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OZET

HUNNAP BITKIiSINDE KUERSETININ HPLC-DAD iLE TAYINIi

Berna AKKURT

Yiiksek Lisans Tezi

Kirklareli Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Danisman: Prof. Dr. Cemile OZCAN
Es Danisman: Dog. Dr. Ulviye CEBI
Ocak 2025, 46 sayfa

Bu ¢alismada, Kirklareli ilinde yetisen hiinnap bitkisinde kuersetin, yiiksek hassasiyetli
HPLC-DAD kullanilarak ¢oktiirme yapilmadan dogrudan tayin edilmistir. Yontem
gelistirme asamasinda, HPLC-DAD enjeksiyon hacmi, dalga boyu, akis hizi ve kolon
sicaklig1 gibi parametreleri optimize etmek icin kullanilmustir. ideal dalga boyu olan 255
nm ile kuersetinin 0,1-25 ppm dogrusal aralikta dogrusalliga sahip oldugu gosterilmis ve
LOD LOQ degerleri sirasiyla 0,02 ppm-0,07 ppm olarak bulunmustur. Giin i¢i ve glinler
arasi tekrarlanabilirlik i¢in ylizde bagil standart sapma sirastyla %0,1 kadar diisiik ve
%4,8 kadar yiiksekti. Olusturulan teknik, uygun teknik kullamilarak ekstrakte edilen
hiinnap oOrnekleri iizerinde basariyla kullanilmistir. Ayrica, yontemin dogrulugu i¢in
hiinnap 6rneklerine standart kuersetin ¢ozeltisi eklenmis ve >%95 oraninda geri kazanim
elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hiinnap, Kuersetin, HPCL-DAD



ABSTRACT

DETERMINATION OF QUERCETIN IN JUJUBE PLANTS BY
HPLC-DAD

Berna AKKURT

MSc Thesis

Kirklareli University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Cemile OZCAN
Co-supervisor: Assoc. Dog. Dr. Ulviye CEBI
January 2025, 46 pages

In this study, quercetin was directly determined in jujube plants growing in the province
of Kirklareli using high sensitivity HPLC-DAD without precipitation. During the method
development phase, HPLC-DAD was used to optimize parameters such injection volume,
wavelength, flow rate, and column temperature. With an ideal wavelength of 255 nm,
quercetin was shown to have linearity within the linear range of 0.1-25 ppm, and the
LOD LOQ values were found to be 0.02 ppm-0.07 ppm, respectively. The percentage
relative standard deviation for intra-day and inter-day repeatability was as low as 0.1%
and as high as 4.8%, respectively. The created technique was successfully used on jujube
samples that were extracted using the proper technique. In addition, standard quercetin
solution was added to the jujube samples for the accuracy of the method and >95%
recovery was achieved.

Keywords: Jujube, Quercetin, HPLC-DAD
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida
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1. GIRIS

Flavonoidler, polifenol alt grubunda yer alan fenolik bilesiklerdir. Bugiline kadar
8000’den fazla bilinen fenolik bilesik bulunmaktadir. Saglik agisindan énemli faydalar
olan flavonoidlerin antialerjenik, antiviral, antiinflamatuar ve damar genisletici 6zellikleri
oldugu bilinmektedir [1-2]. Geleneksel tipta, 6zellikle Covid-19 salgin siirecinin ardindan
dogala doniis yani bitkilere yonelim artmistir. Caligmalarda, bazi bitkilerin antioksidan,
antimikrobiyal, antialerjenik, antiviral ve antiinflamatuar gibi bircok farkli islevi
oldugunu bildirmektedir [3-4].

Bu calismada tayini yapilan kuersetin flavonoidi, serbest radikalleri notralize etmeye ve
cesitli kronik hastaliklarla baglantili olan antioksidan 6zellikler sergiledigi, alerji, astim
ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi durumlar1 potansiyel olarak hafifletigi ile ilgili
calismalar bulunmaktadir [5-6]. Calismada hiinnap bitkisindeki kuersetin tayini yapilmasi
amaglanmaktadir. Hiinnapin geleneksel tipta uzun bir gegmise sahip oldugu ve saglik
acisindan da faydalar sundugu bildirilmektedir [7-10].

Dogal iirlinlerdeki flavonoidlerin karakterizasyonu ve tayini igin yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC), niikleer manyetik rezonans spektrofotometresi (NMR), infrared
(IR), ultraviyole-goriiniir bolge (UV-Vis), gaz kromatografisi (GC), yiiksek performansl
sivi  kromatografisi-kiitle ~spektrometresi (HPLC-MS), gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) gibi ¢ok sayida modern teknikler kullanilmaktadir [11].
UV/goriiniir dedektorler HPLC analizinde en ¢ok kullanilan dedektdrler arasindadir ve
genellikle diyot array dedektorii (DAD) seklindedir. DAD, bir dalga boyu araligindaki
piklerin spektrumlarinin eszamanli olarak alinmasini saglar. Bu 6zellik, en uygun dalga
boyunun secilmesini saglayarak hassasiyetin artmasina neden olur [12-13]. Dogal
ornekler milyonlarca bilesik igerebildiginden kromatografik yontemler kullanilarak
bunlarin birbirinden ayrilmasi daha biiylik 6neme sahiptir. Calismamizda hiinnap
meyvesindeki kuersetin analizi i¢in yliksek hassasiyet ve dogrulugu nedeniyle tercih
edilen bir yontem olan yiiksek performansli sivi kromatografisi- diyot dizi dedektorii

(HPLC-DAD) kullanilmistur.



Caligmamizda, Kirklareli ilinde yetistirilen hiinnap bitkisindeki antioksidan, anti-
mikrobiyal, radikal giderme, iilser giderici (anti-iilser), antiinflamatuar, antikanser, vs.
Ozellik tastyan polifenollerden flavonoid alt grubundan bir flavonol olan kuersetin bilesigi
HPLC-UV-DAD cihaz1 ile metot validasyonu, dogrulamasi ve gercek oOrnekteki

miktarinin belirlenmesi amaglandi.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Hiinnap

Hinnap (Ziziphus jujuba L.), Rhamnaceae familyasina ait, dogrudan tropikal ve
subtropikal iklimlerde yetisen, olduk¢a dayanikli ve uzun 6miirlii bir bitkidir. Asya'nin
cesitli bolgelerinde yetisen, 6zellikle Cin, Kore, Japonya ve Hindistan’da yaygin olarak
bulunan hiinnap bitkisi, genellikle 4-6 metreye kadar uzayabilen bir agagtir. Meyveleri
olgunlastiginda genellikle kirmizims1 kahverengi renginde ve yuvarlak ya da oval bir
sekle sahiptir [14]. Hiinnap meyvesi, binlerce yildir geleneksel Cin tibbinda besin ve ilag
olarak kullanilmaktadir [15]. Bunun yani sira, bu bitkinin toprak erozyonunu azaltma ve

cevresel iyilesme saglama gibi ekolojik yararlar1 da bulunmaktadir [16].

Hiinnap meyvesi, yiiksek besin degeri ve sagliga olan yararlari ile dikkat gekmektedir.
Iceriginde bol miktarda C vitamini bulunur ve bu sayede bagisiklik sistemini
desteklemektedir. Ayrica B vitaminleri, potasyum, kalsiyum, fosfor, magnezyum ve
demir gibi mineraller de meyvede yer alir. Antioksidan 6zelliklere sahip olan flavonoidler
ve saponinler de hiinnapta bulunmaktadir [17]. Bu bilesikler, viicuttaki serbest
radikallerle savasarak hiicrelerin yaslanmasini yavaslatmaya ve bagisiklik sistemini
giiclendirmeye yardimci olmaktadir. Ayrica, hiinnapta bulunan polifenoller ve
triterpenoid bilesiklerin kardiyovaskiiler saglik lizerinde olumlu etkiler yaratabilecegi

arastirmacilar tarafindan one siirilmektedir [18-19].

Hiinnap, Cin tibbinda ve geleneksel tipta genellikle stresle basa ¢ikmak, uyku
bozukluklarini iyilestirmek ve sindirim sorunlarini hafifletmek amaciyla kullanilir [14].
Hiinnap 6zlerinin, 6zellikle kanser hiicrelerinin biiylimesini engelleme potansiyeline
sahip oldugu ve ¢esitli kanser tiirlerine kars1 koruyucu bir etki sagladig1 gézlemlenmistir.
Ayrica, yapilan bazi klinik ¢alismalarda hiinnap 6zlerinin anti-inflamatuar, antikanser ve

antioksidan etkileri oldugu gosterilmistir [20-21].

Hiinnap, sadece meyvesiyle degil, ayn1 zamanda ¢esitli saglik yararlariyla da modern tipta

dikkat cekmektedir. Hiinnap 6zleri, bagisiklik sistemini giiclendirmek, kardiyovaskiiler



hastalik risklerini azaltmak ve sindirim sistemini desteklemek gibi faydalari

bulunmaktadir. Ayrica, son yillarda yapilan arastirmalar, hiinnap o6zlerinin bilissel

islevleri iyilestirdigi ve norolojik hastaliklar iizerinde potansiyel terapotik etkiler

sagladigina dair bulgular da sunmaktadir [22-23].

Hiinnap bitkisinin 6zellikleri irdelendiginde;

>

Antioksidan ozellikleri: Yiiksek seviyedeki C vitamini ve flavonoidler,
hiinnap1 hiicreleri oksidatif stres ve iltihaptan korumaya yardimci olan
giiclii bir antioksidan yapar. Caligsmalar, bu bilesiklerin kalp hastalig1 ve
kanser gibi kronik hastalik riskini azaltabilecegini [14],

Bagisiklik destegi: Hinnaptan elde edilen polisakkaritler, viicudun
savunma mekanizmalarin1 giliclendirmeye yardimci olan bagisiklik

sistemini gii¢lendirici [24],

Sindirime yardimci: Geleneksel olarak hiinnap, oOzellikle kabizligin
tedavisinde ve lif igerigi nedeniyle bagirsak hareketliliginin

iyilestirilmesinde sindirim sagligin1 destekledigi [25],

Uyku yardimi ve sakinlestirici etkiler: Hiinnap genellikle geleneksel Cin
tibbinda uykusuzluk ve anksiyeteyi tedavi etmek i¢in kullanilr.
Saponinler de dahil olmak iizere bazi bilesiklerin sakinlestirici etkileri

oldugu [26],

Kan dolasimi ve kardiyovaskiiler saglik: Hiinnaptaki potasyum icerigi kan
basincin1 diizenlemeye yardimci olabilirken, antioksidan ozellikleri

kolesterolii diisiirmeye ve kalp sagligini iyilestirmeye [27] yardimci olur,



2.2 Flavonoidler

Flavonoidler, degisken fenolik yapilara sahip bir grup dogal maddeye aittir ve meyve,
sebze, tahil, aga¢ kabugu, kok, sap, ¢igek, ¢ay ve sarapta bulunur [28]. Bu dogal tirtinler,
flavonoidlerin etkili bilesikler olarak izole edilmesinden ¢ok Once saglik iizerindeki
yararli etkileri ile bilinmekteydi. Birgogu ¢i¢cek, meyve ve yapraklarin ¢ekici renklerinden
sorumlu olan 4000’den fazla flavonoid ¢esidi tanimlanmustir [29]. Temel olarak,
flavonoidler diisiik molekiil agirliklarina sahip olup bitkilerin ikincil metabolitleridir.
Flavonoidlerin karmasikligi, hidroksilasyon seviyesi i¢in temel kategoriye, ayirt edici
konjugasyonlara, ikamelere ve ayrica polimerizasyon seviyesine baghdir [30].
Flavonoidlerle yapilan ¢alismalarda canli ve insan iizerinde bir¢ok faydali etkisi oldugu

saptanmustir [31,32].

Flavonoidler, temel iskeletlerindeki modifikasyonlara gore yedi alt sinifa ayrilir; bu alt
siniflar flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, kalkonlar, katesinler ve
antosiyaninleri igerir [33]. Calismada analizi yapilan kuersetin bilesigi flavonoid alt

smifindan flavonol alt grubu bilesigidir.
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Sekil 2.1. Flavonoid sinifina ait bilesikler

2.2.1. Flavonoller

Flavonoller, flavonoid ailesine ait bilesiklerdir ve bitkilerde bulunan, ozellikle

antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip bir grup bilesigi ifade eder. Flavonoller,



genellikle Ci5H1002 formiiliine sahip olup, bir C-ring ve fenolik gruplar iceren
bilesiklerdir. Bu bilesikler, hiicrelerdeki serbest radikalleri nétralize etme kapasitesine
sahip olup, kalp ve damar sagligi iizerinde olumlu etkilere sahiptirler. Flavonoller
arasinda en bilinenler myrisetin, kamferol ve kuersetin gibi bilesiklerdir. Bir bitki
pigmenti olan kuersetin (CisH100-), giiglii bir antioksidan olup ¢ogunlukla sogan, liziim,
cilek, kiraz, brokoli ve turunggillerde bulunan bir flavonoldiir. Cesitli ilag toksisitelerinin
neden oldugu doku hasarma kars1 koruyucu yeteneklere sahip oldugu bilinen ¢ok yonlii
bir antioksidandir [34]. Kuersetin, giiglii antioksidan [35], anti-enflamatuar [36],
kardiyovaskiiler [37], antikanser [38] ve gastrik koruma [39] 6zellikleri nedeniyle son
yillarda biiyiik ilgi gérmiistiir. Cesitli meyve, sebze ve bitkilerde bulunabilir [40,41] ve
cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin [37], norodejeneratif hastaliklarin [42] ve kanserin
[38] onlenmesi ve tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. Kuersetin, metanol (4,0
mg/mL, 37 °C’de orta derecede ¢oziiniirliikk) ve dimetil siilfoksit (25 °C’de 150 mg/mL,
yiiksek ¢oziiniirliik) gibi organik ¢éziiciilerde ¢oziiniir. Ote yandan, suda ise diisiik

¢oziiniirliige sahiptir (25 °C’de yaklasik 0,01 mg/mL) [43,44].

OH
OH

HO O

OH
OH O

Sekil 2.2. Kuersetin bilesiginin yapist



Cizelge 2. 1 Kuersetinin fiziksel 6zellikleri

Ozellik Deger Aciklama

Kimyasal formiil CisH1007 Flavonoid yapisinda.

Molar kiitle 302,24 g/mol Molekiil agirligi.

Fiziksel goriiniim Sar1-yesil kristal toz Saf haliyle kristal yapida.

Erime noktasi 316-317 °C Kristal yapi i¢in erime noktasi.
Coziintirliik (suda) Diisiik Organik ¢oziiclilerde ¢oziiniir.
Yogunluk 1,799 g/cm? Kristal yapisina bagli olarak.

pKa degeri ~6,8-7,8 Asitlik degeri (fonksiyonel gruplar).

UV-Vis absorpsiyon 256 nm ve 370 nm Maksimum absorpsiyon dalga boyu.

2.3. HPLC

HPLC, s1v1 kromatografi yontemlerinden biridir ve 6zellikle analitik kimya ve biyokimya
alanlarinda yaygin olarak kullanilir. Bu yontem, bir karisimdaki bilesenlerin ayrilmasini,
analiz edilmesini ve saflastirilmasini saglar. HPLC’nin ¢alisma prensibi, yiiksek basing
altinda bir s1vi mobil fazin, sabit bir faz (kolon) lizerinde gecirilmesi ile baslar. Bilesenler,
kolon i¢indeki sabit fazla etkileserek farkli hizlarla hareket eder ve bu sayede karisimdaki
bilesenler birbirinden ayrilir. HPLC’de kullanilan kolonlar genellikle silika bazlidir ve
mobil fazlar gesitli ¢oziiciilerden olusabilir [45]. Kolondan ¢ikan bilesenler, genellikle

UV-Vis, DAD veya kiitle spektrometrisi gibi cihazlarla dedekte edilir.

HPLC, farmasotik endiistride ilag bilesenlerinin saflagtirilmasi ve kalite kontrolii gibi
onemli uygulamalara sahiptir. Ayrica ¢evre analizlerinde su, hava ve toprak 6rneklerinin
kirletici bilesenler agisindan incelenmesi igin kullanilir [46]. Gida endiistrisinde ise gida
katki maddeleri, pestisit kalintilar1 ve vitaminlerin analizinde biiyiik bir rol oynar.
HPLC’nin avantajlar1 arasinda yiiksek hassasiyet, karmasik karisimlarin ayrilmasi ve
farkli kolon tipleri ile mobil fazlar lizerinde 6zellestirme segenekleri bulunur. Bununla
birlikte, HPLC’nin dezavantajlar1 arasinda yiiksek maliyetli ekipman ve g¢oziiciiler

gerektirmesi ile ¢oziicii tiiketiminin uzun siireli kullanimlarda yiiksek olmasi yer alir [45].

HPLC’de analiz yapilirken analiz edilecek drnekle bilesenleri tastyan sivi faz mobil faz
olarak adlandirilir. Bu sivi, ¢oziiciilerden veya ¢oziicli karisimlarindan olusur. Mobil
fazin tasinmasi esnasinda bilesenlerin tutunmalarini saglayan kolonlarindaki dolgu

maddesi genellikle silika bazli kati bir sabit fazdir. Kolonun uzunlugu ve i¢indeki sabit



fazin 6zellikleri, analizin hassasiyetini etkiler. Kolondan ¢ikan bilesenler, genellikle UV-

Vis dedektorii veya kiitle spektrometrisi gibi cihazlarla tespit edilir.

HPLC uygulamalar1 irdelendiginde; biyoteknoloji ve farmasotik endiistriden cevre
analizlerine, gida ve igecek endiistrisinden kimyasal endiistriye kadar birgcok bilesenin
ayirma ve saflastirilmasinda kullanilmaktadir. Ilag bilesenlerinin saflastiriimasi ve kalite
kontrolii, su, hava ve toprak orneklerinin kirletici bilesenler agisindan incelenmesi, gida
katki maddeleri, pestisit kalintilar1 ve vitaminlerin analizlerinde yiiksek dogruluk ve

hassasiyette kullanildig1 bilinmektedir [47].

2.3.1. HPLC dedektorler

HPLC sistemlerinde kullanilan dedektorler, ayrilmis bilesenlerin tespit edilmesini ve
Olciilmesini saglayan 6nemli bilesenlerdir. HPLC dedektorleri, ¢esitli fiziksel ve kimyasal
Ozelliklere dayali olarak calisir ve analitik uygulamalarda biiyiikk oneme sahiptir.
HPLC’deki dedektorler, genellikle bilesiklerin konsantrasyonlarini, kimyasal yapisini
veya diger Ozelliklerini 6l¢mek i¢in kullanilir. Asagida HPLC’de kullanilan baglica

dedektdr tiirleri detaylandirilmistir.
UV/Vis Dedektorleri

Caligma Prensibi: UV-Vis dedektorleri, 6rneklerin ultraviyole veya goriiniir 151k dalga
boylarinda absorpsiyonunu Olcer. Bu dedektorler, bilesenlerin 151k absorpsiyon
ozelliklerinden yararlanir. Bir bilesik, belirli bir dalga boyunda 151k emer ve bu emilim

derecesi bilesigin konsantrasyonuna orantilidir.

Yaygin olarak kullanilan, diisilk maliyetli ve giivenilir dedektorlerdir. Cogu organik
bilesik, 6zellikle aromatik bilesikler ve ¢ift bag igeren bilesikler UV 1s181n1 absorbe
edebilir. Ornegin, DAD bir UV-Vis dedektériidiir. Fakat DAD, bir¢ok dalga boyunda
ayni1 anda d6l¢lim yaparak genis bir spektrumda veri saglar [48-50].

Fluoresans dedektorleri

Calisma Prensibi: Bu dedektorler, bilesiklerin 151k emme ve ardindan fluoresans (1s1k
yayma) Ozelliklerinden yararlanir. Bir bilesik, belirli bir dalga boyunda enerji alir ve bu

enerjiyi daha uzun bir dalga boyunda yayimlar. Fluoresans dedektorleri, genellikle cok



hassas tespit i¢in kullanilir ¢iinkii 151k yayma, 151k emmeden daha diisiik bir yogunlukta

olabilir [50,51].
Kirilma indisi dedektirleri (RID)

Bu dedektor, ¢ozeltinin kirtlma indisini 6lger. Kirilma indisi, bilesenlerin optik
Ozelliklerine dayanir. Bilesikler, 1518 ¢6zeltideki kirilma indisini degistirir ve bu
degisiklik dedektor tarafindan o6l¢iiliir. Organik bilesiklerin tespitinde kullanilan RID, UV
1s181ina duyarli olmayan bilesiklerin analizi i¢in de uygundur. Bu nedenle sekerler veya

glikoz gibi bilesiklerin analizinde kullanilir [50,52].
Elektrokimyasal dedektorler

Elektrokimyasal dedektorler, bir elektrot ile bilesigin oksidasyon veya rediiksiyon
reaksiyonlarmi Olger. Bu tiir dedektorler, 6zellikle iyonik bilesiklerin analizi igin
uygundur. FElektriksel bir sinyal iireterek bilesigin miktarini belirler. Bilesenlerin
elektrokimyasal tepkileri, ¢cok hassas bir sekilde dlgiilebilir ve genel olarak farmasotik

veya biyolojik analizlerde kullanilmaktadir [50,53].
Kiitle spektrometrisi (MS) ile HPLC

HPLC-MS, bilesenlerin kiitle/yiik oranlarini tespit eden bir dedektordiir. HPLC ile ayrilan
bilesikler, bir kiitle spektrometreye yonlendirilir. Kiitle spektrometresi, molekiillerin
kiitlelerini ve yapisal 6zelliklerini belirler. Bu teknik, bilesiklerin kesin tanimlanmasini
saglar. Cok hassas ve 6zgiil analiz sunan MS dedektorleri bilesenlerin kimyasal yapist
hakkinda derinlemesine bilgi vererek farmasotik, cevresel analiz ve toksikoloji

calismalarinda kullanilmaktadir [50].
Yiiklii aerosol detektorii (CAD)

Siv1 fazdaki bilesiklerin aerosoller aracilifiyla elektriksel tespitiyle calisir. HPLC’de
ayrilan bilesikler once bir nozuldan gegirilir ve sonrasinda aerosolize edilir. Bu aerosoller
elektriksel yiikler tasir ve bir dedektdr araciliiyla toplanarak sinyal iiretir. Suya
¢Oziinmiis bilesenlerin analizinde de kullanilan CAD dedektdrleri her tiirlii bilesigi,

UV/Vis dedektdrlerine bagimli olmaksizin tespit edebilir [50,54].



2.4. Literatiir Taramasi

Bakour ve arkadaslari, fenolik bilesikleri tanimlamak ve analizlerini yapmak i¢in HPLC-
DAD cihaz1 kullanmiglar. On familyaya ait on dort bitkiyi etanol ile ekstrakte edip
antioksidan aktivite, toplam fenolik, flavon ve flavonol i¢erigini degerlendiren bir ¢alisma
yapmuslar. Orneklerdeki toplam fenolik icerigini 1,27-99,5 mg/g arasinda degistigini ve
en fazla antioksidan 6zellik gosteren bitkilerin Mentha spicata ve Mentha pulegium tiirii

oldugunu belirlemisler [55].

Hiinnap, geleneksel tipta yaygin kullanilan ve zengin biyolojik aktivite goOsteren
meyvelerden biridir. iceriginde flavonoidler, fenolik bilesikler, vitaminler ve mineraller
gibi sagliga faydali birgok bilesik bulunmaktadir [14]. Son c¢alismalar hiinnap
meyvelerinin antikanser [56], antiinflamatuar [57], gastrointestinal koruyucu [58],
antioksidan [59], antiinsomnia, immiin sistemi uyarict [60] ve noroprotektif etkiler [61]

gibi birgok biyoaktiviteye sahip oldugunu géstermistir [62].

Kuersetin, dogal bir flavonoid olup oksidatif stresin 6nlenmesi ve serbest radikallerin
etkisiz hale getirilmesi gibi 6nemli biyolojik rollere sahiptir. Kuersetinin kanser 6nleyici,
bagisiklik sistemi destekleyici ve ndéroprotektif etkileri literatiirde detayl bir sekilde rapor

edilmistir [63].

HPLC, bitkisel kaynaklardan kuersetin gibi fenolik bilesiklerin tayininde yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Bu yontem, yiiksek hassasiyeti, dogrulugu ve hizli analiz stireleri
ile 6ne ¢ikar. Hiinnapta kuersetin tayini i¢in genellikle HPLC-DAD kullanilir [44]. Shah
ve arkadaslar1, kuersetin tayini igin HPLC-DAD metodunu kullanmiglardir ve mobil faz

olarakta methanol ve su iginde formik asit kullanmiglardir [64].

Aneta ve ark., Ispanyol hiinnap meyvesinin (Ziziphus jujuba Mill.) besin degeri ve saglik
yararlar1 incelemis ve c¢alismada dort Ispanyol hiinnap gesidinin polifenolik bilesimi,
askorbik asit (C vitamini) igerigi ve antioksidan kapasitesini analiz etmisler. Toplam 25
polifenolik bilesik tespit edilmis, bunlar arasinda flavan-3-oller (polifenollerin %92’sini
olusturur) ve flavonoller 6ne ¢ikmistir. Hiinnap meyvesi, 387-555 mg/100 g taze agirlik
araliginda yiiksek askorbik asit igerigiyle dikkat ¢gekmislerdir. Calismada HPLC-MS ile
hiinnap meyvesi ¢esitlerinde belirledikleri kuersetin miktarini 0,2-0,7 mg/100 gdm olarak
belirlemisler. Ayrica, toplam fenolik bilesiklerin igerigi 1442 ile 3432 mg/100 gdm

arasinda degistigini ve antioksidan kapasite degerlendirmesi, polifenoller, askorbik asit
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bilesenleri ile meyvenin giiglii antioksidan Ozelliklerine Onemli katki sagladigini

gosterdigini raporlamislardir [65].

Liao ve ark. yapmis oldugu ¢alismada Ziziphus jujuba var. spinosa bitkisinin dokuz temel
biyoaktif bilesigini (alkaloidler, flavonoidler ve triterpenoidler) es zamanl olarak analiz
etmek i¢in HPLC-DAD-ELSD-MS/MS yontemini gelistirmistir. Ziziphus jujubas
bitkisinin biyoaktif bilesiklerini analiz etmek amaciyla gelistirilen HPLC-DAD-ELSD-
MS/MS yontemine odaklanmaktadir. Calismada, optimum kromatografik kosullar
belirlenmis ve ¢esitli ekstraksiyon yontemleri karsilagtirilmis olup g¢alisma sonunda
alkaloid, flavonoid ve triterpenoid sinifina ait dokuz biyoaktif bilesik es zamanli olarak
tespit edilmistir. Optimum kromatografik kosullar, su ve metanoliin %0,1 formik asit
icerigiyle kullanildigi bir gradiyent eliisyon sistemiyle saglamislardir. Cesitli
ekstraksiyon yontemleri (ultrasonikasyon, vortex ve reflii) karsilastirilarak 50% metanol
kullanimiyla ultrasonik ekstraksiyonun en verimli yontem oldugu belirlemislerdir. Bu
yontem, Z. jujuba’nin kalite kontrolii i¢in hizli ve etkili bir ara¢ sundugunu

raporlamislardir [66].

Xue ve ark yapmis oldugu calismada, Cin hurmasi (Ziziphus jujuba Mill.)'nin farkli
cesitleri, gelisim asamalari ve dokularinda bulunan fenolik asitler ve flavonoidlerin
bilesimi ile icerigi sistematik olarak incelemislerdir. Arastirmacilar, ultra yiiksek
performansli sivi kromatografi (UPLC) kullanarak toplamda 13 fenolik asit ve flavonoid
tespit etmislerdir. Meyvelerde 12, yapraklarda 11 ve govdelerde 10 bilesik bulunmus;
(+)-katesin, rutin, kuersetin, luteolin, spinosin, gallik asit ve klorojenik asit tiim dokularda
ortak olarak belirlemislerdir. Cesitler arasinda igerik bakimindan farkliliklar gézlenirken,
yapraklarda en yliksek, meyvelerde ise en diisiik toplam fenolik asit ve flavonoid igerigi
Olciilmiistiir. Dokular arasinda da bilesik farkliliklar1 saptanmis; meyvede (+)-katesin,
epikatesin ve rutin; yapraklarda kuersetin ve rutin; gévdede ise (+)-katesin ve rutin en
baskin bilesikler olarak tespit etmislerdir. Bu bulgular, yiiksek degerli fenolik asit ve
flavonoid icerigine sahip c¢esitlerin se¢cimi ve islenmesi i¢in Onemli bir referans

saglamustir [67].
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3. MATERYAL VE DENEYSEL YONTEM

Bu béliimde, kuersetin tayini i¢in Ileri Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde
bulunan Agilent marka 1260 Infinity Series HPLC cihazi, 6rneklerin ekstraksiyonu i¢in
de ultrasonik banyo kullanilmistir. Bunlarin yani sira, C18 kolon (5 pum X 4.6 mm x 150
mm) analitik kolon, analitik terazi, muhtelif cam malzemeler, falkon tiipleri, 0,45 um
PTFE enjeksiyon filtresi, buzdolabi, ultra safsu (ELGA marka) gibi ekipmanlardan da
faydalanilmistir.

Kullanilan kimyasallar;

Kuersetin (sigma-aldrich marka, cas numarasi: 117-39-5), metanol (MeOH) (Merck),
asetonitril (ACN) (Merck), formik asit (FA) (Merck), hidroklorik asit (Merck), etanol
(Merck) vb. kimyasallar HPLC grade safliktaydi.

3.1. Hazirlanan Standart Cozeltiler ve Reaktifler

Kuersetin standardi: 0,05 g kuersetin analitik terazide tartilarak 100 mL’lik balon jojeye
alindi. Metanol ortaminda hazirlanan 500 ppm ana stok ¢ozeltiden, 50 ppm ara stok

cozeltisi, ara stok ¢ozeltiden ise seyreltmeler yapilirken ACN kullanildi.

Ara stoktan 0,1-25 ppm araliginda farkli konsantrasyonlarda HPLC’de okunmak iizere
standart ¢ozeltiler hazirlandi. Optimizasyon galismasi yapilirken ise 25 mg/L kuersetin
standardi kullanildi.

Mobil faz: Ultra saf su/MeOH/ACN/FA karisimi (52:42:5:1, h:h:h:h) kullanild1 [68-70].

1,2 M HCI’ in hazirlanmasi: %37’ lik yogunlugu 1,19 g/mL ekstra pure HCI (Merck
100317) ten 9,94 mL alip 100 mL’ ye tamamlanarak 1,2 M HCI ¢ozeltisi hazirlandi [68].

Sitrik asit: HPLC saflikta (Merck) kat1 olarak kullanildi.
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3.2. Kuersetin Tayininde HPLC-DAD Kosullarimin Optimizasyon Calismalar:

Bu amagla HPLC-DAD’da 6nemli olan optimizasyon parametreleri (dalga boyu, akis
hizi, kolon sicakligi, enjeksiyon hacmi) belirlendi. Bu ¢alismada bir parametre
degistirilirken, diger parametrelerde optimum olarak bulunan degerler kullanildi. Elde

edilen kromatogramlar “BULGULAR VE TARTISMA” boliimiinde sunulmustur.
3.3. Orneklerin Temin Edilmesi ve Analize Hazirlanmasi

Hiinnap meyvesi 2022 yilinin Ekim ayinda halk pazarindan satin alinmistir. Satin alinan
numuneler laboratuvara getirilerek musluk suyu, sonra saf su ile yikanarak
cekirdeklerinden ayrildi. 45 °C’de etlivde 3 giin sabit tartima gelene kadar kurutuldu.
Kurutulan 6rnekler titanyum nitriir kapli 6giitiiciide 6gitilldi ve 100 mesh’lik elekten
elendi. Homojenize edilmis olan 1 g’lik kurutulmus hiinnap 6rnekleri 50 mL’lik falkon
tiipline birakilarak tizerine 10 mL metanol, 0,5 g sitrik asit, 1 mL 1,2 M HCI eklendi ve
ultrasonik banyoda yarim saat ekstrakte edildi. Stizge¢ kagidiyla siiziilen ekstraktlarin son
hacimleri 10 mL’ye tamamlandiktan sonra 0,45 um PTFE enjeksiyon filtresiyle siiziilen

ekstraktlardaki kuersetin analizi igin HPLC-DAD cihazina enjekte edildi.

Calismanin dogrulanmasi igin ekstraksiyondan once hiinnap numunelerine standart
ekleme metodu uygulanarak 500 ppm’den 1 mL ve 2 mL kuersetin standardi eklendi.
Ekstraksiyon prosediirii uygulanarak 0,45 um PTFE enjeksiyon filtresiyle siiziilen
ekstraktlardaki kuersetin miktari1 HPLC-DAD cihaz1 analiz edildi ve boylece gergek
ornekteki derisimi hesaplandi. Elde edilen sonuglar “BULGULAR VE TARTISMA”

boliimiinde sunulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada Kirklareli ilinde yetistirilen hiinnap bitkisindeki Kuersetinin yiiksek
hassasiyetli HPLC-DAD ile 6nderistirme olmadan direk tayini amaglanmistir. Bu amagla
HPLC-DAD ile metot gelistirme asamasinda dalga boyu, akis hizi, kolon sicakligi,
enjeksiyon hacmi gibi parametreler optimize edildi. Optimizasyon da secilen

parametrelerin kromatogramlari Sekil 4.1-4.5 arasinda sunulmustur.

HPLC cihaz1 ile calismalar yapilirken solvent se¢imi analizi yapilan bilesiklerin
kromatogramda dogru bir sekilde ayrilmasini, tanimlanmasini, ¢ozlinlirligiini,
tekrarlanabilirligini ve ¢0Oziinlirlik performansini  dogrudan etkiyen en Onemli
parametrelerin basinda gelmektedir [12,45,47]. Bunlarin yanisira gevre dostu solvent
secimi de HPLC analizinde dikkate alinmasi gereken 6nemli bir faktordiir. Yapilan
caligmada literatiirde de bulunan ultra saf su/MeOH/ACN/FA karisimi (52:42:5:1)
karisim1 kullanilmigtir [68-70].

4.1. Dalga Boyu Taramasi

HPLC’de dalga boyu se¢imi kullanilan UV-DAD dedektoriin dogru ve hassas dlgtimler
yapabilmesi acisidan olduk¢a 6nemli faktorlerin basinda gelmektedir. Clinkii bilesikler
belirli dalga boylarinda maksimum absorpsiyon verme 6zelligi tasimaktadirlar. Boylece
secilecek olan dalga boyunun dogru se¢imi, analizlerin tekrarlanabilirligini ve
giivenilirligini etkileyerek dogru sonuca ulasiimasim saglar [12,45,47]. Oncelikle
kuersetinin belirlenmesinde dalga boyu se¢imi i¢in UV-Vis’de maksimum dalga boyu
sinyalinin alindig1 aralik belirlendi ve DAD dedektorde ise bu araliga diismesi muhtemel
dalga boyu degerleri girilerek Kkuersetin i¢in metot validasyon g¢alismasi yapilmistir.
Bunun i¢in 25 ppm kuersetin standardi kullanildi. Enjeksiyon hacmi 20 uL, akis hiz1 0,6
mL/dk ve kolon sicakligi 25 °C sabit deger alinarak DAD dedektorii ile dalga boyu
taramasi yapilmis ve Kuersetin i¢in, maksimum absorpsiyona sahip oldugu spesifik dalga

boyu 6l¢iilmiistiir.
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Dalga boyu taramasinda 254 nm, 255 nm, 256 nm (+2) dalga boylarindan maksimum
dalga boyu 255 nm olarak belirlenmis ve elde edilen kromatogram Sekil 4.1 de

sunulmustur.

308
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Sekil 4. 1 Kuersetin i¢in HPLC-DAD ile dalga boyu taramasi kromatogrami

4.2. Akis Hiz1 Taramasi

Akis hiz1 taramasinda mobil fazin kolondan belirli bir hizla gegerek bilesenlerin
belirlenmesi ve ayrilmasi, kolon iizerinden geg¢me siiresini ve kolon/sistem i¢ basincini
dogrudan etkilemektedir [12,45,47]. Mobil fazda kullanilan ¢6ziiciilerin kolonda
ilerlerken her biri fakli sekilde analiz performansini etkilediginden dolay1 optimizasyon
calismasinda O6nemli parametrelerdendir. Ciinkii yiiksek akista sistem basincinin
artmasina diisiik akista ise basincin diigmesinden de kaynakli analiz siiresinin uzamasina
neden olmaktadir. Ayrica mobil fazda kullanilan kimyasallarin 6zellikleri de analizi
yapilan bilesenin kolondan tutunma siiresini etkilemektedir. Yani kolon i¢ dolgusundaki

sabit fazla etkilesim icerisinde en iyi ayrimi saglamada katk1 saglar.

Mobil fazda kullanilan ¢oéziicliler analizi yapilan bilesenlerin ¢oziiniirliigiinii artirma,
kolon ftizerinde bilesenlerin ayrilma hizin1 diizenleme ve dogru ¢oziiniirliik kosullarini
saglama gibi islevlerde katki sunar [12]. Mobil fazda kullanilan MeOH, ACN, ultra saf
su ve FA karisimi, analizi yapilan kuersetin bilesiginin HPLC’de analizi igin se¢ilmistir.
MeOH’1n polar 6zelligi ve diisiik viskozitesinden dolay1;; ACN’nin az polarligi, diisiik
viskozitesi, iyi ¢oziinmesi ve UV-DAD dedektorlerinde kullaniminin uyumlu olmasindan
dolay1; FA’ nin ortam pH’ 1 diisiirerek asidik ortam saglamasi; ve suyun polar bilesikleri
¢ozmede en iyi ¢oziiciilerden biri olmasindan dolay1 segilmistir [71]. Ayrica, kuersetin

cozeltisi, ¢oziinme kosullarma gore asitik pH (yaklasik 4-6) araliginda olabilir. Ozellikle
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kuersetin aglikon formu (serbest kuersetin) asidik ortamda daha iyi ¢oziiniir. Fenolik
bilesikler yapilarindan dolay1, ortamin pH degerine gore ¢oziiniirliigii degismektedir [72].
Ozellikle pH 3-6 aras1 asidik kosullarda kuersetinin ¢oziiniirliigii artmaktadir [72]. Mobil
faza eklenen FA ile ortamin pH degeri 5,2 olarak 6l¢iilmistiir. Kisaca mobil fazdaki bu
etkilesimler ile optimizasyon yapilarak daha net ve ayrilmis pikler elde edildi. Ayrica
mobil fazin 6zelligi kullanilan kromatografi teknigini de normal faz ve ters faz olarak da
etkilemektedir. Soyleki, normal faz, apolar sabit faz olarak, ters faz ise polar sabit faz
olarak hareket olanagi saglar. Kisaca, apolar bilesikler apolar 6zellikli mobil fazda daha
hizli hareket ederken, polar bilesikler ise polar mobil fazda daha hizli hareket eder.
Kuersetin bilesigi de polar 6zellik gosteren bir bilesik oldugundan dolay:1 ters faz
kromatografi teknigi yani polar mobil faz kullanilmigtir. Mobil fazin dogru segilmesi,
bilesiklerin iyonlasmasini ve dolayisiyla kolon ile etkilesimlerini 6nemli oranda

degistirmektedir [72].

Akis hiz1 taramasinda 0,4 mL/dk, 0,5 mL/dk, 0,6 mL/dk, 0,7 mL/dk, 0,8 mL/dk, 0,9
mL/dk, 1 mL/dk ve 1,2 mL/dk tarandi. Yiiksek simetri ve alana sahip 0,8 mL/dk akis

hizinda karar kilind1. Akis hizina ait kromatogram Sekil 4.2 ve 4.3’te gosterilmistir.

iU
Py

Sekil 4. 2 HPLC-DAD ile kuersetin optimizasyonunda akis hizi taramasi kromatogrami
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Pik yiikseklikleri birbirine olduk¢a yakin goriinen 0,6 mL/dk, 0,7 mL/dk ve 0,8 mL/dk
kromatogramlarmin ayrimini gorebilmek ic¢in ise Sekil 4.3’te goriilen kromatogram
sunularak karar verilmis ve akis hizi olarak 0,8 mL/dk alinmistir (alan degerleri ise

sirasiyla 7271,78; 7442,16; 7557,47).

Sekil 4. 3 HPLC-DAD’da sirasiyla 0,6; 0,7; 0,8 mL/dk akis hizinda kuersetin i¢in alinan
kromatogram

4.3. Kolon Sicakhig1 Taramasi

Kolon sicakligi, analitlerin mobil faz ve sabit faz arasindaki etkilesimlerini etkiledigi i¢in
ayrim performansinda 6nemli bir rol oynar. Sicaklik artis1 genellikle daha 1yi ¢6ziiniirliik,
pik simetrisinin diizgiin olmasi, viskoziteyi diisiirme, tutunma siiresinin analiz siiresince
sabit kalmasi ve analiz sonuglarinin tekrarlanabilirligine katki saglar [12]. Ancak,
kolonun 6zellikleri ve analizi yapilacak bilesen/bilesenlerin 6zelligi dikkate alinarak
kolon sicaklik taramasinda belirli araliklar ¢alisilmaktadir. Bunun i¢in kolon sicakligi
taramasinda 20 °C, 25 °C, 30 °C ve 35 °C ¢alisildi. Elde edilen kromatogram Sekil 4.4’te

sunulmustur.
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Sekil 4. 4 HPLC-DAD ile kuersetin tayini i¢in optimum kolon sicakliginin bulunmasi

Kuersetin tayininde belirlenmis olan 255 nm dalga boyu ve 0,8 mL/dk akis hiz1 sabit
aliarak yapilan kolon sicaklig1 taramasinda optimum kolon sicaklik degeri 25 °C olarak

belirlendi.
4.4. Enjeksiyon Hacmi Taramasi

Sisteme enjekte edilecek numunenin hacmi, yani enjeksiyon hacmi taramasi1 hem analizin
hassasiyetini hem de kolon performansim1 etkileyen Onemli parametrelerdendir
[12,45,47]. Cok kiigiik hacimlerde enjekte edilen analit, dedeksiyon sinirinin altinda bir
sinyal verebilirken, fazla hacim enjeksiyonu kolonun asir1 yiiklenmesine ve tepe
sekillerinin bozulmasina neden olabilir [12,45,47]. Bu durum, pikin yayvanlagsmasina
yani geniglemesine, simetrik yapinin bozulmasina neden olabilir. Uygun bir enjeksiyon
hacmi secimi ile analizlerin tekrarlanabilirligi ve dogrulugu 6nemli derecede artirilmis
olur. Calismada, kuersetin tayini i¢in dogru enjeksiyon hacmini belirlemede 5-50 uL (5
uL, 10 uL, 15uL, 20 uL, 25uL, 30 uL, 35 uL, 40 uL ve 50 uL) aralig1 ¢aligildi. Elde edilen

kromatogram Sekil 4.5°te sunulmustur.
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Sekil 4. 5 HPLC-DAD ile kuersetin tayini i¢in optimum enjeksiyon hacmi taramasi

Sekil 4.5’teki kromatogram incelendiginde optimum enjeksiyon hacmi 5 uLl olarak
belirlenmis ve calisma grafigi olusturularak kesinlik parametreleri belirlenmesi igin

caligmalar da yapilmistir.

Optimum kosullar (255 nm dalga boyu, 0,8 mL/dk akis hizi, kolon sicakligir 25 °C,
enjeksiyon hacmi 5 uL) belirlendikten sonra standartlar cihaza enjekte edildi ve elde
edilen kromatogramlar ve ¢alisma grafigi (kalibrasyon) sirasiyla Sekil 4.6-4.7 ve Sekil

4.8’de verilmistir.

mAl

L B e e I T T T T T T T
2 4 8 8 10 12 1 18 18 min

Sekil 4. 6 Kuersetinin 0,1-50 mg/L standart ¢ozeltilerin HPLC-DAD kromatogrami
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Sekil 4. 7 Kuersetinin a) 0,1; 0,25; 0,5; 1 ppm ve b) 0,5; 1; 2,5; 5 ppm standart
¢ozeltilerin farkli kromatogram gosterimi

3500
3000
2500 y =69,116x - 5,1641
R?=0,9999

2000
1500
1000
500

Alan

0 10 20 30 40 50
Kuersetin derisimi, mg/L

Sekil 4. 8 Kuersetin igin elde edilen kalibrasyon grafigi

Kuersetin i¢in elde edilen optimum kosullar ve validasyon parametreleri Cizelge 4.1°de

sunulmustur.

21



Cizelge 4. 1 HPLC-DAD ile kuersetin elde edilen validasyon kosullari

Parametreler Kuersetin
Dalga boyu, nm 255

Akis hizi, mL/dk 0,8
Kolon sicakligi, °C 25
Enjeksiyon hacmi, uL 5
Lineerite (y=mx+n) 69,116x —5,1641
Korelasyon katsays1, R? 0,9999
Relatif standart sapma (RSD), % 1,5

Glin i¢i ve giinler aras1t RSD, % 0,1ve4,8
Tespit limiti (LOD), ppm 0,02
Miktar tayini sinirt (LOQ), ppm 0,07

Linearite 0,1-50 ppm dogrusal araliginda ve LOD-LOQ degerleri sirasiyla 0,02 ppm —
0,07 ppm olarak belirlenmistir. Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik, ylizde bagil

standart sapma cinsinden %0,1 ve %4,8 olarak elde edilmistir.

Metot dogrulamasi i¢in standart ekleme metodu uygulandi. Bunun i¢inde ekstraktsiyon
asamasinda ise gergek orneklere anastok standart ¢ozeltiden 0,2 mL ve 0,4 mL ekleme
yapilarak geri kazanim degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4. 2 Hiinnap 6rneklerine yapilan standart ekleme sonuglari (n=6)

Eklenen standart, ppm Okunan deger, ppm | % geri kazanim

0 470 -
Hiinnap 2,5 471 99,7
5 476 101

Ayrica yontemin dogrulugu i¢in hiinnap 6rneklerine standart kKuersetin ¢ozeltisi ilave
edilmis ve %95’in lizerinde geri kazanmim saglanmistir. Ekstrakte edilen hiinnap

orneklerine gelistirilen metot basartyla uygulanmistir.

Kuersetin giinliik alim dozu bir aragtirmada 16 mg/giin -70 mg/giin [72] diger bir
arastirmada ise 70 kg’lik bir yetiskin igin 100 mg’a kadar faydali olabilecegi
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yorumlanabilmektedir [73]. Haruno ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada,

tahmini giinliik sebze alimlar1 ve kuersetin alimlarini sirasiyla 187-573 g/giin ve 12,6-

49,9 mg/giin olarak raporlamustir [75]. Tarhanada kuersetin miktarini1 4,40-11,33 mg/100

gdb olarak belirlemisler [74]. Yapmis oldugumuz ¢alismada 47,0 mg kuersetin/100 g ise

70 kg’lik bir yetiskinin tiiketecegi kuersetin giinliik alim dozu (daily intake dose) 700 mg

kuersetin/100 g olacaktir (giinliik alim doz 6nerisi olarak 10 mg/kg kabul edilirse).

Angg ve arkadaglar, ters fazli izokratik HPLC (RP-HPLC) yontemini tanimlamis ve

cesitli Cin tibbi tirlinlerinde yaptiklart analizlerde, en yiiksek kuersetin miktar1 311 ug/100

mg ile aygicegi tohumu 6rneginde tespit etmislerdir. Diger 6rneklerde ise kuersetin

miktarmin genelde daha diisiik oldugu gozlemlemislerdir. Bu sonuglara gore kuersetinin

farkli bitkisel iiriinlerde degisken konsantrasyonlarda bulundugunu raporlamislardir [76].

Kuersetin tayini i¢in yapilmis olan bazi calismalar Cizelge 4.3°te verilmistir.

Cizelge 4. 3 Kuersetin i¢in yapilan literatiir karsilagtirmasi

Numunedeki Kolon Akis hizi  Enjeksiyon  Cihaz Kaynak
miktar1 (mg/kg) sicakhigi  (mL/dK) hacmi (uL)
9]
Hunnap_ 7.47
meyvesi
Hunnilp 4248 35 0,25 3 UPLC [67]
yapragi
Hiinnap dali 115
Isirgan otu 18
Kusburnu <t.s HPLC-
Menengig <t.s 30 0.6 > MS [69]
Semizotu 39
Zencefil 7.532 35 1,3 20 HPLC [76]
Safran 3.195 35 1,3 20 HPLC [76]
Zerdegal 36.523 35 1,3 20 HPLC [76]
HPLC- BU
Hiinnap 470 25 0,8 5 DAD
calismada
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5. SONUC VE ONERILER

Halk arasinda ve geleneksel tipta oldukca fazla kullanim alani bulan ve meyve olarak
tiiketilen hiinnap, i¢erigindeki flavonoidler, fenolik bilesikler, vitaminler ve mineraller ile
zengin biyolojik aktivite gosteren bir bitkidir. Hiinnap bitkisi anti-kanser, anti-
inflamatuar, antioksidan vb. biyoaktif bilesenlere sahiptir. Hiinnapta da bulunan
antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-kanser arastirmalarinda etken bir bilesik olarak
kullanilan kuersetin, dogal bir polifenol alt grubunda bulunan flavonoid-flavonoldiir.
Bitkisel kaynaklardaki flavonollerin tayininde HPLC, GC, HPLC-MS, GC-MS gibi
kromatografik teknikler yaygm olarak kullanilmaktadir. Ozellikle HPLC sistemleri,
yapisinda hidroksil grubu bulunduran bilesiklerin tayininde tiirevlendirmeye gerek
duymaksizin yiliksek dogruluk-hassasiyet ve zaman tasarrufu acisindan oldukca

ekonomik bir yontemdir.

Bu calismada Kirklareli ilinde yetistirilen hiinnap bitkisindeki kuersetin bilesiginin
miktar tayini i¢in HPLC-DAD yo6ntemi basariyla gelistirilmis ve uygulanmigtir. HPLC-
DAD ile metot gelistirme asamasinda dalga boyu, akis hizi, kolon sicakligi, enjeksiyon

hacmi gibi parametreler calisilarak optimize edilmistir.

Mobil fazda polar 6zellik ve diigiik viskoziteye sahip olan MeOH, polaritesi az olan ve
yine diisiik viskoziteye sahip olan ACN ve MeOH ve ACN’ye gore yiiksek polariteye
sahip olan su kullanilmistir. Ortamin asitligini artirmak yani pH degerini diislirmek icin
ise FA kullanildi ve serbest kuersetin i¢in en iyi ¢6ziinlirlik ortami saglanmustir.
Calismada ters faz kromatografi teknigi yani polar mobil faz kullanilmistir. Akis hizi
taramasinda 0,4-1,2 mL/dk araligi tarand1 ve yliksek simetri-alana sahip 0,8 mL/dk olarak
belirlendi. Kolon sicakligi, kuersetinin kolonda ayriminda 6nemli faktorlerdendir. Kolon
sicakliginin artmasi ¢oziintirliigii artirarak viskozitenin diigsmesine neden olarak pik
simetrisinin diizgiin olmasina, tutunma siiresinin analiz siiresince sabit kalmasina ve
analiz sonuglarinin tekrarlanabilirligine katki saglamaktadir. Calismada 20-35 °C arasi
taranarak optimum kolon sicaklig1 25 °C olarak segilmistir. Analiz hassasiyeti ve kolon

performansini etkileyen 6nemli parametrelerden olan enjeksiyon hacmi taramasinda

25



analizlerin tekrarlanabilirligi ve dogrulugunu artiran O&nemli parametrelerdendir.

Optimum olarak 5 uL olarak tespit edilmistir.

Kisaca 6zetlenirse; optimizasyon sonucunda 255 nm dalga boyu, 0,8 mL/dk akis hiz1 ve
5 uL enjeksiyon hacmi belirlenerek kuersetin tayininde metot basariyla uygulanmistir.
Validasyon parametrelerinden linearite 0,1-50 ppm dogrusal araliginda, 0,9999
korelasyon katsayisi ve LOD-LOQ degerleri sirasiyla 0,02 ppm-0,07 ppm olarak
belirlenmistir. Glin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik, yiizde bagil standart sapma
cinsinden %0,1 ve %#4,8 olarak elde edilmistir. Uygun metotla ekstrakte edilen hiinnap
orneklerine gelistirilen metot basariyla uygulanmistir. Ayrica yontemin dogrulugu i¢in
hiinnap 6rneklerine standart Kuersetin ¢ozeltisi ilave edilmis ve %95’in lizerinde geri

kazanim saglanmustir.

Gelistirilen HPLC-DAD yontemi, hiinnap bitkisine basariyla uygulanmistir. Yapilan
calisma litertiirle kiyaslanirsa kuersetin miktar1 470 mg/kg ile oldukca yiiksek derisimde
bulunmustur. Yontem Kirklareli disinda farkli bolgelerde yetisen hiinnap 6rneklerine ve
farkli bitkisel orneklerdeki kuersetin veya diger polifenol bilesiklerinin analizinde
uygulanabilirliginin arastirilarak ¢evresel faktorlerin (toprak, iklim, tarim teknikleri) bu

bilesikler iizerindeki etkisi degerlendirilebilir.

Bunlarin yanisira, hiinnapin antioksidan, antikanser ve antiinflamatuar 6zellikleri hiicre
kiiltiirleri ve hayvan modellerinde detayli olarak test edilebilir. Bu ¢aligmalar, biyoaktif
bilesiklerin etkinlik mekanizmalarinin anlagilmasina katki saglayarak fonksiyonel gida
tiriinlerinde kullanilabilirligi arastirilabilir. Ozellikle, kuersetin gibi biyoaktif bilesiklerin
formiilasyon teknolojilerinde (6rnegin, ilag tasiyici sistemler veya kontrollii salinim
teknolojileri) kullanim1 i¢in yeni ¢aligmalar yapilabilir ve saglik destekleyici takviyeler,
caylar, probiyotik gidalar gibi {irlinlerin gelistirilmesinde hiinnaptaki diger bilesenlerin
etkisi de arastirma konusu olma potansiyeli tasimaktadir. Hiinnabin biyolojik 6zellikleri
ve ekonomik degeri goz Oniine alindiginda, bu bitkinin endiistriyel tarimi artirilarak
islenmesi ile ticari potansiyeli degerlendirilebilir. Ustelik, bunun igin yerel ciftcilere
egitim ve destek programlart sunularak hiinnap tarimi ve iglenmesi sirasinda ¢evresel
etkiler en aza indirilip, siirdiiriilebilir tarim teknikleri de uygulanabilir. Ayrica, iretim yan
iirinlerinden (yaprak, c¢ekirdek) biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu igin arastirmalar

yapilabilir.
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Sonug olarak; bu ¢alisma, Kirklareli’nde yetisen hiinnap bitkisindeki kuersetin bilesiginin
HPLC-DAD yontemiyle miktar tayini arastirilmistir. Bunun i¢in yontemin optimum
parametreleri yiiksek dogruluk ve kesinlikle tespit edilmis ve gergek 6rneklere basariyla

uygulanmistir.
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