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OZET

BITKISEL URUN MATRIKSLERINDE POLIFENOLIK MADDELERIN YUKSEK
PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI YONTEMI ILE TAYINI

Hafsah QABA
Kimya Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019

Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Elif Mine ONCU KAYA

Bu ¢alismada 6nemli polifenolik bilesiklerden olan elajik asit (EA) ve rutin’in (RUT)
bitkisel iiriin matrikslerinde tayini i¢in yliksek performansl sivi kromatografisi (HPLC)
yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. EA ve RUT un, gida takviye edici olarak kullanilan
sambucol (kara miirver) orneklerinde, baz1 pekmezlerde ve nar suyunda fenil kolonu (4,6
mmx100 mmx3 pum) kullanilarak fotodiyot dizisi dedektorii (DAD) ile 254 nm dalga boyu
degerinde 18 dakika igerisinde tayini gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak A (su:metil
alkol:formik asit; 88:10:2; h/h/h) ve B (su:metil alkol:formik asit; 8:90:2; h/h/h)
kullanilmistir. Akis hiz1 1,0 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 20 uL’dir. Deneylerde metil paraben
ve etil paraben olmak lizere iki tane i¢ standart (IS) madde kullanilmistir. Deneylerde matriks
uyumlu kalibrasyon egrisi yontemi uygulanmistir. EA ve RUT i¢in yiiksek korelasyon
katsayilar1 (r’= 0,9916-0,9985) ile dogrusal grafikler elde edilmistir. EA ve RUT igin giin ici
ve giinler aras1 kesinlik deneylerinde %7,4’den kii¢lik ylizde bagil standart sapma (%BSS)
degerleri elde edilmistir. Gelistirilen yontem, bitkisel {iriin matrikslerine basarili bir sekilde

uygulanmustir.

Anahtar Sozciikler: HPLC, Polifenolik bilesikler, Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE), Yontem

gelistirme, Validasyon.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF POLYPHENOLIC COMPOUNDS IN PLANT PRODUCT
MATRICES BY HIGH PERMORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD

Hafsah QABA
Department of Chemistry
Anadolu University, Institute of Sciences, August 2019

Supervisor: Assisst. Prof. Dr. Elif Mine ONCU KAYA

In this study, high performance liquid chromatography (HPLC) method has been
developed and validated for determination of important polyphenolic compounds including
ellagic acid (EA) and rutin (RUT) in the plant product matrices. EA and RUT were
determined in sambucol (black elderberry) samples which used as food supplements, some
molasses and pomegranate juice by using photodiode array detector (DAD) at 254 nm
wavelength value within 18 minutes on a phenyl column (4.6 mmx100 mmx3 um). A
(water:methanol:formic acid; 88:10:2; v/v/v) and B (water:methanol:formic acid; 8:90:2;
v/v/v) solutions were used as mobile phase. The flow rate was 1.0 mL/min and the injection
volume was 20 pL, respectively. In the experiments two internal standard (IS) substances
were used including methyl paraben and ethyl paraben. Matrix-matched calibration curve
method was applied in the experiments. Linear graphs were obtained with high correlation
coefficients (r’=0.9916-0.9985) for EA and RUT. In intra-day and inter-day precision studies
with less than 7.4% RSD% values were obtained for EA and RUT. The developed method

has been successfully applied to the plant product matrices.

Keywords: HPLC, Polyphenolic compounds, Solid phase extraction (SPE), Method

development, Validation.
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1. GIRIS VE AMAC

Dogal antioksidan kaynagi olan polifenolik bilesikler en yaygin fitokimyasal
gruplardan biridir ve bu bilesiklerin insan sagligi iizerinde olumlu etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Polifenoller, sekonder metabolitler oldugundan ve antioksidan 6zellikleri olan
cok cesitli bilesikleri igerdigi icin bu bilesikler insan beslenmesinde ¢ok 6nemli bir yere
sahiptir. Bu nedenle, gidalarda veya besin takviyelerinde fonksiyonel bilesenler olarak
kullanilirlar (Gleichenhagen ve Schieber, 2016; Gini ve Jothi, 2018; Motilva, Serra ve Macia,
2013). Genel olarak, nar, liziim, elma, armut, visne ve ¢ilek gibi meyveler, sebzeler, tahillar,
kuruyemisler, baklagiller, baharatlar, bitkisel yiyecek ve icecekler, sifali bitkiler, saraplar ve
meyvelerden iiretilen gidalar insan beslenmesinde yaygin olarak kullanilan polifenol
kaynaklaridir (Abad-Garcia vd., 2007; Motilva, Serra ve Macia, 2013; Amakura vd, 2000;
Pandey ve Rizvi, 2009). Bu bilesikler antioksidan, antiapoptotik, antianjiyojenik,
antimikrobiyal ve antiviral 6zelliklere sahiplerdir. Dolayisiyla, bu tiir bilesiklerin hem sagliga
yararl etkileri vardir hem de gida kalitesini artirmak i¢in gida katki maddesi olarak siklikla
kullanilmaktadirlar (Lin vd., 2016; Carocho, Morales, ve Ferreira, 2015; Karimi vd., 2010;
Zhao vd., 2017). Bitkilere rengini, tadin1 ve kokusunu veren fenolik bilesikler kanser,
kardiyovaskiiler ve biligsel hastaliklar gibi oksidaktif stres ile iliskili bazi hastaliklarin
onlenmesinde de 6nemli rol oynarlar. Dolayisiyla son yillarda daha ¢ok flavonoller ve fenolik
asitler basta olmak tizere polifenolik bilesikler yogun olarak incelenmekte ve insan sagligna
faydalar1 nedeniyle bu alanda yapilan ¢alismalar giderek artmaktadir (Jakobek vd., 2007;
Dominguez-Rodriguez, Marina ve Plaza, 2017).

Bu tez calismasinda kullanilan kara miirverde (Sambucus Nigra) bulunan biyoaktif
bilesikler birincil olarak polifenoller ve antosiyaninlerdir. Sambucus nigra'nin meyvesi
onemli bir fenolik bilesik kaynagidir. (Mtynarczyk, Tomczak ve Lysiak, 2018; Motilva,
Serra ve Macia, 2013; Olejnik vd., 2016).

Kara miirver bitkisinde yliksek miktarda bulanan biyoaktif fenolik bilesiklerin serbest
radikal siipiiriicli yeni antioksidan 6zellikte olmalar1 nedeniyle tezde bu bitkiden elde edilmis

takviye edici gidalarla ¢alisilmistir.



Genellikle, polifenollerin analizini ger¢eklestirmek i¢in HPLC, ultra yiiksek
performansl sivi kromatografisi (UHPLC), gaz kromatografisi (GC), kapiler elektroforez
(CE) ve yakin kizilotesi spektroskopisi (NIR) gibi yontemler kullanilmaktadir. Ancak, bu
biyoaktif maddelerin analizine yonelik nitel ve nicel analiz yaklasimlarin arastirilmasina,
hizli, hassas ve gilivenilir yontemlerin gelistirilmesine katkida bulunan ileri analitik tekniklere
her zaman ihtiya¢ duyulmaktadir. Onun i¢in polifenolleri analiz etme yontemlerinin basit,
hizli, ¢evresel agidan stirdiiriilebilir ve kapsamli olmas1 gerekmktedir (Cong vd., 2017; Plaza
vd., 2018). Son yillarda, bitki 6rnekleri, yiyecekler, diyet takviyeleri ve farmasotik
preparatlardaki polifenolleri belirlemek i¢in yeni yontemler uygulanmaya baslanmis ve en
yaygin olarak kullanilan yontemler ultraviyole (UV) dedektorii ve kiitle veya tandem kiitle
spektrometrisi (MS/MS-MS) ile birlestirilmis ters faz yiiksek performansh sivi
kromatografisine dayanmaktadir. Bu yontemler, bu bilesiklerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve
miktar tayini i¢in en iyi alternatif haline gelmistir. Polifenollerin nitel ve nicel analizi i¢in en
cok tercih edilen yontem HPLC'dir (Abad-Garcia vd., 2007; Motilva, Serra ve Macia, 2013;
Plaza vd., 2018; Yildirim vd., 2017).

Bu tez kapsaminda polifenolik bilesiklerden olan EA (fenolik asitlerden biri) ve RUT
(flavonoid bir bilesik) ile ¢alisilmustir. 7 farkli kara miirver (sambucol®, sambucus®) drnegi,
taze nar suyu ve bazi pekmezlerde fenil kolonu kullanilarak ayrilmis ve HPLC ile DAD
kullanilarak tayinleri gerceklestirilmistir. Ayrica, EA ve RUT analizleri i¢in gelistirilen
HPLC-DAD yo6nteminin validasyonu yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE GENEL BiLGIiLER
2.1. Polifenolik Bilesikler

Polifenolik bilesikler aromatik benzen halkasi tasiyan ve yapisinda bir veya birden
fazla hidroksil grubu (-OH) iceren sekonder metabolitlerdir (Lorrain vd., 2013). Baska bir
deyisle, polifenoller, bir veya birka¢ hidroksil grubu (-OH) ile baglanmis bir benzen
halkasinin fonksiyonel bir yan zincirin eklenmesi ile karakterize edilen heterojen bir grup
olan ikincil bitki metabolitleridir (Esteban-Fernandez vd., 2017). Polifenolik bilesikler,
yaklasik 8000 tane dogal olarak olusan bilesigi iceren ¢ok genis bir gruptur (Robbins, 2003).
Polifenolik bilesikler polifenoller olarak da bilinir. Bu bilesikler hafif asidik o6zellik
tasimaktadirlar.  Fenollerin  yapisindaki (-OH) alkollerle tepkimesinden esterleri
olugmaktadir. Fenollerin alkollerle tepkimesi kimyasal ¢caligsmalarda 6nemli bir yere sahiptir

(Rebecca ve Robbins, 2009; Lin vd., 2016; Hoge vd., 2019).

Polifenolik bilesikler hemen hemen her bitkide bulunur ve en yaygin fitokimyasal
gruplardan biri olarak sayilmaktadir (Gini ve Jothi, 2018). Sebzeler, tahillar, kuruyemisler,
baklagiller, baharatlar, bitkisel yiyecek ve i¢cecekler, sifal1 bitkiler, saraplar (6zellikle kirmizi
sarap) ve en ¢ok da meyveler olmak ilizere meyvelerden iiretilen meyve sulari, regeller ve
joleler insan beslenmesinde yaygin olarak kullanilan polifenol kaynaklaridir (Abad-Garcia

vd., 2007; Motilva, Serra ve Macia, 2013; Amakura vd., 2000).

Bitkilerde bulunan polifenolik bilesikler duyusal 6zelliklerden (renk, tat, koku, acilik
ve burukluk) sorumludurlar. Uziim, elma, armut, visne ve ¢ilek gibi meyveler graminda
yaklasik 200-300 mg kadar polifenol igermektedir (Abad-Garcia vd., 2007; Pandey ve Rizvi,
2009).

Sekonder metabolitler olan polifenolik bilesikler, fiziksel, kimyasal ve besinsel
ozellikleri farkli olan ¢ok cesitli bilesikleri igerdiklerinden bu bilesikler insan saglig
acisindan ¢ok biiylik 6nem tasimaktadir. Bu bilesikler, dogal gidalar ve islenmis gidalar gibi
neredeyse tiim bitkisel kaynakli gidalarda bulundugundan insan beslenmesinde ayrilmaz bir
parcadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalara gore bitki kaynakli yiyecek ve igeceklerdeki
(ilaglar dahil) polifenolik bilesikler, kansere, kalp ve damar hastaliklari, metabolik ve

norodejeneratif hastaliklara kars1 koruyucu etki gostermektedir. Ayrica, bu bilesikler
3



antioksidan, antiinflamatuvar, antiapoptotik, antianjiyojenik, antimikrobiyal ve antiviral
etkiler gibi ¢esitli faydali aktivitelerle iliskilendirilmistir. Bu bilesiklerin hem saglig
koruyucu etkileri vardir hem de gida kalitesini artirmak i¢in gida katki maddesi olarak
siklikla kullanilmaktadirlar (Lin vd., 2016; Carocho, Morales ve Ferreira, 2015; Karimi vd.,
2010; Zhao vd., 2017).

Polifenolik bilesikler, kimyasal yapilarina gore ve fenol kisminin benzen halkasi
tizerindeki hidroksil grubu (-OH) reaksiyonuna bagli olarak antioksidan 6zellik tasimaktadir.
Bu bilesikler, bitkilerde oksitleyici ajanlara ve serbest radikallere karsi savunma saglamak
amactyla olusturulan bilesiklerdir. Antioksidan Ozellikteki maddeler bir elektronlarini
serbest radikallere aktararak, eslestirilen serbest radikallerin kararli hale gelmesini ve
bdylece viicuttaki hiicrelere ve dokulara zarar vermesini onlerler (Robbins, 2003; Kamal vd.,

2018).

Polifenolik bilesiklerin kimyasal yapilar1 cesitlilik gostermektedir. Polifenolik
bilesikleri kiigiik tek bir aromatik halka yapisinda (Sekil 2.1) olabildigi gibi kondanse yapiya
sahip tanenler (Sekil 2.2) gibi karmasik yapilarda da olabilirler. Evrensel siniflandirilmalar
yoktur. Siniflandirmanin amaci degisik iskelet yapisindaki fenollerin incelenmesini
kolaylastirmaktir. Bu bilesikler; flavanoidler ve flavanoid olmayanlar (fenolik asitler)
seklinde iki sinifa ayirilmistir (Motilva, Serra ve Macia, 2013). Baz1 bilim insanlar1 ise
polifenolik bilesikleri kimyasal yapilarina gore dogal polifenoller, lignanlar, stilbenler,
tanenler, fenolik asitler ve flavanoidler (Sekil 2.3) seklinde smiflandirmistir. Cesitli bitki
tirlerinde 8000'den fazla polifenolik bilesik tanimlanmistir ve bunlar tim dogal
polifenollerin  %30’u ile %60'n1 igeren bitkisel kaynakli iirlinlerinde bol miktarda

bulunmaktadir (Hoge vd., 2019; Pandey ve Rizvi, 2009).
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Sekil 2.1. Basit fenol formiilii

OH 0

Sekil 2.2. Kondanse tanenlerin kimyasal olarak genel gosterimi
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Sekil 2.3. Farkl: polifenol siniflarinin kimyasal yapilar

2.1.1. Fenolik asitler

Fenolik asitler aromatik ikincil bitki metabolitleridir ve bitki aleminde yaygin olarak
bulunmaktadirlar. Fenolik asit ismi genellikle bir karboksilik asit islevselligi gosteren
fenolleri tanimlar (Robbins, 2003). Fenolik asitler (C6-C1) iskeletine dayanan

hidroksibenzoik asit tiirevleri ve (C6-C3) iskeletine dayanan hidroksisinamik asit tiirevleri
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olmak tizere iki sinifa ayrilirlar (Cizelge 2.1). Hidroksibenzoik asitler; vanilik asit, gallik asit,
sirincik asit ve protokatesik asit ve hidroksisinamik asitler ise kafeik asit, p-kumarik asit,
sinapik asit ve ferulik asit gibi asitleri igerirler. Hidroksisinamik asitler 6zellikle; kafeik asit,
p-kumarik asit ve sinapik asit, hidroksibenzoik asitlerden daha yaygindir. Gidalarda fenolik
asitler bol miktarda bulunmaktadir. Ornegin; kekik vb. gibi otlarda ve zeytinlerde vanilik asit
bulunur. Sarap, cay, karanfil ve kestanede gallik asit; meyve, otlar ve baharatlarda (zencefil)
kafeik asit, tahil, ¢ikolata ve bitkilerde ferulik asit bulunmaktadir (Motilva, Serra ve Macia,

2013; Pandey ve Rizvi, 2009; Jakobek vd., 2007).

Cizelge 2.1. Fenolik asitlerin siniflandiriimasi ve yapilart (Pereira vd., 2009)

H . . .
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Benzoik asit H H H H
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Vamilik asit H OCH3| OH H
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Hidroksisinamik asitler Rl R? R1 R4
Smamik asit H
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p_-Kumank asit H H OH H
Ellfh'ml’;k :a:-:L_1 _ H OCH3 | OH H
Sinapik asiti H OCH3 | OH OCH3
Kafeik asit H OH OH H




2.1.2. Flavanoidler

Flavanoidler tli¢ karbonlu bir koprii (C6-C3-C6 iskeleti) ile baglanmis iki aromatik
halkadan olusan polifenol bilesiklerini olusturmaktadir. Flavanoidler, flavonlar, flavanoller,
flavanonlar, izoflavonlar ve antosiyanidinler olarak alt gruplara ayrilirlar. (Sekil 2.4 ve 2.5)
Flavanoller (kamferol, kersetin ve mirisetin gibi) flavanoidlerin en yaygin tiiriidiir ve bunlar
o-glikozitler olarak bulunmaktadir. Kamferol ¢ay, baklagil ve baharat; kersetin sebze (daha
cok sogan), ¢ikolata, kara miirver ve baharatlarda bulunur. Flavanoidlerin yapisal olarak en
karmagik alt sinifi olan flavanollerden 6zellikle katesinler kakao tlirevlerinde, bitter ¢ikolata
ve siitlii cikolata, kirmizi liziim gibi kirmizi meyveler ve kirmizi sarap gibi gida
kaynaklarinda bulunmaktadir. Kirmiz1 sarap, kiraz, yaban mersini, kirmizi ve mor ¢ogu
meyve veya sebze ayn1 zamanda renginden de sorumlu olan 6nemli miktarda antosiyanidinin
sekerle birlesmis hali igermektedir (Motilva, Serra ve Macia, 2013; Hoge vd., 2019; Pandey
ve Rizvi, 2009).
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Sekil 2.4. Flavanoidlerin alt siniflarinin kimyasal yapilary (Pandey and Rizvi, 2009)
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Sekil 2.5. Flavanoid alt sinif bilesiklerinden bazi 6rnekler (Tsao, 2010)
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Bu tez ¢alismasinda polifenolik bilesik sinifinda yer alan fenolik asitlerden biri olan

elajik asit (EA) ve flavanoid grubunda yer alan rutin (RUT) ile ¢alisilmistir.

2.2. Elajik Asit (EA)

Elajik asit (EA) (Sekil 2.6) gallik asidin dimerik tiirevi; dort hidroksil grubu ve
hidrofilik kismi temsil eden iki lakton halkali kaynasik dort halka yapisindan olusmaktadir.
EA heksahidroksidifenik asidin bir dilaktonu ve nardaki ana aktif bilesik olarak
tanimlanmistir (Davalos vd, 2019; Wang, Chou ve Su, 2017). EA kirmiz1 ahududu, cilek,
yaban mersini gibi meyvelerde, findik ve ceviz gibi gidalarda dogal olarak bulunan bir

fenolik asit bilesigidir (Amakura vd., 2000; Ratnam, Bhardwaj ve Kumar, 2006).

0 Elajik asit

Gallik asit

COOH

HO OH

OH

Sekil 2.6. Gallik asit ve elajik asit molekiil yapilari

EA giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip olmakla birlikte sagliga olan faydalar
nedeniyle diinya capinda popiilerlik kazanmaktadir. Cok sayidaki fitokimyasal maddeler
arasinda en giiclii antioksidan elajik asittir. Ayrica, antikanserojenik, antimutajenik, antiviral,
cilt beyazlatici, antitiimor etkileri, kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi, diyabetin
azaltilmas1 ve Ostrojen karsiti faaliyetlere dahil olmak iizere insan sagligi icin ¢ok cesitli

yararlar saglamaktadir. EA’nin oksidaktif stres, kanser ve yaslanma gibi bir¢ok hastaliga
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kars1 potansiyel Onleyici ve tedavi edici etkilere sahip oldugu kanitlanmistir (Ratnam,
Bhardwaj ve Kumar, 2006; Amakura vd., 2000; Wang, Chou ve Su, 2017). Ek olarak, EA
bitki kaynakli polifenol mide iilseri tedavisinde de kullanilmaktadir (Ranade, Ranpise ve

Ramesh, 2015).

EA’nin gida teknolojisinde gida kalitesini arttirmak i¢in ve gida endiistrisinde tibbi
ilag ve kozmetik kullanimlarindan dolay1 saglik endiistrisinde biiyiik potansiyele sahip
oldugu ortaya ¢ikmistir. Dolayistyla, EA gida katki maddesi olarak da kullanilmaktadir
(Verotta vd., 2018).

EA’nin sudaki ¢oziiniirliigli ¢ok diisiik olan ve diisiik hidroliz katsayisina sahip bir
bilesiktir. EA’nin diisiik biyoyararlaniminin ana faktorlerinden biri, sulu ¢ézeltisindeki zayif
¢oziinme egiliminden ve ince bagirsakta bulunan enterosit epitel membraninin diisiik

gecirgenliginden kaynaklanmaktadir (Amakura vd., 2000; Davalos vd., 2019).

EA igin stvi-sivi ekstraksiyonu, kat1 faz ektraksiyonu (SPE) ve gradiyent eliisyonu
iceren bircok analitik yontem bildirilmesine ragmen hala yeni yoOntemlere ihtiyag
duyulmaktadir. EA ile ilgili yapilmis ¢calismalar en ¢ok kullanilan yontem farkli dedektorler
ile birlestirilmis HPLC’dir. Ayrica, EA’nin bildirilen HPLC kosullarinda pikin zirvesinin
bozulmasi ve genislemesi gibi problemler ortaya cikabilmektedir (Szmagara vd., 2019;

Amakura vd., 2000).

2.3. Rutin (RUT)

Rutin (RUT) (3,4,5,7 — tetrahidroksi — flavon —3— rutinosid veya kersetin — 3- O —
rutinosid bitkilerde yaygin olarak bulunan bir biyoaktif flavanoid ve antioksidan aktiviteye
sahip bir flavanol glikozittir (Sekil 2.7) (Kicel vd., 2015; Attia, 2016; Karabiberoglu ve
Dursun, 2018; Gullon vd., 2017).
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Sekil 2.7. Rutin molekiil yapisi

RUT kimyasal yapisinda birden fazla fenolik hidroksil grubu oldugundan son
zamanlarda fonksiyonel bir gida olarak arastirilmaktadir. RUT ilk olarak Ruta graveolens
(bahge sedef otu) bitkisinde tespit edilmistir. Ancak giinlimiizde, endiistriyel {iretim i¢in
yeterli miktarda RUT’un Styphnolobium japonicum L. (Fabaceae), (Japon soforasi)
Fagopyrum esculentum Moench (Polygonaceae), (karabugday) ve Eucalyptus spp. L'onu.
(Mersingiller) gibi gesitli tibbi bitkilerden elde edilebilecegi bilinmektedir (Vu vd., 2018;
Kicel vd., 2015).

RUT siyah cay, sogan, domates, limon, elma, portakal, ¢ilek, turuncgil ve greyfurt
gibi sebze ve meyvelerde bulunur ve sagliga olumlu etkilerinin oldugu bilinmektedir. Ayni
zamanda Cin’de bircok geleneksel ilacta (Trombosit agregasyonunun inhibisyonu gibi)
bulunmaktadir (Kicel vd., 2015; Attia, 2016; Sghaiera vd., 2016). Japonya'da kullanilan kara

bugday sadece geleneksel bir gida degil, ayn1 zamanda tibbi gidalarin bir bileseni olarak da
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yetistirilir ¢iinkli kara bugdayin tibbi kullanim i¢in bir RUT kaynag1 olarak ekildigi bilgisi
1940’lara dayanmaktadir. Ayrica, bugiine kadar, 70'den fazla bitki tiiriinlin RUT igerdigi
bildirilmistir. Polygonaceae familyasindan ¢ikan kara bugday (Fagopyrum esculentum
Moench), dogal RUT’larin ana kaynagi olarak bildirilmektedir (Gullon vd., 2017; Glavac
vd., 2017).

RUT ile ilgili yapilan arastirmalar; RUT un antioksidan, antienflamatuar, antialerjik,
antidiyabetik, antimikrobiyal ve noétroprotektif ozelliklerinin oldugunu ve koroner kalp
hastalig1, kanser ve diyabet gibi ¢esitli kronik hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde rol
oynadigini ortaya koymaktadir. Giintimiizde RUT, yillik 3600 ton iiretim kapasitesine sahip
ekonomik olarak en 6nemli dogal bilesiklerden biridir. Ayrica su anda ABD’de RUT igeren
860’1n tizerinde liriin pazarlanmaktadir (Gullon vd., 2017; Kicel vd., 2015).

Gliglii bir antioksidan olan RUT’un diger biyolojik aktiviteleri arasinda;
antihipertansif aktivitesi, antitrombojenik aktivitesi, parkinson hastalig1 tedavisi, alzheimer
hastaliginin 6nlenmesi, kanser ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde farmakolojik
faydalar1 yer almaktadir. Bununla birlikte; bagirsak duvari boyunca diisiik ¢oziiniirliik ve
gecirgenlik, oral uygulama i¢in tedavi edici olarak RUT kullanimini sinirlandirmaktadir

(Gullon vd., 2017; Vu vd., 2018).

RUT memeli sistemlerinde hem in vitro hem de in vivo olarak bir¢ok biyokimyasal
ve farmakolojik aktivite de uygulandigi i¢in bir hiyaliironidaz inhibitorii olarak kilcal
kirillganlig1 azaltilmasini, kronik vendz yetmezligin tedavisini, mikro-vaskiiler kan akisinin
tyilestirilmesinde  bildirilmistir.  Ayrica, RUT antioksidan 6zelligi nedeniyle,
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve hiicrelerin oksidatif hasarin1 6nleyebilmektedir. Ayrica,
ozellikle varisli damarlar, i¢ kanama veya hemoroitler gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in
RUT regetest onerilmektedir. Oral dozlar giinde 500 mg ile 2000 mg arasindadir ve 6 ay
kadar uzun siireler boyunca giivenle devam ettirilebilmektedir. Ek olarak, RUT diistik
liposoliibitesi (yagda ¢oziinme) nedeniyle topikal uygulamalar i¢in kullanilmaktadir (Gullon

vd., 2017; Kicel vd., 2015; Karabiberoglu ve Dursun, 2018).

RUT’un ana dezavantajlari, suda ¢6ziiniirliigiiniin diisiik olmasindan kaynaklanan

zay1f biyoyararlanimi, stabilite ve sinirli membran gegirgenligidir (Gullon vd.,2017).
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Flavanoid bilesiklerin nitel ve nicel analizi yliksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC), gaz kromatografisi (GC), kapiler elektroforez (CE) ve miselli elektrokinetik
kromatografisi (MEKC) gibi yontemlerle gergeklestirilmektedir. Flavonoid bilesiklerin
analizi i¢in diger alternatifler arasinda hidrofilik etkilesimli sivi kromatografisi (HILIC),
yiiksek hizli ters akim kromatografisi (HSCCC), ultra yiiksek basingli sivi kromatografisi
(UHPLC), siiper kritik s1vi kromatografisi (SFC) teknikleri bulunmaktadir. Flavanoidlerin
kompleks ekstraktlarda analizi icin, HPLC’de UV-Vis dedektorii, EC i¢in IR ve UV-Vis
sistemleri kullanilabilmektedir. Son zamanlarda, kiitle spektrometresi (MS) veya niikleer
manyetik rezonans (NMR) yontemleri artan bir 6nem kazanmistir ve giiniimiizde flavonoid
bilesiklerin yapisal aydinlatilmasinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira
LC-MS veya GC-MS gibi farkli MS dedektorlerine bagl kromatografi teknikleri de dogal
tiriinlerdeki kompleks flavanoid bilesiklerinin tayini icin kullanilabilmektedir. ilaglarda,
yiyeceklerde ve klinik 6rneklerde RUT tayini i¢in basit, hizli, ucuz ve ¢evre dostu bir yontem
gelistirmek ¢ok onemlidir. HPLC, RUT gibi ¢esitli flavonoidlerin tanimlanmasi ve tayin
edilmesinde en ¢ok kullanilan analitik bir yontemdir. HPLC kosullari1 temel olarak C18 ters
fazli kolon, ikili ¢oziicii gradiyenti DAD, MS veya NMR gibi farkli dedektor sistemleri
kullanilarak yapilmaktadir (Karabiberoglu ve Dursun, 2018; Gullon vd., 2017).

2.4. Kara Miirver (Sambucus Nigra L., black elderberry)

Kara miirver olarak adlandirilan Sambucus Nigra L., Avrupa, Asya, Kuzey Afrika,
ABD’nin giines 15181na maruz kalan bolgelerinde, Yeni Zelanda ve Avustralya’nin gilineyi de
dahil olmak iizere diinyanin ¢esitli yerlerinde bulunmaktadir. Sambucus L. cinsi, meyveli 7
farkli cinsten olusan yaygin olarak Adoxaceae ya da eski adiyla Caprifoliacae familyasina
aittir. Sambucus L. taksonomi sistemine bagli olarak 5-30 tiir ve 6-11 alt tiir igermektedir. En
sik goriilen tiir Sambucus Nigra L.’dir. Yaygin isimleri arasinda miirver, kara miirver, ciice
miirver, Avrupali miirver, Avrupa mirver, Avrupali kara miirver ve yaban mersini
bulunmaktadir. Kara miirver’in (S. Nigra L.) 3 alt tiirii vardir: S. Nigra L. ssp. Nigra, S. Nigra
L. ssp. Canadensis ve S. Nigra L. ssp. Cerulea. Kara miirverin kimyasal bilesimi zengindir

ve bu bilesim ¢esitleri, yer, olgunlagsma evresi ve iklim kosullar1 gibi faktdrlere baghdir.
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Ayrica, kara miirver 2011'de ABD'deki ilag ve gida pazarinda en ¢ok satilan 18. bitkisel diyet
takviyesi olarak yer almig ve Avrupa bitki yetistiricileri birligi tarafindan 2010 yilinda
yayinlanan rapora gore en ¢ok kullanilan sifali bitki olmustur (Ribeiro, Estevinho ve Rocha,

2019; Mtynarczyk, Tomczak ve Lysiak, 2018).

Genellikle, bitkilerin antioksidan kapasiteleri sahip olduklar1 fenolik bilesiklerin ve
ozellikle de flavonoidlerin varligi ile ilgilidir. Kara miirver (Sambucus Nigra L.), cogunlukla
seker, organik asit, antosiyanin ve kersetinden olusan yaprak doken bir ¢alidir (Ribeiro,
Estevinho ve Rocha, 2019; Olejnik vd., 2016). Kara miirver 6zellikle farmasétik ve gida
amagch olarak kullanilan en eski sifali ve ilgi ¢ekici olan tibbi bitkilerden biridir. Kara miirver
meyvesi, cicekleri, kabugu ve rizomlar1 biyolojik olarak aktif bilesenler, o6zellikle
polifenoller (cogunlukla antosiyaninler, flavonoller, fenolik asitler ve proantosiyanidinler)

bakimindan zengin olarak kabul edilmektedir (Olejnik vd., 2016; Fazio vd., 2013).

Kara miirver, meyvelerinin polifenolik icerikleri ve bununla iliskili sagliga yararlari
nedeniyle siiper gidalar olarak kabul edilen en 6nemli biyoaktif bilesik grubundandir. Kara
miirver meyvelerinde bulunan ana polifenolik bilesikler klorojenik asit, neoklorojenik asit,
kriptoklorojenik asit, kersetin, kersetin-3-rutinosid (RUT), kersetin-3-glukozit (izofersitrin),
kaempferol-3-rutinosid, kaempferol-glukor-amin  (3)-3-rutinosid ve isorhamnetin-3
glukozit’tir (Mtynarczyk, Tomczak ve Lysiak, 2018; Spinola vd., 2019).

Son yillarda geleneksel bitki temelli ilaclarin gelistirilmesine ilgi artmaktadir. Tibbi bir
bitki olarak cok uzun bir ge¢gmise sahip kara miirver ekstreleri cesitli tedavi edici ve tibbi
istlinliikleri olan polifenoller bakimindan zengindir bu yiizden birgok kullanim alanlari
vardir. Dolayistyla, kara miirver tiirevli iriinlerin, hem saglikli organizmalarda hem de
hastalik durumunda savunma mekanizmalarini diizenleme potansiyeli bir¢ok calismada
bildirilmistir (Olejnik vd., 2016; Ribeiro, Estevinho ve Rocha, 2019). Kara miirver meyve ve
cicekleri uzun siiredir ates diisliriicii ve diiiretik ajanlarda kullanilmaya baslanmistir.
Giliniimiizde, kara miirver meyvesi veya ¢igekleri kullanilarak tisiime, grip ve diger bulasici
hastaliklara karsi ¢esitli ilaglar gelistirilmektedir. Kara miirver meyvesi veya ¢igekleri, surup,
damla, tablet, kapsiil, pastil, aerosol, emiilsiyon veya siispansiyon vb. formundaki diyet

takviyelerinin bilesenleri olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira, kara miirverler cesitli
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hastaliklarda geleneksel bir ¢are olarak bilinir ve halk hekimliginde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Oncelikle, soguk algmligi, atesli hastaliklar, dksiiriik, burun tikamklig,
mukoza desarj1 ve grip ile ilgili ortak semptomlarin tedavisinde ve ayrica bagisiklik sistemini
giiclendirerek hastalik Onleyici olarak kullanilmaktadir. Ek olarak, antosiyaninler
bakimindan zengin olan kara miirver, farkli endiistrilerde dogal renklendirici olarak da
kullanilmaktadir. Ogzellikle kara miirver meyvesi, gida maddesi renklendiricisi,
farmasotikler, konsantre maddeler, meyve sulari, suruplar, regeller, joleler, tozlar ve diger
gida konserveleri, turtalar, kekler veya tatlilar icerisinde ve ayrica alkollii igeceklerin liretimi
icin de kullanilmaktadir (Mlynarczyk, Tomczak ve Lysiak, 2018; Fazio vd., 2013).

Miirverlerin diger énemli bir tiirii Sambucus ebulus (Ciice miirver veya ciice yasli),
agirlikli olarak Avrupa, Kuzey Afrika ve Bati Asya'ya yayilan ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Ciice miirverin, seker ve lif bakimindan zengin oldugu bilinmektedir ve ayn1 zamanda ytiksek
degerli antosiyanin ile flavonoidler de igermektedir. Genel olarak, miirverlerin popiilaritesi
sadece besinsel degerlerinden degil, ayn1 zamanda saglik kosullarini iyilestiren etkilerinden
de kaynaklanmaktadir. Sambucus ebulus preparatlari, anti-enflamatuar, kolon kanserinde
anti-neoplastik aktivite, antililserojenik, antidiyabetik, antimikrobiyal (antiviral de dahil),
yara iyilestirici ve antioksidan ozellikleri gostermektedir. Bununla birlikte, ciice yasli, Bati
Avrupa, Balkan Yarimadas1 ve Orta Dogu halklarinin halk hekimliginde 6nemli bir yere
sahip popiiler bir tibbi bitkidir. Dolayisiyla, Dogu halk tibbinda, Sambucus ebulus, 1sirik,
yanik, bulasic1 yara, 6dem, egzema, lrtiker, artrit ve bogaz agrisin1 tedavi etmek i¢in
hastalara geleneksel olarak uygulanmaktadir. Diger Sambucus bazli iiriinler arasinda yer alan
Sambucol® artik piyasada yaygin bir sekilde bulunmakta ve bagisiklik sistemini ek olarak
desteklemektedir (Zahmanov vd., 2015).

2.5. Yiiksek Performash Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC c¢ok farkli formlara sahiptir ve birgok laboratuvarda birincil analiz yontemidir.
HPLC, karisimin her bir bilesenini tanimlamak, ayirmak, 6l¢cmek veya saflagtirmak amaciyla,
analitik kimya ve biyokimyada ¢ok fazla kullanilan kromatografik bir yontemidir (Thomas,

2019; Bayne ve Carlin, 2010). Bir HPLC sisteminin temel bilesenleri (Sekil 2.8); ¢oziicii
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rezervuart (hareketli faz igerikleri i¢cinde bulunur), ¢6ziicii verme ve gradiyent olusturma
sistemi (pompa), enjektor (yliksek tekrarlanabilirlik ve yliksek basing altinda (4000 psi'ye
kadar) s1ivi numunenin 0,1-100 ml hacim araliginda enjeksiyonunu saglamalidir), sistemin
kalbi ve ayrilmanin gergeklestigi yer olan kolon (paslanmaz ¢elikten yapilir, 50 ila 300 mm
uzunlugundadir ve 2 ila 5 mm arasi bir i¢ ¢api, 3-10 um partikiil biiyiikliigiine sahip sabit bir
faz ile doldurulur), dedektdr (analitleri, kromatografik kolondan ayrildiklarinda
kromatogramda pik seklinde zamana bagli olarak tespit eder), veri sistemi ve kaydedici
(detektorden gelen sinyaller, grafik kaydedicilerde toplanir) bilesenlerinden olusmaktadir

(Giri, 2019; Weston ve Brown, 1997).

—l ‘ é@mek =
p l.. Enjekts I_.,l’_ _‘:u_. [ J ]
ompa njektdr
HPLC kolonu

Hareketli faz

Dedektor

Veri toplama

Atk

Sekil 2.8. HPLC cihazinin sematik gosterimi (Giri, 2019)

HPLC'de analit molekiillerindeki ayrilmanin temeli, bir kat1 sabit faz ile bir siv1
hareketli faz arasindaki diferansiyel afinitelerine dayanmaktadir. HPLC’de, bir bilesigin
tanimlanmas1 alitkonma siiresine yani her bir bilesenin kolonda harcadigi zamana
dayanmaktadir. HPLC yontemi sabit faz sistemine bagli olarak iki siifa ayrilmaktadir,
bunlar normal faz kromatografisi ve ters faz kromatografisidir. Normal faz (NP)
kullanildiginda, analitlerin ayrilmasi polar silika mikropartikiilleri ve polar olmayan bir
organik hareketli faz arasinda gerceklesmektedir. Ters faz (RP), yaygin olarak tercih edilen
bir kromatografi yontemidir. RP-HPLC'de, sabit faz polar olmayan bir matriksten olusur ve

eliisyon bir polar haraketli faz ile (metanol, izopropanol, su veya asetonitril gibi ¢oziiciiler)

18



ile gerceklestirilmektedir (Settle, 1997; Christian, Dasgupta ve Schug, 2014; Marvin ve
McMaster, 2007; Giri, 2019).

HPLC, analitik ayirma tekniklerinin en yaygin kullanilanidir. Y&ntemin
popiilaritesinin sebebi duyarliligi, hassas nicel tayinlere uyarlanabilirligi, ugucu olmayan
tiirleri veya termal olarak hassas olan maddeleri ayirmaya uygunlugudur. Bundan dolayi,
giiniimiizde HPLC nin bir¢ok kullanim alani bulunmaktadir. Ornegin; kimya endiistrisinde
hammaddelerin, ara tiriinlerin ve bitmis {irtinlerin kalite kontroliinde HPLC kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, gida endiistrisinde HPLC uygulamalari, pestisit kalintilarinin analizini,
besinlerin veya katki maddelerinin analizini kapsamaktadir. Ayrica, klinik analizde, HPLC
ile terapoétik ilag izleme yapilmaktadir (Skoog, Holler ve Nieman, 1998; Uwe, 1997).

Polifenolik bilesiklerin arastirilmasi, tanimlanmasi ve tayini i¢in ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda; CE, NMR, HSCCC, SFC, GC, HPLC ve UHPLC gibi
teknikler polifenolik bilesiklerin nitel ve nicel analizi i¢in ¢esitli analitik yontemler olarak
bildirilmistir (Lamuela-Raventos vd., 2014; Romani vd., 2000).

Son yillarda bitkilerde ve yiyeceklerde bulunan fenolik asitlerin ve flavonoidlerin
belirlenmesi i¢in en sik kullanilan yontem HPLC’dir. Genellikle, HPLC’de fenolik asitleri
ve bunlarin glikozitlerini ayirmak i¢in 100-300 mm uzunlugunda ve 2—4,6 mm i¢ ¢ap1
araliginda degisen ters faz C18 bagli silika kolonlar1 kullanilmaktadir. Bazen C8 kolonlar da
fenolik asitleri ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte, dereceli gradiyent
programinin kullanilmasi, yapisal olarak c¢esitli fenolik bilesiklerin ayrilmasi i¢in gereklidir.
Gradiyent eliisyon genellikle, sulu asitlendirilmis polar ¢dziicii veya sulu bir tampon iceren
bir A ¢oziiciisii ile ve saf veya asitlendirilmis metanol veya asetonitril gibi bir organik ¢oziicii
igeren bir B ¢oziicii ile yapilmaktadir (Nour, Trandafir ve Cosmulescu, 2013; Kalili, vd.,
2010; Lamuela-Raventos vd., 2014).

Genel olarak, polifenolik bilesiklerin analiz etme yontemlerinin basit, hizli ve ¢evre
dostu olmas1 gerekmektedir. Polifenolik bilesikleri dogal kompleks numunelerden tayin
etmek icin en yaygin olarak UV dedektorlii HPLC kullanilmaktadir. UV dedektorleri basit
ve en sik kullanilan HPLC dedektoriidiir. Farkli UV dedektor tipleri vardir. Bunlar, sabit
dalga boyu, c¢oklu dalga boyu ve DAD dedektorleridir. Giiniimiizde polifenolik bilesikleri
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karakterize ve tayin etmek i¢in en iyi analitik yontemlerin UV-DAD ile birlestirilmis HPLC-
UV-DAD ve/veya MS/MS-MS ile birlestirilmis RP-HPLC-MS oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica, polifenolik bilesiklerin analizini gergeklestirmek i¢in spektrofotometrik yontemler
de kullanilir, ¢iinkii bu yontemler numunedeki toplam polifenol igeriginin veya bunlarin
antioksidan kapasitelerinin nispeten hizli bir sekilde tahmin edilmesini saglamaktadir (Plaza

vd., 2018; Abad-Garcia vd., 2007; Lamuela-Raventos vd., 2014).

2.5.1. HPLC kolonlar

HPLC deneylerinde farkli uygulamalar i¢in farkli markalara ait ¢cok ¢esitli kolonlar
bulunmaktadir. Cizelge 2.2’de C18 kolonlarindan bazilar1 verilmistir. Bu tez ¢alismasinda
deneylerde ACE markali fenil kolonu kullanildigindan bu kolonlardan kisaca
bashsedilmistir. ACE ultra inert HPLC kolonlari, asidik, bazik ve notr molekiillerle ¢ok iyi
sonuclar veren gesitli partikiil boyutlari, bagli kimyasallar ve kolon boyutlari bulunan en
zorlu kromatografik uygulamalari bile karsilayacak sekilde tasarlanmistir (Cizelge 2.3). ACE
HPLC kolonlari farkli partikiil boyutlar1 (3, 5, 10 ve 15 um), gézenek boyutlari (100-300 A)
ve yiizey kimyasallar1 (C18, C8, C4, CN, Fenil, AQ, SIL ve C18-HL) olacak sekilde temin
edilebilmektedir. Ultra yiiksek saflikta, ultra inert ACE kolonlar1 yiiksek tekrarlanabilirlik ve
yiiksek performans (200.000 plaka/m’ye kadar) saglamaktadir (http-1).
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Cizelge 2.2. Bazi C18 oktadesilsilan (ODS) RP-HPLC kolonlar: ve uygulamalar: (Bayne ve Carlin, 2010)

Kolon Tipi Uretici Firma % Karbon Yiikii Uygulamalar

ODS-H Capital HPLC 18 Asit ve baz karigimlari

ODS-L Capital HPLC 15 Yiiksek polar analitler (E.G., Seker)

Zorbax RX C18  Agilent 12 Asit ve baz karigimlari

Luna C18 Phenonenex 17,5 Tim adli uygulamalar

Hypersil C18 Thermo Scientific 10 pH 1-11: genis asidik ve bazik analitler

Nova-Pak C18 Waters 7 Asit ve baz karigimlari

Inertsil ODS-3 GL Sciences 15 Cok temel analitler

Inertsil ODS-2 GL Sciences 18,5 Hidrojen bagi iceren aminler ve temel

ilaglar
Cizelge 2.3. ACE HPLC kolonlari (http-1)
Faz Fonksiyonel Endcapped Partikiil Gozenek Yiizey Karbon
Grubu Biiyiikliigii Biiyiikliigii =~ Alam Yiikii (%)
(pm) A) (m?/g)

C18 Oktadesil Evet 3,5,10 100 300 15,5
C8 Oktil Evet 3,5,10 100 300 9,0
C4 Butil Evet 3,5,10 100 300 5,5
CN Siyano Evet 3,5,10 100 300 5,5
Ph Fenil Evet 3,5,10 100 300 9,5
AQ Ozel Evet 3,5,10 100 300 14,0
SIL Bagli olmayan - 3,5,10 100 300 -

C18-HL Oktadesil Evet 3,5,10,15 90 400 20,0

Fenil kolon aromatik, amin veya polar bilesikler icin alternatif se¢icilik sunmaktadir.

ACE kolonlarinin, diger popiiler baz deaktivasyonlu kolonlara kiyasla daha iyi bir pik sekli

ve kolon verimliligi sagladig: belirtilmistir (Sekil 2.9) (http-1).
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ACE kolonu Devre digi birakilmis silika Geleneksel Silika

Ultra Yiiksek Saflikta . Yiksek Saflik + Duguk Sathk
Mikemmel Kromatografi s Kabul Edilebilir . Koti Kromatografi
Kromatografi Kéti Yeniden Uretilebilirlik

Garantili Yeniden

Uretilebilirlik Orta Tekrarlanabilirlik

Sekil 2.9. ACE HPLC kolonu ile diger kolonlar arasindaki fark (http-1)

2.6. Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Polifenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in en yaygin olarak metanol, etanol, aseton ve
etil asetat kullanilmaktadir. Coziicii ile ekstraksiyon yontemi, genel olarak uygulanabilirligi,
verimliligi ve kullanim kolaylig1 nedeniyle bitki 6rneklerinde kullanilmaktadir (Safdar vd.,
2017). Bununla birlikte polifenolik bilesiklerin saflastirilmasi ve izole edilmesi igin farkl
ekstraksiyon yontemleri uygulanmaktadir. Bunlarin arasinda siv1 sivi ekstraksiyonu (LLE),
SPE, ASE, ultrason destekli ekstraksiyonu (UAE), mikrodalga destekli ekstraksiyonu (MAE)
ve SFE kullanilmaktadir. SPE ile LLE’de karsilasilan problemlerin cogu 6nlenebilmektedir.
Ancak SPE, LLE’den daha hizli, kolay, ucuz, az ¢oziici kullanimi saglamasi ve kolay
otomasyona sahip olmasi nedeniyle LLE’ye alternatif olarak ortaya ¢ikmistir (Motilva, Serra
ve Macia, 2013; Szmagara vd., 2019).

SPE, bir ¢ozeltiden bir tip analiti izole etmek i¢in bir kat1 faz ve bir siv1 faz kullanan
bir ekstraksiyon yontemidir. SPE, hem temizleme prosediirii olarak kullanilan bir
ekstraksiyon yontemidir hem de bitki, biyolojik, ¢evresel, gida ve farmasotik numunelerde
On deristirme saglayan bir yontemdir. Genellikle 6rnekteki analitlerin miktarin1 lgmek igin
kromatografik veya baska bir analitik yontem kullanmadan once yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, SPE yontemi, sadece organik bilesiklerin izlerini ¢evresel

numunelerden ¢ikarmak icin degil ayn1 zamanda ilgilenilen analitleri iceren daha temiz bir
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ekstrakt elde etmek amaciyla karmagik matrislerin engelleyici bilesenlerini ¢ikarmak igin
uygulanmaktadir (Lamuela-Raventos vd., 2014; Zwir-Ferenc ve Biziuk, 2006).

SPE en cok kullanilan ekstraksiyon teknigidir ve genis bir uygulama alani olmasi
nedeniyle kullanilacak ¢dziicliler ve protokolde yer alan basamaklar dikkatli bir sekilde
optimize edilmelidir (Fontanals vd., 2019). SPE yonteminin (Sekil 2.10) sartlandirma
¢ozeltisi ile SPE kolonunu sartlandirmak, SPE kati1 fazina (kolon, kartus) bir numune
¢oOzeltisini yiiklemek, istenmeyen bilesenleri yikama ¢oziiciisii ile yikamak ve sonra istenen
analitleri bir ¢oziicii ile (eliient) toplama tiipiine eliie etmek asamalar1 bulunmaktadir. SPE’de
stv1 kromatografi kolonlarinda kullanilan ayni tip sabit fazlar kullanilmaktadir. Sabit faz, bir
hamur veya cam yiiniliniin Ustlinde bir cam veya plastik kolonda bulunmaktadir. Alkille
baglanmus silika yaygin olarak analitleri izole etmek ve saflastirmak i¢in kullanilmaktadir.
Polifenolik bilesikler i¢in ise en ¢ok ters fazlit HLB, MCX ve MAX SPE kolonlar tercih
edilmektedir. Ticari SPE kartuslar1 1-10 mL kapasiteye sahiptir (Lamuela-Raventés vd.,
2014; Zwir-Ferenc ve Biziuk, 2006).
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1. Sartlandirma 2. Ornek yiikleme 3. Yikama 4. Eliisyon

——S$artlandirma ~——Ornek cézeltisi ~—Yikama ~——Eliient
coziiciisi coziiciist

C A Srii
¢ Kirlilikler
4

v
v 3" Analit

Sekil 2.10. SPE yonteminin uygulamasinin sematik gosterimi (Sandoval-Riofrio, 2016)

2.7. Konu ile Tlgili Bazi Yapilmis Cahsmalar

Kara miirverlerde EA ve RUT analizleri ile ilgili literatiir taramas1 yapildiginda bununla
ilgili az sayida caligmaya rastlanmistir. Genellikle, bu c¢alismalar HPLC ile PR C18 kolon
kullanilarak yapilmistir. Litratiirde fenil HPLC kolonu kullanarak EA ve RUT tayinine
yonelik herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Cizelge 2.4’de kara miirverler, nar gibi

cesitli meyvelerde ve bitkilerde polifenolik bilesiklerin tayinleri ile ilgili ¢alismalar

Ozetlenmistir.

Fazio vd., (2013) HPLC-UV ve HPLC-ESI-MS/MS yontemleri ile Sambucus ve Rubus
tiirlerinin tohumlarinda EA, kersetin-3-rutinosid (RUT) ve siyanidin gibi ¢esitli flavanoid

bilesikleri analiz etmislerdir. IS olarak metil tridekanoat kullanilmis ve UV dedektorii 280

nm’ye ayarlanmstir.
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Olejnik vd., (2016) HPLC-DAD/ESI/MS ve ACE C18 kolonu kullanarak kara miirver
meyve ekstraktinda RUT ve bazi flavanoidleri 280, 320, 360 ve 520 nm’de tespit etmiglerdir.
Ancak EA’y1 belirlememislerdir.

Spinola vd., (2019)’nin yaptig1 ¢alismada Madeir Adasi'min farkli bolgelerinden
E.umbellata ve Sambucus lanceolate (yaprak ve meyveleri) toplanmis ve 36 fenolik bilesik
HPLC-DAD-ESI/MS yontemi ile tayin edilmigtir. RUT ve EA tespit edilmemis ancak 7 tane
EA tiirevleri ve ellagitaninler belirlenmistir.

Nar Orta Dogu'da yaklasik iki bin y1l once ilk defa Cin'de ekilmis ve yetistirilmistir.
Cin'deki en biiyiik nar tiretim merkezlerden biri olan Shaanxi Lintong, zengin nar kaynaklari
ile Unlidiir. Nar meyvelerinin ¢ogu taze olarak yenir ve bazilari meyve suyu ve saraba
dontistiirtiliir. Nar meyvesi ve kabuklart EA ve RUT dahil olmak iizere bir¢ok polifenollerce
zengin bir bilesiktir. Biitlin meyvenin yaklasik % 40'm1 olusturan nar kabugu, nar suyu ve
nar sarap endiistrisinin yan {Uriiniidiir. Nar kabugu ekstraktlarinin dikkat ¢ekici antioksidan,
antibakteriyel, antienflamatuar ve hipolipidemik biyoaktivitelere sahip oldugu bildirilmistir.
Nar kabugu ekstraktinin gallik asit, EA, klorojenik asit, kafeik asit, katesin, epikatesin, RUT
ve kersetin gibi polifenolik bilesiklerce zengin oldugu bildirilmistir (Li vd; 2015).

RUT ve EA’nin nar numunelerindeki tayini ile ilgili literatiir taramasi yapildiginda hem
EA hem de RUT'un tayinini i¢eren az sayida ¢alismaya rastlanmistir.

Li vd., (2015) Cin’in Shaanxi Lintong sehrinde bulunan farkli meyve bahgelerinden
toplanan 10 c¢esit taze nar Orneklerinin kabuklarinda nar kabugu ekstrakti {izerinde
yapilmistir. HPLC-UV ydntemi ile nar kabuklari i¢erisinde bulunan punikalajin, katesin, EA,
epikatesin, RUT, klorojenik asit ve kafeik asit gibi polifenolik bilesikleri 280 nm’de
belirlemislerdir.

Wang, Chou ve Su., (2017) tarafindan yapilan ¢alismada BIOMED bitkisel arastirma
biyomedikal grubundan temin edilen nar ekstraktinda EA’nin HPLC-DAD/MS/MS
kullanarak 254 nm'de tayini yapilmistir.

Kamal vd., (2018) farkli nar pekmezi numunelerinde HPLC-PDA yo6ntemini

kullanarak C vitamini, gallik asit, RUT ve EA’nin miktar1 254 nm’de tayin etmistir.
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Verotta vd., (2018) HPLC-UV ile fermante nar atiklarinda EA analizi
gerceklestirmislerdir. Uyarilma dalga boylar1 olarak 254, 280, 320, 350, 400 veya 529 nm
kullanilmis ve sonug olarak fermante nar atiklarinin EA kaynagini oldugu rapor edilmistir.

Amakura vd., (2000) gelistirdikleri HPLC-DAD yo6ntemi ile 360 nm dalga boyunda
ananas, nar, dut ve fueijoa meyvelerinde EA tayini yapmiglardir.

Abad-Garcia vd., (2007) RP-HPLC-DAD yontemi ile C18 kolonu kullanarak taze
cilek, elma ve mandalina gibi meyve sularinda RUT (280 nm'de) ve EA (254 nm'de) dahil
baz1 polifenolik bilesiklerin analizini gergeklestirmislerdir.

Simirgiotis, Borquez ve Hirschmann, (2013) tarafindan yapilan ¢calismada Luma L.
apiculata meyve ve yapraklarinda 31 polifenolik bilesigi HPLC-DAD ve HPLC-ESI/MS
kullanarak 280, 320 ve 520 nm'de karakterizasyonu yapilmistir. Calismalarda kurutulmus L.
apiculata meyveleri matriks olarak kullanilmis ve GK degerleri hesaplanmustir.

Mesquita ve Monteiro, (2018) portakal sularinda hesperidin, narirutin, eriocitrin,
nobiletin, RUT ve mandaletin gibi polifenolik bilesikleri DAD kullanarak 210-400 nm dalga
boyu araliginda izlemis ve kromatogramlar 255, 270 ve 280 nm’de elde edilmistir. IS olarak

benzoik asit kullanilmistir.
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Cizelge 2.4. Konu ile ilgili yapilan ¢alismalar

Calisilan polifenolik bilesikler Ornek Ekstraksiyon yontemi Yontem Kolon Dorugsal LOD/LO Kaynak
arahk Q

Hidroksisinamik asitler: sinapik asit-O- E.umbellata Metanol/su (80:20, h/h) %7 HPLC- Phenomenex Spinola vd.,

(pentosil) heksosit, Sinapik asit tiirevi ve ~ ve Sambucus asetik asit DAD- Gemini C18 5-100 mg/1 -/- 2019

kafeik asit tlirevi lanceolata'nin ESI/MS (2503 mm, 5

Flavanoller: kersetin meyve ve pm)

Flavan-3-ol: gallo (epi) katesin yapraklar1

Elajik asit tiirevleri /elajitanninler: EA-

O-heksosid

klorojenik asit, neoklorojenik asit, Avrupa kara Metanol ekstraksiyonu HPLC-UV - - -/- Mtynarczyk,

kriptoklorojenik asit, kersetin, kersetin-  miirver Coziicii ekstraksiyonu ve HPLC- Tomczaka

3-rutinosid (RUT), kersetin-3-glukozit =~ meyvesi ve SPE vs ESI-MS/MS ve Lysiak.,

(izofersitrin), kaempferol-3-rutinosid, gigekleri HPLC-MS- 2018

kaempferol-glukor-amin (3) -3- MS/MS

rutinosid ve isorhamnetin-3 glukozit

4-Hidroksibenzoik asit glukozit, Sambucus Dondurularak kurutulmus HPLC- ACE C18 - -/-

Polimerler - hidrolize tanenler, nigra L. miirver tozunun, deiyonize su ~ DAD/ESI/M  (150x2,1 mm, 5 Olejnik vd.,

klorojenik asit, siyanidin-3,5-O- (Miirver) i¢inde siisponsiyonu. S pm) 2016

diglukozit, siyanidin-3-O-sambubiosil- ~ meyveleri

5-0-glukozit (ko-eliisyon),

pelargonidin-3-O- glukozit, kersetin-3-

0O-glukozit, RUT ve kersetin

Elajik asit, Siyanidin 3-sambubiosid-5-  Sambucus ve  Metanol ekstraksiyonu HPLC-UV RP Supelco C18 - -/- Fazio vd.,

glukozit, Pelargonidin-3-rutinosid, Rubus ve HPLC- (150%2,1 mm, 5 2013

RUT, kersetin-3-glukozit, Siyanidin 3- tiirlerinin ESI-MS/MS  um)

glukozit, galloil-HHDP glikoz ve
galloil-bis-HHDP glikozit

tohumlari (R.
Ulmifolius ve
nigra L.'nin
olgun
meyveleri)
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Cizelge 2.4. devam

Calisilan polifenolik bilesikler Ornek Ekstraksiyon yontemi Yontem Kolon Dorugsal LOD/LO Kaynak
arahk Q
EA Fermente nar Metanol ekstraksiyonu HPLC-UV, Phenomenex 5-100 -/- Verotta vd.,
atiklar LC-MS ESI-  Sphereclone (250 pg/mL 2018
TOF ve 1 x 4,60 mm, Sum)
H NMR
Matris kati faz dispersiyonu HPLC-PDA  RP-CI18 (25%4,6 Gallik asit (4,50, 0,45 Kamal vd.,
yontemi mm, 5 um) i¢in (10- ve 0,40 2018
Nar eksisi ve 100 pg/mL)/(
Gallik asit, RUT ve EA nar pekmezi pg/mL)ve 9,50, 0,85
RUT ve ve 9,5
EA igin (1- pg/mL)
500
pg/mL)

Etanol ¢ozeltisi ile 48 saat HPLC- YMC-Pack ODS- - -/- Wang, Chou

ultrasonik ekstraksiyon DAD/MS/M  AM C18 (250%4,6 ve Su., 2017
EA Nar 6zii 10 dk santrifiij S mm, 5 pm)
gallik asit, punikalajin, katesin, 20 ml %60 etanol ¢ozeltisiile ~ HPLC-UV Agilent Zorbax 0,04-275 (0,013- Li vd., 2015
klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin, Nar kabugu ultrasonik ekstraksiyon SB-C18 (250%4,6 mg/L 0,045
RUT ve EA mm, 5 pm) mg/L)/-

Sulu metanol ¢ozeltisi (% 90,  HPLC- BEH X-Bridge 0,01-223,4 (122 Mesquita ve

(h/h) DAD/MS C18 (250 x 4,6 ug/g ng/g)/( Monteiro.,
Hesperidin, narirutin, eriocitrin, SPE (C18 Bond Elut, ve SPE mm, 5 pm) ve 0,7-7,4 2018
nobiletin, RUT ve mandaletin portakal sular1  (polimerik Strata X) guard kolon ng)

(20x4,6 mm,
Sum)

31 Fenolik bilesik tespit edilmistir. 27 Luma (meyve  RP-SPE, Bond Elut C-18, 500 HPLC-DAD  Purospher star- 0,1-65,0 -/- Simirgiotis,
tanimlanmis fenolik bilesiklerin yedisi ~ ve yapraklar1))  mg/6 mL ve HPLC- C18 (250%4,6 pg/mL Boérquez ve
tanen veya monomeri, 15'1 flavonol ve ESI/MS mm, 5 um) (flavanoidl Hirschmann.
tiirevi (mirisetin, kersetin ve L. apiculata er i¢in) ,2013

isorhamnetin gibi) ve 5’1 antosiyanin
(malvidin 3-O-glikoz gibi)
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Cizelge 2.4. devam

Calisilan polifenolik bilesikler Ornek Ekstraksiyon yontemi Yontem Kolon Dorugsal LOD/LO Kaynak
arahk Q

Hidrokinonlar: floretin-2-OB-glukozit Cesitli taze Dondurularak kurutulmus RP-HPLC- RP-Luna 0,02-100 (0,005- Abad-Garcia

Hidroksibenzoik asitler: gallik asit ve gilek, elma ve  numunelerin ¢oziicli DAD (Phenomenex C18 pug/mL 0,03) vd., 2007

EA mandalina ekstraksiyonu (metanol (150x4,6 mm, 3 pg/mL/(0,

Flavan-3 ol: (+) — katesin ve (-) - meyve sulari kullanilmig) % 1 asetik asit ve pm) ve Nova-Pak 02-0,1)

epikatesin askorbik asit %0.2 k/h) igeren C18 (10x3,9 mm pg/mL

Hidroksisinamik asitler: Kafeik asit, P- metanol-su-asetik id, 4 um) guard

kumarik asit ve klorojenik asit asit, h/lvh karisimlar kolon

Flavonol: Kaempferol glikozit

[zoramnetin-3-O-rutinosit, kersetin ve

kersetin-3-O-rutinosit (RUT)

Flavanonlar: naringin , Hesperetin-7-O-

rutinosit ve naringenin-7-O-rutinosit
40 gesit taze Metanol ile homojenizasyon HPLC/DA Shimadzu L-ODS 0,1-100 (0,015 Amakura
meyve (¢ilek, 0,1 M HCI ¢6zeltisinden 100 D C18 (250x4,6 mm mg/mL mg/g)/ vd., 2000
dut, fueijoa, ul ilave edildikten sonra Sep- , 5 um) 0,05 mg/g

EA

ananas ve nar
gibi ve 11
¢esit islenmis
meyve
(ahududu
regeli, yaban
mersini regeli
ve cilek regeli)

Pak Plus SPE C18 (900 mg)
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3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. Kullamilan Ornekler

EA ve RUT tayinlerinde kullanilan ¢esitli sambucol veya sambutus (kara miirver)
Oziitli gida takviye ornekleri (Cizelge 3.1) Eskisehir’deki cesitli eczane ve marketlerden
satin alinmig ve temin edilmistir. Deneylerde kullanilan kizilcik pekmezi, karadut
pekmezi, yaban mersini pekmezi Ayvalik’ta iiretilmis ve nar ise Eskisehir’deki bir
marketten satin alinmistir. Deneylerde, EA ve RUT belirlenmeyen yaban mersini

pekmezi bos matriks olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Sambucol (kara miirver) ornekleri

Suruplar Efervesan tabletler Cignebilir tabletler
1- Sambucol® (plus) 4-  Sambucol® efervesan 6- Kara miirver 6zlii
2-  Sambucol kids® (4-10 yas) tablet ¢ignenebilir bitkisel
3- Sambutus® 5- Sambucus nigra® seker®
(zinc+vit C) (Boos+) 7- Sambucol® kara

miirver ¢gignenebilir
form (takviye edici

gida)

3.2. Kimyasallar

Calismalarda standart madde olarak kullanilan EA ve RUT Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, A.B.D.) firmasindan satin alinmistir. Deneylerde kullanilan metil alkol (MeOH)
(>%99,9; gradiyent saflikta), hidroklorik asit (HCI), formik asit (>%99,9; gradiyent
saflikta), MP (IS1) ve EP (IS2) IS maddeleri Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, A.B.D.)
firmasindan temin edilmistir. Tez calismasinda kullanilan tiim kimyasallar analitik

safliktadir.

3.3. Arag, Gereg ve Cihazlar

Kromatografik ¢aligmalarda HPLC (Agilent 1100 serisi, Waldbronn, Almanya) cihaz1
ile DAD dedektorii kullanilmistir. Ayrimlar, ACE fenil (4,6 mmx100 mmx3 pm)
(Scotland) kolonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneyler sirasinda kullanilan diger
cihazlar ve geregler; ultrasonik banyo Bandelin Sonorex (Almanya), su banyosu Clifton

(Ingiltere), vortex daigger Scientific Industries (A.B.D.) ve ultra saf su igin Arium
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comfort (Hollanda) su saflastirma cihazidir. Ornekler ve ¢ozeltiler 0,45 um gdzenek
capina sahip minisart NML hidrofilik (Sartorius, Almanya) siringa filtrelerinden
slizlilmistir. Ayrica, SPE icin C18 (3 mL, 500 mg, Supelco, A.B.D.) kolonu

kullanilmustir.

3.4. istatistiksel Analizler

Deneylerdeki tiim istatistiki hesaplamalar Microsoft excel ve GraphPad Prism v.6.0

(GraphPad Software, San Diego, CA) programlar1 kullanilarak yapilmistir.

3.5. EA ve RUT Deneyleri
3.5.1. Standart cozeltilerin hazirlanmasi

EA katisindan 1,3 mg tartilarak 10 mL MeOH ile ana stok ¢ozeltisi hazirlanmaistir.
RUT stok ¢ozeltisi ise 10,7 mg tartilarak 10 mL MeOH ¢dzeltisinde hazirlanmistir. EA
ana stok ¢ozeltisinin derisimi 4,30x10*M ve ikinci stok ¢dzeltisinin derisimi ise 1,00x10"
4 M’dir. RUT stok ¢6zeltisinin derisimi 1,75x10"* M olarak hesaplanmistir. EA ve RUT
¢oOzeltilerinin hazirlanmasinda yapilan tiim seyreltmeler i¢in %50 MeOH kullanilmistir.
Stok c¢ozeltiler 0,45 pm gozenek caphi siringa filtrelerinden stiziilerek deneylerde

kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

3.5.2. ic standart (IS) ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Deneylerde IS1 olarak MP ve IS2 olarak EP kullanilmistir. 10 mg MP ve 11,2 mg
EP tartilarak 10’ar mL MeOH eklenmis ve derisimleri 6,57x10° M ve 6,74x107> M olan
i¢ standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢dzeltiler son derisimleri 3,42x107

M ve 3,5x10° M olacak sekilde %50 MeOH ile seyreltilmistir.

3.6. Ornek Hazirlama
3.6.1. Sambucol 6rneklerinin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan sambucol surup 6rnekleri yaklagik 1 g tartilip lizerine 9 mL
ultra saf su ve 200 pL derisik HCI eklendikten sonra 10 dakika ultrasonik banyoda
karnigtirllmistir. Sambucol tabletleri ise tartildiktan sonra 20 mL ultra saf su icinde
coziilerek 20 dakika gazlarin uzaklastirilmasi i¢in ultrasonik banyoda tutulmustur. Daha

sonra 0,45 pm’lik siringa filtresinden siiziilerek 10 mL alinmis ve SPE yapilmadan 6nce
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200 pL derisik HCI eklenmistir. Cignenebilir tabletler tartildiktan sonra 30 mL ultra saf
su eklenerek ultrasonik su banyosunda ¢oziinmiistiir. Daha sonra bu 6rneklerden 10 mL

alinmis ve SPE yapilmadan 6nce tizerine 200 pl derisik HCI eklenmistir.

Sekil 3.1 (sambucol® surup drnekleri) ve Sekil 3.2°de (sambucol® efervesan tablet
ve sambucol® ¢ignenebilir tablet drnekleri) gdsterildigi gibi sambucol drneklerinin &n

hazirlama iglemlerinden sonra SPE yapilmistir.

1 g 6rnek
+
9 mL ultra saf su

U

Karigtirma

{

C18 kolonu ile SPE

[l

0,45 pm’lik sirga
filtresinden siizme

U

Ultrasonik banyo

1

HPLC enjeksiyon

Sekil 3.1. Sambucol surup orneklerinin analize hazirlanisi
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Eferesan tablet
halindeki sambucol
ornekleri

I

Cignenebilir tablet
halindeki
Sambucol 6rnekleri

4

1 tablet
+
20 mL ultra saf su

ll

1 tablet
+
10 veya 20 mL ultra
saf su

20 dk ultrasonik
banyo

1l

U

20 dk ultrasonik
banyo

0,45 pm’lik siringa
filtresinden siizme

U

J

0,45 pm’lik siringa
filtresinden siizme

10 mL
+
200 pL derisik HCI

!

il

10 mL
+
200 pL derisik HCI1

C18 kolonu ile SPE

J

{

C18 kolonu ile SPE

0,45 pm’lik siringa
filtresinden siizme

J

I

0,45 pm’lik sirmga
filtresinden siizme

Ultrasonik banyo

—

J

U

Ultrasonik banyo

HPLC enjeksiyon

U

HPLC enjeksiyon

Sekil 3.2. Sambucol efervesan ve ¢ignenebilir tablet rneklerinin analize hazirlanis




3.6.2. Nar suyu 6rneginin hazirlanmasi

Marketten alinan taze nar meyvesinin suyu sikilip 10 dakika 3500 rpm’de
santrifiijlenerek 0,45 pm’lik siringa filtresinden siiziildiikten sonra 10 mL alinmig ve
tizerine 200 pL derisik HCl eklenmistir. Daha sonra vortex cihaziyla 5 dakika
kanstirildiktan sonra 6rnegin saflastirilmasi ve temizlenmesi i¢in C18-SPE yontemi

uygulanmustir.
3.6.3. Pekmez orneklerinin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan kizilcik pekmezi, yaban mersini pekmezi ve karadut
pekmezi 1’er g tartilip tizerlerine 9 mL ultra saf su eklendikten sonra vortex cihaziyla 5
dakika karistirilmistir. Ornekler 0,45 pm’lik sirmga filtresinden siiziiliip 200 pL HCI
ilave edildikten sonra SPE yontemi uygulanmistir. Daha sonra 0,45 pm’lik siringa

filtresinden silizilmiistiir.

3.6.4. SPE yontemi

Tez calismasinda sambucol ornekleri, taze nar suyu, kizilcik pekmezi ve karadut
pekmezi Orneklerinin temizlenmesi ve saflastirilmasinda SPE yontemi kullanilmaistir.
Ekstraksiyonda kullanilan C18-SPE kolonu 3 mL. MeOH ve 3 mL hacimce %2’lik HCI
ile sartlandirilmistir. Daha sonra C18-SPE kolonuna 10 mL 6rnek yiliklenmis ve 3 mL
hacimce %2’lik HCl ile yikanmistir. Son olarak 6rnek 3 mL MeOH ile temiz bir cam tiipe
elie edilmistir. Eldat, 0,45 pm’lik siringa filtresinden siiziilmiistiir. Bu islemler
sonrasinda sambucol drneklerini i¢in eliiattan uygun hacimler (100-500) pL aliarak
tizerlerine 280 pL ultra saf su, 20 pL formik asit, 100 pL IS1 (MP), 100 uL IS2 (EP) ve
hacim 1 mL’ye tamamlanana kadar MeOH eklenerek karistirllmigtir. Daha sonra tiim
cozeltilerin ultrasonik banyoda gazi giderildikten sonra HPLC cihazina enjeksiyonlar1
yapilmistir. SPE ¢o6zeltisinden alinan hacim ornek ¢ozeltilerinin derisimlerine baglh
olarak belirlenmistir. Orneklerin her birine 2’ser kez SPE uygulanarak HPLC’ye
enjeksiyonlari yapilmistir. Orneklere uygulanan SPE ydntemi Sekil 3.4’ de sematik olarak
gosterilmistir.

Nar i¢in eliiattan 10 pL alinip iizerine 490 uL. MeOH, 280 pL ultra saf su, 20 pL.
formik asit, 100 uL IS1 metil paraben (MP) ve 100 pL IS2 etil paraben (EP) eklenerek

karigtirilmastir.
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Pekmez 6rneklerinin eliiatlarindan 500 pL alinip tizerine 280 pL ultra saf su, 20
uL formik asit, 100 pL IS1 metil paraben (MP) ve 100 pL IS2 etil paraben (EP) eklenerek

karigtirilmastir.

MeOH+3 mL %2 HC1

U

Ornek yiikleme: 10
mL ornek ¢ozeltisi

/

Yikama: 3 mL %2
HCl

J

[ Eliisyon: 3 mL MeOH ]

Sartlandirma: 3 mL

Sekil 3.3. Orneklerin hazirlanmasinda kullanilan C18-SPE yonteminin sematik gosterimi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. HPLC-DAD Yontem Optimizasyonu

HPLC-DAD yontem optimizasyonu calismalarinda, aletsel ve deneysel
parametrelerin degistirilmesi ile polifenolik bilesiklerden EA ve RUT’un ayni anda
ayrilmasi ve tayinleri i¢in en iyi sonug veren ve en uygun olan kosullar belirlenmistir. Bu
amagla cesitli akis hizlari, kolon sicakligi, farkli hareketli faz bilesimleri ile farkl
ozellikteki HPLC kolonlar1 ve DAD dalga boyu degeri gibi parametreler aragtirilmistir.
Ayn1 zamanda deneylerde en uygun IS’1 belirlemek icin farkli maddeler kullanilmistir.
Bunlar metil paraben, etil paraben, propil paraben, biitil paraben ve parasetamol
maddeleridir. Sonug olarak bu tez kapsaminda kullanilan 6rnek matriksleri igin metil

paraben (IS1) ve etil paraben (IS2) en uygun IS’ler olarak belirlenmistir.

Kolon secimi: Deneylerde C18 kolonu (4,6 mmx150 mmx5 pum) ve C8 kolonu
(4,6 mmx150 mmx5 pm) gibi farkli kolonlar denenmistir. Ancak bu kolonlarda EA ve
RUT ayn1 yerde pik vermistir. Yapilan deneyler sonucunda EA, RUT ve IS’lar i¢in en iyi

ayirim fenil kolonunda (4,6 mmx>100 mmx3 um) gerceklestirilmistir.

Hareketli faz secimi: EA ve RUT tayini i¢in en uygun hareketli fazi bulmak
amaciyla deneylerde su ve metil alkol karigtmlariin farkli oranlart ile formik asit ve
asetik asit gibi farkl asitler kullanilarak ¢esitli denemeler yapilmistir. Sonug olarak en
uygun hareketli faz A faz1 (su:metil alkol:formik asit; 88:10:2; h/h/h) ve B fazi1 (su:metil
alkol:formik asit; 8:90:2; h/h/h) olarak bulunmustur (Oztiirk, Tungel ve Tungel, 2007).

Akis hiz1 ve kolon sicakligi optimizasyonu: Yapilan ¢alismalarda EA ve RUT en
1yl ayirim elde edilebilmesi i¢in farkli akis hizlar1 (0,7; 0,8; 0,9; 1,0; 1,1 ve 1,2 mL/dk)
ve farkli kolon sicakliklar1 (25°C, 30°C ve 35°C) denenmistir. En uygun akis hiz1 1,0

mL/dk ve kolon sicakligi 30°C olarak belirlenmistir.

Dedektor dalga boyu optimizasyonu: Deneylerde EA ve RUT’un maksimum

absorbans yaptig1 dalga boyunu belirlemek i¢in DAD dedektoriinde 245 nm, 280 nm, 250
nm ve 260 nm gibi farkli dalga boyu degerleri denenmistir. En 1yi sonuglar 254 nm dalga
boyu degerinde elde edilmistir.
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Yapilan optimizasyon ¢aligsmalar1 sonucu belirlenen en uygun kromatografik
kosullar Cizelge 4.1’de verilmistir. Ayrica, HPLC deneylerinde EA ve RUT’un

ayriminda uygulanan gradiyent programi Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Optimum HPLC kosullar

Kolon Fenil kolon (4,6 mmx100 mmx3 pum)

Hareketli faz A (su:metil alkol:formik asit; 88:10:2; h/h/h)
B (su:metil alkol:formik asit; 8:90:2; h/h/h)

Kolon sicakhgi 30°C
Akis iz 1,0 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 20 uL

DAD dedektor dalga boyu | 254 nm

Cizelge 4.2. EA ve RUT tayininde kullanilan gradiyent program

Zaman (dk) B (%)

0 0

1 0
20 10
22 10
24 45
25 45
27 90
28 0
31 0

Ayrica, ¢alisilan 6rneklerden EA ve RUT’un en iyi sekilde ekstrakte edilmesi i¢in
farkli ¢oziiciiler ve SPE kolonlar1 (C18 ve C18-OH) gibi da denenmistir. Sonug olarak,
bitkisel iirlin matriksleri i¢in en uygun olarak bulunan C18-SPE kolonu ile yapilan 6rnek
hazirlama ve saflagtirma yontemi tezin “3.6.4. SPE yontemi’’ bdliimiinde agiklanmistir.

Sekil 4.1°de optimum HPLC kosullarinda elde edilen 3,42x10° M IS1 ve 3,5x10°
> M 1S2 igeren 5,00x10° M EA ve 2,29x10° M RUT standartlarina ait kromatogram
gorilmektedir. Gelistirilen HPLC yontemi ile EA, RUT, IS1 ve IS2 ayn1 anda 18 dakika

37



icerisinde ayrilmistir. Belirlenen optimum HPLC kosullarinda EA yaklasik 16,3 dakika
ve RUT 17,3 dakikada ayrilmistir.

L e

Sekil 4.1. Optimum HPLC-DAD kosullarinda elde edilen 5,00%10% M EA ve 2,19x10” M RUT standart

cozeltileri ile IS1 ve IS2 ye ait kromatogram

EA ve RUT i¢in optimize edilen HPLC-DAD yo6nteminin validasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir.

4.2. HPLC-DAD Yontem Validasyon Calismalari

EA ve RUT i¢in gelistirilen HPLC yontemi Uluslararast Uyumluluk Konferansi
(International Conference on Harmonization, ICH)’na gére dogrusallik, gozlenebilme
smirt (LOD), tayin alt sinir1 (LOQ), kesinlik, dogruluk ve kararlilik parametreleri
kullanilarak valide edilmistir (ICH, 1996).

4.2.1. Dogrusallik ve duyarhhk

Deneylerde matriks uyumlu kalibrasyon egrisi yontemi kullanilmistir. HPLC-
DAD yonteminin dogrusallik calismalarinda bos 6rnek matriksi olarak secilen yaban
mersini pekmezi lizerine standartlar eklenerek sonrasinda SPE yapilmistir. EA i¢in
(3,33x107, 1,67x10°, 3,33x10°, 5,0x10° ve 6,67x10°% M) ve RUT igin (2,92x107,
7,29x10°°, 1,46x10°, 2,19x107 ve 2,92x107 M) derisim araligindaki standart ¢ozeltileri

kullanilarak kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Bu ¢ozeltilerin 3 giinde ve 5’ser kez (n=5)
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enjeksiyonlar1 yapilmistir. Bos 6rnek matriksi olan yaban mersini pekmezinden 1 g
tartilip iizerine EA ve RUT standartlarinin her derisim i¢in uygun hacmi eklendikten
sonra 10 mL tamamlanana kadar ultra saf su ilave edilmistir. Daha sonra 200 pul HCI
eklenip ultrasonik su banyosunda 2-3 dakika karistirilip C18-SPE yontemi (Sekil 3.4) ile
ekstraksiyon yapilmistir. SPE yapildiktan sonra 0,45 um’lik siringa filtresi ile siiziilmiis
cozeltiden 500 puL alinarak iizerine 280 pL ultra saf su, 20 pL formik asit, 100’er pL
IS’lardan (MP ve EP) eklenmistir. Boylece tiim farkli derisimdeki EA ve RUT standart
cozeltileri ayn1 sekilde hazirlanmistir. Caligmalarda standartlarin ve i¢ standartlarin pik
normalizasyon (PN) oranlari (R= PNStd/PNIS, PN= pik alani/pik alikonma zamani)
kullanilarak hesaplamalar yapilmistir. LOD Ve LOQ degerleri asagida verilen esitlikler

yardimi ile hesaplanmistir.
LOD = 3,3 x standart sapma (SS)/egim (m)
LOQ = 10 x standart sapma (SS)/egim (m)

Esitliklerdeki, SS= diislik derisimdeki standart madde ¢6zeltisinin standart sapma

degeri ve m= kalibrasyon egrisinin egim degeridir.

EA ve RUT un her bir i¢ standart (IS1 ve IS2) i¢in regresyon analiz sonuglari
Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Ayrica sambucol 6rnekleri igin gelistirilen HPLC-DAD
yontemi ile belirlenen LOD ve LOQ degerleri de bulunmaktadir. Bitkisel kaynakli
matrikslerde EA ve RUT tayini i¢in bu tez ¢alismasinda gelistirilen yontemde yiiksek
korelasyon katsayilar1 (r’= 0,9916-0,9985) ile dogrusal grafikler elde edilmistir.
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Cizelge 4.3. EA ve RUT 'un regresyon analiz sonug¢lar

Giin ici (n=5)

Giinler arasi (n=15)

1. Giin 2. Giin 3. Giin
EA (IS1
Egim+SS 251334 + 3325 163496 + 2278 112347 + 1555 161294 + 1388
Kesim£SS -0,09901 + 0,01298 -0,02105 £ 0,009211 0,03347 + 0,006400  -0,01508 = 0,005066
r? 0,9963 0,9957 0,9958 0,996
LOD 3,36x10% M
LOQ 1,02x107 M
EA (IS2)
Egim+SS 532376 + 5055 340660 + 6469 237613 + 2756 338558 +4175
Kesim+SS -0,1576 + 0,02084 -0,01331 £ 0,02552  0,09912 +0,01145 -0,007469 + 0,01446
r? 0,9985 0,9928 0,997 0,9943
LOD 3,43x10% M
LOQ 1,04x107 M
RUT (S1)
Egim+SS 60243 + 804,8 101461 + 2082 86981 + 1247 58851 +£491,4
Kesim+SS -0,02451 £ 0,01452 -0,04624 + 0,03460  0,09918 + 0,02230 0,004566 + 0,008406
r? 0,9954 0,9916 0,9953 0,9966
LOD 6,35x10% M
LOQ 1,92x107 M
RUT (IS2)
Egim+SS 124522 + 1190 140529 + 2100 117750 + 1944 124224 + 897,4
Kesim+SS 0,02118 +£0,02135 0,07293 + 0,03741 0,1447 £ 0,02987 0,05418 £0,01543
r? 0,998 0,9953 0,9948 0,997
LOD 6,99x10% M
LOQ 2,12x107 M

r2; regresyon katsayisi, SS: standart sapma

4.2.2. Kesinlik

Gilin i¢i ve giinler arasi1 tekrar edilebilirlik ile HPLC yonteminin kesinligi

degerlendirilmistir. Bu amagla yaban mersini pekmezine 3 farkli derisimde EA (3,33x10

™M, 3,33x10° M ve 6,67x10° M) ve RUT (2,92x107 M, 1,46x10° M ve 2,92x10"> M)

cozeltileri eklenerek C18-SPE ile ekstraksiyon yapilmistir. Deneyler 3’er giin ve 5’ser

kez (n=5) olacak sekilde tekrar edilmistir. Yontemin kesinligi ile ilgili sonuglar Cizelge

4.4’de verilmisti. EA ve RUT i¢in hem IS1 hem de IS2 ile ilgili veriler

degerlendirildiginde giin i¢i ve giinler arasi kesinlik sonuclarina gére %BSS degerlerinin
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%7,38’den kiigiikk oldugu bulunmustur. Sonu¢ olarak bu yontem icin yiiksek

tekrarlanabilirlikte sonuclar elde edilmistir.

Cizelge 4.4. Kesinlik sonuglar

Giin ici (n=5) Giinler arasi
EA Derisimi (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=15)
ISy
X 0,055 0,051 0,059 0,055
3,33x107 SS 0,001 0,001 0,001 0,004
%BSS 1,72 2,87 1,84 7,38
X 0,490 0,511 0,527 0,508
3,33x10°¢ SS 0,007 0,007 0,006 0,017
%BSS 1,47 1,40 1,16 3,42
X 1,005 1,066 1,064 1,045
6,67x10°° SS 0,030 0,008 0,019 0,035
%BSS 3,02 0,73 1,77 3,36
Giin ici (n=5) Giinler arasi
EA Derisimi (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=15)
Is2)
X 0,153 0,140 0,132 0,142
3,33x107 SS 0,003 0,002 0,005 0,009
%BSS 1,92 1,56 3,61 6,45
X 0,898 1,028 0,997 0,986
3,33x10°¢ SS 0,004 0,012 0,007 0,053
%BSS 0,46 1,16 0,70 5,36
X 1,93 2,264 2,240 2,170
6,67x10° SS 0,006 0,014 0,006 0,146
%BSS 0,31 0,62 0,25 6,72

X : ortalama; SS: standart sapma; %BSS: ylizde bagil standart sapma
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Cizelge 4.4. devam Kesinlik sonuglari

Giin ici (n=5) Giinler arasi
RUT Derisimi (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=15)
(1S1)
X 0,044 0,048 0,048 0,046
2,92x107 S8 0,001 0,002 0,002 0,002
%BSS | 3,52 3,72 3,44 5,47
X 0,915 0,957 0,974 0,950
1,46x10° ss 0,034 0,005 0,012 0,033
%BSS | 3,70 0,55 1,20 3,48
X 1,933 1,680 1,795 1,801
2,92x10° ss 0,042 0,022 0,038 0,103
%BSS | 2,17 1,33 2,14 5,73
Giin ici (n=5) Giinler arasi
RUT Derisimi (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=15)
(1S2)
X 0,119 0,105 0,113 0,110
2,92x107 By 0,004 0,003 0,003 0,007
%BSS | 3,00 2,68 2,52 5,90
X 1,046 1,087 1,871 1,027
1,46x10° ss 0,010 0,016 0,036 0,055
%BSS | 0,54 0,83 1,95 2,86
X 3,766 3,780 3,789 3,779
2,92x10° ss 0,048 0,043 0,016 0,037
%BSS | 128 1,14 0,42 0,97

4.2.3. Dogruluk

HPLC-DAD yonteminin dogruluk ¢alismalari, bos 6rnek matriksi olarak secilen
yaban mersini pekmezi iizerine ekstraksiyon islemi oncesinde derisimi bilinen EA ve
RUT standart c¢ozeltileri eklenerek %GK  degerlerinin  hesaplanmasi1 ile
gerceklestirilmistir. %GK degerlerinin hesaplanmasi i¢in yaban mersin pekmezine 3
farkli derisimde standart EA ve RUT c¢ozeltisi eklenerek SPE yontemi uygulanmigtir. Geri

kazanim deneylerinde her bir derisimdeki ¢ozeltilerin 6'sar kez enjeksiyonu yapilmistir.

Dogruluk verilerinin hesaplanmasinda kalibrasyon egrilerinin denklemleri

kullanilmistir. Cizelge 4.5’de EA ve RUT i¢in %GK, SS ve %BSS degerleri verilmistir.
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Sonug olarak, %90,46—103,38 araliginda yiiksek geri kazanim degerleri ile yiiksek

dogrulukta sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4.5. Dogruluk sonuglar

Matrikse eklenen % Geri Kazanim SS %BSS
derisim (M) (n=6)

3,33x107 97,13 5,58 5,75

EA (IS1) 3,33x106 97,34 3,24 3,32
6,67x10°6 99,03 2,71 2,74

3,33x107 91,88 3,63 3,95

EA (IS2) 3,33x106 90,46 1,64 1,81
6,67x10°6 100,00 0,69 0,69

2,92x107 96,92 3,48 3,59

RUT (IS1) 1,46x107 102,15 3,30 3,23
2,92x10° 103,38 4,05 3,92

2,92x107 98,18 4,81 4,90

RUT (IS2) 1,46x10° 102,65 2,79 2,71
2,92x10° 102,68 1,02 0,99

4.2.4. Kararhhk (Stabilite)

Kararlilik ¢alismalarinda 2’ser farkli derisimde EA (1,67x10°° M ve 5,0x10°° M)
ve RUT (7,29x10° M ve 2,19x10> M) ¢dzeltilerinin her biri i¢in kisa dénem, uzun dénem
ve dondurma-¢6zdiirme kararliliklar1 4’er kez (n=4) enjeksiyonlar1 yapilarak EA ve RUT
bilesiklerin kararli olup olmadigini incelenmistir. Cozeltilerin herbiri %50 MeOH ile
hazirlanmistir. Kisa donem kararliligi i¢in hazirlanan standart cozeltileri 24 saat
karanlikta ve oda sicakliginda bekletilmistir. Uzun donem kararlilik c¢alismalarinda
cozeltiler 15 giin siireyle -20°C’de tutulmustur. Dondurma-¢6zdiirme kararliliklar ise
cozeltilerin li¢ dongii olarak -20°C’de dondurulmasi ve daha sonra oda sicakliginda
coziilmesi ile deneyler yapilmistir. EA ve RUT’un farkli saklama kosullarindaki
kararliliklar1 i¢in %GKve %BSS degerleri hesaplanmis ve Cizelge 4.6’da verilmistir.
Cizelge 4.6’deki %GK verileri incelendiginde RUT’un belirtilen kosullarda kararh
oldugu gosterilmistir ancak EA’nin kisa donem ve dondurma-¢ozdiirme kararliliklarinin
kotii oldugu goriilmiistiir. Bu yilizden deneyler boyunca EA ¢ozeltileri, -20°C’de tutulan

stok ¢ozeltisinden giinliik olarak hazirlanmistir.

43



Cizelge 4.6. Kararlilik sonuglari

Derisim (M) Kisa Donem Kararhihk Uzun Dénem Dondurma-Cozdiirme
(24 saat, oda Kararhhk Kararhhg (3 dongii)
sicakliginda) (15 giin, —20°C)

9% Geri %BSS  %Geri %BSS % Geri %BSS
Kazanim Kazanim Kazanim
(ortalama=SS) (ortalama+£SS) (ortalama+SS)

EA 1,67x10°¢ 55,17+0,94 1,70  64,17+0,51 0,79 Bozulma —

5,0x10° 52,77+0,72 1,37 97,41£1,55 1,59  Bozulma —

RUT 7,29%107° 99,15+2,52 2,54 103,71+4,48 4,32 108,30+2,83 2,61

2,19x10° 98,24+0,55 0,56  105,48+1,02 0,97 114,67+1,46 1,28

4.3. Gelistirilen HPLC-DAD Yénteminin Orneklere Uygulanmasi

EA ve RUT’un ayn1 anda tayinleri i¢in gelistirilen ve validasyonu yapilan HPLC-
DAD yontemi farkli sambucol 6rnekleri, taze nar suyu, kizilcik pekmezi ve karadut
pekmezi gibi cesitli 6rneklere uygulanmistir. Optimum HPLC-DAD kosullarinda bos
yaban mersini pekmezi, baz1 sambucol 6rnekleri, taze nar suyu ve kizilcik pekmezinde
EA ve RUT tayinine ait kromatogramlar Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil
4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de verilmistir. Cizelge 4.7’de EA ve RUT un analiz edilen
bitkisel 6rneklerdeki miktarlar ile ilgili sonuglar verilmistir. Sonuglar her iki i¢ standarda
(IST ve IS2) gore de hesaplanmistir. Deneyler 2 paralel olarak yiiriitiilmiis ve 6rneklerin
4’er kez enjeksiyonlari yapilmistir. Sambucol® orneklerinde EA miktarlar1 IS1 igin
0,178-3,17 mg/kg, IS2 i¢in 0,162-3,51 mg/kg arasinda; RUT miktarlar1 IS1 i¢in 1,13—
4440 mgkg ve 1S2 igin 1,43-375,0 mg/kg arasinda bulunmustur. Sambucol®
cignenebilir tablette EA tespit edilmemistir. Sambucol® ¢ignenebilir sekerde RUT tespit
edilmemistir. Sambucus nigra efervesan tablet (Boos+) ve karadut pekmezi 6rneklerinde
IST (MP) ortamda bagka piklerle karistigi i¢cin IS1’li olan EA ve RUT miktarlar
hesaplanmamistir ve “*” ile gosterilmistir. Taze nar suyunda EA miktar1 IS1 i¢in 40,8
mg/kg ve IS2 icin ise 41,7 mg/kg olarak bulunmus ancak narda RUT belirlenmemistir.
Kizileik pekmezinde EA miktar1 1,018 mg/kg (IS1) ve 0,821 mg/kg (IS2) olarak ve RUT
miktari ise 55,5 mg/kg (IS1) ve 49,56 mg/kg (IS2) olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. Optimum HPLC-DAD kosullarinda elde edilen bos yaban mersini pekmezine ait kromatogram

RUT

'___)

Sekil 4.3. Optimum HPLC-DAD kosullarinda elde edilen sambucol® plus surup ornegine ait kromatogram
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MP (IS1)

RUT

Sekil 4.4. Optimum HPLC-DAD kosullarinda elde edilen sambucus® nigra (zinc+vitC) efervesan tablet
ornegine ait kromatogram
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Sekil 4.5. Optimum HPLC-DAD kosullarinda elde edilen sambucol® kids surup érnegine ait kromatogram
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Sekil 4.6. Optimum HPLC-DAD kosullarinda elde edilen sambucol® efervesan tablet érnegine ait
kromatogram

EA

MP (IS1) EP (I52)

Sekil 4.7. Optimum HPLC-DAD kosullarinda elde edilen nar suyu 6rnegine ait kromatogram
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MP (IS1)

EP (I52)

Sekil 4.8. Optimum HPLC-DAD kosullarinda elde edilen kizilcik pekmezi drnegine ait kromatogram

Cizelge 4.7. Bitkisel iiriin érneklerinde EA ve RUT miktarlar: (mg/kg)

IS1 1S2
Ornekler EA RUT EA RUT
X 3,17 238.0 3,51 236,0
Sambucol plus surup SS 0,208 8,97 0,207 12,2
%BSS 6,55 3,78 5,89 5,17
X 1,24 109,0 0,919 101,0
Sambucol kids surup SS 0,111 6,16 0,013 7,56
%BSS 8,98 5,65 1,41 7,50
X 0,195 1,13 0,162 1,43
Sambutus surup SS 0,006 0,049 0,001 0,085
%BSS 3,12 4,32 0,06 5,92
X 0,178 8,57 0,214 5,96
Sambucol efervesan tablet SS 0,013 0,501 0,004 0,339
%BSS 7,46 5,85 2,01 5,69
X * * 1,40 69,4
Sambucus nigra efervesan tablet SS 0,083 0,68
%BSS 5,94 0,97
X <LOD 4440 <LOD 375,0
Sambucol cignenebilir tablet SS — 6,10 — 11,2
%BSS — 1,37 — 3,00
X 0,274 <LOD 0,247 <LOD
Sambucol ¢ignenebilir seker SS 0,018 — 0,009 —
%BSS 6,55 — 3,82 —
X 40,8 <LOD 41,7 <LOD
Taze nar suyu SS 2,60 — 2,52 —
%BSS 6,36 — 6,04 —
X 1,018 55,5 0,821 49,56
Kizileik pekmezi SS 0,038 3,51 0,057 0,96
%BSS 3,70 6,33 6,92 1,95
X 0,245 0,454
Karadut pekmezi SS * * 0,013 0,033
%BSS 5,49 7,38

*= IS ortamda baska piklerle karistigi icin miktar hesaplanmamistir, <LOD= gézlenebilme

strinin altindadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda, insan saglig1 agisindan ¢ok dnemli olan oksitleyici ajanlara
ve serbest radikallere kars1 savunma saglayabilen, viicuttaki hiicrelere ve dokulara zarar
gelmesini Onleyebilen antioksidan 6zellikteki polifenolik bilesiklerden EA ve RUT un
kara miirverden elde edilen gida katki maddelerinde, bazi pekmez ve bazi meyve
sularinda HPLC ile tayinleri yapilmustir. Kara miirver dziitii (Sambucus Nigra, sambucol®
veya miirver) bitkisel kaynakli polifenolik bilesikler arastirilirken en sik rastlanilan
meyve ekstresidir ve sagliga faydalari nedeniyle de son zamanlarda kara miirverler ile
ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde en sik fenolik asitler ve flavonollerin ¢alisildigi
goriilmektedir. Sambucus® disinda diger bitki kaynakli polifenol bilesiklerince zengin
olan sebze ve meyveler 6zellikle de nar meyvesidir ¢linkii nar kalp, bobrek, cilt ile ilgili
cesitli hastaliklarin riskini azaltir ve ayrica genel fiziksel ve zihinsel sagligi da
desteklemektedir. Narin antioksidan aktivitesinin yesil ¢ay gibi diger diyet polifenol
kaynagindan ii¢ kat daha giiclii oldugu bilinmektedir. Pekmezler de dut, karadut, andiz,
liziim, pancar, hurma, yaban mersini ve kizilcik gibi pek ¢ok meyveden elde edilebilen

ve Ozellikle de anemi gibi hastaliklarda beslenmemizde 6nemli bir yeri olan gidalardir.

Polifenolik bilesiklerin insan sagligi acisindan son derece Onemli olmalari,
endiistride gidalarda koruyucu ve renklendirici vb. olarak pekcok kullanim alani g6z
oniine alindiginda, bu bilesikleri analiz etmek i¢in her zaman yeni ve gilivenilir analitik
yontemlere gerek duyulmaktadir. Genellikle, polifenolik bilesiklerin tayinlerinde HPLC-
DAD yontemi yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda da cesitli bitkisel
irtin matriks 6rneklerinde EA ve RUT un ayn1 anda tayinleri i¢in basit ve se¢ici olan bir
HPLC-DAD yontemi gelistirilerek ICH (1996)’a gore validasyonu yapilmistir. Bu tez
calismasinda EA ve RUT un, 18 dakikalik bir siirede ve literatiirden farkli olarak fenil
kolonu (4,6 mmx100 mmx3 pm) kullanilarak ayirimlar gergeklestirilmistir. Gelistirilen
yontem, kesinlik, dogruluk, gézlenebilme sinir1 (LOD), tayin alt sinir1 (LOQ) ve kararlilik

validasyon parametreleri ile valide edilmistir.

Bu tez kapsaminda ¢alisilan kara miirverde EA ve RUT un HPLC-DAD yontemi
ile tayinine yonelik az sayida ¢aligmaya rastlanmistir. Ozellikle EA ve RUT ile ilgili
literatiirdeki ¢alismalar1 incelendiginde fenil kolonu kullanilarak yapilan bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Ayrica bilgimiz dahilinde literatiirde eczanelerde veya bazen

marketlerde efervesan tabletleri seklinde satilan sambucol® gida takviye edici
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numunelerinde HPLC-DAD yontemi ile fenil kolon kullanilarak EA ve RUT un ayrildig

bir ¢aligmaya da rastlanmamastir.

Sonug olarak, gelistirilmig ve valide edilmis olan HPLC-DAD yontemi bitkisel
iirlin 6rneklerine bagarili bir sekilde uygulanmistir. Gelistirilen bu yontem, polifenolik
bilesiklerin tayinleri, gida ve ilag¢ analiz laboratuvarlarinda kullanilmalari i¢in 6nerilebilir.
Kara miirver 6rnekleri ile calisacak arastirmacilar i¢in bu tez ¢alismasinin faydali olacagi

sOylenebilir.
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