisinin en 

düĢük standart konsantrasyonu olan 0,5 µg/ml LOQ değeridir. Bu değer gıda takviyesi 

örneklerinde analizler için yeterli en düĢük değer olduğu ve bu değerden daha düĢük 

konsantrasyonların gıda takviyesi özelliği olmayacağı için yeterli görülmüĢtür LOD 

değeri ise formülden  hesaplanarak bulunmuĢtur. TeĢhis (LOD) sırası ile sinarin için 

0,08 μg/mL; klorojenik asit için 0,31  μg/mL; kafeik asit için 0,28 μg/mL; p-kumarik 

asit için  0,017 μg/mL; ferulik asit için 0,18 μg/mL’dir (Tablo 4-12). 

Tablo 4-12: Maddelerin LOD Değerleri 

 

 

 

ANALĠT   LOD 

değeri(μg/ml) 

Sinarin 0,08 

Klorojenik Asit 0,31 

Kafeik Asit 0,28 

P-kumarik Asit 0,017 

Ferulik Asit 0,18 
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4.3.Tabletlerde Sinarinin Analizi 

Piyasadan alınan enginar ekstresi içeren kapsül örneklerinde analizler yapıldı.600 mg 

enginar ekstresi kapsülünün analizi yapıldığında 16,6 µg/ml sinarin ve 18,85 µg/ml 

klorojenik asit bulundu.  

Gıda takviyesi ürünlerinin hazırlanmasında kullanılan Enginar ekstresi toz hammadde 

numunesi analizinde ise 2,17 µg/ml sinarin ve 1,51 µg/ml klorojenik asit bulundu. 

Kapsül ve enginar tozu ekstresi analiz sonuçlarına ait kromotogram ġekil 3-8’de ve 3-

9’da  gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 3-8: Kapsüldeki analizlere ait örnek kromotogramı; 

                 Alıkonma zamanları: klorojenik asit – 5,365; sinarin – 5,798 

                 dakika. 
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 ġekil 3-9: Enginar tozu ekstresi  analizlere ait örnek kromotogramı; 

                  Alıkonma zamanları: klorojenik asit – 5,144; sinarin – 5,679 

                   dakika. 
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                                                        5.TARTIġMA                                                                                       

Bir insanın beslenmesini desteklemek üzere kullanılan ve amino asitler, mineraller, 

vitaminler, bitkiler  gibi besin öğelerini içeren ürünler gıda takviyeleri olarak 

tanımlanmaktadır. Gıdaların insan sağlığına yararlı özellikleri (besinsel lif,antioksidan 

vb.) bilindiği için günümüzde gıda takviyelerinin kullanımı artmaktadır. Günümüzde, 

gıdaların iĢlevsel özellikleri (besinsel lif,antioksidan, aminoasit vb.) gıda takviyeleri 

sektöründe yeni ürünlerin geliĢimine olanak sağlamakta ve bu takviyelere gereksinim 

duyan bireylerin ihtiyaçlarını gidermektedir. Gıda takviyelerinde en çok görülen 

sorunlar katkı maddeleri, kontaminasyon, yanlıĢ doz, toksisite ve hatalı etiketlemedir. 

Son zamanlarda ülkemizde ve dünyada ilaç etkileĢimlerinden kaynaklı yan etkilerin 

yanı sıra söz konusu ürünlerle ilgili zehirlenmeler görülmektedir. Gıda takviyeleri ilaç 

olarak değerlendirilmemeli fakat doğru Ģekilde tüketildiğinde ve doğru kiĢi tarafından 

yönlendirildiğinde bireyin sağlığını pozitif yönde etkilediği bilinmelidir [1]. Gıda 

takviyelerinde en önemli sorun ilgili etken maddelerin, takviye preparatlarda 

miktarlarının yetersiz olması veya stabilite çalıĢmalarının yapılmaması nedeniyle çabuk 

bozunmalarıdır. Bilindiği gibi Gıda takviyeleri Sağlık Bakanlığı kontrolünde değildir. 

Bu nedenle de ilaç olarak değerlendirilmezler. Gıda takviyeleri Tarım ve Orman 

Bakanlığı kontrolündedir. 

Sinarin, bir hidroksisinamik asit türevi olup aynı zamanda enginarın ( Cynara 

cardunculus ) biyolojik, aktif  kimyasal bileĢenidir. Sinarin karaciğerde bulunan 

dokuları stimüle ederek safra salgısının artmasına yardımcı olmaktadır. Karaciğerde 

beslenme bozuklukları ve baĢka  nedenlerden dolayı fazla kolesterol üretimini önleyen 

sinarin, karaciğerdeki fazla miktardaki kolesterolün vücuttan uzaklaĢtırılmasına da 

yardımcı olmaktadır [11]. Bu nedenle CYN analizleri önem kazanmaktadır. CYN, 

enginar yaprağı, dul avrat otu, ayçiçeği ve devedikeni gibi bitkilerde analizleri 

yapılmıĢtır  [12-18]. CYN gıda takviyelerinde analizi ile ilgili literatür çalıĢmalarına 

rastlanmamıĢtır. Literatür araĢtırmalarında bitkiden analizlere rastlanmaktadır. Wang ve 

ark, Enginarda ( Cynara scolymus L.) antioksidatif fenolik bileĢiklerin analizi için 

geliĢtirdikleri HPLC-UV yöntemin de 1.24 μg/ml LOQ değeri saptanmıĢtır [21]. 

GeliĢtirdiğimiz yöntem ile CYN tayin miktarı 0.5 μg/ml dir. 

GeliĢtirdiğimiz yöntem de sinarin ve diğer hidroksisinnamik asitlerin en düĢük tayin 

limiti 0.5 μg/ml kalibrasyon eğrisinin ilk noktası olarak alınmıĢtır. Bu LOQ değeri gıda 

takviyeleri ve bitkilerden analizler için yapılan literatür çalıĢmaları göz önüne alınarak 

yeterli olduğu anlaĢılmaktadır.  

Kafeik asit (CA), hidroksisinamik asit sınfından olan organik bir bileĢiktir. Klorojenik 

asit ise kafeik asit ve  kinik asidin esteridir.  Hidroksisinnamik asit adı verilen bu grup, 

kafeik asit , ferulik asit ve p -kumarik asit, SYN analizleri yanı sıra analiz edilerek 

yöntem valide edilmiĢtir.  
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CYN ve hidroksisinnamik asitlerin analizi için Sepax C18 Kolon seçilmiĢtir. Yüksek 

saflıkta geliĢtirilmiĢ silika kolonlardır. Sulu fazlara dayanıklılık ve yüksek pH 

kararlılığına sahiptir. Yüksek oranda tampon kullanıldığında bu kolon tercih 

edilmektedir. CYN ve hidroksisinnamik asitlerin suda çözünürlüğü fazla olduğundan 

mobil fazda sulu faz oranınınyüksek olması ayırıcılığı etkileyecektir. Bu nedenle bu 

kolon seçilmiĢtir. CYN ve hidroksisinnamik asitler, asidik özellikte olduğundan Asidik 

pH da Hareketli faz seçilmiĢtir. Bu Ģekilde iyonlaĢma engellenerek UV 

absorbsiyonlarının ortam pH sına göre değiĢmesi engellenmiĢtir. 

Gıda takviyesi olan ve yaygın olarak kullanılan enginar özütü tablet ve kapsüllerinde 

etken madde olan sinarin ve fenolik bileĢenlerin  analizlerine literatürde 

rastlanmamıĢtır. 

 Bu tez çalıĢmasında,  geliĢtirilen yöntem ile piyasada bulunan enginar özütü içeren gıda 

takviyesinde ve bu amaçla kullanılan enginar özütü toz hammaddesinde sinarin 

analizleri uygulanmıĢtır. 

GeliĢtirilen yöntem ile gıda takviyelerinde Sinarin ve benzer hidroksisinnamik asit 

düzeyleri de analiz edilmektedir. Bu amaçla, kolay ve hızlı bir yöntem geliĢtirilerek 

valide edilmiĢtir. 
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