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Bu tez ¢alismas1 kapsaminda 6zellikle saglik sektoriinde 6nemli bir yere sahip kapsaisinin
yerel bir iriin olan Samandag (Hatay) biberinden saflastirilarak elde edilmesi
amaglanmistir. Endemik bir tiir olan Samandag biberinin kapsaisin igerigi kuru ve yas
halde incelendikten sonra yesil, dolma ve kapya biber igerikleri ile karsilastirilmistir.
Kapsaisin tayini Soxhlet ekstraksiyonu ile baslatilmis ve bu amagla metanol, etanol ve
asetonitril olmak tiizere {i¢ farkli ¢oziiclii secilmistir. Ekstraksiyonun optimize hale
getirilebilmesi igin secilen her bir ¢oziiciide ti¢ farkli sicaklik ve ii¢ farkli zaman
parametresi calisilmistir. Soxhlet ekstraksiyonu sonucu kapsaisin veriminin 1780.9 pg/g
ile 80°C’de ve 3 saat metanol ¢oziiciisii kullanilarak elde edildigi tespit edilmistir.
Ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstraklar, kapsaisin igeriklerinin tayini ve

saflastirilmasi amaciyla 6nce tek boyutlu HPLC ile analiz edilmis ve kapsaisinoidlerden



yalnizca kapsaisin ve dihidrokapsaisinin tespit edilebildigi goriilmistiir. Kurutulmus
kirmizi biberin analizi sonucunda 1780.9 pg/g kapsaisin ve 897.8 pg/g dihidrokapsaisin
elde edilebildigi, toplam kapsaisinoid miktar1 dikkate alindiginda ise acilik degerinin
40185.5 S.U. (Scoville Unitesi) oldugu hesaplanmistir. Yas kirmizi biberde ise 105.4
ug/g kapsaisin ile 66.48 ng/g dihidrokapsaisin elde edilebilmistir. Tek boyutlu HPLC
analizi sonucunda dolma ve kapya biberlerde kapsaisinoid tespit edilememistir.
Kapsaisinoidlerin daha yiiksek bir verimle eldesi ve saflastirilmasi amaciyla iki boyutlu
HPLC analizi yapilmis analiz sirasinda sentezlenen ve karakterizasyonu yapilan
p(HEMA-MATTp) monolitik kolonu ilk kolon olarak kullanilmistir. Boylelikle hem 6n
deristirme yapilmis hem de kolonda tutunan kapsaisinoid miktar1 arttirilmistir. ikinci
kolon olarak ticari C-18 kolonu kullanilmis ve analiz sonucunda kapsaisin,
dihidrokapsaisin, nordihidrokapsaisin ve homokapsaisin olmak tizere dort farkli
kapsaisinoidin tespit edilebildigi gdzlenmistir. iki boyutlu HPLC analizi sonucunda
toplam kapsaisinoid miktarinin 3853.7 pg/g’a yiikseldigi ortaya konulmustur. Tez
calismasi sonucunda 6nemli bir biyoaktif molekiil olan kapsaisin yerel bir iiriin olan

Samandag biberinden saf halde elde edilebildigi kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Soxhlet ekstraksiyon, kapsaisinoid, kapsaisin, HPLC
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Within the scope of this thesis, it was aimed to purify capsaicin, which has an important
place in the health sector, from Samandag pepper, a local product. The capsaicin content
of Samandag pepper, which is an endemic species, was examined in dry and wet form
and compared with the contents of green, stuffed and capia peppers. Capsaicin
determination was started with Soxhlet extraction and three different solvents, methanol,
ethanol and acetonitrile, were selected for this purpose. In order to optimize the
extraction, three different temperature and three different time parameters were studied
in each selected solvent. It was determined that capsaicin yield as a result of Soxhlet
extraction was obtained at 1780.9 pg/g at 80°C and by using methanol solvent for 3 hours.

The extracts obtained as a result of the extraction were first analyzed by one-dimensional



HPLC for the determination and purification of capsaicin content, and it was observed
that only capsaicin and dihydrocapsaicin could be detected among capsaicinoids. As a
result of the analysis of dried red pepper, it was calculated that 1780.9 ug/g capsaicin and
897.8 ug/g dihydrocapsaicin could be obtained, and considering the total amount of
capsaicinoids, the pungency value was calculated as 40185.5 SU (Scoville Units). In fresh
red peppers, 105.4 ng/g capsaicin and 66.48 pg/g dihydrocapsaicin could be obtained. As
a result of one-dimensional HPLC analysis, capsaicinoid was not detected in stuffed and
capia peppers. In order to obtain and purify capsaicinoids with a higher yield, two-
dimensional HPLC analysis was performed and the p(HEMA-MATrp) monolithic
column synthesized and characterized during the analysis was used as the first
dimensional column. Thus, both preconcentration was made and the amount of
capsaicinoid held in the column was increased. Commercial C-18 column was used as the
second dimensional column and it was observed that four different capsaicinoids, namely
capsaicin, dihydrocapsaicin, nordihydrocapsaicin, and homocapsaicin, could be detected
at the end of the analysis. As a result of the two-dimensional HPLC analysis, it was
revealed that the total amount of capsaicinoid increased to 3853.7 ug/g. As a conclusion
of the thesis study, it has been proven that capsaicin, an important bioactive molecule,

can be obtained in pure form from Samandag pepper which is a local product.

Keywords: Soxhlet extraction, capsaicinoid, capsaicin, HPLC
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1. GIRIS

Biyoaktif bilesikler tibbi 6zelliklerinin zenginliginden 6tiirii hastalik tedavisi ve saglikta
siklikla kullanilmaktadir. Biyoaktif bilesikler olan kapsaisinoidler ve kapsinoidler, ilag ve
kozmetik amacli kullanim potansiyeline bagli olarak son yillarda aragtirmacilarin biiyiik
ilgisini gekmektedir. Kapsaisinoidlerin ve kapsinoidlerin agr1 kesici, kanser 6nleyici, kilo
kaybettirici, kardiyovaskiiler ve gastrointestinal hastaliklar1 iyilestirici 06zellikleri
nedeniyle bu maddelerin biberlerden saflastirilmasi ekonomik degeri agisindan biiyiik
onem arz etmektedir. Gegmisten giiniimiize kapsaisinoidlerin saflastirilmasi ve etki
mekanizmalari tizerinde fazlaca akademik ¢alisma yapildig1 goriilmektedir. Sunulan tez
caligmasinda yerel bir {irlin olan ve aciligiyla tinlii Hatay ili Samandag ilgesinde endemik
yetisen biber tiirii ele alinmig ve bu biberden kapsaisinoidlerin en temel bileseni olan
kapsaisinin saf halde elde edilmesi amaglanmistir. Biyoaktif bir molekiil olan kapsaisinin
saflagtirilmasi i¢in oncelikle Soxhlet ekstraksiyonu kullanilmig bu amagla uygun ¢oziicii,
sicaklik ve zaman parametreleri optimize edilmistir. Ekstraktin eldesinden sonra
kapsaisin tayini, elde edilme verimi ve saflastirilmasi i¢in analizde 6nemli bir yer edinen
yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) kullanilmistir. Kromatografik analizde
zaman, deristirme, ¢oziicli israfinin engellenmesi, yiiksek ayiricilik ve verim artiriminin
saglanabilmesi, daha ucuz ve tekrarlanabilir bir yontem ortaya konulabilmesi
hedeflenerek tek boyutlu ve iki boyutlu HPLC analizi yapilmistir. Calismada afinite
saflagtirma amaciyla kullanilacak birinci boyut kolonu, hidrofobik etkilesimler {izerinden
yuksek tutuculuk saglamasi, kapsaisinoid bilesenlerinin birbirinden ayrilarak tayininin
yapilabilmesi ve saf halde elde edilebilmesi amaglanmistir. Sonug olarak; endemik yerel
bir tiir olan biber orneklerinden kapsaisinin ekstraksiyon optimizasyonu, tek boyutlu
HPLC ile bilesen analizi ve iki boyutlu HPLC sistemi ile ¢evrimigi 6n-deristirme ve saflik

analizleri basariyla gerceklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoaktif Bilesiklerin Tanimi ve Tarihi

Insanlik i¢in kullanilan bitkilerin tarihi, insanligin baslangicina kadar uzanmaktadir.
Baslangicta insanlar bitkileri beslenme amaci i¢in kullanmis, ancak tibbi 6zelliklerin
kesfedilmesinden sonra, bu dogal flora cesitli insan topluluklar1 arasinda yararli bir
hastalik tedavisi ve sagligi iyilestirme kaynagi haline gelmistir [1]. Misir papiriisleri,
kisnis ve hint yagnin binlerce tarif aracilifiyla tibbi uygulamalar, kozmetikler ve
koruyucular i¢in yararli oldugunu géstermistir [2]. Yunan ve Roma déneminde, bitkilerin
binlerce terapdtik kullanimi, Hipokrat, Theophrastus, Celsus, Dioscorides ve digerleri
gibi birkag bilim insani tarafindan tanimlanmistir [3]. Romanyalilar ¢ok uzun zamandan
beri sifali ot kullanimlariyla bilinmektedirler. Ornegin Herodot (M.O. V. Yiizyil),
yazilarinda Tuna nehrinin kuzeyinde yasayan insanlar tarafindan Leonurus cardiaca
(Aslan otu)’nin kullanildigindan bahsetmistir. 19. yiizyilda Romanya farmakopesi
bitkisel tirtinleri tanitmis ve 1904’te Cluj sehrinde ilk sifali otlar enstitiisii kurulmustur
[2]. Bitkisel bitkilerin eski zamanlarda kullanilmasi aslinda biyoaktif molekiillerin
tarihini gostermektedir. Ge¢gmiste, insanlarin biyoaktif molekiiller hakkinda higbir fikri
olmamasina ragmen, bu bilesikler c¢esitli amaglar dogrultusunda yaygin olarak

kullanilmaktaydi.

Tipik olarak, bitkilerin biyoaktif bilesikleri ikincil metabolitler olarak iiretilirler [4]. Bir
bakteriden, milyon hiicre bitkisine kadar her canli viicut, hayatta kalmalar1 ve yasamalar1
icin ¢esitli kimyasal bilesikleri isler [1]. Biyolojik sistemin tiim bilesikleri iki genis alana
boliinebilir. Biri karbonhidratlar, amino asitler, proteinler ve lipitler gibi biiylimeyi ve
gelismeyi amaglayan kimyasal maddeler olan birincil metabolitlerdir. Bir digeri,
bitkilerin ¢evreleriyle etkilesime girmelerine izin vererek yerel zorluklarin iistesinden
gelme ve hayatta kalma yeteneklerini artirmaya yardimei olduguna inanilan birincil
metabolitler disindaki bir bilesikler grubu olan ikincil metabolitlerdir [4]. Farkli bir
deyisle, ikincil metabolitler, genellikle biliylimeyi takip eden bir asamada iiretilen,
bliylimede higbir islevi olmayan (hayatta kalma islevi olsalar da), belirli sinirh
mikroorganizma taksonomik gruplar tarafindan iiretilen, olagandis1 kimyasal yapilara
sahip ve genellikle bir kimyasal ailenin yakindan iligkili tiyelerinin karigimlar1 olarak
olusturulan metabolitlerdir [5]. Farkl tiirlerde ikincil metabolitlerin iiretimi, esas olarak

degerlendirme siireci ve bu tiiriin dzel ihtiyaci ile segilir. Ornegin, cicek tiirleri tarafindan



polenlesmeleri ve dollenmeleri i¢in bocekleri ¢ekmek i¢in aroma sentezi ve toksik
kimyasal sentezi, komsu bitkilerin biliylimesini bastirmak i¢in patojenlere ve otgullara
dogru evrilmistir [6]. Ikincil metabolitler arasinda bu maddelerin bazilar1 biyoaktif olarak
kabul edilen biyolojik sistemler tizerinde etkiye sahiptir. Bu nedenle bitkilerdeki biyoaktif
bilesiklerin basit bir tanim1 sudur: insan ve hayvanlarda farmakolojik veya toksikolojik

etkileri ortaya ¢ikaran ikincil bitki metabolitleridir [4].

2.2. Biyoaktif Bilesiklerin Sentezi ve Simiflandirilmasi

Biyoaktif bilesiklerin farkli kategorilerdeki siniflandirilmasi hala tutarsizdir, daha ziyade
belirli smiflandirmanin amacma baghidir. Buna o6rnek olarak, farmakolojik
siiflandirmanin kapsamina uymayan biyosentetik yollarin aciklamasini basitlestiren
biyosentetik siniflandirmalar verilebilir. Croteau ve ark bitkilerin biyoaktif bilesikleri ii¢
ana kategoriye ayrilir: (a) terpenler ve terpenoidler (yaklasik 25.000 tip), (b) alkaloidler
(yaklasik 12.000 tip) ve (c) fenolik bilesikler (yaklasik 8000 tip) [7]. Farkli biyoaktif
bilesik kategorilerinin genel yapilar1 Sekil 2.1°de verilmistir.

Biyoaktif bilesiklerin ¢ogunlugu, her biri dogada olustuklar1 yoldan (biyosentez)
kaynaklanan belirli yapisal 6zelliklere sahip olan birkag aileden birine aittir. Ikincil
metabolitlerin veya biyoaktif bilesiklerin sentezi i¢in dort ana yol vardir: (1) Sikimik asit
yolu, (2) malonik asit yolu, (3) mevalonik asit yolu ve (4) mevalonat olmayan (MEP) yol
[8]. Alkaloidler aromatik amino asitler (sikimik asit yolundan gelir) ve alifatik amino
asitler (trikarboksilik asit dongiisiinden gelir) tarafindan tretilmektedirler. Fenolik
bilesikler, sikimik asit yolu ve malonik asit yolu ile sentezlenmektedirler. Mevalonik asit

yolu ve MEP yolu ile terpenler tiretilmektedirler.
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Sekil 2.1. Bitkilerdeki biyoaktif bilesiklerin farkli kategorilerinin kimyasal yapilart;
alkaloidler (al ve a2), monoterpenler (b), seskiterpenler (c), triterpenler, saponinler,
steroid (d), flavonoid (e), poliasetilenler (f), poliketidler (g) [9].

2.3. Kapsaisinoidler ve Kapsinoidler

Tath biber gibi kirmiz1 biber bitkilerinin meyveleri (biberler) diinya ¢apinda taze gida
maddesi olarak kullanilirken, islenmis tiriinleri gesitli mutfaklara renk ve aromatik tat
katan ac1 biber de dahil olmak iizere baharat yapiminda kullanilir. Dahasi, biberler
geleneksel olarak bazi toplumlar tarafindan uyarict veya analjezik Ozellikleri icin

kullanilmaktadir. Biberlerin uyarict 6zelliklerinden (keskinlik) sorumlu maddeler, bir



grup lipofilik alkaloid olan kapsaisinoidlerdir. Dogadaki en bilinen kapsaisinoid,
kapsaisin (KAP)’dir [10]. Kapsaisin, aci1 biberlerin ana aktif bilesenidir, bunu
dihidrokapsaisin, nordihidrokapsaisin, homodihidrokapsaisin ve homokapsaisin vb. izler
(Sekil 2.2) [11, 12]. Kapsaisinoidler, yag asitlerinin ve vanililaminin kondenzasyonuyla
biyosentezlenir ve biberin plasentasi, kapsaisinoid biyosentezi i¢in ana bolgedir [13].
Kapsaisinoidler hem polar hem de polar olmayan ¢oziiciilerde kararlidir ve temas ettigi
viicutta yanma hissi olusturur [14]. Kapsinoidler, orijinal olarak aci olmayan, kiiltiir
bitkilerinde bulunan 6zgiin bir grup olan kapsinoid benzeri bilesikleri (Capsicum
annuum) temsil eder [15, 16] ve daha sonraki ¢alismalar, birgok keskin Capsicum tiiriiniin
kapsioidleri icerdigini gostermistir [17, 18]. Kapsinoidler, vanilil alkoliin dall1 zincirli bir
yag asidi esteri olarak tanimlanir ve dogada dogal olarak olusan baslica kapsinoidler,
kapsiat (CST) ve dihidrokapsiattir (DCT). Bu tiirlerin kimyasal yapilari, kapsinoidlerde
bir ester bagi ve kapsaisinoidlerde bir amid bagi olan baglantis1 haricinde, baglica
kapsaisinoidlerinkine benzerdir. Kapsinoidler, kapsaisinoid benzeri fizyolojik ve
biyolojik o0zellikleri ve kapsaisinoidlerin zararli uyaranlarindan yoksun olmalari

nedeniyle dikkatleri {izerine ¢ekmistir [19, 20].

Biberlerde veya aci soslarda "acilik" degerlendirmenin geleneksel yolu, seyreltilmis
numunelerin bir dizi kargilastirmali degerlendirmesiyle "Scoville" dlcegi ile dlciilen bir
tat panelidir. Tat paneli yontemi 6znel, maliyetli ve zaman alicidir. Kapsaisin, HPLC ile
dogrudan (tiirevlendirilmeden) analiz edilebilir. Yontem kesin ve hizlidir. Sadece bir

damla siiziilmiis ac1 sos gerektirir [21]. Her bir numunenin “acilik” derecesi,

[Kapsaisinin Pik Alant + (0,82 x Dihidrokapsaisinin Pik Alant)]
Standart Pik Alant

ppmH =

formiilinden elde edilen acilik derisiminin (ppmH) degerinin 15 ile c¢arpilmas: ile

hesaplanabilir [22]. Baz1 biberlerin acilik degerleri Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.2. Kapsaisinoid ve kapsinoidlerin kimyasal yapilart.

Cizelge 2.1. Bazi biberlerin acilik degerleri [23].

Biber Acilik (Scoville Unitesi)
Dolmalik Biber 0
Anaheim 250-1400
Jalapeno 3000
Macar Sar1 Biber 4000
Japon Ac1 Biberi 20000-30000
Tabasco 30000-50000
Cayenne 50000-100000
Kus Gozii 100000-125000
Kumakata 125000-15000
Habanero 300000




2.3.1. Kapsinoidlerin ve Kapsaisinoidlerin Farmakolojik Etkileri

2.3.1.1. Agn Kesici

Agr1 kesici i¢in en ¢ok ¢alisilan kapsaisinoid kapsaisindir. Kapsaisinin, enflamatuar 1s1y1
ve zararli kimyasal hiperanaljeziyi azaltmak veya romatoid artrit veya fibromiyaljiden
kaynaklanan agriy1 azaltmak i¢in oral veya lokal olarak kullanildig1 gosterilmistir [24].
Kapsaisin, ayni zamanda, cerrahi sonrasi ve osteoartrit agrisini tedavi etmek i¢in uzun
etkili bir analjezik olan bir ilag olan Adlea’daki temel bilesendir [25]. Agr1 kesici olarak
kapsaisin, ¢esitli popiiler recetesiz kremlere %0,075 veya daha diisiik bir konsantrasyonda
eklenmektedir [26] . Genel olarak, kapsaisin i¢eren kremler, kronik agri igin orta ila zay1f

etkiye sahiptir.

Son zamanlarda, kapsaisinin agr1 kesici iizerindeki etkisinden sorumlu olan
mekanizmalarin anlasilmasinda biiyiik ilerleme kaydedilmistir. Kapsaisinin, su anda
vanilloid reseptorii (VR1) veya gegici reseptor potansiyeli vanilloid alt aile tiyesi 1
(TRPV1) olarak bilinen kapsaisin reseptorii yoluyla etkiyi uyguladigi iyi bilinmektedir.
TRPV1, kimyasal maddeler ve zararli 1s1, proton ve vanilloidler gibi kimyasal faktorler
dahil olmak iizere ¢ok cesitli uyaranlarla aktive edilen se¢ici olmayan bir katyon kanalidir
[27, 28]. TRPV1’in agr1 duyumundaki 6nemli rolii, TRPV1 geninin silinmesi (knock-out
fareler) veya RNA interferansi ile TRPV1’in “knock-down” olmasiyla dogrulanmistir
[29].

Teorik olarak, agrinin giderilmesinde yeni bir paradigmayi temsil eden TRPV1
antagonistleridir, ¢iinkii TRPV1 antagonistlerinin, TRPV 1’1 aktive eden agrili endojen
maddeleri bloke ederek agri algisim1 Onlemesi beklenir. Bununla birlikte, zamanla
kanitlanmis TRPV1 agonist bazli terapiler de agr1 kesici icin acik bir potansiyel sergiler
[26, 30]. Kapsaisinoidleri (kapsaisin veya dihidrokapsaisin gibi) dogal tahris edici
maddeler arasinda benzersiz kilan sey, duyusal ndronlarin ilk uyarilmasimin ardindan
kalict bir refrakter durumun izlenmesi veya duyarsizlagtirmaya atifta bulunulmasidir, bu

durum kapsaisinoidlerin analjezik etkisinin altinda yatan teorik temeldir [31, 32].



Kapsaisinoidlere benzer sekilde, ac1 olmayan kapsaisin analogu olan kapsinoidler
(kapsiat ve dihidrokapsiat gibi), farelerde TRPV1’i aktive edebilmis ve arka pengelerine
deri altindan enjekte edildiginde nosiseptif tepkileri indiikleyebilmistir [33]. Bunun
aksine, kapsiat cilt yilizeyine uygulandiginda tahris edici yamtlar {iretmemistir.
Kapsaisinden farkli olarak kapsiatin yiiksek derecede lipofilik olmasi ve normal sulu
ortamlarda kolaylikla parcalanmasi kapsiatin en azindan kismen aci olmama 6zelligine
atfedilmistir [33]. Yukarida bahsedildigi gibi, kapsaisinoidlerin analjezik etkisi, duyu
noronlarin1  duyarsizlastirma yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Simdiye kadar,
kapsinoidlerin analjezik etkisine iliskin bir rapor mevcut degildir. Kapsinoidlerin,
kapsaisinoidler kadar kararli olmadiklarindan ve bu nedenle kapsinoidler ile TRPV1
arasindaki etkilesimin, duyusal ndronlar1 duyarsizlagtiracak kadar uzun stirmedigi i¢in

analjezik etki liretemedigi tahmin edilmektedir [34].

2.3.1.2. Kanserden Korunma

Kapsaisinoidlerin (kapsaisin ve dihidrokapsaisin) antikanser aktivitesi uzun zamandir
bilinmektedir [35]. Kapsaisinoidler, antitiimor aktivitesini sadece in vitro deneylerde
degil, ayn1 zamanda in vivo galismalarda da gostermistir. Kiiltiirlenmis hiicrelerde,
kapsaisin gogiis kanseri hiicre gociinli engelleyebilmis ve prostat kanseri hiicrelerini
oldiirebilmistir. Ayrica, dihidrokapsaisinin, HCT116 insan kolon kanseri hiicrelerinde
otofajiyi indiikledigi bildirilmistir. Hayvan deneylerinde, agizdan kapsaisin tiiketimi,
farelerde MDA-MB231 meme kanseri tiimdrlerinin boyutunu %50 azaltabilmis veya pre-
neoplasttk meme lezyonlarinin gelisimini  %380'e kadar giiclii bir sekilde
engelleyebilmistir ve dogrudan kapsaisin enjeksiyonu tiimorlerin boyutunda %80°e kadar
azalmay1 saglamistir [36]. Klinik ¢alismalarda, dogal kapsaisin 16semik hiicrelerin

biiytimesini engelledigi gosterilmistir [37].

Kapsaisinoidlerin antikanser ve kemopreventif etkileri, hiicre proliferasyonunu ve
goclinii 6nleme ve hiicre apoptozunu indiikkleme yetenekleri ile yakindan ilgilidir.
Hiicresel proliferasyonun ¢ok asamali karsinojenezde 6nemli bir rol oynadig1 ve kanserin
onlenmesi i¢in kritik bir aywrict 6zellik oldugu 1yi bilinmektedir. Kapsaisinin,
dihidrokapsaisin ile birlikte, ¢esitli dliimsiizlestirilmis veya kotii huylu hiicre dizilerinin

biiylimesini, dongili durmasi, apoptoz, otofaji ve/veya hiicresel metabolik aktivasyonun



inhibisyonu yoluyla bastirdig1 bildirilmistir. Kapsaisin ve dihidrokapsaisinin, bir¢cok
diisiik molekiiler agirlikli kanserojenin detoksifikasyonunun yani sira metabolik
aktivasyonunda rol alan bir enzim olan sitokrom P450’nin bir izoformunu inhibe
edebildigi de bulunmustur [38]. Kapsaisin veya dihidrokapsaisin tarafindan hiicresel
apoptoz indiiksiyonunun dogrudan (reseptdorden bagimsiz olan) ve dolayli yolla
(reseptore bagimli olan) rol oynadigina dair kanitlar vardir [39]. Dogrudan yolda,
kapsaisin, kaspazlarla, ozellikle kaspaz 1 ve 3 ile etkilesime girerek apoptozu
indiiklemektedir. Dolayli yolda, kapsaisin, TRPV-1 ile etkilesime ihtiya¢ duyar, bu da
hiicre i¢i kalsiyum artisina ve dolayisiyla erken gelismis ve apoptozun ge¢ unsurlarina
yol agmaktadir [39]. Ilging bir sekilde, kapsaisinin normal hiicre hatlarimin degil, ancak
sadece segici olarak Oliimsiizlestirilmis veya kotii huylu hiicre hatlarinin apoptozunu
indiikledigi veya biiylimelerini inhibe ettigi gorilmistiir [40]. Ancak, bu fenomenin
altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlasilmamuistir. Yakin tarihli bir rapor, kotii huylu
veya normal hiicrelerin kapsaisin ile indiiklenen endoplazmik retikulum stresine farkl
tepkisinin, kapsaisinin kotii huylu hiicre apoptozu iizerindeki secici etkisini en azindan

kismen agiklayabilecegini 6ne stirmiistiir [41].

Kapsaisinoidler ile karsilastirildiginda, kapsinoidlerin antikanser aktivitesi ile ilgili de
literatiir mevcuttur. Erken bir ¢alisma, kapsiat ve dihidrokapsiatin, atimik farelerde
tiimodrogenezi Onleyebildigini ve kapsinoidlerin kanseri dnleme aktivitesini destekledigini
gostermistir [42]. Diger ¢alismalar, kapsiatin, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini artirarak
ve bunu takiben mitokondri transmembran potansiyelinin kaybiyla tlimor hiicre
hatlarinda apoptozu indiikledigini géstermistir [46]. Bir in vitro ¢alismada, kapsiat ve
dihidrokapsiatin vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ile indiiklenen ¢ogalmay1,
kemotaktik motiliteyi ve birincil kiiltlirlenmis insan endotel hiicrelerinin kapiler benzeri
tiip olusumunu inhibe ettigi bildirilmistir [43]. Ayrica, her iki bilesik de VEGF'nin neden
oldugu endotelyal gecirgenligi bloke etmistir. Bu sonuglar, kapsiat ve dihidrokapsiatin
potansiyel antitiimor aktivitesini giiclii bir sekilde destekler ¢iinkii VEGF, timor

vaskiilatiiriiniin olusumunun ana indiikleyicisidir.

Kapsaisinoidlerin antikanser aktivitesi iyi bilinmesine ragmen, kanserin Onlenmesi

tizerindeki yararl etkileri konusunda celiskili veriler vardir. Kapsaisin veya aci biber



Ozlerinin ayn1 zamanda ko-kanserojen veya timdr destekleyici olarak da hareket
edebildigine dair kanitlar bulunmaktadir [44]. Epidemiyolojik ¢alismalar, biiyiik
miktarlarda aci biber tiiketenlerin, tiiketici olmayanlara gére mide kanseri riski daha
yuksek oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, kapsaisinin metabolitleri (reaktif fenoksi
radikalleri gibi) DNA’ya saldirabilir ve mutajenite ve habis doniisiimii tetikleyebilir [45].
Bu nedenle, kapsaisin, hem kanserojen hem de kemopreventif 6zelliklere sahip “iki ucu
keskin kili¢” olarak diisiiniilmiistiir ve nadiren anjiyogenez ile ilgili hastaliklar1 tedavi
ettigi disliniilmektedir. Son zamanlarda, kirmizi biber CH-19 Sweet'in tahris edici
olmayan kapsinoidleri olan kapsiat ve dihidrokapsiatin, kapsaisine benzer antikanser ve
kemo-onleyici aktiviteyi, aci 6zelligi olmadan korudugu bulunmustur [43]. Bunlar,
kapsaisinin yerine ideal bir alternatif olabilir ve kanserin onlenmesinde onemli bir

potansiyele sahiptir.

2.3.1.3. Kilo Verdirme

Kiiresel obezite yayilimi son yillarda 6nemli dlclide artmistir ve halk saglig icin biiyiik
bir tehdit olusturmaktadir. Kilo kayb1 ve bakimi icin araclar ve stratejiler diinya ¢capinda
biiylik ilgi gormektedir. Act biberler, yenildiklerinde 1s1 hissi iiretme ve enerji tiiketimini
artirma yetenekleriyle bilinir. Termojenez ve enerji metabolizmasi obezitenin
diizenlenmesinde Onemli bir rol oynadigindan, kirmizi biber obezite yonetimi i¢in
potansiyel yiyecekler olarak disiintilmektedir. Kapsaisinoidlerin obezite Onleyici
ozelliklere sahip olduguna dair bir¢ok kanit bulunmaktadir. Kapsaisin veya
dihidrokapsaisinin, hayvan deneylerinde ve klinik ¢alismalarda enerji tiiketimini artirarak
ve viicut yag birikimini azaltarak obeziteyi engelledigi bildirilmistir [46, 47]. Kapsaisinin
anti-obezite etkisinden sorumlu olan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in Joo ve
ark son zamanlarda kapsaisin tedavisine yanit olarak siganlarin beyaz yag dokusundaki
protein degisikliklerini analiz etmek i¢in farkli proteomik yaklasim kullanmiglardir [48].
Sonuglar termojenez ve lipid metabolizmasi ile ilgili proteinlerin kapsaisin tedavisi
izerine belirgin bir sekilde degistigini ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde
kapsaisinin 6nemli roliinii destekledigini gdstermistir. Kapsaisinin anti-obezite etkileri

olmasina ragmen, potansiyel yan etkileri klinikte uygulanmasini sinirlamaktadir.
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Yukarida belirtildigi gibi, ac1 biber (kapsaisinoidlerin ana kaynagi) giiglii bir aciliga
sahiptir ve herkes kilo kayb1 icin biiyiik miktarlarda ac1 biber yiyemez. Bu nedenle act
olmayan CH-19 tatl biber (kapsinoidlerin ana kaynagi) ¢ekici bir segenek olabilir. Tek
bir CH-19 tath biber dozunun viicut 1sisin1 ve oksijen tiiketimini artirabilecegi,
tekrarlanan CH-19 tathh biber aliminin ise viicut agirhigini azaltabilecegi ve yag
oksidasyonunu artirabilecegi gosterilmistir [46]. Daha 6nce bahsedildigi gibi, CH-19 tath
biberindeki ana kapsinoidler kapsiat, dihidrokapsiat ve nordihidrokapsiattir. Kapsaisine
benzer sekilde kapsiate enerji tiiketimini artirabilir ve ¢ekirdek sicakligi yiikseltebilir
[49]. Akut kapsiat uygulamasi sempatik sinir aktivitesini ve termojenezi artirabilirken,
kronik kapsiat tedavisi viicut yag birikimini baskilayabilir. Aslinda kapsiat, en azindan
Japonya ve ABD’de kilo vermek i¢in piyasada bulunan bir iiriindiir. Daha ileri ¢alismalar,
kapsinoidlerin vahsi tip farelerde enerji metabolizmasini arttirdigini, ancak TRPV1’e
sahip olmayan farelerde artmadigini bulmustur, bu da kapsinoidlerin enerji

metabolizmasi tizerindeki etkisinin TRPV1’de yer aldigini diisiindiirmektedir [50].

2.3.1.4. Kardiyovaskiiler Faydalar:

Koroner kalp hastali§i, miyokardiyal enfarktiis, hipertansiyon ve ateroskleroz, insan
sagligina potansiyel tehdit olusturan baslica kardiyovaskiiler hastaliklardir.
Kapsaisinoidlerin kardiyovaskiiler sistem tiizerinde potansiyel yararl etkileri olduguna
dair kanitlar vardir [51, 52]. Kardiyovaskiiler sistem, CGRP, bilesik P ve digerleri gibi
coklu norotransmiterlerin  salimi  vasitasiyla  kardiyovaskiiler  fonksiyonlarin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan kapsaisine duyarlt sinirlerce zengindir [52, 53].
Bir¢ok calisma, CGRP’nin kardiyovaskiiler fonksiyon iizerinde koruyucu etki yaptigin
defalarca gostermistir. Kapsaisinin, TRPV1’i aktive ederek CGRP salinimini uyarabildigi
ve bu nedenle kardiyovaskiiler fonksiyon iizerinde potansiyel faydalar1 oldugu
gosterilmistir [52]. Gergekte, kapsaisinin akut uygulamasi, segici CGRP reseptor
antagonisti olan CGRP-(8-37) tarafindan bloke edilen iskemik 6n kosullama benzeri
kardiyak korumay: taklit edebilmektedir. Bununla birlikte, yiiksek dozda kapsaisin
tedavisinin sinir uclarindaki CGRP’yi tiiketeceginden ve zararl etkileri gostereceginden

bahsedilmelidir [54, 55].
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Son zamanlarda, kapsaisin ve dihidrokapsaisinin, kardiyovaskiiler hastaliklarin
Onlenmesi ve goriilme sikligini azaltacak bir 6zelligi olarak trombosit agregasyonunu ve
pihtilasma faktorleri VIII ve IX’un aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir [56].
Kapsaisinoidlerin trombosit agregasyonu tiizerindeki etkisinden sorumlu mekanizmalar
iyi anlasilmamistir. Kapsaisinin, trombositlerin plazma zarina girebildigi ve =zar
akiskanligini ve/veya iyonik gecirgenligi degistirebildigi 6ne siiriilmiistiir [57]. Bununla
birlikte, son zamanlarda, TRPV1’in insan trombositlerinde mevcut oldugu bulunmustur,
bu sayede kapsaisin, hiicre i¢i trombosit depolarindan Ca(ll) iyon salimim
indiikleyebilmis ve ardindan ADP ve trombin ile indiiklenen trombosit aktivasyonuna
katkida bulunmustur [58]. Bu nedenle, kapsaisinoidlerin “anti-hemostatik™ 6zelligini ve

kesin mekanizmalar1 dogrulamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.

Kapsaisinoidlerin antioksidan 6zelligi, ayn1 zamanda kardiyovaskiiler sistem iizerindeki
yararli etkilerine de katkida bulunmaktadir. Diisiikk yogunluklu lipoproteinin (LDL)
oksidasyonunun, aterosklerozun gelismesi ve ilerlemesi i¢in baslatict faktér olduguna
inanilmaktadir. In vitro kosullarda yapilan incelemelerde biber 6zleri, kapsaisin ve
dihidrokapsaisinin, oksidasyonun baslamasini geciktirerek ve/veya oksidasyon hizini
yavaglatarak LDL’nin oksidasyona direncini artirabildigi bildirilmistir [59]. In vivo
kosullarda yapilan incelemelerde ise kapsaisin tedavisi diyetle yliksek yagla beslenen
sicanlarda serum toplam kolesterolii ve lipid peroksit seviyesini diisiirmiistiir [60]. Dort
hafta boyunca diizenli biber tiiketiminin, yetiskin erkeklerde ve kadinlarda serum
lipoproteinlerinin oksidasyona karsi direncini arttirdigi bulunmustur [61]. Bu raporlar,
kapsaisinoidlerin antioksidan 6zelligini ve 6zellikle ateroskleroz ve koroner kalp hastalig1
gibi  kardiyovaskiiler hastaliklarin  6nlenmesindeki potansiyel klinik degerini

desteklemektedir.

2.3.1.5. Gastrointestinal Faydalari

Kardiyovaskiiler sistem gibi, gastrointestinal sistem de, zararli miidahalelere karsi
gastrointestinal mukoza biitiinliigiiniin korunmasinda énemli bir rol oynadigina inanilan
kapsaisine duyarli duyu sinirleri agisindan zengindir [52]. Aci biber gibi baharatl
yiyecekler genellikle peptik tilser icin yiiksek risk faktorii olarak kabul edilir. Bununla
birlikte, Singapur’da yapilan epidemiyolojik bir arastirma, mide iilserlerinin “Cinliler” de

daha fazla kirmizi biber tilketme aligkanligi olan Malezyalilar ve Hintliler arasinda
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oldugundan ii¢ kat daha yaygin oldugunu gostermistir [62]. Kapsaisinoidlerin mide
koruyucu etkileri, ayn1 zamanda, TRPV1 veya CGRP antagonistlerinin varliklartyla
azaltildiklaria inanilan, hidroklorik asit, amonyak, etanol, aspirin veya indometasinin
neden oldugu mide mukozal hasari i¢in farkli hayvan modellerinde de gosterilmistir [63,
64]. Aslinda, kapsaisinoidler, ilag tedavisinin dozu ve/veya siiresine bagli olarak
gastrointestinal mukoza {izerinde yararli veya zararli etkiler gosterir. Daha once
belirtildigi gibi, yiiksek dozda kapsaisinoidlerin genellikle norotransmiterlerin
tilkkenmesine ve kapsaisine duyarli duyu sinirlerinin zarar gormesine yol agarak
gastrointestinal sistemler lizerinde zararl etkileri olabilmektedir [65]. Bununla birlikte,
diisik dozda kapsaisinoidler, bazal mide mukozal kan akisini ve mide mukus
salgilanmasini artirabilmekte ve gastrointestinal savunmaya faydali olan mide epitelinin
yenilenmesini kolaylastirabilmektedir [66]. Kapsaisinin duyusal sinirler {izerindeki ikili
ozellikleri nedeniyle (hassaslastirmak veya duyarsizlagtirmak), gastrointestinal fizyoloji,
patoloji veya farmakolojide bir arastirma araci olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir,

ancak klinikte yalnizca sinirli bir uygulama alan1 bulunmaktadir [63].

Kapsinoidlerin toksisitesini degerlendirmek i¢in si¢anlarda seri ¢alismalar yapilmistir.
Onii¢ hafta stireyle 100 veya 300 mg/kg/giin gavaj yoluyla dihidrokapsiatin
uygulanmasimin klinik belirtilerde, viicut agirliginda, besin tliketiminde, su aliminda,
oftalmolojisinde, idrar tahlilinde, hematolojide veya kan kimyasinda 6nemli bir degisiklik
gormedigi gosterilmistir [67]. Karacigerde gézlemlenen toksik etki sadece yiiksek dozda
(1000 mg/kg) meydana gelmistir. Buna karsilik, 6nceki ¢calismada, 50 mg/kg’lik tek bir
dozda kapsaisin ile 6n tedavinin, rutaekarpinin (TRPV1’in potansiyel bir agonisti)
asetilsalisilik asit kaynakli mide mukozal hasar1 iizerindeki koruyucu etkilerini

hafifletebilecegini bulmustur [65].

2.3.2. Kapsaisinoidler ve Kapsinoidlerin Calisma Mekanizmalari

Kapsaisinoidlerin etkilerini TRPV1’i aktive ederek gosterdikleri kabul edilmektedir.
Bugiine kadar memelilerde bildirilen en az 6 TRPV kanali vardir [68]. Sekans homolojisi
ve fonksiyonel benzerlige dayali olarak, 6 TRPV kanali, grup 1 (TRPV1, TRPV2, TRPV3
ve TRPV4) ve grup 2 (TRPV5 ve TRPV6) olarak ayrilir [69]. TRPV’ler (1 ila 4)

birbirleriyle heteromerler olusturabilir ve termal ve kimyasal uyaricilarin doniistiiriiciileri
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olarak islev goren iletici agr reseptorlerde ve agri algilayict noronlarda ifade edilirler
[70]. Sasirtict bir sekilde, sadece TRPV1’in kapsaisinoidler tarafindan aktive edildigi
rapor edilmis ve bu da kapsaisinoidler i¢cin TRPV1’de spesifik baglanma bolgeleri
olabilecegini gdstermektedir. TRPVS ve TRPV6, kalsiyum iyonu i¢in segici kanallardir
ve esas olarak bobrek ve bagirsakta ifade (Ing. expresion) edilir [68]. Daha 6nce
belirtildigi gibi, kapsaisinoidlerin gastrointestinal sistem {izerindeki etkisi, kapsaisine
duyarli duyu sinirlerinde bulunan TRPV1’in aktivasyonu ile yakindan ilgilidir. TRPV5
ve TRPV6 bagirsakta bulundugundan, bagirsakta kapsaisinoidlerin etkisine de dahil
olmalart miimkiindiir. T-tipi Ca(ll) iyon kanallarinin akut ve kronik agr1 durumlarinda
yeni pronosiseptif hedefler oldugu disiiniilmektedir ve agri transdiiksiyon
sinyallemesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar [71]. Son zamanlarda, yama-kiskag (/ng.
patch-clamp) yaklasimini kullanarak, kapsaisinoidlerin (kapsaisin ve dihidrokapsaisin),
T-tipi gerilime bagimli Ca(ll) iyon kanallarinin akimlarini tersine ¢evirdigi gosterilmistir,
bu da kapsaisinoidlerin agri lizerindeki rahatlama etkisinin ayrica T-tipi Ca(ll) iyon

kanallarinin inhibisyonu ile ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir [72].

Kapsaisine benzer sekilde, kapsinoidler TRPV1’i aktive edebilir. Kapsaisinoidlerden
yapisal farkliliklar nedeniyle, kapsinoidler agiz boslugunda bulunan TRPV1’e
ulagamazlar ve agizda bir yanma hissi olusturmazlar [73]. TRPV1 haricinde, su ana kadar
diger TRPV’lerin (2 ila 6) kapsinoidlerin etkisine dahil oldugunu gosteren mevcut veri
yoktur. Bununla birlikte, TRPV1’in yani sira bagka mekanizmalarin da kapsinoidlerin
etkisinde rol oynadigina dair kanitlar vardir. Hem kapsiat hem de dihidrokapsiatin, en
azindan kismen kapsinoidlerin antitiimér 6zelligini agikladigina inanilan Src kinazin
aktivasyonunu ve asagiya doniik substratlarinin fosforilasyonunu dogrudan inhibe

edebildigi gosterilmistir [43].

Sonugta, kapsaisinoidler (kapsaisin gibi) kapsamli bir sekilde arastirilmis olsa da bunlarin
klinik uygulamalari, diisiik secicilik ve yliksek toksisite 6zellikleri nedeniyle simdiye
kadar hala ¢ok sinirlidir. Kapsaisinoidlerin TRPV1 agonisti oldugu kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, kapsaisinoidler ve TRPV 1 arasindaki etkilesim i¢in kesin mekanizmalar
hala tam olarak anlagilmamistir. Bu baglamda yapilan ilerleme, kapsaisinoidlerin

kimyasal yapisinin modifiye edilmesine ve halihazirda mevcut olan kapsaisinoidlerin
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dezavantajlarinin {istesinden gelinmesine yardimci olabilir. Kapsinoidlere gelince
(kapsiat gibi), simdiye kadarki mevcut veriler, diisiik toksisite 6zelligi nedeniyle klinik
acidan kapsaisinoidlere gore avantajlara sahip olduklarimi gostermektedir. Bununla

birlikte, kapsinoidlerin normal sulu kosullarda kolaylikla parg¢alandigi bulunmustur.

2.4. Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon, bir bilesenin bulundugu matristen kimyasal yontemlerle ayrilmasi
prosesidir. Bilesenlerin beslemeden ¢oziicliye transferi ilgili asamadaki her bilesenin
¢Oziinlirlik davranisi ile kontrol edilir. Ekstraksiyon teknikleri, sulu ortamda, sivi-sivi
ekstraksiyon, kati faz ekstraksiyonu, kati faz mikroekstraksiyonu ve kati orneklerde
icerisinde Soxhlet ekstraksiyonun da bulundugu kati-sivi ekstraksiyonu, basingli sivi
ekstraksiyonu, mikrodalga destekli ekstraksiyonu, matris kati faz dispersiyon ve

stiperkritik akiskan ekstrasyonu igerir [74].

Biyoaktif bilesiklerin daha fazla ayrilmasi, tanimlanmasi, karakterizasyonu, yalnizca
ardindan uygun bir ekstraksiyon islemi gerceklestirerek miimkiindiir. Cesitli dogal
kaynaklardan ekstraksiyon segiciligini anlamak i¢in farkli kosullarda farkli ekstraksiyon
teknikleri kullanilmalidir. Cogu yiizlerce y1l boyunca neredeyse ayni kalir farkli teknikler,
biyoaktif bilesikleri ekstrakte icin de kullanilabilir. Tiim bu tekniklerin bazi ortak
amaglart vardir: (a) karmasik bitki 6rneginden hedeflenen biyoaktif bilesikleri ekstrakte
etmek, (b) analitik yOntemlerin seciciligini artirmak, (c) hedeflenen bilesiklerin
konsantrasyonunu artirarak biyoanalizin duyarliligini artirmak, (d) biyoaktif bilesikleri
saptama ve ayirma i¢in daha uygun bir forma doniistiirmek ve (e) numune matrisindeki

varyasyonlardan bagimsiz olan gii¢lii ve tekrarlanabilir bir yontem saglamak [75].

2.4.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Bitki matrislerinden nutrasétiklerin ¢oziicii ekstraksiyonu icin klasik teknikler, 1s1 ve/veya
calkalama kullanimi ile birlestirilmis ¢ozilicii se¢imine dayanmaktadir. Bitkilerden
nutrasotikler elde etmek icin kullanilan mevcut klasik teknikler sunlari icerir: Soxhlet,

hidrostilasyon ve alkol-su karisimi veya sicak yag ile maserasyon [76].
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Uzun siiredir kullanilan Soxhlet, standart bir tekniktir ve diger kati-sivi ekstraksiyon
(veya li¢ / Ing. leach) yontemlerinin performansini degerlendirmek icin ana referanstir.
Soxhlet ekstraksiyonu, sinirli uygulama alan1 disinda, 1si1l kararsiz Dbilesiklerin
ekstraksiyonu haricindeki diger geleneksel ekstraksiyon tekniklerini performans

acisindan geride birakan genel ve saglam bir tekniktir [77].

Sekil 2.3’te gosterildigi gibi geleneksel bir Soxhlet sisteminde, bitki materyali silifli bir
tutucuya yerlestirilir ve bir damitma balonundan buharlasan taze ¢06ziicliniin
yogunlastirilmasi ile doldurulur. Sivi tagma seviyesine ulastiginda, bir sifon ¢6zgeni
aspire eder ve bunu damitma sisesine geri yiikleyerek ekstrakte edilen ¢dziinen maddeleri
siviya tasir. Cozgen, sisede birakilir ve taze ¢dziicii, bitki kat1 yatagina geri doner. Islem,
tam ekstraksiyon elde edilene kadar tekrar edilir. Soxhlet ekstraksiyonu sirasinda, ¢oziicii
genellikle buharlastirma ile geri kazanilir. Ekstraksiyon ve buharlasma sicakliklarinin
nihai tirtinlerin kalitesi lizerinde 6nemli bir etkisi vardir. Mamidipally ve Liu, d-limonenle
ekstrakte edilen piring kepegi yagmin, muhtemelen d-limonen solvent ekstraksiyonu
sirasinda kullanilan daha yiiksek ekstraksiyon ve buharlasma sicakliklarindan dolayz,
hekzan ekstrakte edilmis yaga kiyasla biraz daha koyu oldugunu bulmustur [78].
Coziiclinlin geri kazanilmasi i¢in yiiksek kaynama sicakligi, ¢oziicliyii geri kazanmak i¢in

vakum veya membranla ayirma kullanilarak diisiirtilebilir.
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Sekil 2.3. Klasik Soxhlet ekstraksiyon diizenegi [77].

Geleneksel Soxhlet ekstraksiyonunun bazi g¢ekici avantajlart vardir. Numune, transfer
dengesinin yer degistirmesini kolaylastiran taze 6ziitleyici kisimlari ile tekrar tekrar temas
ettirilir. Ayrica sistem, damitma sisesine uygulanan isinin bir dereceye kadar ekstraksiyon
bosluguna ulagsmasinin etkisiyle nispeten yiiksek bir sicaklikta kalir. Ek olarak,
stiziildiikten sonra filtreleme gerekmez ve paralel olarak birka¢ eszamanli ekstraksiyon
gerceklestirilerek numune verimi artirilabilir, bu da temel ekipmanin diisiik maliyeti ile
kolaylastirilir. Dahasi, Soxhlet ekstraksiyonu ¢ok az egitim gerektiren ¢ok basit bir
metodolojidir, yeni alternatiflerin ¢ogundan (mikrodalga destekli ekstraksiyon,
stiperkritik sivi ekstraksiyonu, vb.) daha fazla numune kiitlesi elde edebilir ve goriiniiste

matris etkisine maruz kalmaz [79].

Geleneksel Soxhlet ekstraksiyonunun ana dezavantajlart arasinda (1) ekstraksiyon
stiresinin uzun olmasi, (2) cok miktarda ¢6ziicii kullanilmasi, (3) islemi hizlandirmak igin

Soxhlet cihazinda ¢alkalama saglanamamasi, (4) kullanilan biiyiik miktardaki ¢oziicii bir
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buharlastirma/konsantrasyon prosediiriinii gerektirmesi ve (5) Oziitleme genellikle
¢oziliciiniin kaynama noktasinda uzun bir siire meydana geldiginden, hedef bilesiklerin
termal ayrisma olasilig1 goz ardi edilememesi sayilabilir. Uzun siire gerekliligi ve biiytlik
miktarlarda ¢0Oziicii gereksinimi, geleneksel Soxhlet oOziitleme yonteminin genis

elestirilerine yol agar [77].

Soxhlet ekstraksiyonu genellikle iyi bilinen bir tekniktir. Genis endiistriyel uygulamalar,
daha iyi yeniden {liretilebilirlik ve verimlilik ve daha az ekstrakt manipiilasyonu, Soxhlet
ekstraksiyonunun ultrason destekli, mikrodalga destekli, siiper kritik sivi veya
hizlandirilmis solvent ekstraksiyonlar1 gibi diger yeni ekstraksiyon yontemlerine gore
avantajlaridir. Bununla birlikte, yeni hizli ekstraksiyon teknikleriyle karsilastirildiginda,
Soxhlet eski moda, zaman ve solvent tliketen bir ekstraksiyon teknigidir. Geleneksel

Soxhlet’te kullanilan baz1 ¢oziiciiler, toksisiteleri nedeniyle sorgulanmaktadir [76].

Soxhlet ekstraksiyonu i¢in, numunenin tamami boyunca taze ¢oziicli temasi, filtrasyon
prosediirii olmamas1 ve basit manipiilasyon gibi avantajlar korunmalidir. Bu arada, bir
vakum pompasi, bir membran ayirma {initesi, bir ultrason ve mikrodalga kaynagi ve siiper
kritik sivilar gibi yardimec1 Ozellikler ve performansini iyilestirmek icin geleneksel
Soxhlet yontemine dahil edilebilir. Siiper kritik CO2 ve su gibi toksik olmayan 6ziitleme

¢oziiciilerinin kullanimi daha fazla arastirilabilir [76].

2.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sivi kromatografi (LC), siv1 fazda gergeklestirilen fiziksel bir ayirma teknigidir. Bir
numune, mobil faz (akan bir siv1) ile sabit bir faz (bir kolon i¢inde paketlenmis emici
maddeler) arasinda dagitilmak suretiyle bilesen bilesenlerine (veya analitlere) ayrilir.
Ornegin, akan sivi hekzan gibi bir organik ¢dziicii olabilir ve sabit faz bir kolon i¢inde
paketlenmis gozenekli silika pargaciklari olabilir. HPLC, mobil fazin yiiksek basingta
pompalandig kii¢iik pargacikli kolonlar kullanan modern bir LC bigimidir [21].

“Renkli yaz1” anlamina gelen kromatografi terimi olan klasik LC, ilk olarak 1903 yilinda,

cam siitunlara paketlenmis tebesir (kalsiyum karbonat, CaCOs) {izerinde bitki
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pigmentlerini ayiran bir Rus botanik¢i olan Mikhail Tswett tarafindan kesfedildi [80].
1930'lardan beri kimyagerler, yer¢ekimi beslemeli silika kolonlar1 organik malzemeleri,
iyon degisim reginesi kolonlar1 ise iyonik bilesikleri ve radyontiklitleri ayirmak ig¢in
kulland1. Ingiliz arastrmacilar Martin ve arkadaslar1 tarafindan 1952°de gaz
kromatografisinin (GC) icad1 ve basarili uygulamalari, hem teorik temeli hem de LC’nin
gelistirilmesi icin tegvik saglamistir. 1960°larin sonlarinda LC, yiiksek basingli pompalar
gerektiren kiigiik pargacikli kolonlarin kullanimiyla “yiiksek performansa” donmiistiir.
Ik nesil yiiksek performansli sivi kromatograflar, Horvath, Kirkland ve Huber dahil
olmak iizere 1960’larda arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir. Sirali dedektorlerin ve
giivenilir enjektorlerin ticari gelisimi, HPLC’nin hassas ve kantitatif bir teknik haline
gelmesine ve uygulamalarin biiyiimesine yol agti [80]. 1980’lerde, HPLC’nin ¢ok
yonliligli ve hassasiyeti, onu ilaclarda ve cesitli endiistrilerde neredeyse vazgecilmez

hale getirmistir.

Cizelge 2.2, HPLC’nin avantajlarin1 ve dezavantajlarini vurgulamaktadir. HPLC, ger¢ek
numunelerin ve karmasik karisimlarin ¢ok bilesenli analizini yapabilen birinci sinif bir
ayirma teknigidir [21]. Cok yonliligi ve <%0,5 bagil standart sapma (RSD)
hassasiyetiyle birkag teknik eslesebilir. HPLC, gozetimsiz analiz ve rapor olusturma igin
gelismis otomatik Ornekleyiciler ve veri sistemleri kullanarak son derece otomatik
analizler yapilmasina olanak saglar [21]. Cok sayida hassas ve 6zel dedektor, algilama
sinirlarint nanogram, pikogram ve hatta femtogram seviyelerine kadar genisletmektedir.
Hazirlayici bir teknik olarak, birgok kararsiz bilesenin miligramdan kilograma kadar
niceliksel olarak geri kazanilmasini saglar. En 6nemlisi, HPLC, GC i¢in yaklasik %15’

karsilik, mevcut tiim bilesiklerin %60 ila %80'ine uygundur.
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Cizelge 2.2. HPLC sisteminin avantajlar1 ve dezavantajlari [21].

Avantajlar Dezavantajlar
Hizl ve kesin kantitatif analiz Evrensel dedektor eksikligi
Otomatik operasyon Kapiler GC’den daha az ayirma verimliligi
Yiiksek hassasiyetli algilama Acemiler i¢in daha zor

Kantitatif numune geri kazanimi

Cesitli 6rneklere uygun

HPLC bazi sinirlamalardan muzdariptir. Birincisi, GC’deki alev iyonizasyon
dedektoriiniin esdegerligi gibi evrensel bir dedektor yoktur, bu nedenle analit UV 1sinlari
absorbe etmezse veya kiitle spektrometrik tayin i¢in kolayca iyonize edilemiyorsa tespit
daha problemlidir. ikinci olarak, ayirma verimliligi, kapiler GC ninkinden 6nemli dlgiide
daha azdir, bu nedenle, karmasik karisimlarin analizi daha zordur. Son olarak, HPLC’nin
bir¢ok isletim parametresi vardir ve yeni baslayan kullanict i¢in daha zordur. Bu

siirlamalar aragsal ve kolon gelistirmeleriyle biiyiik 6l¢iide en aza indirilmistir [21].

HPLC’de baslica 4 ayirma yontemi bulunmaktadir. Sivi-kati kromatografi veya
adsorpsiyon kromatografisi olarak da bilinen normal faz kromatografisi (NPC), analitin
polar bir sabit faz (tipik olarak silika veya aliimina) {izerine adsorpsiyon/desorpsiyonuna
dayanan geleneksel ayirma modudur [81]. NPC, 6zellikle polar olmayan bilesikler ve
1izomerlerin yani sira, karmasik numunelerin fonksiyonel gruplara gore fraksiyonlanmasi
veya numune temizligi i¢in kullaniglidir. Bu modun 6nemli bir dezavantaji, polar
ylizeylerin numune bilesenleri tarafindan kolay kirlenmesidir. Bu problem, amino- veya

siyano- gibi polar fonksiyonel gruplarin silanol gruplarina baglanmasiyla kismen azaltilir.

Bir diger yontem olan ters faz kromatografinde (RPC) ayirma, analitlerin bir polar mobil
faz ile bir hidrofobik (polar olmayan) sabit faz arasindaki bolme katsayilarina
dayanmaktadir. En erken sabit fazlar polar olmayan sivilarla kapli kati pargaciklardi.
Bunlarin yerini, silika destek iizerindeki oktadesil (C18) bagli gruplar gibi daha kalici
sekilde baglanan hidrofobik gruplar almistir. Burada polar analitler ilk 6nce ayrigirken

polar olmayan analitler, kat1 silika destegin etrafinda ““sivi benzeri” bir katman olusturan
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hidrofobik C18 gruplariyla daha giiclii etkilesime girerler. Bu “polar birinci ve polar
olmayan son” eliisyon sirasi, NPC’de gozlemlenenin tersidir ve dolayisiyla “ters fazli
kromatografi” terimi kullanilmaktadir. RPC tipik olarak su ile metanol veya asetonitril
karigimi gibi polar bir mobil faz kullanir. Ayrilma mekanizmasi ncelikle solvofobik veya
hidrofobik etkilesime atfedilir [82, 83]. RPC, en popiiler HPLC modudur ve tiim HPLC
analizlerinin %70’inden fazlasinda kullanilir [84]. Polar (suda ¢6ziiniir), orta polarite ve

bazi polar olmayan analitlerin analizi i¢in uygundur.

Iyon degisim kromatografisinde (IEC), ayirma modu, kat: destege bagli iyonik gruplarin
karsi iyonlari ile iyonik analitlerin degisimine dayanir [81]. Tipik sabit fazlar, polimerik
veya silika malzemelere baglanan katyonik degisim (siilfonat) veya anyonik degisim
(kuaterner amonyum) gruplaridir. Mobil fazlar, analitlerin gocilinii zorlamak igin
genellikle artan iyonik kuvvete sahip tamponlardan olusur. Yaygin uygulamalar, amino
asitler, proteinler/peptitler ve polintikleotitler gibi iyonlarin ve biyolojik bilesenlerin
analizidir. Amino asitler UV veya goriiniir bdlgede giiglii bir sekilde absorbe
edilmediginden, 550 nm’de saptamay1 artirmak i¢in bir renk tiirevi olusturmak icin bir
kolon sonrasi reaksiyon teknigi kullamlir. Iyon kromatografisi, genellikle dzel bir
iletkenlik detektoriine sahip yliksek performanslt bir iyon degisim kolonu kullanilarak

diisiik katyon veya anyon konsantrasyonlarinin analizine iliskin bir IEC segmentidir [85].

Boyut dislama kromatografisi (SEC), yalnizca analitin molekiiler boyutuna dayali bir
ayirma modudur [86]. Biiyiik bir molekiiliin gozeneklerden dislandigini ve hizli bir
sekilde yer degistirdigini gosterirken, kiiclik bir molekiil gézeneklere niifuz edebilir ve
kolonda daha yavas hareket edebilir. Organik polimerlerin molekiiler agirliklarinin
belirlenmesi icin kullanildiginda genellikle jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) ve suda
¢cOziiniir biyolojik materyallerin ayristirilmasinda  kullamildiginda jel filtrasyon
kromatografisi (GFC) olarak adlandirilir. GPC’de kolon, kontrollii gézenek boyutlarina
sahip ¢apraz bagli polistiren boncuklarla paketlenir ve toluen ve tetrahidrofuran gibi

yaygin mobil fazlarla elute edilir. Bir kirilma indisi detektorti ile tespit tipiktir.

Dort ana HPLC ayirma yonteminin yam sira, HPLC'de veya ilgili tekniklerde siklikla

karsilagilan birkag¢ tane daha yontem vardir. Bunlardan ilki afinite kromatografisidir.

21



Afinite kromatografisi, kati destekler {izerindeki hareketsizlestirilmis ligandlarin
(enzimler, antijenler veya hormonlar) bir karisimdan segilen bilesenleri izole etmek i¢in
kullanildig1 bir reseptor/ligand etkilesimine dayanir [87]. Bir diger yontem kiral
kromatografi, kiral-spesifik bir sabit faz kullanilarak enantiyomerlerin ayrilmasi i¢indir.
Hem NPC hem de RPC kiral kolonlart mevcuttur [88]. Hidrofilik etkilesim
kromatografisi (HILIC) ise, silika veya iyon degisim malzemeleri gibi polar bir sabit faz
kullanan, ancak organik ¢oziiciilerin ve sulu tamponlarin polar hareketli fazlar ile eliie
edilen normal faz kromatografisine biraz benzer bir yontemdir. En yaygin olarak polar
analitleri ve hidrofilik peptitleri ayirmak i¢in kullanilmaktadir [87]. Hidrofobik etkilesim
kromatografisi, RPC’de kullanilan yiiksek konsantrasyonlarda organik ¢oziiciilerle mobil
fazlar tarafindan kolayca denatiire edilebilen proteinlerin ayrilmasi i¢in diisiik organik
¢oziicli icerigine ve yiiksek tuz konsantrasyonlarina sahip mobil fazlarin kullanilmasi
disinda RPC’ye benzemektedir [84]. Elektrokromatografi, doldurulmus bir kapiler HPLC
kolonuna sahip kapiler elektroforez (CE) ekipmani kullanir. Mobil faz, mekanik bir
pompanin aksine bir yiiksek voltaj kaynagindan gelen elektromotor kuvvet tarafindan
tahrik edilmektedir [89]. Cok yiiksek verime sahiptir. Stiper kritik akigkan kromatografisi
(SFC), doldurulmus HPLC kolonlar1 ve basinglt siiper kritik akigskanlart (yani, bir polar
organik ¢oziicii ile modifiye edilmis karbon dioksit) hareketli faz olarak kullanilmaktadir
[90]. Polar olmayan analitler ve saflastirilmis malzemelerin  karbondioksiti
buharlagtirarak kolayca geri kazanilabildigi preparatif uygulamalar i¢in kullanighdirlar.
HPLC pompalar1 ve GC tipi dedektorler siklikla kullanilmaktadir.

Bir HPLC detektorii, UV absorbansi gibi dogal 6zelliklerinden birini izleyerek ayristirilan
analitlerin konsantrasyonunu (veya kiitlesini) olger [84]. Bir dedektor, tiim analitlere
“evrensel” veya belirli analit siniflarina “6zel” olabilir. Ortak dedektérler ve nitelikleri
Cizelge 2.3’te listelenmistir. Ilk HPLC dedektérleri, kiigiik akis hiicreleriyle donatilmis
spektrometrelerdir; ancak modern birimlerin ¢ogu kompakttir ve yalnizca HPLC i¢in
tasarlanmistir. Her yerde bulunan UV/goriinlir degisken dalga boyu absorbansi ve
fotodiyot dizi dedektorleri (PDA) yaygin olarak kullaniimaktadir. Kiitle spektrometreleri
(MS) ve niikleer manyetik rezonans spektrometrelerinin (NMR) kullanildig: sistemler ise

eslestirilmis sistemler olarak bilinmektedir.
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Cizelge 2.3. Yaygin HPLC dedektorleri ve nitelikleri [21].

Dedektor Nitelik Hassasiyet
UV-Goriiniir Bolge UV kromoforlu bilesikleri spesifik | ng-pg
Absorbans (UV/Vis)
Fotodiyot Array (PDA) UV-Goriiniir bolge dedektoriine ng-pg
benzer, ayrica UV spektra saglar
Floresans (FI) Floresan 6zellikteki bilesiklere fg-pg
spesifik
Kirilma Indisi (RI) Polimerler, sekerler, trigliseridler, 0,1-10 ug
organik asitler
Evaporatif Isik Sagilim1 Ucucu olmayan veya yari ugucu 10 ng
(ELSD) bilesikler, gradient analiz igin
uygun
Sarjli Aerosol Dedektorii ELSD gibi nebiilizor teknolojisini ng
(CAD) ve yiiksek voltajli bir korona telinin
neden oldugu yiiklerin tespitini
kullanir
Kemiliiminesasns Azot Pirokemiliiminesans temelli olarak | <0,1 ng
(CLND) azot igeren bilesiklere spesifik
Elektrokimyasal Elektro-aktif bilesiklere spesifik pg
Iletkenlik Anyon, katyon, organik asitler ve ng ya da ppm-
ylizey aktif maddelere spesifik ppb
Radyoaktivite Radyoaktif olarak isaretlenmis Diisiik seviye
bilesiklere spesifik
Kiitle spektrometresi (MS, Evrensel ng-fg
MS/MS)
Niikleer manyetik rezonans Evrensel mg-ng

(NMR)

2.5.1. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, duragan faz olarak biyolojik ya da iliskili bir ajan1 kullanan sivi
kromatografik bir tekniktir. Bu yontemde ¢6ziinen maddelerin tutulmasi, bir enzimin bir

substratla veya bir antikorun antijenle baglanmasi gibi biyolojik sistemlerde bulunan

spesifik,  tersinir

etkilesimlere

dayanmaktadir. Bu
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kromatografisinde, bir ¢ift etkilesen maddeden birini bir destek iizerine sabitleyerek veya
adsorbe ederek ve bunu sabit bir faz olarak kullanarak yararlanilmaktadir. Bu immobilize

edilmis baglanma ajani, afinite ligandi olarak anilmaktadir [91, 92].

Sekil 2.4, afinite kolonlarindan ¢dziinenlerin uygulanmasi ve ayristirtlmasi igin bazi
yaygin prosediirleri gostermektedir. Bu semalarin her birinde, uygulama tamponu olarak
bilinen bir mobil fazda afinite siitununa bir 6rnek uygulanir; bu ¢ozelti genellikle
immobilize ligandin hedefine baglanmasina izin verirken diger numune bilesenleri ¢ok
az veya hi¢ tutulmadan gegerken secilir. Tutulan hedef daha sonra birkag rotadan biriyle
eliite edilir. Bu bilesik yalnizca zayif veya orta diizeyde bir afinite ile bagliysa (yani, 10°
1/Mveya daha az ligand i¢in bir iliski denge sabitine sahipse) ve izokratik kosullar altinda
uygulama tamponundaki hedefi eliie etmek miimkiindiir. Bu teknik, zayif afinite
kromatografisi veya dinamik afinite kromatografisi [93] olarak bilinir ve kiral ayirmalart
iceren afinite siitunlarinin uygulamalarinda veya ¢dziinen protein baglama ¢aligsmalarinda

yaygindir [94].
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Sekil 2.4. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi.

Daha giiglii tutulan maddeler, mobil faz veya kolon kosullarinin degistirilmesiyle
ayristirilabilmektedir. pH, iyonik siddeti, polarite veya analog molekiillerin numune
uygulamasi sirasinda kullanilan kosullardan degistirildigi ayr1 bir eliisyon tamponu
kullanilarak gergeklestirilebilir. Bu yaklagim, spesifik olmayan eliisyon olarak bilinir [91,

93]. Biyospesifik eliisyon olarak bilinen daha secici bir eliisyon teknigini kullanmak da
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miimkiindiir. Bu durumda, eliisyon i¢in uygulama tamponu ile ayn1 pH, iyonik kuvvet ve
polariteye sahip bir tampon kullanilir, ancak artik tutulan hedefi veya immobilize ligand1
baglayabilen bir rakip ajan eklenir. Bu rakip ajanin baglanmasi, hedefin ligand ile
etkilesimlerini Onlemek ic¢in kullanilir, bu da hedefin mobil fazda daha fazla zaman

harcamasina ve kiitle hareketi yoluyla kolondan ayrilmasina neden olmaktadir.

Herhangi bir afinite ayriminin basarisim1 belirlemede anahtar faktor, kolon iginde
kullanilan ligand tipidir. Cizelge 2.4, afinite kromatografisinde yaygin olarak kullanilan
ve afinite monolitlerinde [91] kullanilmig birkag ligandi1 gostermektedir. Bu ligandlarin
cogu, antikorlar, lektinler ve protein A veya protein G gibi immiinoglobulin baglayici
maddeler gibi biyolojik kokenlidir. Bununla birlikte, sentetik molekiiller veya inorganik
maddeler de afinite ligandlar1 olarak kullanilabilir. Bu son grubun 6rnekleri metal selatlar

ve triazin boyalardir.

Cizelge 2.4. Afinite kromatografisinde ve monolitik kolonlarinla kullanilan ligandlar

[95].

Ligandlar Alikonulan Analitler
Antigenler (ilaclar, hormonlar, peptitler,
Antibadiler g (. ¢ _ P p_
proteinler, viriisler, hiicre bilesenleri)
Antijenler Antibadiler

Biyolojik .
) Inhibitorler, substratlar, )
Ligandlar Enzimler
kofaktorler, koenzimler

Lektinler Sekerler, glikoproteinler ve glikolipitler

Protein A ve Protein G | Immiinoglobulinler (Antibadiler)

Biyolojik Triazin Boyalar Niikleotid baglayan proteinler ve enzimler

Olmayan Metal baglayan amino asitler, peptitler,

. Metal-iyon Selatlar
Ligandlar proteinler
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2.5.1.1. Monolitik Kolonlar

Monolitler, gézenekli bir malzemenin tek ve siirekli bir pargasindan olusan desteklerdir
[96, 97]. 1967°de boyut dislama kromatografisi i¢in monolitik bir jel, 2-hidroksietil
metakrilat ve etilen dimetakrilat (EGDMA) igeren sulu bir ¢6zelti i¢inde serbest radikal
bazli polimerizasyon kullanilarak hazirlandiginda ortaya ¢ikmistir. Monolitlerin
yapimindaki diger erken calismalar, agik gdzenekli politiretan kopiiklerin yerinde
hazirlanmasini i¢eriyordu [98]; ancak bu malzemeler, diisiik gecirgenlik veya yumusaklik
ve bazi ¢oziiciilerdeki asir1 sisme ile siirliydi, bu da bunlarin HPLC veya GC’de basarili
bir sekilde kullanilmasii engelledi. Monolitik siitunlar daha sonra makro gozenekli
diskler ve membranlar veya sikigtirilmis poliakrilamid jeller kullanilarak olusturuldu
[99]. Bununla birlikte, bu makro gbézenekli membranlar ve diskler sinirli numune
kapasitelerine sahipti ve sikistirilmig jeller, diizgiin ¢alisma igin belirli ¢oziiciilerin

kullanilmasini gerektiriyordu [100].

1990’larin basinda baska bir monolit kategorisi ortaya ¢ikti. Bu yeni kategori, nihai
polimerde gozenekler olusturmaya yardimeci olan belirli ¢oziiciilerin varli§inda
monomerlerin polimerlestirilmesiyle olusturulmustur [100]. Bu ¢6ziiciiler artik gozenek
olusturucu (porojen) olarak bilinmektedir. Boyle bir monolitin son gézenek yapisi,
olusumu sirasinda kullanilan porojenlere oldukca baghdir. Bu ¢oziiciiler daha sonra
cikarildiginda, geriye kalan, monolit boyunca ¢6ziicii akisi i¢in yollar saglayan bir dizi
birbirine bagl gézeneklerdir. Porojenlerin ve organik polimerlerin kullaniminin yani sira,
silika monolit kolonlarin [101] gelistirilmesine yol agan gbzenekli inorganik malzemelere

[102] dayali HPLC igin monolitler olusturmaya yonelik son ¢alismalar da yapilmistir.

Monolitlerin kromatografik kolonlarda kullanimi son yillarda 6nemli dlglide artmigtir.
Bu, kromatografide ve ilgili yontemlerde monolitik desteklere sahip afinite ligandlarinin
kullanimin1  agiklayan 50’den fazla raporu icermektedir. HPLC ve afinite
kromatografisinde monolitik desteklerin artan popiilaritesinin birka¢ nedeni vardir. Ik
olarak, monolitler cesitli sekillerde yapilabilir ve kolonlar, kilcal damarlar veya
mikroakigkan cihazlar icinde hazirlanabilir [103]. Ikincisi, birgok monolitin diisiik geri
basinglari, hizli ayirmalar ve kisa analiz siireleri saglamak i¢in yliksek akis hizlarinda

kullanilmalarina izin verir [104]. Ugiinciisii, monolitler hizli kiitle transferinin meydana
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gelmesine izin vererek bant geniglemesini azaltmaya yardimet olur ve afinite ligandlar
ile calisirken verimli ayirmalar saglar [105]. Son olarak, monolitlerin modifikasyonu i¢in

kullanilabilecek gesitli reaksiyon semalar1 vardir.

2.5.2. ki Boyutlu Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi 2D-HPLC)

Geleneksel HPLC sistemleri tek basina 6ziitleme, derisim ve kantitatif analiz seklindeki
asamalarin {igiinti ayn1 anda gerceklestirmesi miimkiin degildir. 2D-HPLC bu eksikligi
gidermek i¢in gelistirilmis bir sistemdir. Bu yontemle 6ziitleme, derisim ve kantitatif
analiz asamalar1 tek bir cihazla otomasyonu saglanarak g¢evrimi¢i (online) olarak
tamamlanir. Bu sistem geleneksel HPLC cihazlarina entegre edilerek, yiiksek hassasiyette
derisim tayini sorunu olan ve eser miktardaki maddelerin analizinin gerceklestirilmesi
miimkiin olacaktir. iki boyutlu HPLC sistemleri, tek boyutlu sistemlere gore pik
kapasitesini iki katina ¢ikararak daha yiiksek hassasiyette kromatografik ayirma saglarlar
[106].
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3 » Pompa 1
e A sssae
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Sekil 2.5. (A) Tek boyut ve (B) 2D-HPLC sistemine ait ¢izimler.

Iyon degisim modu/ters faz modu veya biiyiikliik¢e ayirma modu/ters faz modu siklikla
proteomik ¢alismalardaki peptit karisimlarinin 2D ayirimlarinin gergeklestirilmesi igin
kombine edilmistir. Iyon-degisim modu yiiksek akis hizlarinda etkili ayirmay:
saglayamadigindan 2D ayirimin gergeklestirilmesi nispeten uzun zaman alir [107].
Geleneksel ve kapsamli 2D-HPLC sistemlerine ait gorseller Sekil 2.4°de verilmektedir.
Birinci boyut, ilk ayirmanin ve/veya enzimatik sindirimin gerceklestigi 6n kolon; ikinci

boyut ise, yiiksek ¢oziiniirlikkte ayirmanin gerceklestigi analitik kolondur. Geleneksel tek

27



boyut-HPLC sistemi (Sekil 2.4A), bir pompa, bir enjektor, bir detektor, bir 6 yollu vana
ve bir fraksiyon toplayici icermektedir. Kapsamli 2Boyut-HPLC sistemi (Sekil 2.4B) ise;

birinci boyuta ek olarak bir 10 yollu vana ve ikinci pompa bulundurmaktadir.

2D-HPL C Sisteminin Avantajlar

Geleneksel HPLC sistemleri farkli miktarlardaki ¢esitli bilesikleri ihtiva eden kompleks
karisimlarint ve eser miktardaki maddelerin analizlerini gergeklestirmede yetersiz
kalmaktadirlar. Diisiik seviyedeki safsizliklarin analizinin 6nemli oldugu alanlarda
safsizlik kontroliiniin siki bir sekilde yapilmasi gerekmektedir. Bununla birlikte eser
miktardaki analitlerin analizi ¢ok zordur, ¢ok diisiik derisimlerde bulunmlarindan dolay1
tayin edilmeleri neredeyse imkansizdir. Bunlar “gevrimdisi / kesikli (off-line)”
prosediirlerdir ve genellikle 6rnek 6n-isleme (6n-deristirme) ihtiya¢ duyar. Bu problemin
tistesinden gelebilmek ve saflastirma etkinligini artirmak igin, ekstraksiyon gibi 6n-islem
prosediirlerinin kullanimi gerekir. Tek-boyutlu HPLC’de tayin edilmeden 6nce bir 6n
islem gerektirmektedir. Kati-faz ekstraksiyon (SPE), sivi-sivi ekstraksiyon gibi genel
saflastirma prosediirleri bu amagla kullanilir. Ancak bu prosediirler genellikle ¢ok biiyiik
miktarda ¢oziicii, zaman, isgiciine ihtiyag duyar ve irin verimliligini olumsuz
etkilemektedir. Bundan dolay1 iki-boyutlu HPLC sistemini kapsayan “gevrimigi / stirekli
(on-line)” saflagtirma metotlar1 popiiler hale gelmistir. 2D-HPLC sistemi ile eser

miktardaki maddelerin analizleri kolaylikla ve basarili bir sekilde yapilmaktadir.

Kapiler elektroforez (CE) yiiksek ayristirma giicii, miikemmel hassasiyet ve diisiik
miktarda madde miktarindan dolayr umut vadetmektedir. CE saf maddeler igin iyi bir
metottur, ancak bitki oziitleri gibi dogal maddelerin kompleks dogasi ana sorun
olusturmaktadir. Kiitle spektometrik tayin analit tayininde diger ¢ok 6nemli tekniklerden
birisidir [108]. GC-MS tayin igin ¢ok iyi bilinen bir tekniktir. Buna karsin, GC’de
kullanilmak tizere 6rnek tiirevlendirmeye ve biiyiik 6l¢iide 6rnek saflastirmaya ihtiyag
duyar. LC-MS/MS ve GC- MS/MS giivenilir tekniklerdir fakat 6rneklerin LC-MS/MS ve
GC-MS/MS ile analizinden 6nce SPE kolonlari ile saflagtirilmasi gerekmektedir. Sonug
olarak, on saflastirmadan sonra daha diisiik 6zgiil tayinlik ve secicilik elde edilebilir fakat
yontemler pahalidir.
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iki-boyutlu HPLC sisteminde analizden énce on-islem prosediirii gerekmez, ayni anda iki
farkli kolon kullanilarak bu sorunun iistesinden gelinmektedir. Ik kolon SPE kolon olarak
kullanilmakta, ikinci kolon ise analitik kolon olarak kullanilmaktadir. On-line sistemde
ayn1 anda ilk kolondan istenilen madde ayrilir ve daha sonrasinda analitik kolonda tayin
edilir. Iki-boyutlu HPLC sisteminin diger bir avantaji ise benzer yapilara sahip
molekiilleri ¢ok rahat bir sekilde ayirabilmesidir. Geleneksek HPLC sisteminde bu islem
¢ok zordur; fakat 2D-HPLC sisteminde ilk kolonda tutulan tiim molekiiller ikinci kolonda

farkli bolgelerde pik vererek hem kalitatif hem de kantitatif analiz gerceklesmektedir.

Bu sekilde iki-boyutlu HPLC sistemi, hem on-islem prosediirii elimine edilerek eser
miktardaki maddelerin daha verimli ayirimini gergeklestirmekte hem de benzer yapilara

sahip molekiilleri ayirarak istenilen hedef molekiil segici olarak analiz edilmektedir.

Partikiil dolgulu kolonlar yiiksek akis hizlarinda etkili olamadiklarindan, 2D ayirmalar
igin monolit kullanimi 2D-HPLC’ye olanak saglamigtir [109]. Monolitler sivi
kromatografisinde 1980’lerin sonlar1 ile 1990’larin baslarinda geleneksel dolgulu
kolonlardaki bazi sinirlamalar1 ortadan kaldirma vaadiyle kullanilmaya baglanmistir
[110]. Dolgulu kolonlar ile karsilastirildiginda, monolitler siirekli  ¢ubuk
goriintimlerinden dolay1 bos hacimlerin olusumuna izin vermez. Bu, mobil fazin akisi igin
acik gozeneklerin cogunun kullanilabilecegi anlamina gelir ve yiiksek gegirgenlik saglar
[111, 112]. Monolitler ayirma performansinin yani sira; ¢esitli 6n kolon ve analitik kolon
kombinasyonlari ile cevrimici analizleri miimkiin kilmaktadir. On kolon olarak ilk ayirma
yapilabilen iyon degisim, immobilize metal afinite, hidrofilik ve ters faz kolonlar
kullanilabildigi gibi; yiiksek secicilikte ayirma yapilabilen afinite kolonlar1 da
kullanilabilmektedir [113].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Poli (HEMA-MATrp) kolununun sentezinde kullanilmis olan 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve potasyum persiilfat (KPS), ve kapsaisin
standarti Sigma (St. Louis, ABD)’dan temin edilmistir. Soxhlet ekstraksiyonunda
kullanilan ¢oziiciiler metanol, etanol ve asetonitril Merck (Darmstadt, Almanya)’den
temin edilmistir. HPLC mobil fazinda Puris expert serisi ters ozmoz sistemi kullanilarak

saflagtirilan ultrasaf su kullanilmistir. Calismada kullanilan tiim kimyasallar analitik

safliktadir.

3.2. Poli(HEMA-MATYrp) Monolitik Kolonunun Sentezi

Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolon, yigin polimerizasyonu ile N-Metakriloil-L-
triptofan (MATrp) [114], 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), ¢apraz baglayici etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA) ve baslatici potasyum persiilfat (KPS) varliginda paslanmaz ¢elik
HPLC kolonu igerisinde in situ olarak hazirlanmistir. Toluen polimerizasyon ortaminda
gozenek olusturucu olarak kullanilmigtir. Polimerizasyon sonucunda reaksiyona
girmeyen monomerler ve diger kimyasallar su ve etanol yikamasi ile uzaklastirilmistir.

Tablo 3.1’te polimerizasyon regetesi ve kosullar verilmistir.

Cizelge 3.1. Polimerizasyon regetesi ve polimerizasyon kosullari.

Polimer Karisimi Polimerizasyon Kosullari
30 mg MATrp Kolon Hacmi: 1,6 mL

1 mL HEMA Sicaklik: 75°C

0,25 mL EGDMA Zaman: 3,5 saat

0,5 mL Toluen

0,5 mL HEPES (%0,9)

17 mg KPS

Monolitik  olusturacak  polimerizasyon paslanmaz ¢elik kolonlar igerisinde
sentezlenmistir. Buna gore, monomerler | mL HEMA, 0,25 mL EGDMA ve 17 mg KPS,
0,5 mL toluen igerisinde ¢oziinmiistiir. 30 mg MATrp ise 0,5 mL %0,9’luk HEPES
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icerisinde ¢Ozlinmiistiir. 15 dakika azot atmosferinde bekletilen karigimlar, 20 cm
uzunlugunda ve 5 mm i¢ ¢apindaki ¢elik kolona alinmis ve polimerizasyonlar1 75°C’deki
su banyosunda 3,5 saat sonunda tamamlanmistir. Reaksiyona girmemis monomerler ve
diger kimyasallar su ve etanol yikamasiyla ortamdan uzaklastirilmis. Elde edilen

monolitik kolon deneysel kullanima kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Poli(HEMA-MATTrp) Monolitik Kolonunun Karakterizasyonu
3.3.1. FTIR-ATR ile Yap1 Analizi

Sentezlenen monolitler karakterizasyon oncesinde liyofilizatérde (Christ Freeze Dryer-
Alpha 1-2 LD, Maryland, Amerika) dondurarak kurutulmustur. Kurutulan 6rnekler bir
havanda 6giitiiliip toz haline getirilmistir. Poli(HEMA-MATrp) monotinin yapist FTIR-
ATR (PerkinElmer Spekrum one, IR Waltham, Massachusetts, ABD) kullanilarak
aydmlatilmistir. Bunun igin toz halindeki 10 mg 6rnek cihazdaki elmas kristal {izerine

yerlestirilmistir. 4000-400 cm™ dalga sayis1 araligindaki spektrum kaydedilmistir.

3.3.2. Yiizey Morfolojisi

Liyofilizatorde dondurularak kurutulan yekpare monolitlerin yiizey morfolojisi, taramali
elektron mikroskopu ile (SEM) (TESCAN GAIA 3, Brno—Kohoutovice, Cek
Cumbhuriyeti) aydinlatilmistir. Ornekler piiskiirtmeli kaplayici ile altin kaplanmis ve

otomatik numune aliciya yerlestirilmistir. Yiizey morfolojisi gortintiileri elde edilmistir.

3.3.3. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Hazirlanan tabaka orneklerinin TGA (Perkin Elmer Pyris1 TGA, Massachusetts, ABD)
analizleri yapilmistir. Ornekler yaklasik 10 mg agirhginda tartilmis olup azot gazi
atmosferinde 20°C’den 550°C’ye 10°C/dakika hiz ile 1sitilarak polimere MATrp

katkisinin polimerin bozunma sicakliklarini nasil etkiledigi incelenmistir.
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3.3.4. Yiizey Alam Ol¢iimii (BET) Analizi

Poli(HEMA-MATTp) molitinin spesifik yiizey alani belirlenmistir. Bu amagla, Brunauer-
Emmett-Teller (BET) (Quantochrome SI, Automated Surface Area and Pore Size
Analyzer, Quantochrome, ABD) cihazi kullanilmistir. Orneklerin gaz1 azot atmosferinde
90°C sicaklik ortaminda 12 saat siiresinde alinmistir. Gaz adsorpsiyonu -210°C’da ve
desorpsiyonu oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Desorpsiyon basamaginda elde edilen

sonuglar, spesifik yiizey alan1 hesaplamalarinda kullanilmistir.

3.4. Poli(HEMA-MATrp) Monolitik Kolonlar ile Kapsaisin Adsorpsiyonu

Metanol igerisindeki kapsaisinin monolitik kolon kullanarak kromatografik ayirimi
yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) sistemi ile analiz edilmistir (Shimadzu
Corp., Kyoto, Japonya). Kullanilan sistemde CBM-20A Lite model sistem kontrol
initesi, LPGE tnitesi iceren LC-20AT model pompa, FCV-20AH2 model ¢ok yonlii
vana, SIL-20AHT model otomatik enjeksiyon tinitesi, CTO- 10ASVP model kolon firini,
SPD-M30A model diyot array dedektor sistemi bulunmaktadir. MATrp monomeri igeren
poliHEMA-MATrp) monolitik kolonunun, Kkapsaisin tayini igin performansi
incelenmistir. HPLC’nin A ve B hareketli fazlar1 sirasiyla H2O ve %100 metanol ile
hazirlanmistir. %40°lik B hareketli fazi ile baslangicin ardindan, B hareketli fazinin
miktar1 %40°dan %80’e kadar 8 dakika icerisinde dogrusal gradientli olarak arttirilmistir.
Daha sonra B hareketli fazinin miktar1 %80°den %99’a 2 dakika icerisinde gradient olarak
arttirilmustir. %99°1uk B hareketli faz1 3 dakika siireyle uygulandiktan sonra B hareketli
fazinin miktar1 %99’dan %40’a kadar 7 dakika igerisinde dogrusal gradientli olarak
azaltilmigtir. Akis hiz1 0,5 mL/dakika, kolon sicakligi 40°C ve enjeksiyon hacmi 50
uL’dir. Kapsaisinin belirlendigi dalga boyu ise 280 nm’dir.
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Cizelge 3.2. Monolitik kolon HPLC parametreleri

Monolitik Kolon i¢in Tek Boyutlu HPLC Parametreleri

Mobil Faz A Su

Mobil Faz B Metanol

Kolon Poli(HEMA-MATrp) monolik kolon
Enjeksiyon Hacmi 50 uL

Akis Hizi 0,5 mL/dakika

8,00 dk, %40B—%80B, 10,00 dk, %80B—%99B, 3 dk.

Coziicii Gradient Programi ]
%99’da sabit 13,00 dk., %99B—%40, 20,00 dk., %40

Dedektor 280 nm

Kolon Firin Sicaklig 40°C

3.5. Soxhlet Ekstraksiyonu

Hatay Samandag biberinden kapsaisin ekstraksiyonu i¢in Soxhlet yontemi kullanilmstir.
Bu baglamda, biberler glineste kurutulmus ve ogiitiilmiistiir. Kurutulmus ve 6giitiilmiis
Hatay Samandag biberlerinden birer gram tartilmis ve metanol, etanol ve asetonitril
¢oziiciilerinde ekstraksiyonlari yapilmistir. Her bir ekstraksiyon i¢in ¢éziiciilerin hacmi
100 mL olarak belirlenmistir. Ayrica her bir ¢6zgende zaman parametreleri 2, 3 ve 4 saat
olarak ¢alisilmistir. Sicaklik parametreleri ise metanol i¢in 75°C, 80°C ve 85°C, etanol
icin 88°C, 95°C, 100°C, asetonitril i¢in ise 90°C,95°C ve 100°C olarak belirlenmistir.
Ekstraksiyon sonucunda elde edilen ¢6zeltilerin ¢oziiciileri doner buharlastirici (Heidolph
Hei-VAP Gold 1, Schwabach, Almanya) ile ugurulmustur. Elde edilen katilar tartilmis ve

toplam ekstraksiyon verimi belirlenmistir.

3.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Analizleri
3.6.1. Kurutulmus Biber Orneklerinin HPLC Analizi

Kurutulmus biberlerlerin ekstraksiyonu sonucu saflastirilan kapsaisin miktari, ters faz
hidrofobik analitik kolon (Kromasil 100-5-C18 4.6 x 150 mm) yardimi ile HPLC ile
denenmistir. HPLC’nin A ve B hareketli fazlar1 sirasiyla HoO ve %100 metanol ile

hazirlanmistir. %40°lik B hareketli fazi ile baslangicin ardindan, B hareketli fazinin
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miktar1 %40°dan %80’e kadar 8 dakika icerisinde dogrusal gradientli olarak arttirilmistir.
Daha sonra B hareketli fazinin miktar1 %80’den %99’a 2 dakika i¢erisinde gradient olarak
arttirilmastir. %99°1uk B hareketli faz1 3 dakika siireyle uygulandiktan sonra B hareketli
fazinin miktar1 %99’dan %40’a kadar 7 dakika icerisinde dogrusal gradientli olarak
azaltilmistir. Akis hiz1 0,5 mL/dakika, kolon sicakligi 40°C ve enjeksiyon hacmi 50
pL’dir. Kapsaisinin belirlendigi dalga boyu ise 280 nm’dir.

Cizelge 3.3. Tek boyutlu HPLC parametreleri.

C18 Kolon i¢in Tek Boyutlu HPLC Parametreleri

Mobil Faz A Su

Mobil Faz B Metanol

Kolon Kromasil 100-5-C18 4.6 x 150 mm
Enjeksiyon Hacmi 50 uL

Akis Hiza 0,5 mL/dakika

8,00 dk, %40B—%80B, 10,00 dk, %80B—%99B, 3 dk.

Coziicli Gradient Programi .
%99°da sabit 13,00 dk., %99B—%40, 20,00 dk., %40

Dedektor 280 nm

Kolon Firin Sicaklig 40°C

3.6.2. Farkh Biber Orneklerinin HPLC analizi

Hatay Samandag biberinin kapsaisin igerigi farkli biber 6rneklerden bes farkli numunenin
(kurutulmus biber, yas kirmizi biber, yas yesil biber, dolma ve kapya) en yiiksek
ekstraksiyon veriminin elde edildigi parametreler kullanilarak elde edilmis ekstraksiyon
cozeltileri ile karsilastinlmistir. Bu islem tek boyutlu HPLC’de yukarida verilen

kromatografik kosullar kullanilarak arastirilmstir.
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3.7. Iki Boyutlu Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (2D-HPLC) Analizi
3.7.1. Kurutulmus Biber Orneklerinin 2D-HPLC Analizi

Ekstrakte edilmis kapsaisinlerin analizlerinde tek boyutlu HPLC sisteminde elde edilen
verimleri st seviyelere ¢ikarmak i¢in iki boyutlu HPLC sistemi kullanilmistir. Bu
kapsamda hidrofobik 6zellige sahip fonksiyonel bir monomer ile hazirlanan Poli(HEMA-
MATTIp) kolonu birinci boyut olarak kullanilmistir. ikinci boyut olarak Kromasil 100-5-
C18 4.6 x 150 mm HPLC kolonu tercih edilmistir.

Tek boyutlu HPLC sisteminde elde edilen kapsaisin derigim, sicaklik, akis hizi,
enjeksiyon hacmi gibi optimizasyon kosullar1 iki boyutlu HPLC sisteminin nasil
gerceklestirilmesi hakkinda bilgi vermektedir. Yontemin ayrintilar1 Cizelge 3.4’de
verilmistir. iki boyutlu HPLC sistemini kullanmanin nedenlerinden en onemlileri; ilk
olarak on-iglem prosediirii olmamasi bu da zaman, maliyet ve is giicii gibi avantajlar
saglamaktadir. Ikinci olarak ise tek boyutlu sistemde ayirimi gergeklestirilen maddenin

pik kapasitesini artirarak kapsaisin analizinde segici ve spesifik analiz saglamasidir.
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Cizelge 3.4. Iki Boyutlu HPLC parametreleri.

2D-HPLC Parametreleri

Ik Kolon Poli(HEMA-MATrp) Monolitik Kolon
Ikinci Kolon Kromasil 100-5-C18 4.6 x 150 mm
Pompa A
Mobil Faz A Su
Mobil Faz B %100 Metanol
Pompa B
Mobil Faz A Su
Mobil Faz B %100 Metanol
Enjeksiyon Hacmi 50 uL
Akis Hizt Pompa A: 0,6 mL/dk (%60B); Pompa B: 0,5 mL/dk
Dedektor 280 nm
Kolon Firin Sicakligi 40°C
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Cizelge 3.5. 2D-HPLC ¢dziicii gradient programi.

Zaman Modiil Komut Deger
4,00 Pompa SV (Pompa B) A
4,10 Pompa SV (Pompa B)

8,49 Pompa B Akis 0,5
8,50 Pompa B ¢o6ziicii derisimi 60
8,51 Kontrol Olay 2

8,54 Pompa SV (Pompa B) B

13,50 Pompa B ¢oziicii derisimi 80
19,00 Pompa B ¢oziicii derisimi 80
20,00 Pompa B ¢oziicii derisimi 90
34,00 Pompa B ¢oziicii derisimi 90
34,10 Pompa B ¢oziicti derisimi 60
34,20 Pompa B Akis 0,2
34,20 Kontrol Olay 0

34,30 Pompa B Akis 0,8
34,30 Pompa SV (Pompa B) A
39,00 Pompa B Akis 0,8
39,10 Pompa B Akis 0,5
42,00 Kontrol Bitis

3.7.2. Farkh Biber Tiirlerinde Kapsaisinin On-Deristirilmesi ve Saflastiriimasi

Kurutulmus biberlerle tek boyutlu HPLC’de karsilastirilan bes farkli numune
(kurutulmus biber, yas kirmizi biber, yas yesil biber, dolma ve kapya) yukarida verilen
kromatografik kosullarda poli(HEMA-MATrp)’de 6n -deristirilmis ve elde edilen yiiksek

safliktaki sonuglar tekrar karsilagtirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Kapsaisin saflastirilmasina yonelik alternatif teknikler olusturmak igin sunulan tez
calismasi 4 ana baglik altinda toplanmustir: (i) L-triptofan molekiiliiniin polimerlesebilen
tirevi olan MATrp monomeri ile afinite etkilesimleri temeline dayali hidrofobik
P(HEMA-MATrp) monolitik HPLC kolonlar1 hazirlanmis ve karakterize edilmis; (ii)
hazirlanan P(HEMA-MATTp) monolitik kolonlari ile kapsaisin analiz, tek-boyutlu HPLC
sisteminde belirlenmis; (iii) Soxhlet ekstraksiyon yontemi ile biber orneklerinden
kapsaisin ekstrakti gerceklestirilmis ve tek-boyutlu HPLC sistemi ile miktar analizi
yapilmustir; (iv) P(HEMA-MATTrp) monolitik kolonun birinci boyut kolonu ve C18 ters
faz kolonun ikinci boyut (analitik) kolon olarak kullanildig: iki-boyutlu HPLC
uygulamalarinda kapsaisin analizi incelenmis ve biber 6rneklerinde (kurutulmus, taze,
kapya ve dolma biber) kapsaisin es zamanli olarak tespit edilmis ve (iv) elde edilen

sonuglar basliklar halinde tartisilarak agiklanmaya calisilmistir.

4.1. P(HEMA) ve P(HEMA-MATTrp) Monolitik Kolonlarin Karakterizasyonu

4.1.1. FTIR-ATR ile Yap1 Analizi

P(HEMA-MATTrp) monolitik kolonlarin kimyasal yap1 analizi i¢in FTIR spektroskopisi
yontemi uygulanmistir (Sekil 4.1). Polimerik yap1 icerisindeki MATrp monomerinin
varhgmi gostermek amaciyla P(HEMA) ve P(HEMA-MATrp) monolitik kolonlarin
FTIR spektrumlari incelenmistir. Spektrumlarda sirasiyla 3300 cm™ civarinda goriilen
ortak —OH gerilme, 2900 cm™*de alkan gruplarindan kaynaklanan —CH gerilme ve 2900
cm?¥’de —CO biikiilme bandlar, HEMA monomerinden kaynaklanmaktadir. Diger
taraftan 1558 cm™ ve 1618 cm™ civarindaki bandlar MATrp monomerindeki aromatik
halkadaki C=C gerilme bandlarindan kaynaklanmaktadir. Bu sonuglar polimerik yapiya

MATrp monomerinin girdigini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.1. Poli(HEMA) ve Poli(HEMA-MATTp) polimerlerine ait FTIR spektrumlart.

4.1.2. Yiizey Morfolojisi

Sentezlenen monolitik kolonlarin, yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu
(SEM) kullanilarak incelenmistir. Monolitik kolonlarin SEM fotograflar1 Sekil 4.2’de

verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi monolitik kolonlarin, oldukga piiriizlii polimerik
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duvarlara sahip oldugu ve gozenek boyutlarinin 0,5-1.0 pum arasinda degistigi ve
birbiriyle baglantili akis kanallar1 agik¢a goriilmektedir. Akis kanallari, kapsaisin
molekiillerinin kolaylikla monolitik kolonlarm yiizeyine ve spesifik bosluklara

ulasmasini ve sonug olarak hizli adsorpsiyon kinetigi saglamaktadir.

Date(m/dly): 01/08/21 Det: SE GAIA3 TESCANJ Date(m/dly): 01/08/21 Det: SE

View field: 41.5 ym BI: 3.00 View field: 104 pm BI: 3.00
SEM MAG: 5.00 kx WD: 4.51 mm HuNITEK {1l SEM MAG: 1.99 kx WD: 4.65 mm

A

W D2 =0.56 i,

X

5 R
Date(m/dly): 01/08/21 Det: SE GAIA3 TESCAN [ Date(m/dly): 01/08/21 Det: SE

View field: 41.5 ym BI: 3.00 10 pm View field: 104 pm BI: 3.00 20 pm
SEMMAG: 5.00kx |  WD:4.51 mm HUNITEK( (1l SEMMAG: 200 kx |  WD: 4.58 mm HUNITEK !

Sekil 4.2. Monolitik kolonlarin SEM fotograflari; (A) P(HEMA), (B) P(HEMATrp).
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4.1.3. Termogravimetrik Analiz (TGA) Sonuglari

P(HEMA) ve p(HEMA-MATrp) modifiye monolit orneklerinin 1s1l dayanimlar1 ve
bozulma davraniglarina monomer etkisini incelemek amaciyla termogravimetrik
Olgtimler yapilmistir ve Sekil 4.3’de ilgili verilerin tiirev grafikleri gosterilmistir.
P(HEMA)’nin termogramlar1 ve tiirevleri incelendiginde bozunmanin iki basamakli bir
bozunma kinetigi gerceklestigi ve 450°C’de tamamen bozundugu gozlenmektedir. ilk
bozunma ana zincire bagli olan HEMA grubunun polar birimlerinin kaybindan
kaynaklanirken, ikinci bozunma ana zincir yapisindan kaynaklanmaktadir. P(HEMA -
MATrp)’nin termogramlart incelendiginde ise 110°C’nin altinda p(HEMA-MAT1p)’nin
yiizeyinde adsorplanan suyun ve 110-220°C araliginda tabakalar arasi bagli suyun
uzaklagmasindan (dehidratasyon) kaynaklanan kiitle kayb1 gézlenmistir. P(HEMA) ile
karsilastirildiginda 220-250°C araliginda yiizeyin hidrofobisitesinden dolayr daha az
kiitle kayb1 gergeklesmistir (%43,97), diger taraftan bu deger P(HEMA) i¢in %67,50dir.
Bununla birlikte her iki polimerin 250-450°C araligindaki bozunmalar1 incelendiginde
450°C’de p(HEMA-MATTp) 6rnegi icin %4,68 ve p(HEMA) 6rnegi ig¢in %2,92 artik
kalmistir. P(HEMA-MATrp) ornegi, P(HEMA) ile kiyaslandiginda yapisinin daha
karmasik yapida olmasindan dolay1r bozunma sicakliklarinin daha yiiksek degerlerde

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.3. P(HEMA) ve p(HEMA-MATTp) termogramlari.

4.1.4.

Yiizey Alam Ol¢iimii (BET) Analizi

Sentezlenen monolitik HPLC kolonlarin spesifik yiizey alani 6l¢iimleri, BET yiizey alani

Ol¢iimleri ve azot gazi adsorpsiyon-desorpsiyon verilerine gore hesaplanmigtir.

P(HEMA) monolitik kolonuna ait grafik Sekil 4.4’de ve p(HEMA-MATIp) monolitik

kolonuna ait grafik ise Sekil 4.5’de verilmistir. Sekillerden de goriildiigii gibi p(HEMA)

monolitik kolonun azot adsorpsiyonu 0.1 P/P° degerine kadar diisiik diizeyde seyrederken
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en yiiksek deger 1.0 P/Po degerinde 14.27 cm®/g STP olarak belirlenmistir. P(HEMA-
MAT1p) monolitik kolonu igin ise azot adsorpsiyonu 0.1 P/P° degerinde 1.0514.27 cm®/g
STP iken en yiiksek deger 1.0 P/Po degerinde 17.66 cm®/g STP olarak belirlenmistir.
Olgiim sonucu elde edilen verilere gore tek nokta yiizey alani (m?/g), Brunauer-Emmett-
Teller (BET) yiizey alan1 (m?/g), Barrett-Joyner-Halenda (BJH) kiimiilatif adsorpsiyon
yiizey alam (m%g), BJH kiimiilatif adsorpsiyon gdzenek hacmi (mm3/g) ve BJH
adsorpsiyon gozenek ¢ap1 (A) degerleri Cizelge 4.1°de dzetlenmistir.
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Sekil 4.4. P(HEMA) monolitik kolonuna ait BET yiizey alani Ol¢iimii azot gazi
adsorpsiyon-desorpsiyon grafigi.
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Sekil 4.5. P(HEMA-MATrp) monolitik kolonuna ait BET yiizey alani 6l¢iimii azot gazi

adsorpsiyon-desorpsiyon grafigi.

P(HEMA-MATrp) monolitik kolonun tek nokta yiizey alam degeri (7,852 m?/g),
P(HEMA) kolonun degerine (3,923 m?/g) gore yaklasik iki kat1 kadar oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.1). BET izotermine gore ise bu degerler sirasiyla 11,434 m?/g ve 7,577 m?/g
olarak belirlenmis ve aradaki oran yaklasik 1,5 kat olarak hesaplanmstir. Olgiimlerde
BJH izotermine gore hesaplanan gézenek hacmi ve gozenek capi degerleri, p(HEMA-
MATrp) igin sirastyla 26,547 mm?®/g ve 80,377 A iken p(HEMA) igin aymi sirayla 21.741
mm?g ve 77.833 A olarak hesaplanmistir. Artan spesifik yiizey alani, ana polimerik
yapiya eklenen ikinci monomer (MATrp)’in polimerizasyon kinetigi lizerindeki etkisi,
polarite farki ve polimer zincir boyunun/molekiil kiitlesinin azalmasina baghidir. Artan
spesifik yiizey alanina ek olarak gozenek hacmi ve ¢apindaki artiglar da elde edilen

monolitik kolonun akis 6zelliklerinin daha iyi oldugunu, diistik geri basing ve yiiksek
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adsorpsiyon kinetigine isaret etmektedir. Deneysel c¢alismalar sirasinda p(HEMA-
MATTp) kolonlarda basing diismesi (veya geri basing artigi) gozlenmemesi de bu durumla
iligkilidir.

Cizelge 4.1. Monolitik kolonlara ait yiizey alan1 dl¢iim sonuglari.

P(HEMA) P(HEMA-MATp)

Yiizey Alanr*, m?/g 3,923 7,852
BET Yiizey Alan1, m?/g 7,577 11,434
BJH Kiimiilatif Adsorpsiyon Yiizey Alani, m?/g 11,173 13,211
BJH Kiimiilatif Adsorpsiyon Gézenek Hacmi, mm3/g 21,741 26,547
BJH Adsorpsiyon Gézenek Capi, A 77,833 80,377

* P/P°’daki tek nokta yiizey alani

4.2. PoliHEMA-MATYrp) Monolitik Kolonlari ile Kapsaisin Adsorpsiyonu

P(HEMA-MATrp) monolitik kolonda kapsaisin adsorpsiyonuna kapsaisin derisiminin
etkisi incelenmis ve Sekil 4.6”de ilgili kromatogram verilmektedir. Sekilden de goriildiigii
gibi p(HEMA-MATrp) monolitik kolon igin kapsaisin derisimi arttikga birim monolit
kiitlesi basina adsorplanan kapsaisin miktar1 artmaktadir (Sekil 4.6, i¢ sekil). Bu
adsorpsiyon davraniginda beklenen bir durumdur. Derisimin artmasi ile adsorpsiyon igin
stirticii kuvvet olan derisim farki artmakta ve adsorpsiyon kapasitesinde de artig ile
sonuglanmaktadir. Adsorpsiyon miktari p(HEMA-MATrp) monolitik kolon i¢in 100 ppm
derisimde kapsaisin kapasitesi 10.24 ug/g olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6. P(HEMA-MATrp) monolitik kolonda kapsaisin adsorpsiyonuna kapsaisisn

baslangi¢ derisiminin etkisi.

4.3. Soxhlet Ekstraksiyonu Kosullarinin Optimizasyonu

Biber 6rneklerindeki en yiiksek kapsaisin igerigini elde etmek i¢in ekstraksiyon isleminde
etkili olan siire ve ¢dziicii tiirii parametrelerinin optimum degerleri belirlenmistir. Islemde
Hatay Samandag ilg¢esinde toplanan kirmizi biberler kurutulup toz halinde getirildikten
sonra Soxhlet diizeneginde ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Ekstraksiyon verimi

asagidaki esitlige gore hesaplanmistir:
Ekstraksiyon verimi (%) = [Kapsaisin miktar1 (g) / Kullanilan Biber miktar1 (g)] x 100

Ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktlardaki kapsaisin i¢erigi HPLC sistemi ile
analiz edilmistir. Bu asamada; ti¢ farkl ¢oziicii ile ti¢ farkli sicaklik degeri (metanol i¢in
75°C, 80°C ve 85°C; etanol i¢in 88°C, 90°C ve 100°C; ve asetonitril i¢in 90°C, 95°C ve
100°C)’nde Soxhlet ekstraksiyonu c¢alismalari ve verimleri HPLC Ol¢iimlerine goére
hesaplanmistir. Ekstraksiyon verimlerinde en yiiksek verim, ¢oziicii olarak metanoliin
kullanildigi 4 saat’lik islemde %50.8 degeri hesaplanmistir. Ancak, HPLC

kromatogramlar1 incelendiginde ise uzun siireli ekstraksiyonun iiriinde kirlilik ve
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bozunmalara isaret etmektedir. Islemde malzemenin siireye bagh olarak 1stya maruz
kalma siiresi artmasina, bu da kapsaisin bilesenlerin bazilarinin degredasyonuna neden
olabilecegi diisiincesiyle siire 3 saat olarak belirlenmistir. islem ekonomik acidan
incelendiginde uzun ekstraksiyon siiresinin zaman kaybina neden olmasiyla birlikte
tiiketilen enerji miktariyla da maliyetin artmasina yol agacagi agiktir. Biitiin bu bulgular
dogrultusunda ekstraksiyon siiresi i¢in 2 saatin yeterli oldugu sonucuna varilmistir. Sonug
olarak; en optimum ekstraksiyonu kosullarinin metanoliin ¢oziicii olarak kullanildig1 ve

2 saat islem siiresi sonunda %31,3 verim olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Metanol ile ekstrakte edilen kapsaisin miktari siire-zaman iliskisi.
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Cizelge 4.2. Metanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon verimi.

Coziicii tiirli | Sicaklik (°C) | Siire(s) Ekstraksiyon verimi (%)

37,1
31,5
50,8
31,3
21,1
45,0
27,9
38,9
27,4

75

Metanol 80

(%100, v/v)

85

Bl W N B WO DN BRODN

Ekstraksiyon Verimi, %

100

Sicakhk, °C

Sekil 4.8. Etanol ile ekstrakte edilen kapsaisin miktar1 siire-zaman iligkisi.
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Cizelge 4.3. Etanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon verimi.

95

Sicaklk, °C

Coziicii tiirli | Sicaklik (°C) | Siire (S) Ekstraksiyon verimi (%)
2 13,0
8g* 3 18,9
4 16,3
Etanol 2 21,0
3 23,4
(%100, VIv) 90
4 34,9
2 36,3
100 3 34,0
4 37,9
* 85°C’de Soxhlet sisteminde sifon olusmadigi i¢in 88°C’de ekstraksiyonu calismalari
gerceklestirilmistir.
20
B ]
E ]
)
- 12 +
=
)
Nl
g 8 1
g
E 4 + 2 Saat
=

3 Saat

100

Sekil 4.9. Asetonitril ile ekstrakte edilen kapsaisin miktart siire-zaman iliskisi.
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Cizelge 4.4. Asetonitril ¢ozeltisi ile ekstraksiyon verimi.

Coziicii tiirti | Sicaklik (°C) Siire (s) Ekstraksiyon verimi (%)

7,6
5,6
54
18,0
9,3
10,2
111
16,9
7,5

90

Asetonitril 95

(%100, v/v)

100

Al W N B WO DN WDN

4.4. Tek Boyutlu HPLC Analizleri
4.4.1. Kurutulmus Biber Orneklerinin HPLC Analizi

Soxhlet ekstraksiyon sistemindeki ekstraktlarin igerdigi kapsaisinoid bilesenlerinin
konsantrasyonlart HPLC standart kromatogramiyla Karsilastirilarak pg/g seviyesinde
hesaplanmis ve sonuglar her bir ¢oziicii i¢in Cizelge 4.5-4.7°de 6zetlenerek sunulmustur.
Ekstraktlarin igerigi incelendiginde, en yiiksek miktarda kapsaisinoid metanol

¢oziictisiinden elde edildigi belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. Kurutulmus biber numunesindeki kapsaisinodilerin HPLC kromatogramlari

(Metanol: 85°C).
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Sekil 4.11. Kurutulmus biber numunesindeki kapsaisinodilerin HPLC kromatogramlari

(Metanol: 80°C)
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Sekil 4.12. Kurutulmus biber numunesindeki kapsaisinodilerin HPLC kromatogramlari

(Metanol: 75°C).

Cizelge 4.5. Metanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon verimi.

Kapsaisin Dihidrokapsaisin
Cozici tirt Sicaklik (°C) Siire (S) (ng/g) % (ng/g) %
2 1585,6 74,2 550,8 25,8
75 3 1565,4 78,4 431,8 21,6
4 1563,1 76,3 486,0 23,7
2 1699,6 70,4 7147 29,6
(W:Algﬁn\c/’/'v) % 3 17809 | 66,5 8978 335
4 1613,6 65,7 843,8 34,3
2 15714 66,4 794,4 33,6
85 3 1528,1 72,9 566,6 27,1
4 15254 74,9 510,7 25,1
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Sekil 4.13. Kurutulmus biber numunesindeki kapsaisinodilerin HPLC kromatogramlari

(Etanol: 95°C).
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Sekil 4.14. Kurutulmus biber numunesindeki kapsaisinodilerin HPLC kromatogramlari

(Etanol: 88°C).
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Sekil 4.15. Kurutulmus biber numunesindeki kapsaisinodilerin HPLC kromatogramlari

(Etanol: 100°C).

Cizelge 4.6. Etanol ¢oziiciisii ile ekstraksiyon verimi.

175 20,0 min

Kapsaisin Dihidrokapsaisin
Coziicii tirt Sicaklik (°C) Siire(s) (ng/g) % (ng/g) %
2 1340,4 87,8 185,9 12,2
88
3 14775 76,8 445,5 23,2
Etanol
(%100, viv) 4 1595,6 69,5 701,4 30,5
2 1509,9 70,1 645,5 29,9
95
3 1574,2 71,1 640,0 28,9
4 1604,1 70,0 688,7 30,0
2 1402,8 70,4 591,1 29,6
100
3 1513,0 78,6 412,3 21,4
4 1512,6 75,8 483,5 24,2
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Sekil 4.16. Kurutulmus biber numunesindeki kapsaisinodilerin HPLC kromatogramlari

(Asetonitril: 90°C).
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Sekil 4.17. Kurutulmus biber numunesindeki kapsaisinodilerin HPLC kromatogramlari

(Asetonitril: 95°C).
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Sekil 4.18. Kurutulmus biber numunesindeki kapsaisinodilerin HPLC kromatogramlari

(Asetonitril: 100°C).

Cizelge 4.7. Asetonitril ¢oziiciisiinde ekstraksiyon verimi.

Kapsaisin Dihidrokapsaisin
Coziicti turt Sicaklik (°C) Stire (S) (ngl/g) % (ngl/g) %
2 1480,0 75,7 473,8 24,3
90 3 14754 75,8 470,2 24,2
4 14144 82,0 310,8 18,0
2 1426,0 75,4 465,6 24,6
(@Jsf;gr’“\t;\i/') o 3 14891 | 775 4331 225
4 1431,8 74,9 479,0 25,1
2 14240 82,3 306,2 17,7
100 3 1491,1 77,1 4425 22,9
4 1496,6 70,5 627,5 29,5
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4.4.2. Farkh Biber Orneklerinin HPLC Analizi

Farkli biber orneklerden kapsaisinodlerin belirlenmesi bes farkli numune (kurutulmus
biber, yas kirmizi biber, yas yesil biber, dolma ve kapya) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Soxhlet ekstraksiyon sisteminden ekstrakte edilen tiim biber 6rneklerinde C18 kolonlari
kullanilarak tayini gerceklestirilmistir. Kromatogramlardan da gorildiigii gibi biber
ornekleri C18 kolonuna aktarildiginda kapsaisin ve dihidroksikapsaisin goriilmektedir.
Kromatogram incelendiginde kurutulmus biber 6rneginde 11,6. dakikada gozlenen pik
kapsaisine ait iken 12,4. dakikada gozlenen pik dihidroksikapsaisine aittir. Kurutulmus
biber 6rnegindeki kapsaisin ve dihidroksikapsaisin miktar1 sirastyla 1780,9 pg/g ve 897,8
ng/g olarak belirlenmistir. Toplam kapsaisinodi miktar1 2678,7 pg/g olarak hesaplanmis
ve Acilik (SU, Scoville Unitesi) miktar1 40180.5 SU olarak tespit edilmistir. Buna en
yakin deger yas kirmiz1 biberde 105,4 ve 66,5 ng/g olarak tespit edilmistir. Diger taraftan

dolma ve kapya biberleri i¢in kapsaisin ve dihidroksikapsaisin tespit edilememistir.
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Sekil 4.19. Kurutulmus biber, yas kirmizi biber, yas yesil biber dolma ve kapya biber

HPLC kromatogramlari.
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Cizelge 4.8. Farkli biber tiirlerindeki kapsaisinoid miktarlar1 ve Acilik degerleri.

ot | AP DHKAP capisnoid | Seovile Uit
(ng/e) | % (ne/g) % (ng/g) (SU)
Kuru 1780,9 | 66,5 897,8 335 2678,7 40180,5
Yas Kirmizi 105,4 61,3 66,5 38,7 171,9 2578,2
Yas Yesil - - 9,7 145,5
Dolma -
Kapya -

4.5. iki Boyutlu HPLC Sistemi
4.5.1. Kapsaisinin Saflastiriimasi

Sunulan tezde, sentezlenen afinite monolitik kolonlar1 iki boyutlu HPLC sisteme entegre
edilerek yiiksek performansli sivi afinite kolonlar1 (HPLAC) sentezlenmistir. HPLC ve
monolitik kolonlarin kombinasyonu ile olusturulan HPLAC istenilen maddenin 6n-
deristirilmesini saglayarak; kompleks biber ekstraktindan kapsaisinin 6n-deristirilmesi ve
yiiksek saflikta eldesi igin alternatif bir yontem sunmustur. HPLC sisteminde kullanilan
C18 kolonlari serbest halde bulunan kapsaisinin analizinde tayin amagl kullanilmaktadir.
Fakat biber matrisinde kompleks halinde bulunan kapsaisinin ekstraksiyonunda yetersiz
kalmaktadir. Bundan dolay1 oziitleme, on-deristirme ve son tayin asamalarinin tim
otomasyonunun gerceklesecegi online 2D-HPLC sistemleri bu sisteme entegre edilerek

kapsaisinin 6n-deristirilmesi ve saflagtirilmasi hedeflenmistir.

P(HEMA-MATrp) monolitik kolonun etkinligi goéstermek igin, kurutulmus biber
orneklerinden alinan ekstrakt iki boyutlu HPLC sistemde incelenmistir. Biber
ekstraktindan elde edilen kromotogramlar Sekil 4.19°da verilmistir. Ortaya ¢ikan
sonuglar gostermistir ki tek boyutlu HPLC sisteminde (Sekil 4.20) kapsaisinoid
tiirlerinden sadece kapsaisin ve dihidrokapsaisin goriilmiistiir. ki boyutlu HPLC
sisteminde ise karsilasilan 6nemli bulgu kapsaisin ve dihidrokapsaisin ile birlikte nor-
dihidrokapsaisin ve homokapsaisin tiirlerinin de gdzlenmesidir. Onemle vurgulanmasi

gereken diger 6nemli bir husus ise tek boyutlu sistemde total kapsaisinoid miktar1 2678,7
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ng/g olarak tespit edilmesine ragmen 2-boyutlu sistemde total kapsaisinoid miktari
3853,7 ng/g olarak belirlenmistir. 2-Boyutlu sistemde gozlenen bu yiiksek kapsaisinoid
miktarinin nedeni; ilk kolon olarak olarak kullanilan p(HEMA-MATrp) kolon o6n-
deristirme kolonu olarak kullanilmistir. Boylece ilk kolonda diisiik akis hizinda tutunma
saglanmisg ve ikinci kolon olan analitik kolonda yiiksek akis hizi olusturularak ilk kolonda
daha fazla kapsaisinoidin tutunmasi saglanmistir. Tek-boyutlu HPLC sistemi
incelendiginde, bitki ekstraktindan gelen tim bilesenler HPLC kromatograminda
gozlenmektedir, bu da disik derisimdeki kapsaisinoidlerin  belirlenmesini
zorlastirmaktadir. Oysaki 2-boyutlu HPLC sisteminde sadece ilgilenilen kisim yani
kapsaisinoidlerin alikonuldugu zaman araliklar1 kromatogramda goriilmektedir. Bunun
disinda kalan diger bitki ekstrakinda yer alan tiirler saf dis1 kalmaktadir. 2-Boyutlu
HPLC’de kesikli sistem olarak adlandirlan bu yontemde ilk kolonda sadece ilgilenilen
tirler belli zaman araliklarinda tutulur ve ikinci kolona aktarilir boylece kompleks
matristen gelen diger tiim bilesenler elimine edilerek sadece hedef bilesenler analitik
kolonda belirlenir. Sekil 4.21°den da goriildiigii gibi kromatogramda 15. dakika ile 20.

dakika araligindaki kromatogramlar sadece kapsaisinodilere ait olan kromatogramlardir.
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Sekil 4.20. Tki boyutlu HPLC sisteminde p(HEMA-MATTp) monolitik kolonlara adsorbe

edilen kapsaisin ve diger kapsaisinodilerin saflastiriimasi.
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4.5.2. Farkh Biber Tiirlerinden Kapsaisinin On-Deristirilmesi ve Saflastirilmasi

Farkli biber 6rneklerden kapsaisinoidlerin on-deristirme ¢alismalar1 bes farkli numune
(kurutulmus biber, yas kirmizi biber, yas yesil biber, dolma ve kapya) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Soxhlet ekstraksiyon sisteminden ekstrakte edilen tiim biber
orneklerinde p(HEMA-MATTp) kolonlar1 kullanilarak kapsaisinoidlerin 6n-deristirmesi
ve tayini gergeklestirilmistir. Sekil 4.22°deki kromatogramlardan da goriildiigii gibi biber
ornekleri  p(HEMA-MATrp) birinci  kolonundan gegirilip ticari C18 kolununa
aktarildiginda kapsaisinoid tiirleri birbirinden ayrismakta ve acik bir sekilde ortaya
cikmaktadir. Tim biber tiirleri kendi igerisinde incelendiginde en yiiksek kapsaisin ve
kapsaisinoid tiirleri kurutulmus biber 6rneklerinde 3853,7 ug/g olarak belirlenmistir.
Buna en yakin deger yas kirmizi biberde 804,2 nug/g olarak tespit edilmistir. Yas yesil
biber 6rnekleri igin tek boyutlu HPLC sisteminde belirlenemeyen kapsaisinoid tiirleri 2-
boyutlu HPLC sisteminde 695,4 ug/g olarak tespit edilmistir. Diger taraftan tek boyutlu
sistemde oldugu gibi 2-boyutlu sistemde de dolma ve kapya biber i¢in kapsaisin ve tiirleri

tespit edilememistir.
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Sekil 4.21. Iki boyutlu HPLC sisteminde absorbe edilen kapsaisinoidler.
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Cizelge 4.9. Iki boyutlu HPLC analizi sonucunda kapsaisinoid tiirlerinin verimi.

Acilik

Biber N- Toplam (S.U.-
Cesitleri KAP DHKAP DHKAP HKAP Kapsaisinoid | Scoville
Unitesi)

(nglg) | % (ngle) | % | (ng/g) | % | (ng/e) | % (ng/e)

Kuru |2911,1 755 | 701,7 | 182 | 1888 |49 | 521 |14 3853,7 57805,5

697,7 | 86,8 | 1065 | 132 - - - 804,2
Kirmizi
Yas | 4537 | 652 | 2417 | 348 - - 695,4
Yesil
Dolma - - - - -
Kapya - - - - -
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5. YORUM

Tez ¢alismasinin ana hedefi 6nemli bir ticari degere sahip kapsaisinin yiiksek

saflikta elde edilebilmesi igin yeni bir yontem ortaya koymaktir.

Bu hedefe yonelik olarak aciligi ile diinyaca tinlii ve yerel endemik bir tiriin olan
Samandag (Hatay) biberi secilmis, bu biberdeki kapsaisin miktar1 belirlenmis ve

farkli biber tiirleri ile karsilastirilmistir.

Kapsaisinin saflastirilmasi sirasinda baslangic olarak Soxhlet ekstraksiyonu
kullanilmis ekstraksiyon veriminin en {iist diizeye cikartilmasi i¢in en uygun

¢oziicil, sicaklik ve zaman parametreleri ortaya konmustur.

Ekstraktlardaki kapsaisinoid tiirlerinin diger bilesenlerden ayrilmasi ve yiiksek
saflikta elde edilebilmesi amaciyla tek boyutlu ve iki boyutlu HPLC sistemleri

kullanilmastir.

Calismanin birinci 0zgiin degeri ekstraksiyondaki parametrelerin optimize

edilmis olmasidir.

Ikinci 6zgiin deger ise iki boyutlu HPLC analizi igin L-triptofan molekiiliiniin
polimerlesebilen tiirevi olan MATrp monomeri ile afinite etkilesimleri temeline
dayali hidrofobik p(HEMA-MATrp) monolitik HPLC kolonlar1 hazirlanmis ve
karakterize edilmis, bu kolonun kapsaisinoid bilesenlerini birbirinden ayirmada

ve yiiksek tutuculuk saglamada oldukga etkili oldugunun ortaya konmustur.

Iki boyutlu HPLC sisteminin kapsaisin, dihidrokapsaisin, nordihidrokapsaisin ve
homokapsaisin bilesenlerini kirmizt biber ekstraktindan kisa silirede ve
tekrarlanabilir sekilde tespit edebildigi ve saf olarak elde edilmelerini sagladigi

kanitlanmustir.

Tez calismasimin en Oonemli 6zgiin degeri ise yerel bir iirlinden yola ¢ikarak
kapsaisinin saf olarak elde edilmesi i¢in yeni bir yontem ortaya koyabilme

hedefinin gerceklestirilmis olmasidir.
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