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OZET

Memmedzade, C. (2022). Gida Takviyelerinde Sinarin Analizleri. istanbul Universitesi,
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul

Gida takviyeleri, bir insanin diyetinde desteklemek iizere kullanilan ve vitaminler,
mineraller, amino asitler, bitkiler ya da bitkisel diyet bilesenleri gibi besin dgelerini
iceren irilinler olarak tanimlanmaktadir. Gida takviyelerinin iiretiminde meyve ve
sebzeler, bitkiler, mikroorganizmalar ve hayvansal kaynaklt hammaddeler
kullanilmaktadir. Gidalarin insan saglig1 iizerine faydali Ozellikleri (antioksidan,
besinsel lif vb.) bilindiginden dolay1 giiniimiizde gida takviyelerinin tiikketimi

artmaktadir.

Bitkiler ve bitkilerden elde edilen iiriinlerden, Diinya Saglk Orgiitii (WHO) kayitlarina
gore; diinya niifusunun bilylik bir kismmin (% 70-80), hastalik tedavisinde ve
hastaliktan korunmada “geleneksel tip” adi altinda yararlandig belirtilmektedir. Tibbi
bitki tiiriiniin 70.000 civarinda oldugu ileri siiriilmekle birlikte; Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan 21.000 bitki tiiriiniin ila¢ hazirlamak i¢in uygun bulundugu bildirilmektedir.
Fonksiyonel gida bilesenleri genellikle hastaligin 6nlenmesi ile ilgilidir. Tez konumuz
olan sinarin (CYN) biyolojik olarak aktif fonksiyonel besin bilesenleri olan
dicaffeoylquinic asit tiirevlerinden biridir. Sinarin, choleretic iizerinde potansiyel
etkileri olan biyolojik olarak aktif fonksiyonel gida bilesenlerinden biridir ve kolesterol
diigiiriicti, hepatoprotektif, anti-aterosklerotik, anti-HIV, antioksidatif, anti-diyabetik,
antikarsinojenik ve bagisiklik modiilator aktivitesidir. Ozetle, sinarin daha molekiiler,
klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalar icin bir hastalik onleyici ajan olarak kullanabilmek

icin gereklidir.

Sinarin ve diger bilesenleri ayirmak i¢in kromatografik kosullar belirlenerek analize
uygulanmistir. 5 pm partikiil ¢aph 4,6x250 mm boyutunda Sepax BR C18 kolonda,
mobil faz olarak ACN:Fosfat tamponu (pH:3.50) (20:80) (v/v), 25°C’de; 0,8 mL/dak
akis hizinda elde edilmistir. Calisma UV dedeksiyonla, ii¢ dalga boyunda 310; 325; 330
nm dalgaboyu kullanilarak yapilmigtir. Maddelerin dogrusallik araliklart 0,5-10,0
pg/mL olarak bulunmustur. Teshis (LOD) sirasi ile sinarin igin 0,08 pg/mL; Klorojenik
asit i¢in 0,31 pg/mL; kafeik asit i¢in 0,28 pg/mL; p-kumarik asit i¢in 0,017 pg/mL;
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ferulik asit i¢in 0,18 pg/mL’dir. Tayin sinir1 (LOQ) ise kalibrasyon egrisinin en diigiik
standart konsantrasyonu olan 0,5 pg/ml’dir. Gelistirilen yontem valide edilip, bu bes
ilag etken maddesinin kapsiillerdeki analizine uygulanmistir. Bu yontem kolay ve

tekrarlanabilir olup kapsiil analizlerinde giivenle kullanilabilir 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 um particle
diameter, at 25°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 pg/mL. Diagnostic (LOD) 0.08 pg/mL for
cynarin, respectively; 0.31 pg/mL for chlorogenic acid; 0.28 pg/mL for caffeic acid;
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0.017 pg/mL for p-coumaric acid; 0.18 pg/mL for ferulic acid. The limit of detection
(LOQ) is 0.5 pg/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 satir1 ve asagidaki paragrafi daha sonra siliniz!

Bu sayfay1 koyacaksaniz "OZET” ve “ABSTRACT” sayfalarindaki ilkeler uygun olarak

hazirlayin. Bu sayfay1 koymayacaksaniz basligi tamamen bloklayarak siliniz.



1. GIRIS VE AMAC

Insanlarin beslenmesine yardimc1 olmak amagli kabul edilen ve amino asitler, bitkiler,
vitaminler, mineraller gibi besin Ogelerini igeren {irlinler gida takviyeleri olarak
tanmimlanmaktadir. Gidalarin insan sagligina yararli 6zellikleri (besinsel lif, antioksidan
vb.) bilindigi ic¢in giinlimiizde gida takviyelerinin kullanimi artmaktadir. Gida
takviyelerinde en ¢ok goriilen sorunlar katki maddeleri, kontaminasyon, yanlis doz,
toksisite  ve hatali etiketlemedir. Son zamanlarda iilkemizde ve diinyada ilag
etkilesimlerinden  kaynakli yan etkilerin yani1 sira s6z konusu iriinlerle ilgili
zehirlenmeler goriilmektedir. Gida takviyeleri ilag olarak degerlendirilmemelidir. Dogru

sekilde tiiketildiginde insanlarin sagligini pozitif yonde etkiledigi bilinmektedir [1].

Tibbi bitkiler genellikle Uzakdogu tilkelerindeki toplumlarda yayginken; son yillarda
bat1i toplumlarinda da kullanimi giderek artmaktadir. Bu bitkiler ¢ogunlukla
“tamamlayic1 tip” ya da “alternatif tip” olarak kullanilmaktadir. Saghigin gelistirilmesi
ve sagliga faydali olabilmesi yonii ile bitkisel tibbi iiriin ticaretinde siirekli ylikselen bir

pazar olusmasina yol agmaktadir [2].

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) kayitlarinda bitkiler ve bitkisel iiriinlerden; diinya
nifusunun biiylik bir kisminda (% 70-80) hastaliktan korunmada ve hastalik
tedavisinde “geleneksel tip” ad1 altinda faydalanildigi goriilmektedir. 70.000 civarinda
tibbi  bitki tiiriiniin varlig1 6ne siiriilmekle birlikte Diinya Saglik Orgiitii 21.000 bitki

tiirliniin ilag hazirlamak i¢in uygun oldugunu bildirmektedir [3].

“Tiirk Gida Kodeksi Takviye Edici Gidalar Tebligi” ne gore gida takviyelerinin tanimu;
normal beslenmeyi takviye etmek amaciyla; mineral, vitamin, karbonhidrat, protein,
amino asit, yag asidi, lif gibi besin 6gelerinin ya da bunlarin disinda fizyolojik ya da
besleyici etkileri bulunan bitki, bitkisel ve hayvansal kaynakli maddeler, biyoaktif
maddeler ve benzeri maddelerin ekstrat ya da konsantrelerinin tek basina ya da
karisimlarinin - pastil, kapsiil, tablet, tek kullanimlik sivi ampiil, toz paket, damlalik
sise ve diger benzeri s1vi ya da toz formlarda hazirlanarak giinliik alim dozu belirlenmis

tiriinler seklindedir [1].

Gida takviyeleri ilag olarak degerlendirilmemeli fakat dogru sekilde tiiketildiginde ve
dogru kisi tarafindan yonlendirildiginde bireyin sagligini pozitif yonde etkiledigi



bilinmelidir. Gidalarin ve bilesenlerinin islevsel o6zellikleri gida takviyelerini
kullanmaya yonelim saglamis ve glinlimiizde sagligin korunmasi acisindan énemli hale
gelmistir. Gilinlimiizde yetersiz ve hatali beslenme veya tiiketilen iirlinden beklenen
etkinin saglanamamasi gibi sorunlar gidalarin dozunda ve dogru tiiketilmemesinden
kaynaklanmaktadir. Bireylerin saglikli olabilmesi igin gerekli igerikler (mineral, vitamin
vb.) farkli nedenlerden otiirii artik gidalardan elde edilememekte ve bunun neticesinde
takviye edici gidalara yonelim artmaktadir. Giinlimiizde, gidalarin islevsel 6zellikleri
(besinsel lif, antioksidan, aminoasit vb.) gida takviyeleri sektoriinde yeni tiriinlerin
gelisimine olanak saglamakta ve bu takviyelere gereksinim duyan bireylerin

ihtiyaclarini gidermektedir [1].

Bu amagla gida takviyelerindeki etkili maddelerin analizi 6nem kazanmaktadir.
Calismamizda enginar Oziitlerinde bulunan sinarin ve diger hidroksosinnamik asit
simiflarinin analizleri i¢in HPLC-UV sistemi ile uygun yontem gelistirilerek valide

edilecek ve gida takviyesi lizerinde uygulanacaktir .

Enginar (Cynara scolymus L.) Asterecea familyasina ait otsu ve ¢ok yillik bir bitkidir
[4]. Enginar yetistiriciligi ve tarimsal ekonomi agisindan 6nemli bir yere sahip olup,

basta Ispanya ve italya olmak iizere Akdeniz iilkelerinde oldukc¢a yaygindir [5].

Enginarin belirli islemlerden gecirilmesi sonucu ortaya ¢ikan yan iirlin ya da atiklar lif,
iniilin ve biyoaktif fenolikler ile antioksidan agisindan olduk¢a zengindir [4]. Bu
sebeple enginar iretimi ile agiga ¢ikan attk maddenin islevsel gida imalatinda
degerlendirilmesi ya da biyoaktif bilesen kaynagi olarak kullanilmasi ekonomik
bakimdan fonksiyonel bir ¢6ziim olacaktir. Enginarin, romatizma, 6dem, hiperlipidemi,
koroner kalp rahatsizligi ve kolesterol problemlerini ¢ézmesi ile aterojenik risklerini

azalttigi diistiniilmektedir [6].

Enginar, yag oranm azaltict 6zelligi ve yiliksek antioksidan igerigi bakimindan
kardiyovaskiiler sistem acisindan yararli bir bitkidir. Bu iiriinlerin tanimirligi zamanla
artmaktadir. Enginar igerisinde tibbi ve besleyici fayda saglayici, mineral, lif, iniilin ve
fenolik maddeler gibi bilesenler barindirmaktadir. Enginardaki  iniilin ve basta
flavonoitler ve kafeoilkuinik asitler olmak iizere fenolik bilesenler saglig1 destekleyici

etkilerin biiyiik bir cogunlugunu olusturmaktadir [4].



Enginarin igerdigi fenolik madde ile ilgili bir ¢ok arastirma yapilmistir; fakat bitkinin
hangi kisminda hangi fenolik maddenin yogun olarak yer aldig1 konusunda net bir bilgi
elde edilememektedir [7] . Ciinkii, fenolik madde profili olgunluk seviyesi, tiir, tiretim

ve saklama sartlarina bagli olarak degiskenlik gostermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Etken Maddeler

2.1.1. Sinarinin Farmakokinetik ve Kimyasal Ozellikleri

HO_ .0 OH
0 TOH
HO -ff\r[’ O. oH
o 0

(C25H2 0 1)

Sekil 2-1:Sinarinin Molekiil Sekli

Sinarin (CYN) , bir hidroksisinnamik asit tiirevi olup ayni1 zamanda enginarin ( Cynara
cardunculus ) biyolojik, aktif kimyasal bilesenidir ( sekil 2-1). Kimyasal olarak iki
birim kafeik asit ve kinik asitten olusan bir esterdir [8].

Viicut igin oldukca faydali olan, ¢ok az gidada bulunan sinarin enginarda da bolca
bulunmaktadir [9].

Sinarin karacigerde bulunan dokular1 stimiile ederek safra salgisinin artmasina yardimei
olmaktadir. Karacigerde beslenme bozukluklar1 ve bagka nedenlerden dolay1 fazla
kolesterol {tretimini Onleyen sinarin, karacigerdeki fazla miktardaki kolesteroliin
viicuttan uzaklastirilmasina da yardimer olmaktadir [10].

Bu nitelikleri sayesinde viicut saghgini pozitif yonde etkileyen sinarinin yeterli
miktarda viicuda alinmasi gerekmektedir ve bunun i¢in de en 1yi yontem enginar
tiikketmektir.

Sinarin maddesinin yararlarindan bazilar1 sunlardir:

. Sindirim sisteminin saglikli ve daha diizenli ¢alismasina yardimci olur.

. Kotii kolesteroliin diismesini saglayarak kalp ve damar sagligini korur.

. Viicuda alinan yaglarin sindirilmesine yardimci olur.



. Safra iiretimini uyarir.

. Idrar yollar1 sagligin1 korur.

. Safra saglig1 ve karacigerin korunmasi i¢in yeterli miktarda mutlaka alinmasi
gerekir.

. Karacigerin diizenli c¢alismasina yardimci oldugundan dolayr gaz,bulant1 ve

sigskinlik gibi durumlarin meydana gelmesini onler.

2.1.2. Sinarinin Miktar Analiziyle Ilgili Literatiir Cahsmasi

HPLV-UV Kromotografik Calismalar

Mornar ve ark, HPLC-DAD-MS-MS teknigi kullanarak enginar yapragi
ekstraktinda sinarinin miktar tayinini yapmislardir. Boyutlar1 150 mm x 4,6 mm ve
partikiil boyutu 3,5 um olan C18 kolon kullanilmistir. Mobil faz sistemi: formik asidin
%0,1-lik ¢ozeltisi (A) ve asetonitrilden (B) olusan bir gradyan yontemi ile sinarin
analizi yapilmistir. Enjeksiyon hacmi 5 pL, mobil fazin akis hizi1 0,4 mL /dakika ve
kolonun sicaklik derecesi 25 °C'de ¢alisilmistir. Sinarinin ax dalga boyu 326 nm olarak

ayarlanmistir. Gelistirilen yontem farmakokinetik ¢alismaya uygulanmistir [11].

Aboutabl ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak Misirda yetistirilen dulavratotu
koklerinden, yapraklarindan ve tohumlarindan 13 fenolik bilesik (sinarin dahil)
varhigimi tespit etmisler ve miktar tayinini yapmislardir. HPLC analizi, bir PDA
detektorti ve bir Intersil ODS-2 C18 kolonu, 2.1x50 mm, partikiil boyutu 3 um olan
C18 kolon, mobil faz sistemi formik asidin %0,2-lik ¢ozeltisi (A) ve asetonitril/metanol
(60:40) ( v/v) (B) olusan bir gradyan yontemi ile sinarin analizi yapilmistir. Mobil fazin
akis hiz1 0,2 mL /dakika, enjeksiyon hacmi 20 pL, ve kolonun sicaklik derecesi 25 °C'
de calisilmistir [12].

Sun Zheng ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak ay¢icegi ( Helianthus annuus )
filizlerinde sinarinin miktar tayinini yapmislardir. C18 kolonu, boyutlar1 150 mm x 2,1
mm ve partikiil boyutu 5 um olan, mobil faz sistemi formik asidin %0.1-lik ¢ozeltisi

(A) ve asetonitrilden (B) olusan bir gradyan yontemi ile sinarin analizi yapilmistir.



Mobil fazin akis hiz1 0,2 mL /dakikaya ayarlandi ve kolonun sicaklik derecesi 25 °C'de
calistlmistir [13].

Topal ve ark, ilirya devedikeninde ( Onopordum illyricum L.) saflastirilan sinarinin
antioksidan, antiradikal ve antikolinerjik ozelliklerini belirlemek i¢in LC-MS/MS
analizi gerceklestirmiglerdir. C18 kolonunda (5.0 um, 19 mm x 50 mm kolon) yaklasik

42 mg sinarin izole edilmistir [14].

Pandino ve ark, Kiire enginar, Yabani enginar ve Ekili enginarin olgunlasmamis
ciceklerinde ana flavonoidleri ve fenolik asitleri (kafeoilkinik asitler, apigenin ve
luteolin tiirevleri) arastirmak icin HPLC / Kkiitle spektrometrisi ile ¢alismalar
yapmiglardir. LC-MS/MS ile yapilan analizi Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 50mm;
1.8 um partikiil boyutu) kolonlu, mobil fazi1 formik asidin %0.1 ¢ozeltisi (A) ve
asetonitrilden ( B) olusan, mobil fazin akis hiz1 0,2 mL /dakika, enjeksiyon hacmi 20 pL
ve kolonun sicaklik derecesi 25 °C'de olan bir gradyan yontem kullanilmistir. Sinarinin
LC-MS/MS ile yapilan analizin sonuglarina gére: LOQ=1 (mg/L), LOD=0.20 (mg/L).

Gelistirilen yontem farmakokinetik ¢caligmaya uygulanmigtir [15].

Ben Salem ve ark, enginar yapragi ekstraktinin yiiksek yagli diyet (HFD) ile
indiiklenen siganlara karsi hepatoprotektif etkisini aragtirmak igin LC-MS/MS ile
enginarin yapraklarindan HPLC kromatogramindan on fenolik bilesen analizini
yapmiglar. Kromatografik ayirma i¢in bir Zorbax 300 A° Extend-C-18 Siitunu (2.1 x
150 mm; Phenomenex UK, Macclesfield, UK) kullanildi. Mobil faz, %95 solvent A (su
icinde %0.1 formik asit) ve %5 solvent B (asetonitril iginde %0.1 formik asit)-den

olusturuldu. Akis hizi 200 ml/dk ve hacim 5 ml'de enjekte edilmistir [16].

Im Do Youn ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak dulavratotu koklerinde olan
fenolik bilesiklerin analizini ger¢eklestirmislerdir. Mobil faz, ¢oziicti A (su iginde %0.1
formik asit) ve ¢oziicii B (asetonitril i¢inde %0.1 formik asit)-den olusturulmustur.
Akis hiz1 0.5 ml/dk'ya ayarlandi. LC-MS/MS kullanilarak yapilan analizler sonucunda
dulavratotu kokiinde bulunan ana etken maddelerin sinarin ve klorojenik asit oldugu

teyit edilmistir [17].



Alonso ve ark, biyolojik oOrneklerde sinarinin tayini i¢cin HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Gelistirdikleri yontemde A Ib-Sil ODS (250 mm x4,6 mm x 5 pm) ters
fazli kolon (Phenomenex ABD) kullanmiglardir. Kolon su / metanol / asetik asit ile
(78.5:20:2.5, v/vIv) yikandi. Mobil fazi 1,3 ml/dk akis hizinda kullanmislardir. Dalga
boyunu 316 nm'ye ayarladilar. Kromatografik prosediir, oda sicakliginda (18-25 °C)
gergeklestirilmistir [18].

Kabganian ve ark, HPLC ile {i¢ yasindaki dar yaprakli kirpi otu (Echinacea
Angustifolia) bitkilerinin kisimlarindaki alkamitler, ekinakozit ve sinarin miktarlarin
belirlemek i¢in gradiyent yontem kullanmislardir. Gelistirdikleri yontemde HP Zorbax
C18 ODS hypersil (boyutlar1 125 mm x 4 mm, partikiil boyutu5 pum, ) kolon
kullanilmistir. Mobil faz (0.12% H3PO4 : acetonitrile, v:v)-den olusturuldu. Hacim 5
ml'de enjekte edilmistir ve 1 ml/dak akis hizi ayarlanmistir. Dalga boyu 316 nm'ye
ayarlandi [19].

Wang ve ark, enginarda ( Cynara scolymus L.) antioksidatif fenolik bilesiklerin
analizi i¢in HPLC yontemi gelistirmislerdir. Gelistirdikleri yontemde ODS3 (150 x 3.2
mm, 5 pum) kolon kullanildi. Mobil faz solvent A (su i¢inde %0.2 formik asit) ve
solvent B (asetonitril )-den olusturulmustur. Akis hiz1 1,2 ml/dk'ya ayarlandi. Sinarin

i¢in kalibrasyon egrisi 1.24-248 pg/ml araliginda bulunmustur [20].

Kulza ve ark, enginar (Cynara scolymus L.) yapragi ekstraktinin ana bilesenleri
olan sinarin ve luteolinin  sigan plazmasinda tayin yontemini gelistirmislerdir.
Bilesikler, diyot dizisi algilamali (HPLC-DAD) yiiksek performansl sivi kromatografi
teknigi kullanilarak ayrilmigtir. HPLC ayrimi, su ve metanol i¢inde bir mobil faz -
9%0.05 trifloroasetik asit kullanilarak gradyan kosullari altinda C18 kolonu iizerinde
gerceklestirilmisdir. Dedektor lambda=330 nm'ye ayarlandi. Sinarin i¢in LOQ degerini
2.25 pg/ml ve LOD degerini 0.75 pg/ml bulmuslardir [21].

Pellati ve ark, ekinezya cinsinin ¢esitli tiirlerinde hizli ve giivenilir bir HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Bu yontem kafeik asit ve onun tiirevlerinin tespiti igin
onemliydi. Gelistirdikleri yontemde RP-18 ( boyutlar1 125 x 4 mm, partikiil boyutu 5

um) kolon, mobil faz sistemi 9%0.1 fosforik asit ¢ozeltisi (¢oziicii A) ve asetonitrilden



(¢Oziicii B) olusan bir gradyan yontem ile sinarin analizi yapilmistir. Hacim 5 pL
enjekte edildi ve akis hizi 1.5 ml/dk'ya ayarlandi.Dalga boyu 330 nm'yeayar landi.
Sinarin i¢in LOQ degerini 15.99 pug/ml ve LOD degerini 5.28 pug/ml bulmuslardir [22].

Hammouda ve ark, enginar (Cynara scolymus L.) yapraklarindaki aktif bilesenlerin
(flavonoidler ve kafeik polifenoller) kantitatif bir spektrofotometrik tayini ve HPLC
analizi ile tek tek bilesiklerin nispi ylizdelerini hesaplamiglardir. Calisma, olgun
yapraklari, farkli hasatlari, ana bitkiyi ve iki evlat neslini ve ayrica Rumen ve Misir
tirleri i¢in karsilagtirmali  bir ¢alismayr kapsar. Flavonoidler ve polifenollerin
kargilagtirmali caligmast gostermistir ki, Rumen tiiri, Misir tiirinden daha yiiksek
yiizdeler igerir. Enginarin (C. scolymus'un) Rumen tiirlerinin yapraklari, Misir tiirlerinin
yapraklaria tercih edilir. Bilesiklerin nispi yiizdeleri sirasiyla 0,53, 1,22 ve 0,31,0,47

olarak bulunmustur [23].

Jun ve ark, enginarin antioksidan aktivitesinin toplam flavonoid igerigi ile yakin bir
iligkisi oldugunu gdstermistirler. Antioksidan aktivite gosteren bilesik, tekrarlanan
kolon kromatografisi ve yeniden Kkristallestirme ile enginardan izole edilmistir.
Spektrometrik ¢aligmalara dayanarak, bilesiyin sinarin olarak bilinen 1,3-dikaffeoilkinik
asit oldugu sonucuna varilmistir. Enginarin bas ve yapraklarindan elde edilen sinarin
icerigi, C18 fotodiyot dizi dedektdrii ile birlestirilmis ters fazli HPLC (yiiksek
performansli sivi kromatografisi) sirasiyla 10.15 ve 0.67 mg/g idi [24].

2.1.3. Kafeik Asidin Miktar Analiziyle Tlgili Literatiir Calismasi

Kafeik asit (CA), hidroksisinamik asit sinfindan olan organik bir bilesiktir . Kafeik asit,
fenolik ayni zamanda akrilik fonksiyonel gruplardan olusur ( sekil 2-2). Lignin
biyosentezinde bir ara madde oldugu i¢in tiim bitkilerde bulunur [25].

Serbest kafeik asit, demlenmis kahve, ¢esitli iceceklerde kirmizi sarap dahil olmak
tizere bulunabilir. Kekik, adacayi, nane bitkilerinde yiiksek seviyelerde bulunur. Kuru

erik, kayisi, elma sosu, aycekirdeginde orta seviyelerde bulunur.



HO

HO

(CoH50)

Sekil 2-2:Kafeik Asidin Molekiil Sekli

HPLV-UV Kromotoqgrafik Cahismalar

Wang ve ark , kafeik asit (CA) ve aktif metabolitlerinin es zamanl tayini ve
farmakokinetik ¢aligmasindan dolayr (LC-MS/MS) yontemini gelistirmislerdir. HPLC-
DAD teknigi kullanarak kafeik asitin miktar tayinini yapmislardir. Boyutlar1 150 mm x
4,6 mm ve partikiil boyutu 3,5 um olan C18 kolon ve kafeik asiti tanimlamak i¢in mobil
faz sistemi: 0.2 mL/dk'lik bir akis hizinda metanol ve sudan (%0.1 formik asit igceren)
olusan bir mobil faz ile analizi yapmislardir. Yontem, tiim korelasyon katsayilar1 0.9931
ile arastirilan araliktaki tiim analitler igin dogrusaldi. Alt miktar tayini limitleri analitler
icin 5.0 ng/mL idi. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik (goreceli standart sapma) <5.86 ve
<6.52 ve dogruluk (goreceli hata) -5.95 ile %0.35 ( n = 6) arasindaydi. Yontemin LOQ
degeri 5 ng/ml olup kalibrasyon aralig1 5-10 ng/ml’dir. Gelistirilen yontem, CA'nin oral
ve intravendz uygulamasindan sonra si¢an plazmasindaki CA'nin farmakokinetigini ve

ana aktif metabolitlerini incelemek i¢in uygulanmistir [26].

Dai ve ark, sigan plazmasinda HPLC-DAD teknigi kullanarak kafeik asitin miktar
tayinini yapmuglardir. Alt1 Sprague-Dawley siganina sirasiyla 4 mL x  kg(-1)
Dengzhanxixin enjeksiyonu intravendz olarak enjekte edilmistir. llag¢ plazma
konsantrasyonlari, dahili standart olarak tinidazol ile LC-MS/MS ile belirlendi.
Metodolojik test, gereksinimlere uygunlugu gosterdi. Giin i¢i ve glinler arasi1 degisken
katsayist %10.0'dan azdi, bu da hem mesru kesinligin hem de dogrulugun biyolojik

numune analizinin gereklilikleriyle uyumlu oldugunu gosteriyordu. Bu calismada
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olusturulan LC-MS/MS analiz yonteminin kafeik asidin farmakokinetik calismasina

uygulanabilecek kadar dogru ve hassas oldugu kanitlanmistir [27].

Bursal ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak kiraz sapinin ( Cerasus avium L.)
antioksidan aktivitesi ve polifenol igerigini belirlemislerdir. Kafeik asidin miktar
yiiksek performansh sivi kromatografisi ve tandem kiitle spektrometrisi ile tespit
edilmistir. (LC-MS/MS). Boyutlar1 125 mm x 2 mm ve partikiil boyutu 5 um olan C18
kolon, mobil faz sistemi:Metanol (A, 0.5% formik asit) ve su (B, 0.5% formik asit),
olusan bir gradyan yoOntemi ile analizi yapmislardir. Mobil fazin akis hiz1 0,3 mL
/dakika ve kolon sicakligi 30 °C'de galisilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL’dir.Y 6ntemin
LOD’si 0.5 pg/L, LOQ’si 50 pg/L olarak bulunmustur. Gelistirilen yOntem
farmakokinetik ¢alismaya uygulanmistir [28].

Molina ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak Stevia yapraklarinin
karakterizasyonu yapmislardir. Seksen dokuz bilesik gegici olarak tanimlanmis ve
farkli ailelere: (flavonoidler; kinik ve kafeik asitler ve tiirevleri) siniflandirilmistir. LC—
MS/MS analizi i¢in boyutlari 15 sm x 0.4 sm ve partikiil boyutu 5 um olan C18 kolon,
mobil faz sistemi: %0,1 formik asitli (A) su ve %0,1 formik asitli (B) metanol olusan bir
gradyan yontemi ile kafeik asidin analizini yapmiglardir. Gelistirilen yOntem

farmakokinetik caligmaya uygulanmistir [29].

Ferracane ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak dulavratotu ( Arctium lappa )
yapragr eckstraktinda kafeik asidin miktar tayinini yapmislardir. Dulavratotu
ekstraktlarinin ana bilesikleri; kafeoilkinik asit tiirevleri, lignanlar ve cesitli
flavonoidlerdir. Dulavratotu tohumlarinda bazi fenolik asitlerin (kafeik asit, klorojenik
asit ve sinarin) olusumu kanitlanmistir. LC-MS/MS analizi i¢in 280 nm'ye ayarlanmis
dedektor ve bir Prodigy ODS3 100 A kolon (250 mm x 4,6 mm, partikul boyutu 5 pm)
kullanilmigtir. Mobil faz sistemi formik asidin 0,2 %-lik ¢o6zeltisi (A) su ve (B)
asetonitril/metanol (60:40),( v/v) olusan bir gradyan yontem ile analiz yapilmustir..
Enjeksiyon hacmi 20 pL, akis hiz1 0,2 mL /dakika ayarlarinda ¢alisilmistir. Gelistirilen

yontem farmakokinetik ¢caligmaya uygulanmistir [30].
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Yilmaz ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak bitkilerde 8 fitokimyasal bilesigin
(sinarin, kafeik asit, sirinjik asit, p-kumarik asit, o-kumarik asit, vanilik
asit, ferulik asit, klorojenik asit) miktarsal tayinini yapmislardir. LC-MS/MS analizi
icin boyutlar1 150 mm x 4.6 mm ve partikiil boyutu 5 um 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) olusan bir gradyan yontemi ile kafeik asidin
analizi yapilmistir. Kolon sicakligi 30 °C'de ¢alisilmistir. Yontemin LOD’si 2.58 pg/L ,
LOQ’si 3.61 pg/L olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem farmakokinetik calismaya
uygulanmistir [31].

Wang ve ark, aromatik bitkilerde rosmarinik ve kafeik asitlerin belirlenmesi igin
bir HPLC yontemi gelistirmisler. Gelistirdikleri yontemde Kingsorb (150 mm x4,6 mm
x 5 um) C18 ters fazli kolon kullanilmistir. Kolon ortofosforik asit igeren metanol/su
gradyanli eliisyon sistemi ve bir fotodiyot dizi detektdriinden olusuyordu. Mobil fazi 1
ml/dk akis hizinda kullanmiglardir. Enjeksiyon hacmi 10 pL olarak ayarlandi Dalga
boyu 316 nm'ye ayarlandi. Kromatografik prosediir, 30 °C gerceklestirilmistir. Kafeik
asit i¢in i¢in LOD ve LOQ sirasiyla 0.150 ug/ml ve 1.345 ug/ml olarak bulunmustur
[32].

Spagnol ve ark, emiilsiyonlarda kafeik asit (CA) tayini i¢in dogru, hassas, hizli ve
HPLC yontemi gelistirmislerdir. En iyi ayirma, 0.7 ml/dak bir akis hizinda, 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 um
partikiil boyutunda bir RP18 XDB Waters kolonunda elde edilmistir. Ultraviyole
algilama, ortam kolon sicakliginda (25°C) 325 nm'de gerceklestirilmistir. LOD 1,44
ug/mL ve LOQ 4.38 pg/mL olarak bulunmustur [33].

Iranshahi ve ark, Iran'da yetistirilen ekinezya (Echinacea purpurea) 'dan kafeik asit
tiirevlerinin hizli izokratik HPLC analizini yapmislardir. Gelistirdikleri yontemde RP-18
Nucleosil C18 (250 mm x4,6 mm x 5 um) kolon kullanildi. Mobil faz sistemi fosforik
asidin %0,1-lik oraninda asetonitril ve sudan (70:30) olusuyordu Mobil fazin akis hizi,
1.5 mL/dak; dalga uzunlugu 330 nm; ¢alisma siiresi 5 dakika; enjeksiyon hacmi, 50 pL
olarak belirlenmistir [34].
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Kosinska ve ark, etanol-dioksan kullanilarak yagi alinmis keten tohumlarindan
fenolik bilesikler ekstre etdiler. Elde edilen ham 6ziit, hareketli fazlar olarak su ve
metanol ile Amberlite XAD-16 kolon kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir.
HPLC kullanilarak incelenen keten tohumunun LM'sinde, bir kafeik asit molekiilii, bes
molekiil p -kumarik asit ve iki molekiil ferulik asit bulunmustur. Gelistirdikleri
yontemde (Shimadzu Co., Kyoto, Japonya) C18 (250 mm x4,6 mm x 5 um) kolon
kullanildi. 1 ml/dk akis hiz1 ve asetonitril-su-asetik asit (5:93:2, V/VIV) [¢oziici A] ve
asetonitril-su-asetik asidin (40:58:2) gradyan yontemi ile kafeik asidin analizini
yapmiglardir. Enjeksiyon hacmi 5 pL olarak belirlendi. Bilesiklerin ayrilmasi 280
nm'de izlendi. Kromatogramlar 320 nm'de kaydedildi [35].

Spagnol ve ark, basit, hizli ve tekrarlanabilir bir UV Spektrofotometrik yontem
gelistirmiglerdir. UV-Spektrofotometrik yontem kullanarak emiilsiyondaki kafeik asitin
validasyonu yapildi. Kromatogramlar 325 nm'de kaydedildi. Kalibrasyon egrisi 2 ila 8
pg/mL, LOD 0.43 pg/mL ve LOQ 1.32 pg/mL olarak bulunmustur [36].

Masek ve ark, spektrofotometrik yontemle Kafeik asidin antioksidan aktivitesini
arastirmiglardir. Elde edilen sonuglara gore kafeik asit dogrusal olarak artan gelismis

antioksidan o6zellikler sergilemistir [37].

Stratil ve ark, sebzelerde fenolik bilesiklerin toplam igeriginin ve antioksidan
aktivitesinin belirlenmesi igin spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Bu yontemle
kullanilan standartlar i¢in korrelasyonlar1 ve ¢esitli tiirlerden ekstraktlar, yaygin olarak
tilketilen sebzeler, ayrintili olarak incelenmistir. Sebzelerde fenolik madde igerigi ve
toplam antioksidan aktivitesi degerleri, kullanilan tiim yontemler i¢in ¢ok iyi

korrelasyon gostermistir [38].

2.1.4. Klorojenik Asidin Miktar Analiziyle flgili Literatiir Cahismasi

Klorojenik asit ( CGA ), kafeik asit ve kinik asidin esteridir (sekil 2-3) [25]. "Klorojenik
asitler” terim olarak, kinik asitde dahil olmak tizere hidroksisinnamik asitlerle ( kafeik
asit, ferulik asit ve p -kumarik asit ) birlikte esterlerin ilgili bir polifenol ailesini ifade
eder [39].



13
Klorojenik asit kahve ¢ekirdeklerinde, kuru erik, seftali ve patlicanda bulunur.

HO CO,H

OH
OH

(C16H1800)
Sekil 2-3:Klorojenik Asidin Molekiil Sekli
HPLC-UV Kromotografik Calismalar

Souilah ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak Oenante fistulosa L.'de (Kazyak) 9
fenolik bilesik varligini tespit etmisler ve miktar tayinini yapmiglardir. Mevcut
calismanin amaci, fistulosa'nin diklorometan (DCM), Etil Asetat (EA) ve n-biitanol
(BuOH) fraksiyonlarinin kimyasal profilini 37 fitokimyasalin LC-MS/MS ile analizi
yoluyla arastirmak ve antioksidan, antikolinesteraz ve antitirozinaz gibi biyolojik
aktivitelerini ilk kez degerlendirmektedir. Test edilen bitki fraksiyonlar1 kayda deger ve
giiclii bir antioksidan etki gostermistir. Bunlarin arasinda 9 fenolik asit tespit edildi ve

Klorojenik, ferulik ve p-kumarik asitler en bol olanlardi [40].

Ye, Jun Xiao ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak sigan plazmasinda klorojenik
asitin miktar tayinini yapmuslardir. Metanol / etilasetat / trifloroasetik asit (49:49:2,
v/v/v) ile ekstraksiyonun ardindan, ekstrakte edilen analitler, %0.1 formik asit iceren
asetonitril-sudan olusan bir gradyan mobil faz sistemi kullanilarak bir ters faz C12
kolonunda ayrilmigtir. Olgiim limitleri 1 ng/mL ile 2.1 ng/mL arasinda kesinlik <%7 ve
dogruluk %94 ile %107 arasindaydi. Klorojenik asit i¢cin LOQ degerini 10 ng/mLve
LOD degerini 3 ng/mL buldular. Dogrulanmis yontem, intravendz, peroral ve ya
intratrakeal yollarla Shuang-huang-lian soliisyonlarinin uygulanmasindan sonra
siganlarda karsilastirmali bir farmakokinetik ¢alismaya uygulandi. Sonuglar, i
kimyasal belirtecin, peroral uygulamaya kiyasla pulmoner uygulamay: takiben daha

hizli ve tamamen emildigini gostermistir [41].
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Yang ve ark, insan plazmasindaki Klorojenik asidin kantitatif analizi i¢in bir LC-
MS/MS yontemi gelistirmis ve bunun ilerlemis kati timorti olan Cinli hastalarda bir
farmakokinetik ¢alismaya uygulamislardir. Plazma numuneleri metanol ile ¢okeltildi ve
%0,1-lik formik asit igeren metanol-su gradyan yontemi kullanilarak 0,4 mL/dk akis
hizinda bir Zorbax C18 kolonunda (50 x 2,1 mm, id 1,8 um) ayrildi. Yontem, 10—2000
ng/mL konsantrasyon araliginda tamamen dogrulanmistir. Glinler arasi ve gln igi
kesinlik (%RSD) gostergelerinin timii %10,7 i¢indeydi ve dogruluk (%RE) -%3,0 ile
%10,6 arasinda degisiyordu. Bu yontem, enjeksiyon i¢in Klorojenik asidin
intramiiskiiler enjeksiyon uygulamasindan sonra ilerlemis kati timorii olan Cinli

hastalarda farmakokinetik ¢alismaya basariyla uygulanmistir [42].

Fang ve ark, kurutulmus eriklerde fenolik bilesenlerin HPLC-DAD teknigi
kullanarak miktar tayinini yapmislardir. Kuru erik, Bati'da saglikli bir besin olarak
bilinir ve Hindistan'da ilag olarak kullanilir. Bunlar, yasa bagl ¢esitli hastaliklara karsi
korumada ¢ok 6nemli bir rol oynadigina inanilan yiiksek konsantrasyonlarda fenolik
bilesiklerle karakterize edilmistir. Ana bilesenler neoklorojenik asit ve kriptoklorojenik
asitti. Mobil faz olarak %0,1-lik formik asit igeren metanol-su kullanildi. Gelistirilen

yontem farmokokinetik ¢aligmaya uygulanmistir [43].

Zhao ve ark, sican plazmasinda klorojenik asit ve dort flavonoidin es zamanl
miktar tayinini yapmislardir. Plazma numuneleri metanol ile ¢okeltildi ve bir ters faz
Agilent Poroshell 120 EC-C18 ile ayrildi. %0,1-lik formik asit igeren metanol-su
gradyan yontem kullanildi. Klorojenik asit igin LOQ degerini 5.55 ng/mLve LOD
degerini 0.36 ng/mL buldular. Giin i¢i ve gilinler aras1 kesinlik %15 i¢indeydi ve
ortalama ekstraksiyon geri kazanimlari her bir analit i¢in %85 ila 115 arasinda

degisiyordu. Gelistirilen yontem farmokokinetik ¢alismaya uygulanmistir [44].

Zhang ve ark, insan plazmasinda klorojenik asit ve sinnamik asidin es zamanl
tayini i¢in hizli ve yiiksek hassasiyetli bir sivi kromatografisi/tandem kiitle
spektrometrisi (LC/MS/MS) yontemi gelistirmislerdir. Analitler, insan plazmasindan
eter-etil asetat (1:1, v/v) ile sivi/sivi ekstraksiyonu yoluyla ekstrakte edildi ve bir
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Agilent Zorbax SB C18 kolonunda 5 dakika icinde ayrildi. Akis hiz1 0.5 ml/dk'ya
ayarlandi ve hacim 5 pL enjekte edildi. Klorojenik asit icin LOQ degerini 800 ng/mL ve
LOD degerini 1 ng/mL buldular. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik (%RSD) her bir analit
icin %9,05 araligindaydi. Absoliisyon geri kazanimlari, klorojenik asit i¢cin %74.62'den
fazlaydi. Yontem, 10 saglikli goniilliide Mailuoning enjeksiyonunun farmakokinetik

caligmasina basartyla uygulanmistir [45].

Duckstein ve arkHPLC-DAD teknigi kullanarak hamamelis virginiana
yapraklarindaki fenolik bilesenlerin miktar tayinini yapmislardir. Analizler bir Sun Fire
C18 (150%2,1 mm 5 um) ters fazli analitik kolon {izerinde ger¢eklestirilmistir. Gradyan
yontem ile klorojenik asidin analizini yapmislardir. UV-dedektor 280, 360 nm, kolonun
sicaklik derecesi 25 °C'de calisilmistir. Klorojenik asit igin LOQ 140.3 pg/ml ve LOD
degerini 46.4 pg/ml bulundu. Gelistirilen yontem farmokokinetik calismaya
uygulanmustir [46].

Bennat ve ark, kavrulmus kahvede klorojenik asit laktonlarinin HPLC analizini
yapmiglardir. Gelistirdikleri yontemde Hypersil C18 (250 x 4.6 mm, 5 pm)kolon
kullanildi. Mobil faz i¢in %2 asetik asit ¢ozeltisi (¢oziicii A) ve metanol (¢oziicli B)
olusan bir gradyan yontem ile analiz yapildi. 1 ml/dk akig hizinda, UV-dedektor 190-
390 nm, kolon sicaklig1 25 °C'de ¢alisilmustir [47].

Pedrosa ve ark, farkli ay¢igegi tohumlarinda klorojenik asit ve tiirevlerinin HPLC
yontemi kullanarak analizini yapmislardir. Gelistirdikleri yontemde A Zorbax SB-C18 (
boyutlart 150 x 4.6 mm, partikiil boyutu 5 pm) kolon kullanildi. Mobil faz sistemi
metanol / asetonitril /su /formik asitten (5:5:85:5) olusan bir gradyan yontem ile analiz
yapildi. Akis hiz1 1 ml/dk'ya ayarlandi ve hacim 10 pL enjekte edildi. Dalga boyu 325
nm'ye ayarlandi. Kolon sicakligi 30 °C'decaligiimistir [48].

Yang ve ark, oral doz Flos Lonicerae (Japon Hanimeli) ekstraktindan sonra tavsan
plazmasinda klorojenik asidin HPLC tayinini yapmuglardir. Plazma o6rnekleri metanol
ile ekstrakte edildi. Ekstrelerin HPLC analizi, mobil faz sistemi ACN - %0.2 fosfat
tamponu (11:89) kullanilarak bir C18 ters fazli kolon tizerinde gergeklestirilmistir. UV
detektorii 327 nm'ye ayarlanmistir. Standart egriler 0,0500-1,00 pg/mL araliginda
dogrusaldir. Klorojenik asit i¢in %85.1'lik ortalama ekstraksiyon geri kazanimi elde

edilmistir. Giinler arasi kesinlik %5,0 ile %7,5 arasinda degisir ve giin i¢i kesinlik
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%9,0'dan daha iyidir. Kantitasyon limiti 0,0500 ug/mL'dir. Flos Lonicerae (Japon
Hanimeli) 06zli uygulandiktan sonra tavsanlarda farmakokinetik calismasina

uygulanmustir [49].

Dreher ve ark, ay ¢ekirdeginde klorojenik asit tayini i¢in Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografik yontem gelistirmislerdir. . Gelistirdikleri yontemd Bondapak CI8
kolonu kullanildi. Mobil faz igin %35 metanol (¢oziicii A) ve %65 asetik asit (¢oziicii
B) olusan bir gradyan yontem ile klorojenik asit analizini yapmislardir. 1 ml/dk akis
hizinda, UV-dedektér 313nm' de analiz yapilmistir. Kolon sicakligt 25 °C'de
calisilmistir [50].

Vinson ve ark, ticari yesil kahve ekstraktlarinda toplam klorojenik asit tayini i¢in
HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Gelistirdikleri yontemde Agilent Zorbax RX C-18
(boyutlar1 250 x 4.6 mm, partikiil boyutu 5 pum) kolonu kullanildi. Mobil faz i¢in suda
%0.1 formik asit; (¢Oziicii A) ve asetonitril i¢inde %0.1 formik asit; (¢oziicii B) olusan
bir gradyan yontem ile analiz yapilmistir. Kolonun sicaklik dereces 25 °C'de

calisilmustir [51].

Zhang ve ark, Flos Chrysanthemi Indici fitilinde klorojenik asit kalite kontrolii i¢in
bir gradyan HPLC yontemi gelistirmislerdir. Ayirma mobil faz olarak asetonitril ve
sulu %1.0 asetik asit karisimi kullanilarak bir gradyan eliisyonuyla bir Hypersil ODS
kolonunda elde edilmistir. Klorojenik asit i¢cin LOQ degerini 2 pg/ml ve LOD degerini
0.32 pg/ml buldular. Kalibrasyon araligi 2-10 pg/ml- dir. Sonuglar, gelistirilen HPLC
yonteminin Cin tibbi preparatlar1 i¢in bir kalite kontrol yontemi olarak kolaylikla

kullanilabilecegini gostermektedir [52].

Wang ve ark, fermantasyon suyu, meyvelerde klorojenik asidin spektrofotometrik
tayininin validasyonunu yapmislardir. Maksimum UV-vis absorpsiyon dalga boyu,
optimum kosullar altinda (25 °C ve pH 7.0'da) 790 nm'de meydana gelmistir.
Kalibrasyon egrisi 10 ila 800 pg/mL araligindadir. Onerilen dogru, hizli, hassas, diisiik
maliyetli ve yiiksek verimli yontem, fermantasyon suyu ve meyvelerinde (Mango)

CGA'y1 (Sikistirillmis Gaz Dernegi) 6lgmek i¢in basariyla kullanilmistir [53].

Siddigi ve ark, ultraviyole spektrofotometri teknigi ile klorojenik asidi hint
fasulyesi posasinin ve portakal posasinin bir bileseni olarak tanimlamiglar. Bitki

materyallerinde az miktarda klorojenik asidin tanimlanmasimi kolaylagtiran yeni bir
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ekstraksiyon ve konsantrasyon prosediirii agiklanmistir. Sonuclarin 6nemi, klorojenik

asidin bilinen alerjenik aktivitesi ile baglantili olarak tartigilmistir [54].

Chun ve ark, klorojenik asit a¢isindan zengin eriklerin spektrofotometrik yontemle
toplam fenolik tahlilini yapmislardir. Gallik asit ve (+)-katesin, 20-100 mg/L araliginda
en yiiksek tepkiyi gosterdi, bunu tanik asit ve ardindan nispeten ¢ok diisiik absorbans
sergileyen klorojenik asit izledi. Klorojenik asit ve neoklorojenik asit, genis bir
absorbans araliginda hemen hemen ayni spektrumlari sergiledi ve klorojenik asit,
eriklerde 6nemli bir fenolik bilesik oldugu kanitlanmig olan neoklorojenik asit yerine
esdeger bir kimyasal i¢in uygun olabilir. 13 erik ¢esidinde klorojenik asit esdegeri ile
ifade edilen ortalama toplam fenolikler 678,2 mg/100 g iken, gallik asit esdegeri olarak
368,7 mg/100 g olmustur. Genel olarak, esdeger bir kimyasal olarak klorojenik asit,
daha dogru toplam fenolik igerigi tahmin etmek i¢in klorojenik asit agisindan zengin

eriklerin toplam fenolik igerigini belirlemek igin tavsiye edilmistir [55].

Matic ve ark, toplam polifenol ve toplam flavonoid igeriginin tayini igin
spektrofotometrik yontemlerin validasyonunu yapmislar. Klorojenik asit icin LOQ

degerini 6.19 pg/ml ve LOD degerini 2.04 ug/ml bulmuslardir [56].
2.1.5. Ferulik Asidin Miktar Analiziyle Tlgili Literatiir Calismasi

Ferulik asit, ( CH30 )HOC6H3CH = CHCO2H formiiliine sahip bir hidroksisinnamik
asittir (sekil 2-4). Ferula cinsinden tiiretilmistir. Adi, dev rezene (Ferula communis)
anlamma geliyor. Fenolik bir fitokimyasal olarak siniflandiriliyor. Ferulik asit, amber
renkli bir katidir. Ferulik asit esterleri, hemiseliiloza kovalent olarak bagli olarak bitki

hiicre duvarlarinda bulunur [57].

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

™ g

O A OH

HO

(Ci1oH1004)
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Sekil 2-4:Ferulik Asidin Molekiil Sekli

HPLC-UV Kromotoqrafik Cahsmalar

Jong ve ark, ¢in tibbi preparatlar tizerinde HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bu
caligmanin amaci ¢in tibbi preparatlarinda kalite kontrolii tayin etmektir. Shiau-feng-
saan ve Dang-guei-nian-tong-tang preparatlarinda bes isaretleyici bilesigi (matrin,
oksimatrin, ferulik asit, mangiferin ve glisirizin) ayn1 anda tanimlamak ve 6l¢mek i¢in
LC/MS/MS yontemi kullandilar. Gelistirdikleri yontemde LUNA C 18 (150 x 2 mm, 5
um)kolon kullanildi. Mobil faz i¢in  %0,005 trifloroasetik asit tamponu (pH 3)ve
asetonitrilden (¢Oziicii B) olusan bir gradyan yontem ile ferulik asidin analizini
yapmiglardir. Akis hiz1 200 pL /dak , hacim 5 pL enjekte edildi. Bes isaretleyici bilesik
icin kalibrasyon egrileri, 50-2500 ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldi. Ferulik
asit igin LOD degerini 20 ng/ml buldular [58].

Waterstraat ve ark, siitte ferulik asit tayinini yapmak i¢cin LC-MS/MS yontemini
gelistirmislerdir. Gelistirdikleri yontemde Phenomenex, Kinetex, (150 x 4,6 mm, 2,6
um,) kolon kullanildi. Mobil faz i¢in suda %0.1 formik asit; (¢oziici A) ve metanol
icinde %0.1 formik asit; (¢coziici B) asetonitril i¢cinde %0.1 formik asit; (¢oziicii C)
olusan bir gradyan yontem ile analiz yapilmistir. Akis hizi 1 ml/dk'ya ayarlandi . .
Ferulik asit i¢in LOQ degerini 0.3 (ug/kg) ve LOD degerini 0.1 (ug/kg) buldular [59].

Zhang ve ark, sigan plazmasindaki ferulik asit miktarinin belirlenmesi igin hizli,
hassas ve spesifik ~ HPLC yontemi gelistirmislerdir. Gelistirdikleri yontemde
ACQUITY UPLC BEH CI18 (50 x 2.1 mm, 1.7 um,) kolon kullanildi. Mobil faz olarak
asetonitril-su kullanilarak 3,5 dakika i¢inde kromatografik ayirma saglandi ve 0,2
ml/dak akis hizinda ¢aligildi. Enjeksiyon hacmi 5 pL, kolonun sicaklik derecesi 35
°C'de calisilmigtir. Ferulik asit i¢in LOQ degerini 0.5 (ng/mL) ve LOD degerini 0.15
(ng/mL) buldular [60].

Lee ve ark, Palmul-tang'daki 11 ana bilesenin HPLC-DAD ve LC-MS-MS ile
eszamanl tayinini yapmiglardir. Geleneksel bir bitkisel ilag olan Palmul-tang, sekiz

bitkiden olusur. Ferulik asit 11 ana bilesen igerisinde Onemli miktara sahiptir.
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Gelistirdikleri yontemde Atlantis C18 kolon kullanildi. Mobil faz su ve asetonitrilden
olusuyordu. Enjeksiyon hacmi 20 pL olarak ayarlandi. Ferulik asit i¢in LOQ degerini
0.16 (ug /mL) ve LOD degerini 0.05 (ug /mL) buldular [61].

Nichitoi ve ark, propolis ekstraktindaki polifenollerin tanimlanmasi i¢in bir LC-
MS/MS yontemini  gelistirmislerdir. Bu c¢alismanin amaci, Romanya propolisinde
bulunan en yaygin polifenolleri belirlemek ve cesitli hidroalkolik ekstraktlardaki
seviyelerini 6lgmektir.Metot gelistirerken 5 uL enjeksiyon hacmi ile bir Synergi C18
(50 x 2 mm, partikiil boyutu 4 um) kolon Kkullanilmistir. Mobil faz (A) formik asit
(%0.5) ve (B) metanoldan olusuyordu. Tim  analitler icin 0,08-5 pg/mL
konsantrasyon aralig1 i¢in kalibrasyon egrileri elde edildi. Ferulik asit icin LOQ ve LOD
sirasiyla 0,03ve 0,01 pug /mL buldular [62].

Andreasen ve ark, Danimarka'da bir lokasyonda yetistirilen 17 ¢avdar ( Secale
graine L. ) ¢esidinin ¢ekirdeklerinde alkalin hidrolizden sonra HPLC analizi ile fenolik
asitlerin ve ferulik asitin analizini yapmislardir. Gelistirdikleri yontemde Hypersil (
boyutlart 150 X 4.6 mm, partikiil boyutu 5 um) C18 kolon kullanildi. Mobil faz i¢in su
ve metanoldan olusan bir gradyan yontem ile ferulik asit analizini yapmislardir. Akis
hizi 1 ml/dk'ya ayarlandi ve hacim 20 pL enjekte edildi. Dalga boyu 280 nm'ye
ayarlandi. Ferulik asitin konsantrasyonu 900 ile 1170 pg /g - kuru madde arasinda
degismekte idi [63].

Li ve ark, Tavsan plazmasinda danshensu, ferulik asit, kriptotanshinon ve
tanshinon IIA'nin es zamanli tayini i¢in secici ve hassas bir ters fazli yiiksek
performansli sivi kromatografi yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirma, %0,5
(v/v) buzlu asetik asit iceren metanol-sudan (20:80 ila 80:20, v/v) olusan bir mobil faz
kullanilarak, bir Agilent HC-C 18 kolonunda basariyla gergeklestirilmistir. Akis hiz1 1
ml/dk'ya ayarlandi. Ferulik asit i¢in 0.03—50g/ml konsantrasyon aralig1 i¢in kalibrasyon
egrileri elde edildi. Ferulik asit i¢in LOQ degerini 0.03 (ug /mL) ve LOD degerini 0.01
(ug /mL) buldular [64].

Aarabi ve ark, seker pancari kiispesinden alkalin hidroliz ve organik ¢oziicii
yontemleri ile ferulik asit ekstraksiyonunu yapmislardir. Ferulik asit HPLC yontemi ile
miktar1 belirlendi. Gelistirdikleri yontemde Zorbax C18 ( boyutlart 150 m x 4.6 mm,
partikiil boyutu 5 um) kolon kullanildi. (%1 Asetik asit) ve metanoldan olusan mobil
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fazli bir gradyan yontem ile analiz yapilmistir. 1 ml/dk akis hizinda , UV-dedektor
320 nm-de ¢alisilmistir [65].

Proestos ve ark, bitki ekstraktlarinin fenolik bilesiklerinin  HPLC analizini
yapmislardir. En bol bulunan fenolik asit ferulik asit olmustur. Gelistirdikleri yontemde
Waters Spherisorb ODS2 kolon kullanildi. Su (%1 Asetik asit) (¢oziicii A) , su (%6
Asetik asit) (¢oziici B) ve su/asetonitril (%5 Asetik asit) (¢oziicii C) olusan mobil
fazli bir gradyan yontem ile analizi yapmislardir. 0, 5 ml/dk akis hizinda ve hacim 20
uL enjekte edildi. Dalga boyu 280 nm'ye ayarlandi. Ekstraktlarin secilen mikroplara
kars1 antimikrobiyal aktivitesi de bu ¢alismada yapilmistir [66].

Jankovska ve ark, ters fazli yiiksek basingl sivi kromatografisi (HPLC) ile seker
pancar1 kiispesindeki ferulik asitin miktar tayinini yapmislardir. Gelistirdikleri
yontemde Separon SGX C18 kolon kullanildi. Mobil faz i¢in sitrat tamponu ve
metanol (88:12, V/V) kullanildi.] ml/dk akis hizinda 310 nm dalga boyunda
calisilmustir [67].

Tian ve ark, UV-Vis spektrofotometri kullanilarak tam bugdayda toplam
fenoliklerin ve ferulik asidin hizli 6l¢limiinii yapmislardir. Amag, tam bugdayda toplam
fenolik icerigin ve ferulik asit miktarinin hizli, basitlestirilmis ve dogru bir sekilde
belirlenmesi i¢in ekstraktin UV-Vis spektrumlarina dayali ¢ok degiskenli bir regresyon
modeli gelistirmekti. Bildigimiz kadariyla bu, ferulik asidi hizli bir sekilde
belirleyebilen bildirilen ilk regresyon modelidir. Yetistirme veya tarama programlarinda
bugday fenoliklerine odaklanan tarama verimliligi, Ornegin HEALTHGRAIN
programinda oldugu gibi bu teknigin gerceklestirilmesiyle dnemli dl¢lide artirilacaktir
[68].

Jadhav ve ark, ferula asafoetida (Seytantersi) kaynakli ferulik asidin kantitatif
tahmini i¢in Folin-ciocalteu'nun %15 sodyum karbonat icindeki reaktifi araciligiyla
basit, hassas ve tekrarlanabilir bir spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir .
Reaksiyondan sonra bu sekilde olusan mavi renkli kromojen, kor reaktife karsi ferulik
asit i¢in maksimum absorpsiyon 718 nm dalga boyunda Olclilmiistiir. Kromojen, 1
ug/ml-8 ug/ml araliginda dogrusalliga uydu. Yontem, dogrusallik, kesinlik, dogruluk,
tespit limiti ve 6l¢tim limiti gibi ¢esitli parametreler incelenerek ICH yonergelerine gore

daha da dogrulanmustir [69].
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Divakaran ve ark, Spektrofotometri ve Yiiksek performansli sivi kromatografisi ile
secilen bitki materyallerinden ferulik asidin miktar tayinini yapmislardir. Ferulik asit,
bitki hiicre duvarinda bol miktarda bulunan bir fitofenolik bilesiktir. Ferulik asit
antikanser, antioksidan ve yaslanma karsiti 6zelliklere sahiptir. Piring kepegi, bugday
kepegi ve bambu filizi gibi se¢ilmis bitki materyallerinden ferulik asidin kantitatif
tahmini i¢in basit, hassas ve tekrarlanabilir bir spektrofotometrik yontem gelistirilmistir.
Reaksiyondan sonra elde edilen mavi renkli kromojen, kor reaktife karsi ferulik asit i¢in
718 nm dalga boyunda Ol¢iilmiistiir. Kromojen, 1 ug/ml — 8 ug/ml araliginda
dogrusalliga uydu. Segilen bitki materyallerinden ferulik asit tayini i¢in bir HPLC
yontemi de gelistirilmistir [70].

Ozyurt ve ark, gidalarin toplam antioksidan kapasitesini (TAC) &lgmek icin
Spektroflorometrik  Yontem  gelistirmislerdir. Yontem, asidik siilfat ortaminda
yapilmustir. Floresan tirtinii Ce(III), 256 nm'lik bir uyarma dalga boyu ile 360 nm'de
giiclii floresan sergilemistir. Cogu antioksidan i¢in dogrusal konsantrasyon araligi
olduk¢a genisti. Gelistirilen prosediir trolox, quersetin, gallik asit, askorbik asit,
katesin, naringin, naringenin, kafeik asit, ferulik asit, glutatyon ve sistein gibi
antioksidan bilesiklerin TAC tayinine basariyla uygulanmistir. Onerilen y&ntem
tekrarlanabilirdi, karmasik karisimlarin  bilesenlerinin  TAC degerleri agisindan
katkiliyd: [71].

2.1.6. P-kumarik Asidin Miktar Analiziyle Ilgili Literatiir Calismasi

P -Kumarik asit ,HOC 6H 4CH=CHCO2H formiiliine sahip bir hidroksisinnamik asittir
(sekil 2-5). Hidroksisinamik asidin ii¢ izomerinden biridir. Suda ¢ok az ¢6ziiniiyor.

Dietil eterde ve etanolda ¢ok ¢6ziinen beyaz renkli bir katidir.

P -Kumarik asit sarimsak, feslegen, havug, domates, barbunya, yer fistig1 gibi ¢ok

cesitli yenilebilir bitki ve mantarlarda bulunabilir .

OH
HO
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(CoHgO3)

Sekil 2-5:P-kumarik Asidin Molekiil Sekli

HPLC-UV Kromotografik Calismalar

Kim ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak, insan plazmasinda p -kumarik asidin
analizini yapmislardir. Gelistirdikleri yontemde HECTOR-A C18 ( boyutlart 2.1 x 50
mm, partikiil boyutu 3 pm) kolon kullanildi. Analiti endojen bilesenlerden ayirmak icin
bir gradyan oraninda %0.1-lik formik asit (A) ve asetonitril (B) igceren mobil faz
hazirlanmistir. Akis hiz1 250 ul/dak'ya ayarlandi ve hacim 5 pL enjekte edildi.
Yonteme gore P-kumarik asit icin LOQ degeri 0.2 ng/ml olarak belirlendi, kalibrasyon
araligi 0.2-16 ng/mL’dir [72].

Sharma ve ark, fare plazmasinda dogal olarak olusan para kumarik asidin bir tiirevi
olan IS01957'nin belirlenmesi icin HPLC-DAD teknigi kullanarak miktar tayinini
yapmiglardir.Gelistirdikleri yontemde RP-18e (50x4.6 mm) kolon kullanildi. Analiti
endojen bilesenlerden ayirmak i¢in bir gradyan oraninda %0.1-lik formik asit (A) ve
asetonitril ( B) iceren mobil faz hazirlandi. Akisin hiz1 0.3-0.5 mL/dak'ya ayarlandi.
Yonteme gore P-kumarik asit i¢in LOQ degerini 5 ng/ml ve LOD degerini 2 ng/ml
buldular. Kalibrasyon araligi 5-160 ng/ml aralifindaydi. Yontem Gida ve Ilag Idaresi

kilavuzlarina gére dogrulanmistir [73].

Ou ve ark, seker kamisi kiispesinden kumarik asit tiretimi yapmak i¢in LC-MS/MS
yontemi gelistirmislerdir.Seker ve alkol endiistrilerinin bir atik yan iiriinii olan seker
kamis1 kiispesi biiyiik miktarlarda iiretilir ve diinya genelinde yilda yaklasik 54 milyon
ton kiispe iiretilir. Kiispenin ana bilesenleri karbonhidratlar (%40—%45 seliiloz ve %30—
%35 hemiseliiloz) ve lignindir. Kiispe ayrica kuru madde bazinda sirasiyla %1.29 ve
%1.76 oraninda fenolik asitler, 6zellikle hemiseliilloz ve lignine bagl trans-ferulik asit
ve kumarik asit igerir. Gelistirdikleri yontemde Exsil ODS C18 (4.6x150mm, 5 pm)
kolon kullanildi. Mobil faz 1%asetik asit ve metanoldan olusuyordu. Seker kamisi
kiispesinin on hacim %1 NaOH (w/v) i¢cinde 30 °C'de 4 saat siireyle siispanse
edilmesiyle seker kamisi kiispesinin islatilmasi, bagli fenolik asitler arasinda temel

olarak p -kumarik asidi agiga ¢ikardi. p - kumarik asit, anyon degistirme kromatografisi
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ile saflagtirilabildi ve saflastirilan numune, standart p -kumarik asit ile ayn1 antioksidan

aktiviteyi gostermistir [74].

Neo ve ark, HPLC-DAD teknigi kullanarak palmiye yagi ( E. guineensis ) meyve
Ozlerinin fenolik asit analizini ve miktar tayinini yapmislardir. Gelistirdikleri yontemde
Zorbax C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 um) kolon kullanildi. Mobil faz su ve metanoldan
(82:18 v/v) olsuyordu. Akis hiz1 1 ml/dk'ya ayarlandi ve hacim 5 pL enjekte edildi. Tim
analitler i¢in (0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.15, and 0.2 mg/mL) konsantrasyon araliginda
kalibrasyon egrileri elde edildi. P-kumarik asit i¢in LOQ degerini 0.037 mg/mL ve
LOD degerini 0.012 mg/mL buldular [75].

Cui ve ark, dondurularak kurutulmus kirmizi sarabin agizdan uygulanmasindan
sonra si¢an plazmasinda p -kumarik asitin  HPLC-DAD teknigi kullanarak tayinini
yapmuglardir. 0.5 % asetik asitten ve metanoldan olusan mobil fazla ¢alistilar. 0,8
ml/dk akis hizi ve hacim 10 pL enjekte edildi. Kumarik asit i¢in 0.01, 0.02, 0.04, 0.1,
0.2, 1, 5, and 15 pg/mL konsantrasyon araliginda olan kalibrasyon egrileri elde edildi.
P-kumarik asit icin LOQ degerini 0.01 pg /mL ve LOD degerini 0.002 pg /mL
buldular [76].

Karthikeyan ve ark, durva otu metanolik ekstraktindan P-Kumarik Asidin HPLC
yontemile miktar tayinini yapmislardir. Kromatografik ayrimlar i¢in, RP-C 18 kolonu
(250 mm x 4,6 mm, 5 pm), Shimadzu LC-20AT Prominence s1vi kromatografisi ve su :
metanol : buzlu asetik asitten (65 : 34 : 1 v/v) olusan bir mobil faz kullanilmistir. Akis
hizt 1.0 mL/dk idi ve kolon atiklarinin analizleri 310 nm'de UV-goriiniir detektor
kullanilarak yapilmistir. P-kumarik asidin alikonma stiresi 6.617 dakika olarak
bulunmustur. Bu yontem, 2—10 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusalliga uydu. P-
kumarik asit i¢in LOQ degerini 0.99 pg /mL ve LOD degerini 0.302 pg /mL buldular.
RP-HPLC yontemi, ICH yonergelerine uygun olarak valide edilmistir [77].

Saad ve ark, HPLC yontemi kullanarak ananas (Ananas comosus) ekstraktlarinda
p-kumarik  asitin  miktar1 tayinini yapmislardir. P -Kumarik asit, antioksidan,
antimikrobiyal, antimutajenik ve immiin diizenleyici aktivitelere sahip oldugu bilinen
bir hidroksisinnamik asittir. Bu c¢alisma, gradyan modlu HPLC ile meyve suyu
ekstraktindaki ve olgunlasmamis ve olgun ananaslarin metanol ekstraktindaki p -

kumarik asidi ve miktarini belirlemeyi amaglamaktadir. Kromatografiyle ayirma, 0.8
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mL/dk akis hizinda C 18 kolonu kullanilarak , tespit 280 nm dalga boyunda
yapilmistir. P -Kumarik asit, 16.16 dakikalik alikonma siiresinde belirlendi. P-kumarik
asit icin LOQ degerini 0.208 pg /mL ve LOD degerini 0.694 pg /mL buldular. Gradyan
modlu RP-HPLC'nin, ananas ekstraktlarinda  p-kumarik asidin belirlenmesi ve

miktarinin belirlenmesinde etkili oldugu kanitlanmistir [78].

Hashizume ve ark, HPLC yontemi kullanarak japon sake (piring ve tahil tozundan
yapilan ulusal igkidir) mayalama i¢in piringte p -kumarik asitin miktar tayinini
yapmuslardir. Gelistirdikleri yontemde Capcell Pak C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) kolon
kullanildi. Mobil faz 0.1% fosforik asit /su ve asetonitrilden olusuyordu. Akis hizi 1
ml/dk'ya ayarlandi ve hacim 20 pL enjekte edildi. Dalga boyu 320 nm'ye ayarlandi.
Sonuglar, sake'deki fenolik asit seviyelerinin, daha sonra sake'nin duyusal kalitesini
etkileyebilecek olan piring tanelerinin igerigindeki seviyelerden etkilendigini

gostermistir [79].

Wen ve ark, bilesik bitkisel ilaglarda fenolik asit tayini icin HPLC yontemi
gelistirmiglerdir. Deneyde bir Agela XBP-C18 kolonu kullanildi. 0.2% TFA igeren su
ve 0.2 % TFA igceren metanoldan olusan mobil faz kullanildi. 0.5 ml/dk akis hizinda ve
hacim 10 pL enjekte edildi. . Dalga boyu 254, 275, 305, 320 nm'ye ayarlandi. P-
kumarik asit icin LOD degerini 0.006 mg /L buldular.Dogrusal aralik 0.048—48 mg/L
araligindaydi [80].

Dhamole ve ark, tarimsal kalintilardan (musir kogani, seker kamisi kiispesi,
sorgum sapi, inci dar1 sapi, yesil gram kabugu, yer fistig1 kabugu, susam kabugu) HPLC
yontemi kullanarak p-kumarik asidin miktar tayinini yapmuslardir. Gelistirdikleri
yontemde C18 ( boyutlar1 250 x 4,6 mm, partikiil boyutu 0,5 pm) kolon , mobil faz
olarak 80 % su (1 % asetik asit) ve 20 % asetonitril kullanilmistir. 1 ml/dk akis hizinda
ve 320 nm dalga boyunda ¢alisilmistir [81].

Garcia ve ark, karisimlarda p-kumarik asidi kantitatif olarak belirlemek igin bir
tiirev spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. p-kumarik i¢in sirasiyla 20 ng/ml'lik
saptama limiti ve %0,63 'lik RSD bulundu. Dalga boyu 332 nm'ye ayarlandi. P-
kumarik asit icin LOQ degerini 0.05 pg /mL ve LOD degerini 0.02 pg /mL buldular
[82].



25

Yu ve ark, yulaf kabugunun karmasik hiicre duvarlarinda bulunan p-kumarik asidi
tayin etmek igin spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Dalga boyu 332 nm'ye

ayarlanmustir [83].

2.2. KROMOTOGRAFi

Kromatografi 1906 yilinda Mikhail Tswett isimli, aslen rus olan botanik¢i tarafindan
klorofil ( bitki pigmenti) ayrilmasinda kullamilmistir. O giinden itibaren hala
kullanilmaya devam edilmektedir [84].

Terim olarak yunancadan “renk yazimi” (“khramoma” renk ,“graphe” yazi) anlamina
gelmektedir [84].

Olgiim, ayristirma ve saflastirma gibi degisik maksadlar icin kullanilan kromotografi
tibbi laboratuvardan, gidadan , veterinerlik, ilag sanayisine, kimya, sanayi dallarinin
bir ¢ok cesitleri olmakla c¢ok biiylik bir alam1 kapliyor. Kromatografinin en genis
yayillmislart  ise yiiksek performansli Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometri (LC-
MS/MS) ve sivi kromatografisi (HPLC) cihazlaridir. Kromotografi maddeleri
saflastirmak ve karisimi olusturan bilesikleri birbirinden ayirmak i¢in kullanilmaktadir.
Kromatografinin  baglica amact numune ayrimi  yapildiktan sonra  miktariin

Olglilmesine dayanir [84].
2.2.1. KROMOTOGRAFIDE BILINMESi GEREKEN TERIMLER

Mobil faz: Cesitli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip olan, numuneyi, sabit faz
(kolon) boyunca tastyan, ¢oziicli karigimlaridir. Kullanilacak olan mobil fazi segerken,
kullanilacak sabit fazin ozellikleri, dedektoriin  ,analizi yapilacak numunenin

bilesenlerinin 6zellikleri ¢ok dikkata alinmalidir.

Sabit faz: Analizi yapilacak maddenin (mobil faz igerisinde hareket eden)
alikonulduklar ,etkilesime girdikleri fazdir. Kolon olarakda isimlendirilir.Giinliimiizde
cok fazla kolon imalati yapiliyorki,bunlarinda hepsi farkli materyellerden

hazirlanmis,farkli boyut ve markada oluyor.

Alikonma: Mobil faz igerisinde hareket eden maddenin kolonda etkilesime girerek

tutulmasi, yavaslatilmasi ve kolondan daha ge¢ ¢ikmasi olayidir [84].
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Kromotografinin  ¢esitli ~ tipleri ~ mevcuttur.Bunlar ~ hareketli = faza  gore

degerlendirsek;S1vi,gaz, siiper kritik akiskan kromotografi olarak ayirt edilir [85].

2.2.2.YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), mobil faz olarak kullanilabilen bir
stvi i¢inde ¢Ozilniirliige sahip herhangi bir bilesige uygulanabilen ¢ok yonliiliikk ve
analitik gilice sahip kromatografik bir tekniktir. HPLC, kiiclik molekiilleri ve iyonlari
0lcmek ve makromolekiilleri ayirmak ve saflastirmak i¢in gida analizinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu bolim, HPLC sistem bilesenlerinin her biri i¢in ayrintilari ve
cesitli segenekleri agiklar: pompa, enjektor, slitun, dedektdr ve veri sistemi. Cok cesitli
kolon paketleme malzemeleri, HPLC'nin yaygin kullanimina biiylik 6l¢lide katkida
bulunmustur. Bu boliim, normal faz, ters faz, hidrofobik etkilesim, iyon degisimi, boyut
dislama ve afinite kromatografisi ile elde edilen ayirmalar i¢in ayrintilar1 ve 6rnek

uygulamalari igerir [86].

Yiiksek Basinch
S1vi Kromatografisi
(HPLC)

izlemek Icin
Bilgisayar

Nil—1i

HPLC Kolonu

M

Enjektor

Céziicil P Dedektor Atik

Sekil 2-6:Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Sistemi (HPLC)
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2.2.2.1. HPLC Cihaz1 Hakkinda bilgiler:

HPLC cihaz1 8 boliimden olugmaktadir; Mobil faz (¢oziicii) siseleri, pompa ,degasser,
kolon firini,enjektor, dedektor,kolon,kaydedici.Bu bolimlerden bazilart c¢alisilacak

cihazin model,markasina ve numuneye gore farklilik gosterebilir [84].
2.2.2.1.1.Mobil faz (¢oziicii) siseleri:

Genellikle bir HPLC cihazinda bir ve ya daha fazla ola bilir.Bunlarin camdan ve ya
paslanmaz ¢elikden olmasi ,kaliteli olmasi ¢alismada kullanilabilmek i¢in 6nemlidir.
Calismada kullanilacak olan ¢ozeltilerin de saf olmasi kolonu yanlis etkilemek

acisindan 6nemlidir [84].
2.2.2.1.2.Degasser

Mobil faz igerisindeki gazlarin alinmasi maksadiyla kullanilan, hava kabarciklarinin
olmasmi 6nleyen bir sistemdir.Hava kabarciklar1 olarsa kolon ve pompada sorunlara
sebep ola bilmektedir. Ornek olarak, kolonda kabarcik olusmast RT’nin kaymasina ya

da pik genislemesine sebep olabillir [84].
2.2.2.1.3.Pompa:

HPLC sisteminin en O6nemli boliimlerinden biridir. Sistemde;faz  ve numunemizin,
kolon,dedektor,enjektor boyunca devamli sabit akisini saglayan kistmdir. Pompa sivinin
sistem igerisinde dolasimini saglamakla gorevlidir. Bir pompa sisteminde bulunmasi
gereken temel Ozellikler, basing dalgalanmasimin diisiik olmasi,yiiksek basing altinda
calisabilmesi,tekrarlanabilirligi ve akis dogrulugu kendi tizerinden kumanda edilebilme
olanagidir [84].

2.2.2.1.4 Enjektor:

HPLC sisteminin bir bolimii olup, numunenin kolon 6ncesinde mobil faza enjekte
edilmesidir..Enjektorlerin 2 tipi mevcuttur,bunlardan biri bilgisayar kumandali oto-
enjektor digeri ise elle kumanda edilen manuel enjektorlerdir.Giiniimiizde Oto-enjektor

tinitelerinde 1s1tma,sogutma,karistirma ve seyreltme gibi 6zellikler de mevcuttur [84].

2.2.2.1.5.Kolon Firmi: Kolonun tutuldugu ortamin sabit bir 1sida olmasi ¢aligmanin

kalitesi agisindan gereklidir. Bu sebeple kolon firim1 HPLC cihazlarn i¢in oldukga
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onemlidir. Kolon firinin blok 1siticili ve hava sirkiilasyonlu olmak {izere iki ¢esidi vardir

[84].
2.2.2.1.6.Kolon:

HPLC donaniminin temel unsurlarindan birisi olan kolon, kompleks oOrneklerde
bilesenlerin birbirinden iyi ¢oziliniirliikle ayirilmasini saglayan sabit fazdir. Kolon i¢
ylizeyinde kullanilan materyalin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ¢ok c¢esitlidir ve
materyalin se¢iminde , analizi yapilacak 6rnegin bilinen fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
ve kullanilacak mobil fazin ve uygulanacak HPLC metodunun o6zellikleri dikkate

almmalidir [84].
2.2.2.1.7.Dedektor:

Kolondan ¢ikan bilesenlerin goriilebilmesinde, bunlarin ayrim ve miktarlarinin
belirlenmesinde gorev alir. Maddeler dedektdrden gegdiyi zaman kaydedici tarafindan
kaydedilip, zamana karsi dedektér yanmitina ait bir grafik olustururlar ve olusan bu

grafige kromatogram deniliyor [84].

2.3.Sistem Uygunluk Testi

Diizgiin gelistirilmis bir kromatografik sistemle HPLC verilerinin dogrulugu ve
kesinligi saglanir. Bu amaci sonuca ulagtirmada sistem uygunluk testleri rehberlik edici

ve analitik prosediiriin olmazsa olmazidir.

Sistem uygunluk testi laboratuvarlar tarafindan genellikle tiim analitik sistemin
(reaktif,cihaz,analist ve kolon dahil) istenilen uygulamaya uyum sagladigindan emin
olmak amaciyla kullanilir. Genel hedef , istikrarli sistem performansi ve kromatografik
uygunlukdan emin olmak amaciyla kromatografik sonuglari gozlemlemektedir. Bu
sebeple kuyruklanma faktorii, rezoliisyon ve kritik pik ¢iftlerinin kolon etkinligi test

edilir; test standartlarinin yeniden enjeksiyonu yapilir.

Sistem uygunluk testleri i¢in elektronik, cihaz, analiz edilecek ornekler ve analitik

islemler ayrilmaz bir biitiindiir ve bu sekilde degerlendirilir [87].
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Wx : Pik genisligi
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: f . Pikin en tepe
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i noktasindan gelen
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Ly cephesindeki
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retansiyon zamant

tR: Analitin retansiyon zamant

Sekil 2-7: Kromatogram iizerinden sistem uygunluk terimlerinin gosterimi

Sistem uygunluk parametrelerinden asagida kisaca bilgi verilmektedir. [88];

Kapasite faktorii (k'); maddenin  alikonma zamaninin  kolonda tutunamayan
maddelerin alikonma zamanina oranidir. Analitin kolonla olan etkilesiminin fazla

olmasi1 kapasite faktoriinlin yiiksek olmasi ile alakalidir ve ya eksine.

K'=(a-t)/to

Secicilik Faktorii (a);.1°den biiyiik olmalidir. iki pikin bagil lokasyonunun dl¢iimiidir.

a degeri ne kadar yiiksek olursa ayirma o kadar iyi olur.
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a=k, /K,

Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi; RSD (bagil standart sapma) olarak gosterilir.
Standartin  analizi  yapildigi  zaman kolonun, pompanin, ve ¢evresel
sartlarin,pompanin,kolonun  etkiledigi  Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi

performansidir.

Kuyruklanma (T); Kantifikasyon dogrulugu pik kuyruklanmasi ile orantili olarak
degisiyor.Kuyruklanma artdik¢a kantifikasyon azalir. Cilinkii integrator, pik alti

alaninin hesaplanmasinda, pikin nerde bittigini belirlemede zorluk yasar.

T =W,/ 2f
Rezoliisyon (RS); iki pikin ne kadar iyi ayrildigini gsterir. Iyi ayrilmis pikler giivenilir
bir kantitatif 6l¢ctim i¢in 6nemlidir.

R, = (try - taye) /1 (1/2) (tyy + )

Teorik Plaka Sayis1 (N);. HPLC kolonunda pik dagilimimin 6l¢iimiidiir. Mobil fazin
akis hizi, kolonun partikiil boyutu, pik pozisyonu, kolon sicakligi, mobil fazin

viskozitesi ve analitin molekiiler agirligidir.
N=16(tz/t4)* = L/H
Sistem uygunluk parametreleri i¢in kabul kriterleri belirlenmistir.

Kapasite faktorii-k’>2; enjeksiyon kesinligi RSD < %1 , n > 5; kuyruklanma faktorii
T < 2; rezoliisyon Rs > 2; teorik plaka sayt N > 2000
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2.4.Validasyon

Validasyon bir cihazin, bir yontemin veya bir {irlinlin, tanimlanmis parametreler ve
gerekliliklerini saptamak amaciyla elde edilen sonuglart degerlendirebilmek igin

olusturan islemler toplulugu olarak tanimlanabilir [89].

Kromatografi, immiinoanaliz ve kiitle spektrometrisi gibi gesitli fiziko-kimyasal ve
biyolojik tekniklere dayanan biyoanalitik yontemler, iiretilen sonuglara giiven saglamak
i¢cin kullanimdan 6nce ve kullanim sirasinda dogrulanmalidir. Bir biyoanalitik yontemin
giivenilirligini ve genel performansini degerlendirmek i¢in temel kriterler sunlardir: ilag
ve analit stabilitesinin degerlendirilmesi, secicilik, kantifikasyon ve saptama limitleri,
dogruluk, kesinlik, dogrusallik ve geri kazanim. Bir yontemin valide edilme derecesi,

ileriye yonelik kullanimina, test edilecek numune sayisina ve verilerin konuldugu

kullanima baglidir [90].
Asagida validasyon parametrelerinden kisaca bahsedilmektedir [91];

Spesifiklik ve Secicilik; Yontemin segicililigi, analit ile girisim yapabilen, analiti
ornekte varligi tespit edilmis diger bilesenlerden farkli olarak Olgmeye dayanir.
Analitik yontemlerin segicililigi maddelerin dogru ve 6zgilin belirlenebilmesi i¢in ¢ok

Onemlidir.

DOGRULUK; Analitik bir yontemin dogrulugu, bu yéntemle elde edilen test
sonuglarinin gercek degere yakinligidir. Buna bazen dogruluk denir. Dogrulugun,
belirtilen araligi kapsayan en az iic konsantrasyon seviyesi lizerinden en az dokuz
belirleme kullanilarak belirlenmesi Onerilir (3 konsantrasyon / 3, toplam analitik

prosediirlerin her birini tekrarlar).

Dogrusallik; yontemin, belirli bir araliktaki analit konsantrasyonuyla orantili olarak
dogrudan veya iyi tanimlanmig bir matematiksel doniisiimle test sonuclarini ortaya
cikarma yetenegidir.Dogrusallik  sinyal grafiginin gorsel olarak incelenmesiyle
olusturulmalidir. Dogrusal bir iliski oldugu goriiliiyorsa, test sonuclart uygun
istatistiksel yontemlerle olusturulmalidir. Regresyon c¢izgisinden elde edilen veriler
dogrusallik derecesinin matematiksel tahminlerini saglar. Regresyon ¢izgisinin

korelasyon katsayisi, y kesigimi ve egimi sunulmalidir.
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KESINLIK; Analitik yontemin dogrulugu, tekrarlanan bireysel analit Slgiimlerinin
yakinligin1 tanimlar. Standart sapma ve bagil standart sapma kesinigin O6nemli

faktorleridirki kesinlik bunlardan alinan sonuglarla hesaplanir..

Tekrarlanabilirlik ;analitik prosediiriin ayni1 ekipmanla ayn1 analisti kullanarak kisa bir
siire boyunca bir laboratuarda kullanilmasini ifade eder.[3] Tekrarlanabilirlik, prosediir
icin belirtilen aralig1 kapsayan en az dokuz belirleme kullanilarak degerlendirilmelidir
(yani, her konsantrasyonun {i¢ konsantrasyonu ve 1ii¢ kopyast veya test

konsantrasyonunun% 100'{inde en az alt1 belirleme kullanilarak).

Teshis Simir1 (LOD); bir numunedeki bir analitin dlgiilebilen degil tespit edilebilen en
diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanir. Sinyal / giiriiltii oraninin 3:1 oldugu nokta en

diisiik dedeksiyon limiti olarak kabul edilebilir. Asagidaki formiiliinden hesaplanabilir;
LOD=36/S
(o: Interseptin standart sapmasi, S: Egim).

Tayin Smir1 (LOQ); analitik prosediirlerin belirtilen ¢alisma kosullar1 altinda kabul
edilebilir hassasiyet ve dogrulukla belirlenebilen bir numunedeki bir analitin en diisiik
konsantrasyonudur. Sinyal / giiriiltii oraninin 10:1 oldugu nokta en disiik tayin limiti

olarak kabul edilebilir. Asagidaki formiiliinden hesaplanabilir
LOQ=100/S

(o: Interseptin standart sapmasi, S: Egim).



33

3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismas1 2020-2023 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali’inda ve Istanbul Universitesi Ilag Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde yapilmistir.

3.1.Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1.Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Validasyon calismalari ve metod gelistirme sirasinda referans standart kullanilmistir

(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 ¢aligmalar1 sirasinda ve metod gelistirme zamani Kullanilan kimyasallar

Tablo 3-2’de belirtilmistir

Tablo 3-2: Kimyasallar

KIMYASALLAR MARKA
Metanol Merck
Asetonitril (HPLC safliginda Merck
O- fosforik asit Merck
Di Sodium Hidrojen Fosfat Merck
Ultra saf su Elga Purelab Option Q
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3.1.2.Cozeltiler

3.1.2.1.Mobil Faz Cozeltisi

Metanol/Asetonitril/Fosfat tamponu (Na2HPO4 ph =3.50) mobil faz olarak seg¢ildi.

Mobil faz siizme sisteminden siiziiliip ultrasonik banyoda degaze edilerek sisteme

vermeye hazir hale getirildi.

3.1.2.2.Standart karisim hazirlanmasi

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

ml’lik balon jojede metanolda ¢oziilerek hacmine tamamlandi ve ana stok hazirlandi. (1

mg/ml, STMIX).Standart karigim elde edildi.

10 pg/ml ara stok hazirlamak i¢in ana stok ¢dzeltisinden 50 pl alinarak (5 ml’lik balon

jojede metanolda ¢oziilerek hacmine tamamlandi1) (STMiX). Daha sonra 0.5-10 pg/mL

araliginda standart c¢ozeltiler metanol ile hazirlandi. Kalibrasyon standartlarinin ve

kalite kontrol drneklerinin hazirlanisi Tablo 3-3 ve 3-4’de verilmistir.

Tablo 3-3: STMIX i¢in kalibrasyon standartlarinin hazirlamsi

Konsantrasyon | Final Hacim

Standart Mix | Analit (ug/mL)

STMIX 1 STMIX 0,5 5mL
STMIX2 STMIX 1 5mL
STMIX 3 STMIX 2 5mL
STMIX 4 STMIX 6 5mL
STMIX 5 STMIX 8 5mL
STMIX 6 STMIX 10 5mL

Kalite kontrol ornekleri diisiik, orta ve yliksek konsantrasyonlarda secilen noktalarda

hazirlanmistir (Tablo 3-4).



Tablo 3-4:STMIX Kalite kontrol 6rneklerinin hazirlamis1

Konsantrasyon
Standart adi Analit (ug/mL) Final Hacim
KK1 STMIX 0.5 5mL
KK2 STMIX 5 5mL
KK3 STMIX 10 5mL
3.2.Aletler ve Gerecler

Tablo 3-5' deki Thermo HPLC-UV sistemi cihazinin pargalaridir.

Tablo 3-5:Ekipmanlar

HPLC-UV Sistemi Marka-Model
Oto ornekleyici Thermo
Pompa Thermo
Kolon Firini Thermo
Dedektor Thermo
Analitik Kolon | Sepax BR
Yazilim Chromquest
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Validasyon ¢aligsmasi sirasinda kullanilan destek ekipmanlar Tablo 3-6° de belirtilmistir.

Tablo 3-6:Destek ekipmanlar

Marka-Model Destek Ekipmanlar

Ph metre Mettler Toledo
Ultra saf su cihazi Elga Purelab Option Q
Spektrofotometre Shimadzu UV-160A
Ultrasonik banyo Elma Ultrasonics LC 30H

Pipet Uclar Eppendorf 100 Ml ve 1000 Ml
Analitik Terazi Ohaus Explorer

\orteks Tetra

Otomatik pipetler Eppendorf 10-100 M1 ve 100-1000M1

Cam Malzemeler

Isolab markasina ait 5, 10, 25, 200 ml-lik balon jojeler ve agilent markasina ait
ornekleyici vialler kullanildi.

oto
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3.3. Analizin Gerg¢eklestirilmesi

1.1k basda Thermo HPLC sistemi bilgisayar1 agilir.

2.Daha sonra HPLC kisimlari sirastyla agilir.

3. UV dedektor agildiktan sonra baglanti saglanana kadar 4-5 dakika beklenir.
4. Ardindan bilgisayarda calismakta oldugumuz Chromquest yazilimi agilir.
5. Sistemin A hattina saf su B hattina ise metanol yerlestirilir.

6. Daha sonra hangi hatlar1 kullaniyorsak onlara purge islemi uygulanir.

7. Kolon bir miiddet hangi ¢ozeltiyle sakli kaldiysa, ACN:Fosfat tamponu( ph=3.50)
(20:80) (v/v) oran purgten gegirilerek tubinglerin bu oranla sartlanmasi beklenir.
Ardindan gradiyent akis 0,8 mL/dak olarak ayarlanir, purge kapatilir.

8. Sira 0,8 mL/dk akis hizinda kolonun sartlanmasindadir.
9.Yapilan analizin siiresi 20 dakikadir.

10. Kolon sicakligi 250C' de ¢alisildi.

11. Enjekte edilen hacm 20 pL’dir.

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

13. Son olarak gelistirdiyimiz metot segilir ve analiz baslatilir.

3.4.Analitlerin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC-UV) ile Yontem
Gelistirme

3.4.1.Dedektor Dalga Boyu Secimi

Spektrofotometri yontemiyle CYN 330 nm CA 326 nm, CLA 328 nm, FA 323 nm,
PCA 310 nm max. absorbans yaptig1 goriilmiistiir. Bunlarin orta noktasi olan 3 dalga
boyu 310,325,330 nm ¢alisma dalga boyu olarak se¢ilmistir.

3.4.2.Mobil Faz Se¢imi

Metod gelistirme calismalar1 sirasinda farkli mobil faz bilesimleri ve oranlar
denenmistir. Farklt pH larda, gradient ve izokratik eliisyon akis hizi tiplerinde
denenmeler yapilmistir. Tampon sistemlerinde basta Na,HPO, olmak tlizere KH,PO,, 0-
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fosforik asit  (pH:2.50) tampon c¢ozeltileri metot gelistirme c¢aligmalarin da
kullanilmistir. Bu caligmalarda formik asit ¢ozeltileri de kullanilmistir.

En uygun ayirimin gradiyent akis hizinda ACN : Na,HPO, (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 faz1 ile saglandigi goriilmiis ve tiim analizler bu metot
tizerinden yapilmistir.

3.4.3.Kolon Se¢cimi

4,6 x 250 mm boyutunda,5 um partikiil ¢apli Sepax BR C18 kolonu seg¢ilmistir.
3.4.4.Kalibrasyon Egrisinin Secimi

Kalibrasyon egrisi analitlerin 0,5-10 pg/ml araliginda uygun bulunup hazirlanmstir.
3.5 Sistem Uygunluk Testi

Yizde bagil standart sapmast (%RSD) ve enjeksiyon tekrarlanabilirligi hesaplandi ve
bu sonuglara gore cihazin ne kadar dogru calisib ya da caligmamasi kontrol edildi.
Sistem uygunluk parametreleri formiile uygun olarak hesaplandi ve sonuglar kabul
olunan kriterlerle karsilastirildi.

3.6.Gelistirilen Yontemin Validasyonu

llag uygulamalari igin Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi (ICH, International
Conference Harmonization) Q2 kilavuza gore validasyon yapildi.

3.6.1.Spesifiklik ve Secicilik

Mobil faz enjeksiyonu yapilarak yontemin segiciliyi tayin edildi. Kapsiillerle ,toz
ekstreleriyle  ve standartlarla yapilan enjeksiyonlar karsilastirildi.Buradan girisimin
olup olmamasina bakildi. En sonda pik safligina bakildi.

3.6.2.Dogrusallik

STMIX i¢in 0,5 (STMIX.-1) ; 1,00 (STMIX.-2) ; 2,00 (STMIX.-3) ; 6,00 (STMIX.-4) ;
8,00 (STMIX-5) ; 10,00 (STMIX.-6) pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
hazirlandi,analize verildi ve elde edilen sonuglarla kalibrasyon egrisi olusturuldu.. Tiim
maddelerin kalibrasyon egrisi ayn1 konsantrasyonlarda ¢izildi. Korelasyon katsayis1 elde
edilen verilerden hesaplandi. Bununla yanasi egri denklemi ve egimi de bulundu.

3.6.3.Dogruluk

Kalite kontrol numuneleri hazirlamak i¢in tiim maddeler sirasiyla 0,5 (KK-1); 5,00
(KK-2); 10,00 (KK-3) pg/mL konsantrasyonlarda analize verildi. Bu konsantrasyon
aralig1 analitin en disiik ve en yiliksek konsantrasyonunu igeriyor.Dogruluk analizden
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elde edilen sonuclarin yiizde ortalamasi alinarak hesaplanir..Hesaplamalarin LOQ igin
%=+ 20, diger noktalar i¢in %=x15 araliginda seri kabul edildi.

3.6.4.Kesinlik

Kalite kontrol numuneleri hazirlamak i¢in tiim maddeler sirasiyla 0,5 (KK-1); 5,00
(KK-2); 10,00 (KK-3) pg/mL konsantrasyonlarda analize verildi. Bu konsantrasyon
arali@1 analitin en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonunu igeriyor. Standart sapma ve
ortalama elde olunan sonuglara gére hesaplandi. Bulunan sonuglar formiilde yerine
konularak %CV (varyasyon katsayis1) hesaplandi. Hesaplamalarin LOQ igin %=+ 20,
diger noktalar i¢in %+15 araliginda seri kabul edildi.

3.6.5.Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

LOQ ve LOD calismalar1 5 maddenin karistim numuneleriyle yapildi. LOQ i¢in en
diisiik konsantrasyon olan 0,5 pg/mL gotiiriildii. LOD ise formiilden hesaplandi.

3.7.Kapsiillerde ve Enginar tozu ekstresinde Sinarinin Analizi
3.7.1. Kapsiillerin ve Kapsiil Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ilk 6nce enginar ektresi kapsiilden 10 kapsiil alindi.Kapsiiller agilib homojen karisim
haline gelmesi i¢in havanda doviildi. Bu karisimdan 5 mg alinarak 5 ml’lik balon jojede
metanol ile ¢oziilerek hacme tamamlandi. Daha sonra 15 ml’lik tiiplere konuldu ve
vortekslendi. 15 dakika multirotatorda calkalandi. 10 dakika 3000 ppm ile
santrifiijlendi. Dipte kalan ¢okiintliniin iistiindeki sivi alinarak 5 ml’lik balon jojeye
aktarildi. Metanol ilave edilip vortekslendi. Daha sonra viallenerek analize
verildi.Enginar ekstresi tozu iginde ayni islemler yapildi.
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4 BULGULAR

4.1.Kromatografik Kosullar

Sinarin ve diger bilesenleri ayirmak i¢in kromatografik kosullar belirlenerek analize
uygulanmistir. 5 pm partikiil ¢capli 4,6x250 mm boyutunda Sepax BR C18 kolonda,
mobil faz olarak ACN:Fosfat tamponu (pH:3.50) (20:80) (Vv/v), 25°C’de; 0,8 mL/dak
akis hizinda elde edilmektedir. Calisma UV dedeksiyonla, ii¢ dalga boyunda 310; 325;
330 nm dalgaboyu kullanilarak yapilmistir. Bu kromatografik sistemde alikonma
zamanlari klorojenik asit i¢in 5,200; sinarin i¢in 5,781; kafeik asit i¢in 10,148; p-
kumarik asit i¢in 16,29; ferulik asit i¢in 18,262 dakikadadir. Ornek kromatogram

Sekil 3-1°de verilmistir

Sekil 3-1: Standart karisim enjeksiyonuna ait 6rnek kromatograma;

Alikonma zamanlari: 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.Yontem Validasyonu
4.2.1. Secicilik

Yontemin seciciligini belirlemek i¢in kullanilan ¢oziici ( Metanol) ile girisim olup
olmadiginin kontrolii MeOH enjeksiyonu ile yapilmistir. MeOH enjeksiyonuna ait
kromatogram Sekil 3-2'deki gibidir.

0.8
0,64

0.4

Mot mmw/\.w’\ww

mALU

T T T T T

T
0 2 4 <} 8 10 12 14 16 18 20

Min

Sekil 3-2: Bos enjeksiyona ait 6rnek kromotogram

4.2.2.Dogrusallik

Hazirlanan kalibrasyon standartlarinin analizi sonucunda elde edilen pik alanlariyla
konsantrasyon verileri grafige gecirildi ve kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon

egrileri korelasyon katsayilar1 sinarin i¢in 0.9989 mertebesinde kabul edilebilir
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siirlardadir. Tiim analitler i¢in kalibrasyon egrileri asagidaki sekillerde verildi ( Sekil
3-3; 3-4; 3-5; 3-6; 3-7).

Sinarin Kalibrasyon Egrisi

200000
180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

0 2 4 6 8 10 12

Alan

y =16022x + 27289
R?*=0,9989

Konsantrasyon pg/mL

Sekil 3-3: Sinarinin 0,5-10,00 pg/mL Kkonsantrasyon arahiginda hazirlanan
kalibrasyon egrisi

Klorojenik Asidin Kalibrasyon Egrisi

400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000

0
0 2 4 6 8 10 12

Eksen Basligl

y = 28447x + 48972
R?=0,9997

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 3-4: Klorojenik asidin 0,5-10,00 pg/mL konsantrasyon arahiginda hazirlanan
kalibrasyon egrisi
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Kafeik Asidin Kalibrasyon Egrisi

1400000
1200000
1000000

800000

600000

Eksen Basligl

y =106382x + 193788

400000 R2 = 0,9999

200000

0
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 3-5: Kafeik asidin 0,5-10,00 pg/mL konsantrasyon arahginda hazirlanan

kalibrasyon egrisi

P-kumarik Asidin Kalibrasyon egrisi

1400000
1200000
1000000
800000
600000

Eksen Basligl

400000 y =106382x + 193788

200000 R*=0,9999

0
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 3-6: P-kumarik asidin  0,5-10,00 pg/mL Kkonsantrasyon arahiginda

hazirlanan kalibrasyon egrisi
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Ferulik Asidin Kalibrasyon Egrisi

1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

0
0 2 4 6 8

Konsantrasyon pg/ml

Eksen Basligi

y =117053x + 209159
RZ=1

10 12

Sekil 3-7: Ferulik asidin 0,5-10,00 pg/mL konsantrasyon arahginda hazirlanan

kalibrasyon egrisi
4.2.3.Dogruluk ve Kesinlik

Diistik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarda segilen kalite kontrol 6rnekleri giin i¢i ve
giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri hesaplandi ( Tablo 4-1;-; 4-10). Yontem ile
elde edilen sonuclarin ger¢ek degere yakinligi kontrol edildi. Yontemin kesinligi;
herhangi bir degerin tekrarlanabilirligi veya bireysel test sonuclarinin belirlenen
kosullar altinda ayni orneklerin analiz sonuglarinin birbirine yakinligi kontrol edildi.
Bulunan degerlere gore yontemin dogrulugu ve kesinligi uygun bulundu. Bu degerlerle

yontemin tekrarlanabilir oldugu da gortilmektedir.

Tablo 4-1: Kalite Kontrol Orneklerinde Sinarinin Giin I¢i Dogruluk ve Kesinlik

Hesaplamalan

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | 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




Tablo 4-2: Kalite Kontrol

Kesinlik Hesaplamalar:

Orneklerinde Klorojenik Asit Giin I¢ci Dogruluk ve

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | Sapma(SD) | %CV
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 Orneklerinde Kafeik Asit Giin I¢ci Dogruluk ve Kesinlik

Hesaplamalar

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | Sapma(SD) | %CV
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 Orneklerinde P-kumarik Asit Giin I¢ci Dogruluk ve

Kesinlik Hesaplamalar:

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | Sapma(SD) | %CV
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 Orneklerinde Ferulik Asit Giin I¢i Dogruluk ve

Kesinlik Hesaplamalar:

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | Sapma(SD) | %CV
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




Tablo 4-6: Kalite Kontrol

Kesinlik Hesaplamalar:

Orneklerinde Sinarinin
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Giinler Aras1 Dogruluk ve

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | 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 Orneklerinde Klorojenik Asit Giinler Arasi Dogruluk ve
Kesinlik Hesaplamalar:

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | 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 Orneklerinde Kafeik Asit Giinler Aras1 Dogruluk ve
Kesinlik Hesaplamalari

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | 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 Orneklerinde P-kumarik Asit Giinler Arasi Dogruluk ve
Kesinlik Hesaplamalari

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | 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




Tablo 4-10: Kalite Kontrol Orneklerinde Ferulik Asit Giinler Aras1 Dogruluk ve

Kesinlik Hesaplamalar:

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | Sapma(SD) | %CV
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. SISTEM UYGUNLUGU
Tablo 4-11: Sistem uygunlugu parametreleri

Konsantrasyon
Numune (ng/ml) Ortalama | %Dogruluk | 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.Teshis (LOD) ve Tayin (LOQ) Sinirlar:

Kalibrasyon egrisinin ilk noktast LOQ degeri olarak alinir. Kalibrasyon egrisinin en
diistik standart konsantrasyonu olan 0,5 pg/ml LOQ degeridir. Bu deger gida takviyesi
orneklerinde analizler i¢in yeterli en diisiik deger oldugu ve bu degerden daha diisiik
konsantrasyonlarin gida takviyesi 0zelligi olmayacagi icin yeterli goriilmistir LOD
degeri ise formiilden hesaplanarak bulunmustur. Teshis (LOD) sirasi ile sinarin igin
0,08 pg/mL; klorojenik asit i¢in 0,31 pg/mL; kafeik asit i¢in 0,28 pg/mL; p-kumarik
asit icin 0,017 pg/mL; ferulik asit i¢in 0,18 pg/mL’dir (Tablo 4-12).

Tablo 4-12: Maddelerin LOD Degerleri

ANALIT LOD
degeri(png/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 alinan enginar ekstresi igeren kapsiil drneklerinde analizler yapildi.600 mg
enginar ekstresi kapsiiliiniin analizi yapildiginda 16,6 pg/ml sinarin ve 18,85 pg/ml
klorojenik asit bulundu.

Gida takviyesi tirlinlerinin hazirlanmasinda kullanilan Enginar ekstresi toz hammadde
numunesi analizinde ise 2,17 pg/ml sinarin ve 1,51 pg/ml klorojenik asit bulundu.
Kapsiil ve enginar tozu ekstresi analiz sonuglarina ait kromotogram Sekil 3-8’de ve 3-
9’da gosterilmistir.

Sekil 3-8: Kapsiildeki analizlere ait 6rnek kromotogramu;
Alikonma zamanlari: klorojenik asit — 5,365; sinarin — 5,798

dakika.
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Sekil 3-9: Enginar tozu ekstresi analizlere ait 6rnek kromotogramu;
Alikonma zamanlari: klorojenik asit — 5,144; sinarin — 5,679

dakika.
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5. TARTISMA

Bir insanin beslenmesini desteklemek iizere kullanilan ve amino asitler, mineraller,
vitaminler, bitkiler gibi besin Ogelerini i¢eren ftriinler gida takviyeleri olarak
tanimlanmaktadir. Gidalarin insan sagliina yararli 6zellikleri (besinsel lif,antioksidan
vb.) bilindigi i¢in giinlimiizde gida takviyelerinin kullanimi artmaktadir. Giiniimiizde,
gidalarin islevsel ozellikleri (besinsel lif,antioksidan, aminoasit vb.) gida takviyeleri
sektoriinde yeni irlinlerin gelisimine olanak saglamakta ve bu takviyelere gereksinim
duyan bireylerin ihtiyaglarin1 gidermektedir. Gida takviyelerinde en ¢ok goriilen
sorunlar katki maddeleri, kontaminasyon, yanlis doz, toksisite ve hatali etiketlemedir.
Son zamanlarda iilkemizde ve diinyada ilag¢ etkilesimlerinden kaynakli yan etkilerin
yani sira s6z konusu {irlinlerle ilgili zehirlenmeler goriilmektedir. Gida takviyeleri ilag
olarak degerlendirilmemeli fakat dogru sekilde tiiketildiginde ve dogru kisi tarafindan
yonlendirildiginde bireyin saghigini pozitif yonde etkiledigi bilinmelidir [1]. Gida
takviyelerinde en o©nemli sorun ilgili etken maddelerin, takviye preparatlarda
miktarlarinin yetersiz olmasi veya stabilite ¢aligsmalarinin yapilmamasi nedeniyle ¢abuk
bozunmalaridir. Bilindigi gibi Gida takviyeleri Saglik Bakanlig1 kontroliinde degildir.
Bu nedenle de ila¢ olarak degerlendirilmezler. Gida takviyeleri Tarim ve Orman
Bakanligi kontroliindedir.

Sinarin, bir hidroksisinamik asit tlirevi olup aym1 zamanda enginarin ( Cynara
cardunculus ) biyolojik, aktif kimyasal bilesenidir. Sinarin karacigerde bulunan
dokular1 stimiile ederek safra salgisinin artmasina yardimci olmaktadir. Karacigerde
beslenme bozukluklari ve baska nedenlerden dolay: fazla kolesterol iiretimini 6nleyen
sinarin, karacigerdeki fazla miktardaki kolesteroliin viicuttan uzaklastirilmasina da
yardimc1 olmaktadir [11]. Bu nedenle CYN analizleri énem kazanmaktadir. CYN,
enginar yapragi, dul avrat otu, aygicegi ve devedikeni gibi bitkilerde analizleri
yapilmigtir  [12-18]. CYN gida takviyelerinde analizi ile ilgili literatiir caligmalarina
rastlanmamuistir. Literatiir aragtirmalarinda bitkiden analizlere rastlanmaktadir. Wang ve
ark, Enginarda ( Cynara scolymus L.) antioksidatif fenolik bilesiklerin analizi igin
gelistirdikleri HPLC-UV yontemin de 1.24 pg/ml LOQ degeri saptanmistir [21].
Gelistirdigimiz yontem ile CYN tayin miktar1 0.5 pg/ml dir.

Gelistirdigimiz yontem de sinarin ve diger hidroksisinnamik asitlerin en diisiik tayin
limiti 0.5 pg/ml kalibrasyon egrisinin ilk noktasi olarak alinmistir. Bu LOQ degeri gida
takviyeleri ve bitkilerden analizler i¢in yapilan literatiir ¢aligmalar1 g6z Oniine alinarak
yeterli oldugu anlasilmaktadir.

Kafeik asit (CA), hidroksisinamik asit sinfindan olan organik bir bilesiktir. Klorojenik
asit ise kafeik asit ve kinik asidin esteridir. Hidroksisinnamik asit ad1 verilen bu grup,
kafeik asit , ferulik asit ve p -kumarik asit, SYN analizleri yan1 sira analiz edilerek
yontem valide edilmistir.



50

CYN ve hidroksisinnamik asitlerin analizi i¢in Sepax C18 Kolon se¢ilmistir. Yiiksek
saflikta gelistirilmis silika kolonlardir. Sulu fazlara dayaniklihik ve yiiksek pH
kararliligma sahiptir. Yiiksek oranda tampon kullanildiginda bu kolon tercih
edilmektedir. CYN ve hidroksisinnamik asitlerin suda ¢oziiniirligi fazla oldugundan
mobil fazda sulu faz oranininyiiksek olmasi ayiriciligr etkileyecektir. Bu nedenle bu
kolon secilmistir. CYN ve hidroksisinnamik asitler, asidik 6zellikte oldugundan Asidik
pH da Hareketli faz secilmistir. Bu sekilde iyonlasma engellenerek UV
absorbsiyonlarinin ortam pH sina gore degismesi engellenmistir.

Gida takviyesi olan ve yaygin olarak kullanilan enginar 0ziitii tablet ve kapsiillerinde
etken madde olan sinarin ve fenolik bilesenlerin analizlerine literatiirde
rastlanmamuistir.

Bu tez calismasinda, gelistirilen yontem ile piyasada bulunan enginar 6ziitii iceren gida
takviyesinde ve bu amagla kullanilan enginar o6ziitii toz hammaddesinde sinarin
analizleri uygulanmustir.

Gelistirilen yontem ile gida takviyelerinde Sinarin ve benzer hidroksisinnamik asit
diizeyleri de analiz edilmektedir. Bu amagla, kolay ve hizli bir yontem gelistirilerek
valide edilmistir.
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