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OZET

BAZI FENOLIK ASITLERIN ULTRA YUKSEK PERFORMANSLI SIVI
KROMATOGRAFISI (UHPLC) iLE TAYINI VE YONTEM VALIDASYONU

Nurlan RASHIDOV
Kimya Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2019

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Elif Mine ONCU KAYA

Bu calismada, baz1 6nemli fenolik asitlerden olan Protokatesik asit (PCA), p-
Hidroksibenzoik asit (p-HBZ), Kafeik asit (CAF), Sirincik asit, (SYR) p-Kumarik asit (p-
COU), t-Ferulik asit (t-FER), Rozmarinik asit (ROS) ve t-Sinnamik asit (t-CIN)’in
eriklerde ve bazi1 gida takviyelerinde tayini i¢in hizli ve segici ultra yiiksek performansl
sivi kromatografisi (UHPLC) yontemi gelistirilerek validasyonu yapilmistir. Fenolik
asitler, Agilent Zorbax Eclipse Plus C8 (3,0 mmx150 mmx1,8 um) kolonunda ve A
(su:metil alkol:formik asit; 88:10:2; h/h/h), B (su:metil alkol:formik asit; 8:90:2; h/h/h)
hareketli faz1 kullanilarak UV dedektor ile 280 nm dalga boyu degerinde belirlenmistir.
Akis hizt 0,4 ml/dk ve enjeksiyon hacmi 10 pl’dir. Gelistirilen yontemin kesinlik,
dogruluk, gozlenebilme sinir1 (LOD), tayin alt sinir1 (LOQ) ve kararlilik parametrelerine
gore validasyonu yapilmistir. Calisilan fenolik asitler icin yiiksek korelasyon katsayilar
(1?=0,9991-0,9999) ile dogrusal grafikler elde edilmistir. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik
deneylerinde %3,82’den kiigiik %BSS degerleri ile yontem tekrarlanabilirdir. Deneyler
farkli erik tiirlerinde ve gida takviye edici olarak kullanilan piknogenol ile supradin
tabletlerinde gerceklestirilmistir. Erik sularindan fenolik asitlerin saflastirilmasi i¢in Cis-
OH kolonu ile kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) yapilmistir.

Anahtar kelimeler: UHPLC, Fenolik asitler, Kat1 faz ekstraksiyonu, Yontem gelistirme,
Validasyon.



ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME PHENOLIC ACIDS BY ULTRA HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (UHPLC) AND METHOD
VALIDATION

Nurlan RASHIDOV
Department of Chemistry

Anadolu University, Graduate School of Sciences, June 2019

Supervisor: Dr. Elif Mine ONCU KAYA

In this study, fast and selective ultra high performance liquid chromatography
(UHPLC) method has been developed and validated for the determination of certain
important phenolic acids including Protocatechuic acid (PCA), p-Hydroxybenzoic acid
(p-HBZ), Caffeic acid (CAF), Syringic acid, (SYR) p-Coumaric acid (p-COU), t-Ferulic
acid (t-FER), Rosmarinic acid (ROS) and t-Cinnamic acid (t-CIN) in plums and food
supplements. Phenolic acids were determined by UV detector at a wavelength of 280 nm
on Agilent Zorbax Eclipse Plus C8 (3.0 mmx150 mmx1.8 um) column and using a mobile
phase A (water:methanol:formic acid; 88:10:2; v/v/v), B (water:methanol:formic acid;
8:90:2; v/v/v). The flow rate was 0.4 ml/min and the injection volume was 10 pl. The
method was validated according to the precision, accuracy, linearity, limit of detection
(LOD), limit of quantification (LOQ) and stability parameters. High correlation
coefficients (r> = 0.9991-0.9999) were obtained for the phenolic acids. The method was
reproducible which were found in intraday and interday precision experiments, with
RSD% values less than 3.82%. The experiments were carried out in different plum species
and food supplements including pycnogenol and supradyn tablets. Solid phase extraction
(SPE) technique with Ci3-OH column was performed for the purification of phenolic
acids from plum juice.

Keywords: UHPLC, Phenolic acid, Solid phase extraction, Method development,
Validation.
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1. GIRIS VE AMAC

Glinlimiizde sigara ve alkol kullanimi, artan ¢evre kirliligi ve bunun gibi bir¢ok
etken, canlilara 6zellikle de insanlara biiylik Olclide zarar vermektedir. Bununla birlikte
yasam kosullarinin zorlugu da stres diizeyinin artmasina sebep olmaktadir. Bunun gibi
cevresel ve psikolojik etkiler serbest radikallerin olusumuna, dolayisiyla insan sagliginda
ciddi sorunlara yol agmaktadir. insanoglu, dogal besin ve gidalarn tiiketerek yasam
kalitesini arttirmaya ve bitki ya da gidalardan elde edilen alternatif gida takviyeleri
kullanarak hastalik yapan negatif etkilerin 6niine gegmeye calismaktadirlar (Hochstein ve
Atallah, 1988; Benzie, 2003). ikincil metabolitler olan ve 8000°den fazla bilesigi igeren
fenolik asitler, kirmizi, yesil, sar1, turuncu ve mor renkli meyve ve sebzelerde, bitkilerde
ve tedavi amagh kullanilan ilaglarin icerisinde bulunan dogal antioksidan maddelerdir.
Fenolik asitlerin gidalarda bulunmasi besinlerin kararliligini, rengini, tadini, kokusunu,
besin degerini ve kalitesini etkilemektedir. Ayrica fenolik asit iceren pek ¢ok bitki, bazi
hastaliklar1 tedavi etme amaciyla kullanilmaktadir (Robbins, 2003; Pyrzynska ve
Sentkowska, 2015; Bonta, 2017). Fenolik asitler, antioksidan 6zelliklerine bagli olarak
serbest radikal olusumunu onleyerek biyolojik yapilar1 zararli etkilere karsi korumakla
birlikte metabolizma diizenleyici ve besleyici Ozelliklere sahiptir (Giilesgi ve Aygiil,
2016; Fernandez-Panchon vd., 2008; Halliwell ve Gutteridge, 1990). Ayn1 zamanda
antikanserojen etki gostermesi nedeniyle de kanser ve diger hastaliklarin kontroliinde
onemli bir role sahiptirler (Ghasemzadeh ve Jaafar, 2011; Gok ve Serteser, 2003; Baser,
2002).

Fenolik asitler yiiksek basmgl sivi kromatografisi (HPLC) (Oztiirk, Tungel ve
Tungel, 2007), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) (Proestos ve Komaitis,
2013), kapiler elektroforez (CE) (Hernandez-Chavez ve Guemes Vera, 2015) ve yiiksek
basingli s1vi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS) (Oszmianski vd., 2018) gibi
cesitli analitik yOntemlerle belirlenebilmektedir. Bu bilesiklerin tayinine yonelik
arastirmalarla ilgili kaynaklar incelendiginde genel olarak sivi kromatografisini temel
alan calismalara rastlanmaktadir. Sivi kromatografik yontemler ile bu kimyasallari
belirlemek i¢in genellikle UV, floresans ve elektrokimyasal detektorler kullanilmaktadir
(Aaby vd., 2007; Bolarinwa ve Linseisen, 2005). Son zamanlarda MS detektorlerinin de
yaygin bir sekilde kullanildig1 goriilmektedir (Kumar, Singh ve Kumar, 2017). Fenolik



asitlerle ilgili literatiirde ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir ancak bu maddelerin yararlar
goz Oniine alindiginda giivenilir olan yeni analitik yontemlere her zaman ihtiyag
bulunmaktadir.

Bu tez kapsaminda fenolik asitlerden olan protokatesik asit, p-hidroksibenzoik asit,
kafeik asit, sirincik asit, p-kumarik asit, t-ferulik asit, rozmarinik asit ve t-sinnamik asit
ile calisilmistir. Bu amagla UHPLC ile UV dedektor kullanilarak Eskisehir ¢evresinden
toplanan 10 adet erik 6rneginde ve baz1 gida takviyelerinde bu fenolik asitlerin ayni anda
hizli ve secici olarak tayinleri yapilmistir. Gelistirilen UHPLC y6nteminin validasyonu

gergeklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE GENEL BiLGILER
2.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, sebze ve meyvelerde yer alarak bulunduklar1 gidalara egsiz lezzet
ve saglikli 6zellikler kazandiran aromatik ikincil bitki metabolitleridir (Tomas-Barberan
ve Espin, 2001). Genel olarak "fenolik asitler" terimi, bir karboksilik asit
fonksiyonelligine sahip olan fenolleri belirtmektedir. Ayrica bitki polifenolleri ailesine
fenolik asitleri dahil etmenin nedeni, polifenollerin biyodnciileri olmalar1 ve daha da
Oonemlisi metabolit olmalarindan kaynaklanir (Shahidi ve Nacsk, 1995; Elzaawely vd.,
2007; Dai ve Mumper, 2010).

Fenolik asitler antioksidan 6zellikte olmalar1 nedeniyle insan sagligi agisindan
Oonemli bir rol oynarlar. Bu bilesikler serbest radikallerin olusumunu engelleyen, kanser
riskini azaltan ve karbonhidratlar, proteinler, lipitler ve DNA gibi biyolojik yapilari
zararl etkilere kars1 koruyabilen dogal antioksidanlar olarak bilinmektedirler (Halliwell
ve Gutteridge, 1990). Antioksidanlar, hiicreleri reaktif oksijen tiirleri olarak bilinen
kararsiz molekiillerin ve serbest radikallerin neden oldugu zararlardan koruyabilecek
maddelerdir. Serbest radikaller, kanser, kalp hastaliklar1 ve mide problemleri gibi ¢ok
sayida saglik sorununa neden olabilmektedir. Fenolik asitler, yara ve iltthaplanma
onleyici (Lee, Son ve Chang, 1993), antidiyabetik (Vessal, Hemmati ve Vasei, 2003),
antiviral (Cody, Middleton ve Harborne, 1986), antioksidan (Ghasemzadeh ve Jaafar,
2011), sitotoksik ve antitimor (Paliwal, Sundaram ve Mitragotri, 2005) gibi ¢esitli
biyolojik aktivitelere sahip olmakla birlikte, vitaminler ve enzimlerle insan viicudunun
toplam antioksidan savunma sistemine katkida bulunmaktadir.

Fenolik asitler yapilarina gére 1) hidroksisinamik ve 2) hidroksibenzoik olmak
tizere iki farkli sekilde siiflandirilir (Cizelge 2.1) (Cemeroglu ve Acar, 1986; Mandal,
Chakraborty ve Dey, 2010). Hidroksisinamik asitler bitkisel gidalarda yaygin olarak
bulunurlar ve fenilpropan halkasina baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina
gore farkli 6zellik gosterirler. Ancak cok az miktarlarda serbest halde bulunurlar ve
cogunlukla asit tiirevleri halindedirler. Hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik
asitlerden yag asitlerinin f-oksidasyonu ile analog olan bir reaksiyon zinciri sonucunda
olusmaktadir. Bitkisel gidalarin yapisinda genellikle iz miktarlarda bulunur veya hig
bulunmayabilirler. Bunlar arasinda salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, p-

hidroksibenzoik asit, gallik asit ve vanilik asit vb. sayilabilir. (Oztiirk vd., 2002).



Cizelge 2.1. Onemli fenolik asitlerin yapilar: (Saxena, Saxena ve Pradhan, 2012)
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Bu bilesikler genellikle kardiyovaskiiler hastaliklar, iltihaplanma ve kanser gibi
cesitli dejeneratif hastaliklara yol acan oksidatif hasara karsi 6zellikleri bakimindan
incelenmistir. Aslinda, I6semi hiicreleri de dahil olmak tizere, 6zellikle timor hiicreleri
tipik olarak normal hiicrelere gore daha yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirlerine
sahiptir ve oksidatif strese duyarhidirlar (Battisti vd., 2008). Fenolik asitlerle ilgili hem
gida tiiketimi yoluyla dogrudan alimin, hem de mide, bagirsak ve hepatik metabolizma
kaynakli tliretilmis biyoyararlanimin aragtirildigi pek ¢ok calisma bulunmaktadir (Lafay
ve Gil-Izquierdo, 2008). Fenolik asit bilesikleri ve islevleri, ¢ok sayida tarimsal, biyolojik,
kimyasal ve tibbi ¢alismaya da konu olmustur (Saxena, Saxena ve Pradhan, 2012).
Cizelge 2.2°de baz1 6nemli fenolik asitlerin bulundugu gidalar ve canlilar iizerindeki

yararlart verilmistir.

Cizelge 2.2. Bazi onemli fenolik asitlerin bulundugu gidalar ve canlilar iizerindeki etkileri (Lafay ve Gil-

Izquierdo, 2008, Saxena, Saxena ve Pradhan, 2012).

Fenolik asit

Bulundugu gidalar

Etkisi

Protokatesik asit

ahududu, yaban mersini, gilek,

lizim

Karaciger ve kalp koruyucu,, antiaterosklerotik,
hiperlipidemik, antiviral, yaslanmay1 Onleme,

antiiilser, antidiyabetik

p-Hidoksibenzoik asit

dar1, soya, greyfurt, biberiye,

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve

havug Parkinson gibi hastaliklara kars1 koruyucu
Kafeik asit adagayi, nane, kekik, elma, Anti-iskemi reperfiizyon, anti-tromboz, anti-

patates, zeytin hipertansif, anti-fibroz, antiviral, antitimor
Sirincik asit aycicegi, pazi, yarpuz, ceviz, Antidiyabetik, kanser,  kardiyovaskiiler

sarimsak, piring, yulaf

hastaliklara karsi koruyucu, karaciger koruyucu,

yaglanmay1 6nleme

p-Kumarik asit

nar, kivi, ahududu, ceviz,

mercimek, patlican, domates

Antiviral, yaglanmay1r  Onleme, antiiilser,

antidiyabetik

t-Ferulik asit

patlican, domates, ceviz,

sarimsak, patates

Karaciger ve kalp koruyucu, antiaterosklerotik,

hiperlipidemik, antiviral, yaglanmay1 6nleme

Rozmarinik asit

biberiye, nane, kekik, feslegen

Anti-hipertansif, anti-fibroz, antiviral, antitimor

t-Sinnamik asit

zeytin, kiraz, {iziim, ¢ilek,

portakal, tar¢in

Antidiyabetik, kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklara karsi koruyucu, karaciger koruyucu,

yaglanmay1 dnleme




2.2. Fenolik Asit Tayinlerinde Kullanilan Analitik Yontemler

Fenolik asitlerin tayini spektrofotometrik ve kromatografik esasli olmak iizere

farkli yontemlerle gerceklestirilmektedir. Cizelge 2.3’de fenolik asit tayinlerinde

kullanilan baz1 yontemler verilmistir.

Cizelge 2.3. Fenolik Asit tayinlerinde kullanilan bazi yontemler (Ozcan, 2010).

Yontem Adi

Yontem Prensibi

Kaynak

Folin-Ciocalteu
yontemi

Spektrofotometrik

Folin reaktifinin indirgenmesiyle renk
degisiminin 660 nm’de spektrofotometrik

olarak olgiilmesi

Gamez-meza

vd., 1999

yontemler 1-10 Fenantrolin

yontemi

Redoks reaksiyonlar1 sonucu (Fe**/Phen)

reaktifinin  yogun renkli [Fe(Phen);]

selatini olusturmasi

Gonzalez vd.,

2003

Yiiksek basing sivi

kromatografisi

(HPLC)

Ugucu olmayan kimyasal ve biyolojik sivi
bilesenlerin sabit ve hareketli faz arasinda

dagilimu

Markowski ve
Plorcharski,
2006

Kromatografik Kapiler

yontemler

elektroforez (CE)

Tletken bir ¢ozelti igindeki yiiklii-yiiksiiz

pargaciklarin veya molekiillerin  bir

elektriksel alan varliginda go¢ etmesi

Lima, Duarte ve

Esteves, 2007

Gaz
kromatografisi

(GO

Gaz halinde bulunan veya kolayca
buharlastirilabilen bilesenlerin birbirinden

ayrigtirilmasi

Minuti ve

Pellegrino, 2008

Fenolik asit tayinlerinde bu yontemler arasinda en ¢ok tercih edilen ve en yaygin

kullanilan s1vi kromatografisi temeline dayali olanlardir. Bu tez ¢alismasinda UHPLC

yontemi kullanildigindan bu yontem ayrintili olarak agiklanmistir.



2.3. Ultra Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (UHPLC)

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) uzun yillardir laboratuvarlarda
en ¢ok kullanilan yontemlerden biri olmakla birlikte, yeni dedektor tasarimi, veri isleme
ve kolon teknolojisindeki ilerlemeler Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(UHPLC)’nin gelismesine yol agmistir. UHPLC hiz, yiliksek ayirim giicii ve duyarlilik
gibi avantajlari nedeniyle son donemde genis uygulama alanlar1 bulmaktadir (Wu, Naijun
ve Thompson, 2006).

Kromatografide ayirma ve kromatografik kolonun verimliligi Van Deemter grafigi

ile agiklanabilir (Van Deemter vd., 1956; Swartz ve Murphy, 2005).

40.00
35.00

30,00

15.00

10.00 1.7 pm

5.00
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u (mmis)

Sekil 2.1.  Partikiil caplarimin azaltilmasinin Van Deemter grafigindeki etkileri (Guillarme ve Veuthey,
2017)

Sekil 2.1°de goriildiigli gibi partikiil ¢aplarinin azalmasi, kolon verimliliginde
biiylik bir artisa neden olmaktadir (Guillarme ve Veuthey, 2017). Partikiil ¢ap1 daha
biiylik kolonlar istenen dogrusal hiza ulagmak i¢in daha yiiksek akis hizlar1 ve dolayisiyla
daha fazla hareketli faz gerektirir (Wren, Stephen ve Pierre, 2006).

UHPLC sisteminin temel ilkesi HPLC ile ayni, sadece aletsel ve donanim
konusunda farklilik gostermektedir. Kullanilan kiiclik partikiilli kolonlar nedeniyle
yiiksek basing gerektirmesinden dolay1 pompalar da buna uygun sekilde yapilmistir.
Ayrica UHPLC’de daha gelistirilmis modern dedektorler kullanilmaktadir (Dong ve
Zhang, 2014).



2.4. UHPLC Dedektorleri

Ultraviyole/goriiniir bélge (UV), fotodiyot dizi (DAD), floresans (FLD), kirilma
indisi (RI) ve elektrokimyasal (ECD) gibi dedektérler UHPLC ile birlikte
kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira, kiitle spektrometresi, evaporatif 1s1k sagilimi (ELS),
niikleer manyetik rezonans spektrometresi, endiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi
ve infrared spektrometresi gibi baska dedektorlerin kullanimi da miimkiindiir (Novakova
ve VIckova, 2009; Dong ve Zhang, 2014). Asagida bu dedektdrlerden bazilari

aciklanmistir.

Ultraviyole/goriiniir bolge (UV)

Bu dedektor, 15181 190-800 nm araliginda absorbe eden organik bilesikler igin
kullanilir. Bu dedektdr, UV veya goriiniir araliktaki belirli dalga boylarina ayarlanabilir.
Ilag, yasam bilimi, gevre, tarim ve petrokimya uygulamalarinda ¢alisma avantajlari

saglamaktadir (Hussain ve Shaikh, 2016).

Fotodiyot dizi (DAD) dedektorii
DAD dedektorii 190-800 nm araliginda eszamanli iki ve {i¢ boyutlu olarak kesin
bilesik tanimlama ve gelismis optik algilama sunmaktadir. Bu dedektor ilag alaninda

genis bir uygulamaya sahiptir (Malejko vd., 2016).

Floresans (FLD) dedektorii

FLD dedektorii floresans 6zellikteki maddelerin yiiksek duyarlilik ve segicilikte
tayinlerine olanak saglar. Poliniikleer aromatik hidrokarbonlar, kétiiye kullanilan ilaglar
ve bazi vitaminler ile floresans veya fosforesans gibi kemiliiminesan 6zelliklere sahip

herhangi bir bilesenin analizi i¢in kullanilmaktadir (Stragierowicz vd., 2017).

Kirilma indisi (RI) dedektorii

Bir maddenin UV absorbansinin olmadig1 veya sinirli oldugu durumlarda kullanilan
bir dedektordiir. RI dedektor ile alkoller, sekerler, yag asitleri, yardime1 maddeler, ham
madde ve farmasotik ilag {irtinleri belirlenebilir. Diisiik molekiil kiitleli polimerlerin
karakterizasyonunun yani sira, UHPLC’de de uygulama alani bulmaktadir. Bu

dedektoriin dezavantaji, duyarhiliginin diisiik olmasidir (Hussain ve Shaikh, 2016).



Elektrokimyasal (ECD) dedektor

Elektroaktif bilesiklerin analizinde kullanilan elektrokimyasal dedektorler ¢aligma
prensibine gore amperometrik, kulometrik ve voltametrik olarak iige ayrilir. Elmas,
glimiis ve altin gibi cesitli calisma elektrotlar1 kullanilarak tayinler yapilmaktadir.

Maliyetinin yiliksek olmas1 ve siirli sayida madde ile galisilabilmesi nedeniyle daha az

tercih edilmektedir (Hussain ve Shaikh, 2016).

Kiitle spektrometresi (MS)

UHPLC, c¢esitli alanlarda uygulama bulan maddelerin tanimlanmasi, miktar tayini
ve kiitle analizi i¢in kullanilan kiitle spektrometresi (MS) ve tandem kiitle/kiitle
spektrometresi (MS-MS) detektorleri ile birlestirilebilir. Ayrica bilinmeyen molekiiliin
yapisal aydinlatilmasi parcalanma ile ortaya cikarilabilir. Bu dedektor, uygulamasina
baglh olarak cesitli kiitle analizorlerine sahiptir. Bu analizérler tekli kuadrupol, iglii
kuadrupol, iyon tuzagr ve ugus zamanl sistemlerdir. Bu dedektorler c¢ok yiiksek

hassasiyet, secicilik ve yiiksek ¢oziintirliik saglamaktadir (Swartz, 2005).

2.5. UHPLC’nin Avantaji

UHPLC, yiiksek hiz, kisa analiz siiresi ve daha az ¢oziicii kullanilmasi agisindan
geleneksel HPLC'ye gore daha avantajhidir. Partikiil teknolojisinin gelismesi ile
kolonlarda kullanilan 2 pum altindaki partikiil boyutlar1 ayirma verimliligini arttirarak
analiz siiresinin 6nemli 6l¢iide kisalmasini saglamistir. Yontemin hassasiyeti kullanilan
dedektorlere gore 3-5 kat daha fazla olabilmektedir (Dong ve Zhang, 2014). Sekil 2°de
UHPLC ve HPLC’de elde edilen kromatogramlarda analiz siirelerinin karsilastirmasi

gosterilmektedir.



UHPLC

0 5.0 dk

HPLC

1] 50 dk

Sekil 2.2. UHPLC ve HPLC kromatograminin karsilastirmas: (Hussain ve Shaikh, 2016)

UHPLC kullanim1 ile yeni metotlarin optimize edilmesi ve dogrulanmasi i¢in
harcanan zaman biiyiik 6l¢iide azalmistir. Diisiik akis hiz1 ve kisa analiz siiresi nedeniyle
kullanilan hareketli fazlardaki organik c¢oziicli tiikketimi de biiylik ol¢iide azalmistir
(Taleuzzaman vd., 2015). UHPLC giiniimiizde daha yiiksek ticari fayda, yiiksek
duyarlilik, ¢6ziiniirliik, hiz ve numune verimi dikkate alindiginda geleneksel HPLC nin
yerini almaktadir (Gerber vd., 2004). UHPLC ile geleneksel HPLC’ye gore daha hizli
yontem gelistirme ve kisa zamanda daha fazla 6rnegin analizi ile 3-10 kat verimlilik artis1
saglanmaktadir. Yontem optimizasyonu i¢in kolon ve hareketli faz taramasinin hizli bir
sekilde yapilmasi ve kisa kolonlar sayesinde daha hizli analiz yapilabilir olmasi
UHPLC'nin baz1 avantajlarindandir. Ayrica kisa ve kiiclik i¢ c¢apli kolonlarin

kullanilmastyla 6rnek hacimleri de azalmistir (Swartz, 2005).

2.6. UHPLC Uygulamalan
UHPLC yo6nteminin ¢ok genis bir uygulama alan1 bulunmaktadir. Bu alanlardan

bazilar1 agagida agiklanmistir (Zhu, Goodall ve Wren, 2005).

Farmasotik analiz

Giiniimiizde UHPLC, farmasétik analizde genis uygulama alani bulmaktadir. ilag
maddelerinde ve ilag iiriinii analizinde kullanilan yontemler iyi gelistirilmeli ve
onaylanmalidir. Ancak bu islemler geleneksel HPLC’de ¢ok fazla zaman almaktadir.
UHPLC, analitik yontemlerin daha kisa siirede gelistirilmesi ve dogrulanmasina olanak
saglamaktadir. lag gelistirmede safsizlik profili, ila¢ etken maddesi ve ilag iiriiniindeki
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safsizliklarin tespit edilerek Olclilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda UHPLC tekrar
iiretilebilirlik, verimlilik ve kisa slirede ayirim o6zellikleri sayesinde one ¢ikmaktadir.
UHPLC, numunelerin daha hizli analizini sagladigindan bu avantaj, prosesleri kontrol
etmede c¢ok ise yaramaktadir. UHPLC ayrica, ilag iirlinii formiilasyonunda ¢ok 6nemli
testlerden biri olan ¢oziinme testinde de kullanilmaktadir. Bu test, tekdiize giivenilirligi
ve partiden partiye yeniden iiretilebilirligi saglamaktadir. ila¢ yapim asamasinda, ana
metabolitin olabildigince hizli bir sekilde belirlenip tanimlandigi ilag gelistirme siirecinde
metabolit  ¢alismalar1  gerekmektedir. UHPLC, metabolit ve  biyobelirteg

tanimlamalarinda da kullanilabilmektedir (Srivastava vd., 2010).

Cevre analizi

Cevre analizlerinde kimyasal kirlenmeyi tespit etmek ve tanimlamak i¢in yenilikgi
teknikler gerekmektedir. UHPLC ile bu numunelerin analizi daha az zaman ve maliyet ile
yapilabilmektedir. UHPLC toprak, hava, tehlikeli atiklar, igme suyu, atik su, pestisit
kalintis1 ve perflorlu bilesiklerde organik bilesenlerin tayini i¢in de uygulanmaktadir

(Hussain ve Shaikh, 2016).

Gida analizi

Gida {ireticisi her zaman gida analizleri i¢in yliksek performansh bir ¢6ziim arayist
icerisindedir. UHPLC yontemi ile bir gida numunesinde ¢esitli kimyasallarin
tanimlanarak iirin kalitesi ve gida giivenligi saglanir. Ayrica UHPLC gida profili
olusturma, gida iirtinlerindeki dogal toksinlerin, vitaminlerin ve pestisit kalintilarinin

tanimlanmasi i¢in de uygulanmaktadir (Hussain ve Shaikh, 2016).

Adli kimya ve toksikoloji
UHPLC, kan, idrar ve oral 6rneklerden kotiiye kullanilan ilaglarin tanimlanmasinda
iyi bir uygulama alani bulmaktadir. UHPLC ile kannabinoid, opioid ve barbitiiratlar
tanimlanarak tayin edilebilir. UHPLC’nin ¢esitli dedektorlerle birlestirilmesi, miikemmel
hassasiyet ve ilag taramasinda kolayliklar saglamaktadir (Zhang, Xiaofeng ve Bing, 2008)
Ozetle UHPLC, aletsel ve partikiil teknolojisindeki ilerlemeler nedeniyle ilag ve

diger endiistriler i¢in verimliligi artiran, gii¢lii bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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2.7. Ornek Hazirlama

Analiz sirasinda 6rneklerde tayin edilen analitler disinda ortamda bagka bilesikler
de oldugundan enjeksiyon Oncesi Orneklerin temizlenmesi ve saflastirilmasi
gerekmektedir. Ornek hazirlama islemi cesitli yontemlerle yapilabilen &nemli bir
basamaktir. En fazla kullanilan yontemlerden biri olan sivi-sivi ekstraksiyonunun fazla
miktarda ¢oziicii harcanmasi, ¢ok zaman almasi, elde edilen ekstraktin gerekli safliga
sahip olmamasi ve yiiksek maliyetli olmas1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu yiizden
daha etkili bir yontem olan kati1 faz ekstraksiyonu (solid phase extraction, SPE) siklikla
kullanilmaktadir (Turner, Subrahmanyam, ve Piletsky, 2009). Bu tez c¢alismasindaki

deneylerde SPE yontemi kullanildigi i¢in asagida sadece bu yontem agiklanmistir.

2.7.1. Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE)

Bu yontem c¢esitli adsorban maddelerle hazirlanmis kiigiik kolon veya disklerle
gergeklestirilmektedir. Sivi 6rnekleri bozucu maddelerden temizleme, deristirme veya
sonraki deney asamalar1 i¢in 6rnek matriksinin degistirilmesi amaglariyla hazirlanmis
olan kolon ve disklerden gecirilmesi esasina dayanmaktadir (Turner, Subrahmanyam ve
Piletsky, 2009). Bu yontemde maddelerin birbirinden ayrilmasi, analizi yapilacak
maddenin molekiilleri ile kolondaki adsorban maddedeki etkin gruplar arasindaki
molekiiller arasi etkilesimler sayesinde ger¢eklesmektedir. Analizi yapilacak madde
molekiilleri adsorban maddelerdeki etkin gruplara iyonik, hidrojen, dipol-dipol, dipol-
indiiklenmis dipol ve indiiklenmis dipol-indiiklenmis dipol (van der Waals) baglar ile
baglanir. Bu sekilde analit ile matriksteki istenmeyen bilesikler ve ¢oziiciiler birbirinden
ayrilmaktadir (Zief ve Kiser, 1988).

SPE yontemi 6zellikle ¢evre ve gida, analitik, biyokimya, farmasotik kimya,
toksikoloji, adli tip, organik sentez ve kozmetik vb. alanlarda giinlimiizde en fazla
kullanilan 6rnek hazirlama yontemlerden biri haline gelmistir (Rossi ve Zhang, 2000).
Cizelge 2.4’de SPE yonteminde kullanilan adsorban maddeler ve uygulama alanlari

Ozetlenmistir.

12



Cizelge 2.4. SPE yonteminde kullanilan adsorban maddeler ve uygulamalari (Yavuz ve Aksoy, 2006).

Adsorban Uygulama

Oktadesil (C1s) Polar olmayan bilesiklerin ters faz ekstraksiyonu: Suistimal edilmis ilaglar,
antiepileptikler, antibiyotikler, aromatikler, barbitiiratlar, benzodiazepinler, kafein,
karbonhidratlar, karboksilik asit, karotenoidler, kolesterol esterleri, esansiyel yaglar,
yag asitleri, gida koruyuculari, fungisitler, hidrokarbonlar, hipnotikler, lidokain,
yaglar, suda eriyen vitaminler, fenoller, sedatifler, steroidler, siilfonamidler,

tetrasiklinler, teofilin, trisiklik antidepresanlar, trigliseridler

C13-OH Polar olmayan bilesiklerin ters faz ekstraksiyonu: Vitaminler, yagda ¢dziinen

bilesikler, steroidler/hormonlar, fenolik bilesikler

Oktil (Cs) Orta derecede polar bilesiklerin ters faz ekstraksiyonu: pestisitler, PAH’lar, PCB’ler
ve oktadesil (C18) tarafindan giiclii sekilde tutulan bilesikler

Fenil (CsHs) Polar olmayan bilesiklerin ters faz ekstraksiyonu: Az tutulan hidrofobik bilesikler

Siyano (CN) Polar bilesiklerin normal faz ekstraksiyonu: Aminler, benzil alkol, suda eriyen

vitaminler, PAH’lar, PCB’ler, pestisitler, fenoller, seker alkolleri

Ci1s-OH dolgu materyali, silika yilizeyindeki silanollerin daha aktif olmasini
saglayan oktadesil bagli fazlarin ugsuz bir versiyonudur. Bu diisiik yiik Cis, metabolitlerin
fraksiyonlanmasina izin veren ve ugtaki Cig’e kiyasla bazik bilesiklerin tutulumunu
artiran iyi kontrollii silanol aktivitesine sahiptir (Yavuz ve Aksoy, 2006).

SPE yontemi sartlandirma, yiikkleme, yikama ve eliisyon asamalar1 ile
gerceklestirilmektedir. Oncelikle SPE kolonu uygun bir ¢dziicii ile sartlandirilir, daha
sonra s1v1 drnek kolona yiiklenir ve yikama islemiyle kolon kirliliklerden temizlenir. Son
olarak analitin kolondan eliisyonu gerceklestirilir (Yavuz ve Aksoy, 2006; Novakova ve

Vickova, 2009).

Sartlandirma

_l_

Yikama Eliisyon

Ir 7dr

o i s

[ Analit & Kililikler n]

Sekil 2.3. SPE yonteminin sematik gosterimi (Peterson, 2016)
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Ornekler

Fenolik asit tayinlerinde kullanilan erikler Eskisehir ¢evresinde bulunan giftci
bahgelerinden toplanmistir. Bu erik tiirlerinin numaralandirilmalari su sekilde yapilmistir:
1. Fortune (Eskisehir), 2. Fortune (Saricakaya), 3. Friar (Eskisehir), 4. Friar (Saricakaya),
5. Black Amber (Eskisehir), 6. Black Amber (Saricakaya), 7. Angeleno (Eskisehir), 8.
Angeleno (Saricakaya), 9. Black Diamond (Eskisehir), 10. Black Diamond (Saricakaya).
Bu erikler, kati meyve suyu sikacagindan sikildiktan sonra -20°C sicaklikta muhafaza
edilmistir. Analizlerde kullanilan diger Ornekler; piknogenol (30 mg, pycnogenol)
(Solgar, Tiirkiye) ve supradin (Supradyn Energy, Focus, Ginseng) (Bayer, Tiirkiye)

eczaneden temin edilmistir.

3.2. Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. Deneylerde
kullanilan metil alkol (MeOH) (>%99,9; gradiyent saflikta), formik asit (>%99,9;
gradiyent saflikta), protokatesik asit, p-hidroksibenzoik asit, kafeik asit, sirincik asit, p-
kumarik asit, t-ferulik asit, rozmarinik asit, t-sinnamik asit ve etil paraben Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, A.B.D.) firmasindan satin alinmistir.

3.3. Aracg, Gerec ve Cihazlar

Kromatografik ¢aligmalarda kullanilan cihazlar ¢izelge 3.1°de gosterilmistir. Kati-
faz ekstraksiyonu deneylerinde Cis (3 ml; Supelco, A.B.D.) ve Ci3-OH (500 mg, 3 ml;
Agilent, Waldbronn, Almanya) kolonlar1 ve 6rneklerin siiziilmesi i¢in 0,2 pm gozenek
capli Sartorius (Almanya) markali seliiloz asetat siringa filtreleri kullanilmistir.
Deneylerde kullanilan ultra saf su Arium comfort (Hollanda) markali su saflastirma

cihazindan temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan cihazlar

UHPLC cihazi Agilent 1290 Infinity (Waldbronn, Almanya)

UV dedektor Agilent 1290 VWD

Kolon Agilent Zorbax Eclipse Plus-C8 (3,0 mmx150 mmx1,8 pm)
Ultrasonik banyo Bandelin Sonorex (Almanya)

Vortex cihazi Daigger Scientific Industries (A.B.D.)
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3.4. Istatistiksel Analizler
Calismadaki hesaplamalar Microsoft excel ve GraphPad Prism v.6.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA) programlari ile yapilmistir.

3.5. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.5.1. Standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

Fenolik asit standartlarindan uygun miktarlarda tartilarak %50 (h/h) metil alkol ile
ana stok cozeltiler hazirlanmistir. Bu stok ¢dzeltilerin derisimleri PCA icin 6,48 x 107
M, p-HBZ i¢in 7,24 X 1073 M, CAF i¢in 5,55 x 10 M, SYR i¢in 2,52 X 10> M, p-COU
i¢in 6,09 X 10 M, t-FER icin 5,14 x 10 M, ROS i¢in 2,77 X 10 M ve t-CIN igin
6,74 x 10 M’dir. Fenolik asitlerin tek tek hazirlanan bu ana stok cozeltilerinin her
birinden belli bir hacimde alinarak %50 (h/h) metil alkol ile 15 ml’ye seyreltilmistir.
Cizelge 3.2’de Fenolik asit standartlarin ana stoklarindan alinan hacimler ve son
coOzeltideki derisimleri verilmistir. Cozeltiler 0,2 um gozenek ¢apli siringa filtrelerinden

stizlilerek deneylerde kullanilana kadar -20°C’de saklanmastir.

Cizelge 3.2. Fenolik asit standartlarinin stoklarindan alinan hacimler ve son derigimleri

Fenolik asit Ana stokdan alinan hacim (ul) Son derigim
PCA 694 3,00 x 104 M
p-HBZ 829 4,00 x 104 M
CAF 405 1,50 x 104 M
SYR 893 1,50 X 104 M
p-COU 234 9,50 x 10°M
t-FER 438 1,50 X 104 M
ROS 812 1,50 X 104 M
t-CIN 129 5,80 x 10° M

3.5.2. ¢ standart ¢ézeltisinin hazirlanmasi

Deneylerde i¢ standart (IS) olarak etil paraben kullanilmistir. Uygun miktarda etil
paraben tartildiktan sonra tizerine 5 ml %50 (h/h) metil alkol/su eklenerek derigimi
5,99x10" M olan ¢bzelti hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢dzelti UHPLC deneylerinde
kullanilmak {izere son derisimi 7x10> M olacak sekilde %50 (h/h) metil alkol/su ile

seyreltilmistir.

15



3.6. Ornek Hazirlama

3.6.1. Piknogenol ve Supradin 6rneklerinin hazirlanmasi

Piknogenol film tablet halinde oldugundan herhangi bir 06giitme islemi
yapilmamistir. Supradin tableti ise havanda ogiitiilerek toz haline getirilmistir.
Orneklerden 10 mg tartilarak 10 ml metil alkol:su (50:50; h/h) eklenmis ve vortex
cihaziyla karistirilmistir. Daha sonra 10 dakika ultrasonik banyoda tutularak 0,2 um’lik
siringa filtresinden siiziilmiistiir. Cozeltiden 200 pl alinarak, 100 pl IS ve 700 pl %50
metil alkol/su eklenerek karistirilmis ve ultrasonik banyoda gaz giderme isleminden sonra
UHPLC cihazina enjeksiyon yapilmistir. Piknogenol ve Supradin orneklerinin

ekstraksiyonu sekil 3.1°de sematik olarak gosterilmektedir.

10 mg 6rnek
J’_
10 ml
metil alkol:su
(50:50; h:h)
4 {} )
10 dakika ultrasonik
banyoda ¢ozilindiirme
N\ {} J
. N
0,2 pm siringa
filtresinden siizme
. {._} J
. N
Ultrasonik banyo
z
e ™
UHPLC enjeksiyonu
. ),

Sekil 3.1. Piknogenol ve Supradin tabletlerinden ekstraksiyon
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3.6.2. Erik suyu orneklerinin hazirlanmasi

1 ml erik suyu 6rnegine 1 ml ultra saf su eklendikten sonra vortex cihaziyla 5 dakika
karistinlmustir.  Ornekler 0,45 pm’lik sirmga filtresinden  siiziilmiistiir. Orneklerin
saflagtirllmas1 ve temizlenmesi i¢in SPE yoOntemi uygulanmistir. Ekstraksiyonda
kullanilan Ci3-OH kolonun sartlandirilmasi i¢in 2 ml metil alkol ve 2 ml hacimce %2’lik
HCI kullanmistir. Daha sonra SPE kolonundan 6rnek gegirilmis ve 2 ml hacimce %2’lik
HCI ile yikama yapilmistir. Son olarak 2 ml metil alkol ile 6rnek SPE kolonundan eliie
edilerek 0,2 pm’lik siringa filtreden siiziilmiistiir. Bu islemler sonrasinda eliiattan 200 pl
almarak 100 pl IS ve 700 pl %50 metil alkol eklenerek karistirilip ultrasonik banyoda
gaz1 giderildikten sonra UHPLC cihazina enjeksiyon yapilmistir. Sekil 3.2°de erik suyu

orneklerinden ekstraksiyon yontemi sematik olarak gosterilmistir.

1 ml erik suyu
+
1 ml
ultra saf su

{}

a )
Karistirma
. {._.} J/
e A
0,45 pm siringa
filtresinden siizme
\_ — J

AV

C13-OH kolonu ile SPE

N

0,2 um siringa
filtresinden siizme

. J
. { } N
Ultrasonik banyo
. ),
e @ ™
UHPLC enjeksiyon
. ),

Sekil 3.2. Erik suyu drneklerinden ekstraksiyon
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 UHPLC Yontem Optimizasyon Calismalari

UHPLC yontem optimizasyonu c¢alismalarinda, aletsel ve deneysel parametrelerin
degistirilmesi ile fenolik asitlerden PCA, p-HBZ, CAF, SYR, p-COU, t-FER, ROS, t-
CIN’in ayn1 anda tayinleri i¢in en uygun olan kosullar belirlenmistir. Bu amacla ¢esitli
akis hizlari, sicaklik, enjeksiyon hacmi, farkli hareketli fazlar ve bilesimleri ile farkl
ozelliklerde UHPLC kolonlar1 ve dalga boyu gibi parametreler arastirilmistir. Ayrica
deneylerde IS olarak metil paraben, etil paraben, propil paraben, biitil paraben,
parasetamol gibi farkli maddeler denenmistir. Bu denemeler sonucunda metil paraben,
biitil paraben ve parasetamol tayini yapilan fenolik asitlerin alikonma zamanlariyla
ortlisdiigiinden ve dolayisiyla pik alanlarmin hesaplanmasinda sorun olusturmasindan
dolay1 bu maddelerin IS olarak kullanimindan vazgeg¢ilmistir. Sonug olarak erik suyu
ornekleri ve takviye edici tabletletin kromatogramlar1 da g6z 6nilinde bulundurularak etil
paraben en uygun IS olarak belirlenmistir.

Optimizasyon ¢alismalarinda, Poroshell 120 EC-C18 (3,0 mmx100 mmx2,7 um),
Poroshell 120 SB-AQ (3,0 mmx100 mmXx2,7 pum), Zorbax Eclipse Plus-C18 (3,0
mmx150 mmx1,8 pm), Zorbax Extend C18 (2,1 mmx100 mmx1,8 um), Zorbax Eclipse
Plus-C18 (2,1 mmx50 mmx1,8 pm), Kinetex F5 100 °A (2,1 mmx150 mmx2,6 um),
Kinetex Bifenil 100 °A (2,1 mmx*150 mmx2,6 um) gibi farkli kolonlar denenmistir. PCA,
p-HBZ, CAF, SYR, p-COU, t-FER, ROS, t-CIN ve IS i¢in en iyi ayirim Zorbax Eclipse
Plus-C8 (3,0 mmx150 mmx1,8 um) kolonunda elde edilmistir.

Fenolik asitler i¢in en uygun hareketli fazi bulmak i¢in yapilan ¢alismalarda su ve
metil alkol karisimlarinin farkli oranlari ile formik asit ve asetik asit gibi farkli asitler ile
deneyler gerceklestirilmistir. Sonugta en uygun hareketli faz A fazi (su:metil alkol:formik
asit; 88:10:2; h/h/h) ve B faz1 (su:metil alkol:formik asit; 8:90:2; h/h/h) olarak
bulunmustur (Oztiirk, Tungel, ve Tungel, 2007).

Calismada PCA, p-HBZ, CAF, SYR, p-COU, t-FER, ROS ve t-CIN i¢in 254 nm,
272 nm ve 280 nm dalga boylari denenmistir. En iyi sonuglar 280 nm dalga boyu
degerinde elde edilmistir. Yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucu belirlenen en uygun
kromatografik kosullar Cizelge 4.1°de verilmistir. Ayrica UHPLC deneylerinde fenolik

asitlerin ayriminda gradiyent program da uygulanmistir (Cizelge 4.2).

18



Cizelge 4.1. UHPLC kosullar

Kolon: Zorbax Eclipse Plus-C8 (3,0 mmx150 mmx1,8 pm)
Kolon sicakhig: 25°C
Hareketli faz: A faz1 (su:metil alkol:formik asit; 88:10:2; h/h/h)

B faz1 (su:metil alkol:formik asit; 8:90:2; h/h/h)
Akis hizi: 0,4 ml/dk
Enjeksiyon hacmi: 10 pl

UV dedektor dalga boyu: 280 nm

Oto 6rnekleyici sicakhigr: 4°C

Cizelge 4.2. Fenolik asitlerin tayininde kullanilan gradiyent programi

Zaman (dk) A (%) B (%)
0 100 0
8 100 0
13 75 25
18 55 45
19 55 45
26 15 85
29 100 0
31 100 0

Sekil 4.1°de optimum UHPLC kosullarinda elde edilen 7x10° M IS iceren PCA, p-
HBZ, CAF, SYR, p-COU, t-FER, ROS ve t-CIN standart fenolik asit ¢ozeltisine ait
kromatogram goriilmektedir. Gelistirilen UHPLC yontemi ile 8 fenolik asit ve IS ayni
anda 24 dakika igerisinde ayrilmistir. Belirlenen optimum UHPLC kosullarinda PCA 5,9
dk, p-HBZ 11,2 dk, CAF 14,1 dk, SYR 15,4 dk, p-COU 17,4 dk, t-FER 18,1 dk, ROS
20,5 dk, IS 23,4 dk ve t-CIN 23,8 dk’da ayrilmistir.
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Sekil 4.1. Optimum UHPLC kosullarinda elde edilen PCA, p-HBZ, CAF, SYR, p-COU, t-FER, ROS ve t-
CIN standart fenolik asit ¢ézeltisi ve 7x10°M IS ye ait kromatogram

4.2. Gida Orneklerinin Analize Hazirlanmasi

Gelistirilen UHPLC yonteminde erik suyu Orneklerinin analizleri i¢in en uygun
ekstraksiyon yoOnteminin bulunmasi amaciyla ¢esitli denemeler yapilmistir. Gida
orneklerinin analize hazirlanmasi i¢in Cis-OH SPE kolonu ve Cig SPE kolonu ile iki farkli
ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Bu SPE kolonlari ile yapilan ekstraksiyon yontemi tezin
“3.6.2. Erik suyu orneklerinin hazirlanmas1” boliimiinde agiklanmistir.

Tez calismasinda uygulanan SPE yoOntemleri sonucunda elde edilen %Geri
Kazanim (%GK) sonuglar1 Cizelge 4.3de verilmistir. %GK degerleri, bos matriks olarak
kullanilan iiziim suyu iizerine 1,50% 10° M fenolik asit standart karisimi ¢ozeltisi
eklenerek Cis-OH SPE kolonu ve Cis SPE kolonu ile belirtilen ¢oziiciilerle ektraksiyon

islemleri yapilarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.3. C;5-OH SPE ve Cs SPE kolonlarimin %Geri Kazanim (%GK) degerleri

Fenolik asit C1s-OH SPE Cis SPE
%GK %GK
PCA 95 71
p-HBZ 99 97
CAF 98 81
SYR 94 65
p-COU 96 96
t-FER 96 99
ROS 95 54
t-CIN 99 96

Cizelge 4.3’den de goriildiigii gibi Ci1s-OH SPE kolonu ile Cig SPE kolonuna gore
daha yiiksek %Geri Kazanim degerleri elde edilmistir. Bu yiizden deneylerde Ci3-OH
SPE kolonu ile devam edilmistir.

Asagida optimum UHPLC kosullarinda iiziim suyu, erik sular1 (9 ve 6 kodlu),
piknogenol ve supradin Orneklerinde fenolik asitlerin tayinine ait kromatogramlar

verilmigtir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

e BT N

T —r— r——r— ——T L —r T
5 15 " 8% I i1 2 15

Sekil 4.2. Optimum UHPLC kosullarinda elde edilen iiziim suyuna ait kromatogram
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Sekil 4.3. Optimum UHPLC kosullarinda elde edilen erik suyuna (9 kodlu) ait kromatogram
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—» ROS
—» t-CIN

Sekil 4.4. Optimum UHPLC kosullarinda elde edilen erik suyuna (6 kodlu) ait kromatogram

» p-COU

—» SYR
—» t-FER
T———— IS
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Sekil 4.5. Optimum UHPLC kosullarinda elde edilen piknogenol film tabletine ait kromatogram
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Sekil 4.6. Optimum UHPLC kosullarinda elde edilen supradin tabletine ait kromatogram

Optimize edilen bu UHPLC kosullar1 ile yontem validasyon ¢alismalari yapilmstir.

4.3. UHPLC Yontem Validasyon Calismalar:

Fenolik bilesikler i¢in gelistirilen UHPLC yontemi, Uluslararasi Uyumluluk
Konferans: (International Conference on Harmonization, ICH)’na gore dogrusallik,
gozlenebilme sinir1 (LOD), tayin alt smir1 (LOQ), kesinlik, dogruluk ve kararlilik
parametreleri arastirilarak valide edilmistir (ICH, 1996).

4.3.1. Dogrusallik ve duyarhhk
UHPLC-UV yédnteminin dogrusalligi, her biri son derisimi 7x10°® M IS igeren

fenolik bilesiklerin standart ¢ozeltilerinin yedi noktali kalibrasyon grafikleri ile
gosterilmistir. PCA icin 3,00 X 107-3,00 x 10~ M; p-HBZ i¢in 4,00 X 104,00 X 10-
>M; CAF igin 1,50 X 107-1,50 X 10° M; SYR i¢in 1,50 X 107-1,50 x 10~ M; p-COU
icin 9,50 x 108-9,50 x 10 M; t-FER i¢in 1,50 x 107-1,50 x 10~ M; ROS i¢in 1,50
x 1077-1,50 X 10 M ve t-CIN i¢in 5,80 x 1077-5,80 X 10> M derisim araliklarinda olan
¢oOzeltilerin ii¢ ayr1 giinde ve 4’er kez enjeksiyonlar1 yapilmistir. Deneylerde standartlarin
ve i¢ standardin pik normalizasyon (PN) oranlar1 (R= PNsw/PNis, PN= pik alani/pik
alikonma zamani) kullanilarak hesaplamalar yapilmistir. Yontemin gdzlenebilme siniri
(LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ) asagida verilen esitlikler ile hesaplanmustir.

LOD = 3,3 x standart sapma (SS)/egim (m)

LOQ = 10 x standart sapma (SS)/egim (m)
Bu formiillerde yer alan SS= diisiik derisimdeki madde ¢ozeltisinin standart sapma degeri

ve m= kalibrasyon esitliginin egim degeridir.
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Cizelge 4.4°de fenolik asitlerin her biri i¢in regresyon analiz sonuglar1 verilmistir.

Ayrica Cizelge 4.4’de gida 6rnekleri i¢in gelistirilen UHPLC yontemi ile belirlenen LOD

ve LOQ degerleri de bulunmaktadir. Gida drnekleri i¢in gelistirilen bu yontem ile yapilan

istatistiksel hesaplamalar sonucunda fenolik asitler i¢in yiiksek korelasyon katsayilari ile

dogrusal grafikler elde edilmistir.

Cizelge 4.4. Fenolik asitlerin regresyon analiz sonuglari

Giin ici (n=4)

Giinler aras1 (n=12)

Fenolik Asit 1. Giin 2. Giin 3. Giin
PCA
Egim+SS 631705 + 1532 655247 £ 1972 661196 + 1523 650868 + 1941
Kesim+SS -0,07193 £0,01912  -0,05837 + 0,02461 -0,1296 +0,01901 -0,08619 + 0,02423
r2 0,9999 0,9998 0,9999 0,9993
LOD 1,02x10®* M
LOQ 3,09x10% M
p-HBZ
Egim+SS 242332 +£919,0 249098 + 1439 245631 £612,2 246012 £ 706,7
Kesim+SS -0,08102 +0,01530 -0,1466 + 0,02395 -0,06617 +0,01019  -0,09932 + 0,01176
r? 0,9997 0,9991 0,9998 0,9994
LOD 1,29x107 M
LOQ 3,90x107 M
CAF
Egim+SS 657461 + 3981 663323 + 2710 658918 + 2379 660158 £ 1787
Kesim+SS -0,04800 = 0,02485  -0,003746 +0,01691  -0,01347 £0,01485  -0,01957 £ 0,01115
r? 0,9993 0,9996 0,9997 0,9995
LOD 2,77x10% M
LOQ 8,39x10°8 M
SYR
Egim+SS 594382 + 2656 606851 + 3418 610465 £ 1007 604775 £ 1820
Kesim+SS 0,01274 +0,01658 0,04937 +0,02133  0,01459 + 0,006283  0,02699 + 0,01136
r? 0,9996 0,9992 0,9999 0,9993
LOD 9,42x10° M
LOQ 2,86x10% M
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Cizelge 4.4. devam Fenolik asitlerin regresyon analiz sonuglar

Giin ici (n=4)

Giinler arasi (n=12)

Fenolik Asit 1. Giin 2. Giin 3. Giin
p-COU
Egim+SS 630580 + 1812 629620 + 3324 647107 + 2341 636141 + 1890
Kesim+SS -0,02332 £ 0,007162  -0,003866 + 0,01314 -0,02516 + 0,009254 -0,01640 + 0,007473
r? 0,9998 0,9993 0,9997 0,9993
LOD 1,44x10°% M
LOQ 43510 M
tFER
Egim+£SS 461767 + 1237 462384 + 2660 474306 + 1335 466680 + 1331
Kesim=SS -0,01047 +£0,007719  -0,005542 + 0,01660 -0,02540 + 0,008334 -0,01473 = 0,008307
r? 0,9999 0,9991 0,9998 0,9994
LOD 1,06x10% M
LOQ 3,22x10°% M
ROS
Egim+SS 403680 + 1740 403646 + 1505 406486 + 1647 404651 +935,8
Kesim=SS -0,03062 +0,01086  -0,02168 +0,009395  -0,03496 + 0,01028  -0,02861 + 0,005841
r? 0,9996 0,9996 0,9996 0,9996
LOD 2,33x108 M
LOQ 7,07x10° M
t-CIN
Egim+SS 686949 + 3389 688698 + 3050 687218 + 3727 637104 +2113
Kesim=SS 0,03397 +£0,008179  0,05855 + 0,007360  0,06643 + 0,008996  0,05086 + 0,005099
r? 0,9995 0,9995 0,9992 0,9993
LOD 1,24x10% M
LOQ 3,76x10° M
r?: regresyon katsayisi, SS: standart sapma
4.3.2. Kesinlik
Yontemin kesinligi, giinler i¢i ve giinler aras1 tekrar edilebilirlik ile

degerlendirilmistir. Bu amacla fenolik bilesiklerin farkli derisim araliklarindaki
¢ozeltileri her birinde 7x10°° M IS olacak sekilde 3 set olarak hazirlanmus, 3 giin ve 6’sar
kez (n=6) enjeksiyonlar1 yapilmistir. Kesinlik, yiizde bagil standart sapma (%BSS) ile
verilmigtir. Kesinlik ile ilgili sonuglar Cizelge 4.5°de verilmistir. Cizelge 4.5
incelendiginde fenolik bilesikler i¢in giin i¢i ve gilinler aras1 deneylerden elde edilen
%BSS degerlerinin  %3,82°den kiiclik oldugu bulunmustur. Boylelikle yontemin

tekrarlanabilirliginin iyi oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 4.5. Kesinlik sonuglar

Giin ici (n=6)

Giinler arasi

PCA Derisimi (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=18)
X 0,5124 0,537 0,5351 0,5282
9,00 x 1077 SS 0,0169 0,006 0,0035 0,0149
%BSS 3,2910 1,063 0,6474 2,8256
X 2,9342 2,988 2,9558 2,9594
4,50 x 10 SS 0,0378 0,042 0,0159 0,0376
%BSS 1,2879 1,402 0,5365 1,2708
X 9,9862 10,148 10,1199 10,0847
1,50 x 107 SS 0,2012 0,147 0,1042 0,1544
%BSS 2,0145 1,447 1,0295 1,5309
Giin i¢i (n=6) Giinler arasi
p-HBZ Derisimi (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=18)
X 0,2234 0,2138 0,2223 0,2198
1,20 x 10°¢ SS 0,0060 0,0056 0,0072 0,0071
%BSS 2,7060 2,6221 3,2206 3,2303
X 1,4706 1,4401 1,4633 1,4580
6,00 x 10 SS 0,0287 0,0400 0,0122 0,0289
%BSS 1,9531 2,7788 0,8354 1,9799
X 4,9983 4,9264 4,9273 4,9506
2,00 x 10 SS 0,0554 0,0322 0,1132 0,0742
%BSS 1,1093 0,6539 2,2968 1,4989
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Cizelge 4.5. devam Kesinlik sonuglart

Giin ici (n=6)

Giinler arasi

CAF Derisimi (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=18)
X 0,2959 0,2886 0,2855 0,2900
4,50 x 107 S8 0,0097 0,0098 0,0030 0,0084
%BSS 32775 3,3898 1,0586 2,9071
X 1,5733 1,6028 1,6073 1,5944
2,25 x 10 sS 0,0232 0,0352 0,0012 0,0265
%BSS 1,4737 2,1986 0,0768 1,6619
X 5,837 5,2054 5,3463 52784
7,50 X 10°6 SS 0,0692 0,0618 0,0514 0,0809
%BSS 1,3092 1,1868 0,9623 1,5332

Giin ici (n=6) Giinler arasi
SYR (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=18)
X 0,2724 0,2845 0,2650 0,2740
4,50 x 107 sS 0,0067 0,0040 0,0095 0,0105
%BSS 24411 1,4168 3,5754 3,8250
X 1,3623 1,4101 1,3885 1,3870
2,25 x 10°6 SS 0,0252 0,0271 0,0149 0,0288
%BSS 1,8468 1,9244 1,0748 2,0758
X 4,6244 45872 4,6193 4,6103
7,50 X 10° SS 0,0529 0,0305 0,0321 0,0387
%BSS 1,1433 0,6643 0,6957 0,8387

Giin ici (n=6) Giinler arasi
p-COU (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=18)
X 0,1742 0,1663 0,1623 0,1676
2,85 x 107 S8 0,0049 0,0016 0,0019 0,0059
%BSS 2,8064 0,9917 1,1997 3,5402
X 0,144 0,9243 0,0238 0,9208
1,43x 10 sS 0,0144 0,0210 0,0066 0,0140
%BSS 1,5755 22670 0,7145 1,5194
X 3,1337 3,1605 3,1410 3,1451
4,75 x 106 SS 0,0178 0,0587 0,0429 0,0393
%BSS 0,5675 1,8562 1,3660 1,2492
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Cizelge 4.5. devam Kesinlik sonuglart

Giin ici (n=6)

Giinler arasi

t-FER 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=18)
X 0,2080 0,1965 0,1934 0,1993

4,50 x 107 o 0,0064 0,0018 0,0014 0,0075
%BSS 3,0833 0,9259 0,7036 3,7517

X 1,0536 1,0724 1,0715 1,0658

2,25 % 10 SS 0,0188 0,0229 0,0106 0,0182
%BSS 1,7824 2,1396 0,9901 1,7098

X 3,6029 3,5601 3,5989 3,5873

7,50 X 10 SS 0,0590 0,0333 0,0177 0,0406
%BSS 1,6382 0,9349 0,4915 1,1307

Giin ici (n=6) Giinler arasi

ROS (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=18)
X 0,1939 0,1969 0,1949 0,1953

4,50 x 107 SS 0,0059 0,0042 0,0010 0,0039
%BSS 3,0366 2,1463 0,4958 1,9933

X 0,9407 0,9799 0,9568 0,9592

2,25 x 106 SS 0,0059 0,0193 0,0165 0,0215
%BSS 0,6314 1,9708 1,7287 2,2405

X 3,1920 3,2019 3,1496 3,1812

7,50 X 10 SS 0,0201 0,0278 0,0497 0,0386
%BSS 0,6287 0,8681 1,5778 1,2138

Giin ici (n=6) Giinler arasi

t-CIN (M) 1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=18)
X 0,0856 0,0850 0,0830 0,0845

1,74 x 107 SS 0,0018 0,0012 0,0008 0,0017
%BSS 2,1467 1,4583 0,9435 1,9821

X 0,5647 0,5658 0,5618 0,5641

8,70 x 107 SS 0,0050 0,0067 0,0053 0,0053
%BSS 0,8931 1,1878 0,9513 0,9386

X 1,9727 1,9713 1,9892 1,9778

2,90 x 107 SS 0,0137 0,0106 0,0082 0,0129
%BSS 0,6948 0,5353 0,4127 0,6521

X : ortalama; SS: standart sapma; %BSS: yiizde bagil standart sapma
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4.3.3. Dogruluk

UHPLC yo6nteminin dogruluk ¢alismalari, bos 6rnek matriksi olarak secilen {iziim
suyu lizerine ekstraksiyon islemi Oncesinde derisimi bilinen fenolik asit standart
cozeltileri eklenerek %Geri Kazanim degerlerinin  hesaplanmas1  yolu ile
gerceklestirilmistir. %Geri Kazanim degerlerinin hesaplanmasi i¢in {iziim suyuna 3 farkl
derisimde standart fenolik asit ¢ozeltisi eklenmistir. Geri kazanim deneyleri her bir
derigim igin iki paralel olarak yapilmis ve ¢ozeltiler tliger kez enjekte edilmistir. %Geri

Kazanim degerleri asagida gosterilen esitlik ile hesaplanmigtir.

%Geri Kazanim = (X 6l¢iilen deger /X gercek deger) % %100

Cizelge 4.6. Dogruluk sonuglari (n: deney sayisi, I: enjeksiyon sayisi)

Matrikse eklenen derisim %Geri Kazanmim SS %BSS
™M) (n=2, 1=3)

7,50 x 106 99 2,2198 2,2483

PCA 1,50 x 107 94 1,4692 1,5293
3,00 X 10 96 1,5671 1,6122

1,00 x 10 94 1,4325 1,5036

p-HBZ 2,00 x 107 96 2,6320 2,7313
4,00 x 107 94 0,8948 0,9500

3,75% 10 97 1,4064 1,4446

CAF 7,50x 107 95 0,8368 0,8846
1,50x 107 95 1,2192 1,2767

3,75% 10 95 1,9551 2,0447

SYR 7,50x 107 92 1,4179 1,5103
1,50x 107 98 0,6752 0,6860

2,38% 10 94 2,6907 2,8343

p-COU 4,75% 10 93 1,7562 1,8795
9,50x 107 96 1,4100 1,4634

3,75% 10 94 2,5551 2,6926

t-FER 7,50% 107 96 2,4667 2,5447
1,50x 107 93 1,0945 1,1697

3,75% 10 95 2,2012 2,3095

ROS 7,50% 107 92 1,3791 1,4809
1,50x 107 96 1,3413 1,3875

1,45x 10 97 1,8603 1,9125

t-CIN 2,90x 10 96 1,9398 2,0164
5,80x 107 96 0,6761 0,7043
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Dogruluk ile ilgili verilerin hesaplanmasinda dogrusallik sonucunda elde edilen
kalibrasyon egrilerinin denklemleri kullanilmistir. Cizelge 4.6’da fenolik asitlerin
dogruluk sonuglar1 %Geri Kazanim, standart sapma ve %BSS’lar ile verilmistir. Buna
gore elde edilen yiiksek %Geri Kazanim degerleri (%92-99), 6rnek matriksinin tez
kapsaminda calisilan fenolik asitlerin tayinlerine olumsuz bir etki yapmadigini yani

yontemin dogrulugunu gostermektedir.

4.3.4. Kararhhk

Fenolik asitlerin her biri i¢in kisa donem, uzun déonem ve dondurma-¢ozdiirme
kararliliklar1 2 farkli derisimde ve 3 kez enjeksiyonlar1 yapilarak incelenmistir. Kisa
donem kararlilig1 i¢in hazirlanan ¢ozeltiler 24 saat karanlikta ve oda sicakliginda
bekletilmistir. Uzun donem kararlilik ¢alismalarinda hazirlanan ¢ézeltiler 15 giin siireyle
-20°C’de tutulmustur. Dondurma-¢6zdiirme kararliliklar1 ise ¢ozeltilerin iic dongii olarak
-20°C’de dondurulmasi ve daha sonra oda sicakliginda ¢oziilmesi ile gerceklestirilmistir.
Analiz 6ncesi tim ¢ozeltiler 0,2 um’lik siringa filtresinden siiziilmiistiir. Fenolik asitlerin
farkli saklama kosullarindaki kararliliklar1 i¢in hesaplanan %Geri Kazanim ve %BSS
degerleri Cizelge 4.7°de gosterilmistir. Cizelge 4.7°deki %Geri Kazanim verileri

incelendiginde fenolik asitlerin belirtilen kosullarda kararli olduklar1 bulunmustur.
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Cizelge 4.7. Kararlilik sonuglar

Derisim (M) Kisa Donem Kararhhk Uzun Dénem Dondurma-Coézdiirme
(24 saat, oda Kararhhk Kararhhg (3 dongii)
sicakhi@inda) (15 giin, —20°C)
%Geri %BSS %Geri %BSS %Geri %BSS
Kazanim Kazanim Kazanim
(ortalama=SS) (ortalama+£SS) (ortalama=SS)

PCA 9,00x 107 86,02+0,02 3,27 92,99+0,01 1,19 94,91+0,01 2,00
1,50% 10°° 93,00+0,05 0,59 96,47+0.02 0,17 97,36+0,02 0,11
p-HBZ 1,20x 10°¢ 91,19+0,01 2,84 90,53+0.06 2,94 96,20+0.01 2,38
2,00%x 10°° 93,36+0,01 0,22 95,31£0,02 0,31 98,07+0,01 0,25
CAF 4,50% 1077 84,30+0,01 2,40 93,20+0,01 2,24 97,29+0,01 1,16
7,50 107 89,30+0,07 1,45 91,96+0,03 0,65 94,65+0,04 0,86
SYR 4,50% 1077 93,28+0,01 1,63 94,78+0,01 1,43 98,81+0,01 1,58
7,50 107 93,65+0,04 1,01 97,23+0,03 0,57 98,57+0,05 1,02
p-COU 2,85x 107 86,01+0,01 3,69 98,77+0,01 2,19 102,03+0,01 1,06
4,75% 107 91,05+0,01 0,11 93,76+0,02 0,69 99,11+0,04 0,12
t-FER  4,50x 107 94,16+0,01 2,40 95,22+0,01 4,20 100,77+0,01 3,95
7,50 107 89,27+0,05 1,44 91,44+0,01 0,24 95,25+0,03 0,70
ROS 4,50% 1077 84,28+0,01 0,96 97,80+0,01 3,38 99,70+0,01 1,43
7,50 107 92,81+0,02 0,47 94,88+0,01 0,18 99,96+0,01 0,35
t-CIN 1,74%x 107 84,94+0,01 3,22 95,02+0,01 2,94 99,19+0,01 1,62
2,90x 107 92,14+0,01 0,77 94,10+0,01 0,38 98,59+0,01 0,14

4.4. Gelistirilen UHPLC Yénteminin Orneklere Uygulanmasi

Fenolik asitlerin ayni anda tayinleri i¢in gelistirilen ve validasyonu yapilan UHPLC
yontemi farkli erik sulari, piknogenol ve supradin gibi ¢esitli 6rneklere uygulanmstir.
Cizelge 4.8’de analiz edilen 6rneklerde fenolik asitlerin miktarlar1 ile ilgili sonuglar
verilmistir. Deneyler 2 paralel olarak yiiriitiilmiis ve drneklerin 3’er kez enjeksiyonlari
yapilmustir. Cizelge 4.8’den de goriildiigii gibi erik cesitlerinde diisiik miktarlarda da olsa
tez kapsaminda caligilan fenolik asitlerin ¢ogu belirlenmistir. 5 ve 6 kodlu erik tiirlerinde
kafeik asit belirlenememistir. Ayrica 10 kodlu erikte p-HBZ bulunamamustir.
Piknogenolde, PCA, CAF, SYR, p-COU ve t-FER miktarlar1 270,52-2696,86 mg/kg
arasinda belirlenmistir. Supradin tabletinde ise PCA, SYR, p-COU ve t-FER 80,75-
2896,96 mg/kg olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.8. Orneklerde fenolik asitlerin miktarlar (mg/kg)

PCA |[p-HBZ| CAF | SYR [ p-COU | t-FER | ROS | t-CIN
X 56,91 | 3,38 | 16,88 | 1,51 0,93 1,50 | 3,34 | 0,07
Erik suyu -1 SS 0,13 0,03 | 0,07 0,02 0,01 0,02 | 0,03 | 0,002
%BSS | 0,23 0,80 | 0,40 1,55 1,31 1,64 | 082 | 3,75
X 4832 | 4,10 | 5,76 0,61 0,35 597 | 1,91 | 0,09
Erik suyu -2 SS 0,09 | 0,06 | 003 0,01 0,01 0,05 | 0,02 | 0,004
%BSS | 0,19 1,36 | 057 1,91 1,73 0,85 | 099 | 3,90
X 26,09 | 2,10 | 2,65 1,38 0,58 1,33 | 2,58 | 0,07
Erik suyu -3 SS 0,03 0,01 | 0,01 0,01 0,02 0,01 | 0,01 | 0,003
%BSS | 0,13 027 | 039 0,52 3,14 095 | 051 | 3,78
X 25,06 | 6,87 | 3,52 0,57 0,89 044 | 2,89 | 0,11
Erik suyu -4 SS 0,03 0,01 | 0,01 0,01 0,01 0,01 | 0,04 | 0,004
%BSS | 0,13 022 | 0,16 2,15 0,65 142 | 125 | 3,15
X 1,07 | 0,84 0,44 0,16 1,70 | 221 | 0,09
Erik suyu -5 SS 0,01 0,01 - 0,01 0,01 0,01 | 0,01 | 0,003
%BSS 1,19 | 0,85 1,84 3,84 043 | 043 | 327
X 0,92 1,39 0,25 0,61 126 | 234 | 0,07
Erik suyu -6 SS 0,01 0,01 - 0,01 0,01 0,01 | 0,01 | 0,003
%BSS | 0,63 1,00 3,98 2,28 0,58 | 056 | 3,89
X 7,84 1,43 1,01 0,31 0,20 023 | 3,02 | 007
Erik suyu -7 SS 0,03 0,03 | 0,01 0,01 0,01 0,01 | 0,05 | 0,003
%BSS | 0,32 191 | 0,94 2,15 3,53 2,76 | 1,63 | 433
X 467 | 2,19 | 050 0,31 0,16 024 | 2,72 | 0,07
Erik suyu -8 SS 0,02 | 003 | 0,01 0,01 0,01 0,01 | 0,01 | 0,002
%BSS | 0,47 124 | 2,39 2,06 4,19 299 | 044 | 293
X 527 | 083 | 093 | 11,21 0,23 1,01 | 3,08 | 0,20
Erik suyu -9 SS 0,03 0,03 | 0,01 0,01 0,01 0,01 | 0,01 | 0,005
%BSS | 0,64 | 326 | 062 0,10 3,60 0,64 | 044 | 2,50
X 2,47 0,32 1,39 0,16 059 | 144 | 007
Erik suyu-10 SS 0,03 - 0,01 0,01 0,01 0,01 | 0,01 | 0,002
%BSS 1,36 2,63 0,49 3,52 123 | 095 | 348
X 653,40 396,09 | 270,52 | 2696,86 | 828,57
Piknogenol SS 6,41 — 5,86 4,96 3,92 6,36 — —
%BSS | 0,98 1,48 1,83 0,15 0,77
X 377,77 2896,96 | 80,76 | 131,62
Supradin SS 5,68 — — 6,92 4,60 3,55 — —
%BSS 1,50 0,24 5,69 2,70
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5.SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda giinlimiizde serbest radikallerin insan sagligina verdigi
zararlar1 engelleyebilen antioksidan 6zellikteki fenolik asitlerin UHPLC yontemi ile 10
farkli erikte ve takviye edici tabletlerde (supradin ve piknogenol) tayinleri yapilmistir. Bu
kapsamda 6nemli fenolik asitlerden olan PCA, p-HBZ, CAF, SYR, p-COU, t-FER, ROS
ve t-CIN’in ayn1 anda tayinleri i¢in yeni, basit ve hizl1 bir UHPLC yontemi gelistirilerek
ICH (1996)’a gore validasyonu yapilmistir. Calisilan bu fenolik asitler tez ¢alismasinda
25 dakikalik bir siirede ayrilmislardir. Gelistirilen bu yontem, kesinlik, dogruluk,
gozlenebilme sinir1 (LOD), tayin alt sinir1 (LOQ) ve kararlilik validasyon parametreleri
yardimi ile degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

UHPLC son zamanlarda gelismis kolon teknolojisi ve kisa siirede ayrim gibi
tistlinliikleri nedeniyle fenolik asitlerin tayininde HPLC’ye kiyasla daha fazla tercih
edilmektedir. (Dong ve Zhang, 2014). Cihazda akis hiz1 ve zamana bagli olarak daha az
¢Oziicii harcanmasi da Onemli avantajlarindan biridir (Taleuzzaman vd., 2015).
Spektrofotometrik yontemlerle (Gamez-meza vd., 1999) kiyaslandiginda daha hassas ve
secici bir yontem olmasi, GC’ye oranla daha iyi tekrarlanabilirlik sunmasi ve ayni
zamanda matriks girisim sorunlarinin daha az olmasi (Minuti ve Pellegrino, 2008) tez
calismasinda UHPLC yo6nteminin tercih edilmesinin en 6nemli faktorlerindendir.

Erik 6rneklerinin saflastirilmasinda literatiirden farkli olarak ilk defa Cis-OH SPE
yontemi kullanilmis ve Cis SPE’ye gore daha iyi sonuglar elde edilmistir.

Bu tez kapsaminda gelistirilmis ve valide edilmis bu yontem gida ve gida takviye
orneklerine basarili bir sekilde uygulanmistir. Ayrica bu yontem, fenolik asitlerin gida

kontrol laboratuvarlarinda hizli bir sekilde analizleri i¢in onerilebilir.
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