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OZET

ASPARAGUS LYCICUS (LIKYA KUSKONMAZI) TURUNDE BULUNAN
ASPARAJIN ETKEN MADDESININ YUKSEK PERFORMANSLI SIVI
KROMATOGRAFISI (HPLC) YONTEMI iLE TAYINI iICIN METOT
OPTIMIiZASYONU, VALIDASYONU VE ASPARAGUS LYCICUS BITKIiSININ
FITOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Orcun CINAR
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Sibel TUNC
Haziran 2019; 65 sayfa

Bu ¢alismada, iilkemize 6zgii endemik bir bitki olan Asparagus lycicus (Likya
Kuskonmazi) bitkisinde bulunan asparajin etken maddesinin Yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi ile tayini i¢in metot optimizasyonu ve validasyonu
gerceklestirilmistir. Ayrica; bitkide toplam fenolik ve flavanoid madde, fenolik ve
flavanoid madde bilesenleri, toplam antioksidan aktivite, C vitamini, organik asit
bilesenleri, seker bilesenleri, toplam antosiyanin madde, toplam yag ve yag asidi
bilesenleri  miktarlar1  belirlenerek  bitkinin ~ fitokimyasal  karakterizasyonu
gerceklestirilmistir.

Farkli mobil faz bilesiminde, akis hizinda, kolon sicakliginda ve enjeksiyon
hacminde c¢aligilarak optimum metot kosullart belirlenmistir. Sonugta, mobil faz
bilesimi su:metanol:formik asit karigimi (hacimce 95:5:0,1 oraninda); akis hiz1 0,3
mL/dk; kolon sicakligi 35 °C ve enjeksiyon hacmi 3 pL olarak belirlenmistir.

Metot validasyonunun gerceklestirilmesi i¢in dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
gozlenebilme sinir1 (LOD), tayin sinir1 (LOQ) ve secicilik parametreleri saptanmaistir.
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,28 mg/L ve 0,92 mg/L olarak hesaplanmistir.

Asparagus lycicus bitkisinin fitokimyasal karakterizasyonunu belirlemek
amaciyla biyokimyasal igerik analizleri yapilmistir. Asparajin icerigi 6,14 mg/g bitki
olarak belirlenmistir. Toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri sirasiyla 13,22 mg
GAE/qg bitki ve 3,24 mg CE/g bitki olarak bulunmustur. Fenolik ve flavonoid bilesen
analizlerinde, rosmarinik asit, ferulik asit, klorojenik asit, o-kumarik asit, p-kumarik asit
ve sinapik asit miktarlar1 sirasiyla 28,8; 109,2; 531,2; 2.,8; 17,6 ve 6,0 mg/kg bitki
olarak tespit edilmistir. Toplam antioksidan aktivite 13,2 mg/mg DPPH olarak
bulunmustur. C vitamini miktar1 234,6 mg/kg bitki olarak elde edilmistir. Organik asit
bilesen analizinde malik asit miktar1 2,9 mg/kg bitki olarak belirlenmistir. Fruktoz ve
glikoz miktarlar sirastyla 25,15 g/kg bitki ve 18,25 g/kg bitki olarak elde edilmistir.
Toplam antosiyanin icerigi 5,15 mg/kg bitki olarak belirlenmistir. Yag analizinde,
toplam yag icerigi % 9,65 olarak bulunmustur. Ana yag asidi bilesenleri olarak oleik
asit (% 55,36), linoleik asit (% 32,01) ve palmitik asit (% 7,61) tespit edilmistir.
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ABSTRACT

THE METHOD OPTIMIZATION AND VALIDATION FOR THE
DETERMINATION OF ASPARAGINE ACTIVE INGREDIENT IN
ASPARAGUS LYCICUS (LIKYA ASPARAGUS) SPECIE BY HIGH-

PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) METHOD AND
PHYTOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF ASPARAGUS LYCICUS
PLANT

Orcun CINAR
MSc Thesis in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Sibel TUNC
June, 2019; 65 pages

In this study, the method optimization and validation of the asparagine in
Asparagus lycicus plant which is an endemic specie of Turkey, were realized with high
performance liquid chromatography (HPLC) method. Also, the phytochemical
characterization of the plant was obtained by determining the total phenolic and
flavonoid content, phenolic and flavonoid components, total antioxidant activity,
vitamin C, organic acid components, sugar components, total anthocyanin content, total
oil and fatty oil components.

The optimum method conditions were determined as water:methanol:formic acid
mixture (95:5:0.1 by volume) for mobile phase, as 0,3 mL/min for flow rate, as 35 °C
for column temperature and as 3 uL for injection volume by studying different mobile
phase, flow rate, column temperature and injection volume trials.

The linearity, accuracy, precision, limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ) and selectivity parameters were obtained for performing the
method validation. LOD and LOQ values were calculated as 0.28 mg/L and 0.92 mg/L,
respectively.

The biochemical content analyses were made to determine the phytochemical
characterization of Asparagus lycicus plant. The asparagine content was determined as
6.14 mg/g plant. The total phenolic and total flavanoid contents were found to be 13.22
mg GAE/g plant and 3.24 mg CE/g plant, respectively. The amount of rosmarinic acid,
ferulic acid, chlorogenic acid, o-coumaric acid, p-coumaric acid and sinapic acid were
detected as 28.8, 109.2, 531.2, 2.8, 17.6 and 6.0 mg/kg plant, respectively in the
phenolic and flavanoid component analyses. The total antioxidant activity was found to
be 13.2 mg/mg DPPH. Vitamin C content was obtained as 234.6 mg/kg plant. The
amount of malic acid was determined as 2.9 mg/kg plant in the organic acid component
analysis. The quantity of fructose and glucose were obtained as 25.15 g/kg plant and
18.25 g/kg plant, respectively. The total anthocyanin content was determined as 5.15
mg/kg plant. In the oil analysis, the total oil content was found to be 9.65%. The main
fatty acid components were detected as oleic acid (55.36%), linoleic acid (32.01%) and
palmitic acid (7.61%).
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ONSOZ

Asparajin, proteinlerin yapisinda bulunan bir amino asit olup baklagillerin
fidanlarinda ve kuskonmaz bitkisinde bulunmaktadir. Asparajin maddesi bazi ilaglarda
bulunan ilag etken maddelerinden birisidir. Kuskonmazin bazi tiirlerinde yapilan
arastirmalarda degisik etken bilesiklere rastlanmistir. Bu etken madde gruplart flavonoid
ve antosiyaninler, organik asitler, amino asitler, kiikiirtlii bilesikler, vitaminler, seker
tiirevleri, alkaloidler, yag asitleri ve mineral elementlerdir.

Asparagus bitkisiyle ilgili degisik tiirlerde bircok ¢alisma bulunmasina ragmen
Tirkiye’de yetisen ve sadece Tirkiye’ye 6zgii endemik bir tiir olan Asparagus lycicus
ile ilgili kimyasal icerik bakimindan higbir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu sebepten
dolay1 bu ¢alismada Asparagus lycicus bitkisinde bulunan asparajin etken maddesinin
HPLC yontemi ile tayini igin metot optimizasyonu ile metot validasyonunu
gerceklestirmek amaglanmustir. Ayrica; bitkinin fitokimyasal karakterizasyonunu ortaya
koymak amaciyla bitkide toplam fenolik ve flavanoid madde, fenolik ve flavanoid
madde bilesenleri, organik asit bilesenleri, C vitamini, seker bilesenleri, toplam
antosiyanin, toplam yag, yag asidi bilesenleri miktar analizleri yapilmistir. Bu yiiksek
lisans tezi kapsaminda gelistirilen metodun ve Asparagus lycicus bitkisinin fitokimyasal
karakterizasyonunun ilk kez gerceklestirilmis olmasimin bu bitki ile ileride ¢alisma
yapacak olan arastirmacilar i¢in 6nemli bir veri kaynagi olacagi ve literatiire dnemli
katkilar saglayacag diistiniilmektedir.

Tez calismas1, Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’ne “Asparagus lycicus (Likya Kuskonmazi) Tiirinde Bulunan Asparajin Etken
Maddesinin Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi (HPLC) Yontemi ile Tayini Igin
Metot Optimizasyonu, Validasyonu ve Asparagus lycicus Bitkisinin Fitokimyasal
Karakterizasyonu” baslig ile sunulmus ve ayn1 birim tarafindan FYL-2018-3119 no’lu
proje ile desteklenmistir.

Tez ¢alismam siiresince, beni yonlendiren ve destegini esirgemeyen, bilgisi,
deneyimi ve hosgoriisii ile her tiirlii konuda bana yol gosteren danisman hocam Sayin
Prof. Dr. Sibel TUNC’a (Akdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii), tez
calismamda katkilar1 olan Saym Prof. Dr. Osman DUMAN’a (Akdeniz Universitesi,
Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii), Dr. Ahu CINAR’a, Tuba SECMEN’e, Dr. Demet
YILDIZ TURGUT a, tez calismam siiresince bana inanan, destekleyen ve moral veren
aileme ve calisma arkadaglarima ve FYL-2018-3119 nolu proje ile tez calismama destek
veren Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne
tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

OZET ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt
ABSTRACT <ttt bbb et e e b et et e sne e be e e e nee s
ONSOZ ..ottt ettt ettt ettt ettt
AKADEMIK BEY AN ....ooouiuiiiiiiiii et
SIMGELER VE KISALTMALAR .........cooiiititiiiiieeteeeeee e
SEKILLER DIZINI.....cooiiiiiiiiiieccee ettt
CIZELGELER DIZINI ...oviviviiiceeeeeeeeeee e
1. GIRIS oottt ettt ettt eeeas
L. 1. TIbD1 BItKILET ...
1.2. Kuskonmaz Tiirleri ve Kullanimi...........ccoiiiiiiiiiiiieiieecee e
1.3. Kuskonmazin Uretimi ve Pazarlanmast............cocoevvvevrveveeeesssssseessesssesinn,
1.4. Kuskonmazin Besin Degerleri ve Kimyasal Igerigi.........ccococvviievierericeriienennne,
T AN o T ST
1.6. S1vi Kromatografisi ve Metot OptimiZaSyOnU ..........cccoceririiininiieniene e
1.7. Metot ValidaSYONU ..........cc.oiiiiieieiic ettt
1.8. Validasyon Parametreleri........cocooe i
1.9. Tibbi Bitkilerin Fitokimyasal IgeriKIEri ...........ccrvviverirereiireiiieesee e,
1.10. Cal1SMANIN ATNACT....cciuviiiiiieiiii ettt ssb e et e e s snbe e e anneeaas
2. KAYNAK TARAMASI ..ot
3. MATERYAL VE METOT ..ottt
L IMLEIYAL ... ra e
3.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar ve Reaktifler.............ccccoceernnnnnn
B3 MELOL ...
3.3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan asparajin ana ve ara standart stok
cOzeltilerinin hazirlanmast .........ccueeiiiiiiii i
3.3.2. Asparajin analizi i¢in metot OPtIMIZASYONU ........ocvviviiiiiiiiieiee e
3.3.2.1. Optimum mobil faz bilesiminin belirlenmesi ...........ccccevcviiiiiiiiiiinnnnn
3.3.2.2. Optimum akis hizinin belirlenmesi ...........cccccovvviiiiiiiiin,
3.3.2.3. Optimum kolon sicakliginin belirlenmesi..........cccocoevvviiiiiiiiiiiiicie
3.3.2.4. Optimum enjeksiyon hacminin belirlenmesi ..........ccccooveviiiie i
3.3.3. MEtot ValidaSyONU.........ccecuiieeii it se e
3.3.3.1. Dogrusallik parametresinin belirlenmesi ...........coevvriiiiniiiicniciiiee,
3.3.3.2. Dogruluk parametresinin belirlenmesi............ccccovivieiiieiiiiennienneen,

Vi



3.3.3.3. Kesinlik parametresinin belirlenmesi............ccocoiiiiiiiiiin 17

3.3.3.4. LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi.........c.ccoccvevivieiiiiieniiienineesninn. 17
3.3.3.5. Segicilik parametresinin belirlenmesi ..........ccocveiiiiiiieiiniiicece 18

3.3.4. Asparagus lycicus bitkisinin fitokimyasal karakterizasyonu.............c.cccccueu... 18
3.3.4.1. Materyalin toplanmasi...........cccouveriiiiiiiiiieii e 18
3.3.4.2. Ekstraksiyon ilemi.........ccooiuiiiiiiii i e 18
3.3.4.3. Asparajin Miktar taYIN.........cocveeieiiiee s 19
3.3.4.4. Toplam fenolik madde miKtart.........cccovveiiiiiiiie e 19
3.3.4.5. Toplam flavanoid madde miktart ...........ccocoveviiiiiieiiniese e 19
3.3.4.6. Fenolik ve flavanoid bilesen miktari...........ccccocvvveeiiiiiee i 19
3.3.4.7. Toplam antioksidan aktivite MiKtart ...........cccoceviiiiiiiininiinciccee 20
3.3.4.8. C vitamini MIKLATT ...covviiiiiiiieie e 20
3.3.4.9. Organik asit bilegen miktart ..........ccoceriiiiiiiiiine e 21
3.3.4.10. Seker bilesenleri MIKtart ........cccccvvveeiiiiiie e 21
3.3.4.11. Toplam antosiyanin madde miktari.........c.ccooveriiiiiiinniiniineccsee 22
3.3.4.12. Toplam yag MiKEATT.......ccovviiiiiiiiiiiciic s 22
3.3.4.13. Yag asidi bilesenleri miKtart ..........cccoovevieiiiiiienie e 22

4. BULGULAR VE TARTISMA .....ooiiiiiiiiii e 24
4.1. Asparajin Igin Metot OptimiZaSYOnU ............ceevevereeererererieiseesseseseseeesesessssssesesesns 24
4.1.1. Optimum dalga boyunun belirlenmesi..........c.ccoveveviiiieie i 24
4.1.2. Optimum mobil faz bilesiminin Delirlenmesi ............ccocoovieiiiiiie 24
4.1.3. Optimum akis hizinin belirlenmesi...........ccooeiiiiiiiiii 31
4.1.4. Optimum kolon sicakliginin belirlenmesi..........cccocoeviiiiiiiiiiciee 35
4.1.5. Optimum enjeksiyon hacminin belirlenmesi .........ccccooveveeiii i 37
4.2. MEtOt ValiOASYONU ......ccueiiiiiiiiie et 41
4.2.1. Dogrusallik parametresinin Delirlenmesi ... 41
4.2.2. Dogruluk parametresinin belirlenmesi..........cccccvcviiiiiiiiiciiee 41
4.2.3. Kesinlik parametresinin Delirlenmesi...........ccocoiiiiiiiiicic e 42
4.2.4. LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi ..........cccocveriririiieiiiiiiiciicicceseene 46
4.2.5. Secicilik parametresinin belirlenmesi ..........cocvererriienic i 46
4.3. Asparagus lycicus Bitkisinin Fitokimyasal Karakterizasyonu.............cccccceevvevunene. 48
4.3.1. Asparajin MIKLar taYiNi........ccociveveiiieieec e sre e 48
4.3.2. Toplam fenolik madde mikKtart.........c.cooiiiiiiiiiiiici 48
4.3.3. Toplam flavanoid madde miKtart........ccccoccveiiiiriiiei i 49

vii



4.3.4. Fenolik ve flavanoid bilesen mMiKtarti.........ccoocveeeiieeriniesiieneenie e 50

4.3.5. Toplam antioksidan aktivite mMIKtart ........c.ccceviveniiiiiiiiesiie e 55
4.3.6. C VITAMINT MIKEATT ..oviiiiiiiiiiieeiece sttt sne e 55
4.3.7. Organik asit bileSen MIKLAIT ......ccccocivviiiiieiiiiee e 55
4.3.8. Seker bilesenlers MIKIATT .......coceiiiiiiiiiiieiie e 56
4.3.9. Toplam antosiyanin madde MiKEaArT...........cevverieiieerieiesiese e 58
4.3.10. Toplam yag mMIKEaIT......cccveciiieiiiiiiiei e 58
4.3.11. Yag asidi bilesenleri MiKtart .........ccccooiieiiiiiieiii e 58
BT © )N 0 57N TSR 60
6. KAYNAKLAR ..ottt bbbt b e e b nbe et ne e 61
OZGECMIS

viii



AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Asparagus lycicus (Likya Kuskonmazi)
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% > Yiizde

ng : Mikrogram, kiitle birimi

uL : Mikrolitre, hacim birimi

uM : Mikromolar, konsantrasyon birimi

um : Mikrometre, uzunluk birimi

umol : Mikromol

°C : Santigrat derece, sicaklik birimi

a - Alfa

€ : Molar absorptivite

® : Omega

A : Absorbans

ApppH : 0,1 mL metanol ve 3,9 mL DPPH igeren ¢6zeltinin absorbans degeri
Aekstrakt : Ekstraktlarin 30 dk sonundaki absorbans degeri

C4HgN203  : Asparajin

Dk : Dakika, zaman birimi

ECso : DPPH'1n etkinligini %50 oraninda diisiiren etkili konsantrasyon

eV : Elektrovolt

f : Pikin baslangici ile pikin en yiiksek oldugu nokta arasindaki uzaklik
g : Gram, kiitle birimi

H : Teorik tabak ytiksekligi

Ha : Hektar, alan birimi

Kg : Kilogram, kiitle birimi

L : Kolon uzunlugu



mg
mL
mM
mm
mmol
m/z
N

n

nm

nmol

. Litre, hacim birimi

: Molarite, konsantrasyon birimi
: Kalibrasyon dogrusunun egimi
: Metre, uzunluk birimi

: Miligram, kiitle birimi

- Mililitre, hacim birimi

: Milimolar, konsantrasyon birimi
: Milimetre, uzunluk birimi

: Milimol

: Kiitle/yiik orant

: Teorik tabaka sayisi

: Caligilan standart sayisi

: Nanometre, uzunluk birimi

: Nanomol

o-Fosforik asit: Ortofosforik asit

o-Kumarik asit: Ortokumarik asit

p-Kumarik asit: Parakumarik asit

pH
pKa
PKb
ppm
RZ

TF

tr
VvV

Wo,005

: H" iyonu konsantrasyonunun eksi logaritmasi
. Asit iyonlasma sabitinin eksi logaritmasi

: Baz iyonlasma sabitinin eksi logaritmasi

: Milyonda bir, konsantrasyon birimi

: Korelasyon katsayist

: Asimetri faktorii

: Alikonma zamani

: Hacim:hacim:hacim orani

: % 5 pik ytiksekliginde Slgiilen pik genisligi

Xi



Yden
Yteo

Kisaltmalar
ABD
ACN
AOAC
C18
CE

DF
DPPH
FA
FID
HPLC
GAE
IUPAC
ISO/IEC
LOD
LOQ
MeOH
MW
RE
Rpm
RSD

SD

: Pik taban genisligi
: Deneysel elde edilen pik alani

: Kalibrasyon esitliginden hesaplanan pik alani

: Amerika Birlesik Devletleri

- Asetonitril

: Resmi Analitik Kimyagerler Dernegi

: Karbon 18

: Katesin esdegeri

: Seyreltme faktorii

: 2,2-Difenil-1-pikril hidrazil

: Formik asit

: Alev iyonizasyon dedektorii

: Yiiksek performansl sivi kromatografisi

: Gallik asit esdegeri

: Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
: Uluslararas1 Standartlar Orgiitii/Uluslararas: Elektroteknik Komisyonu
: Gozlenebilme sinir1

: Tayin sinir1

: Metanol

: Molekiiler agirlik

: Rutin esdegeri

: Dontig/devir say1st

: Bagil standart sapma

: Standart sapma
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TEAC : Troloks esdegerligi antioksidan kapasite yontemi

TS : Tirk Standartlar

US EPA : Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi
US FDA : Birlesik Devletler Gida ve ilag¢ Dairesi
USP : Amerikan Farmakopesi

uv : Ultraviyole

vb. : Ve benzeri

vd. : Ve digerleri

WHO : Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS
1.1. Tibbi Bitkiler

Bitkiler yillar boyunca tibbi tedavilerin kaynagi olarak kullanilmistir. Bitkiler,
tedavi edici ve koruyucu etkilerinden dolay1 yillardir geleneksel ilag olarak kullanilirlar.
Koruyucu etkilerinden dolayr kullanildiginda tibbi bitkiler fonksiyonel gida ve/veya
nutrasotik olarak adlandirilirlar (Sezer ve Uysal 2018). Son yillarda geleneksel ilag
olarak tedavi amaciyla bitkilerin kullanimi insanlar i¢in biiyiik bir deger kazanmistir.
Geleneksel tibbi bitkiler Tiirkiye’de onemli bir rol oynamaktadir. Son yillarda tibbi
bitkilerle ilgili bircok calisma yayimlanmustir (Yilmaz 2018). Insanlar dogal olarak
yetisen bu bitkileri bir ¢ok farkli amacla kullanmaktadirlar. Diinya tlizerinde kullanimi
olan tibbi ve aromatik bitkilerin net olarak sayist bilinmemektedir; bununla birlikte
diinya tizerinde tahminen 20.000 ile 70.000 arasinda tibbi bitki oldugu bilinmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), agikladig1 verilere gore kullanimi olan ve ticari olarak
kullanilan bitki kaynakli ilaglarin sayis1 1900°diir. Diinya niifusunun yaklasik olarak
%80’1 ve Afrika niifusunun yaklasik olarak %95°1 tibbi bitkiler kullanilarak gelistirilmis
olan tedavi yontemlerini kullanmaktadirlar (Giines 2018).

1900’1 yillarin baslarinda kullanilan ilaglarin yaklasik olarak % 40’tan fazlasi
bitkisel kaynaklardan elde edilmekte iken, 1970’lerin ortalarina dogru bu say1 % 5’lerin
altina kadar azalmistir. Diger yandan 1980’ler ile 1990’11 yillarin arasinda saglik
konusunda tiiketici farkindaliginin artmasiyla beraber organik ve dogal olarak yetisen
tibbi ve aromatik bitkilere olan talep artmistir. 2000’li yillarda, genetik ¢esitliligin
korunmas1 ve tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yag standardizasyonu
onem kazanmistir. Bu amagla, Oncelikle gelismis iilkeler bitkisel ilaglar ile ilgili
kanunlar ve diizenlemeler yapmaya baslamislardir. Alternatif tedavi metotlarinin 6nem
kazandig1 ve resmi olarak kullanildig1 Almanya, Fransa, Isvigre ve Italya gibi iilkelerde
bu iirlinlerin yol agabilecegi olast problemleri en aza indirmek i¢in tedavi ve ilag
kullanimuyla ilgili bilimsel bulgular kullanilarak gerekli dnlemler alinmistir. Tiirkiye’de
bitkisel iirlinlerin hazirlanmasi ve pazarlanmasiyla ilgili diizenlemeler Tarim ve Orman
Bakanlig1 tarafindan yapilmaktadir. Tiirkiye’nin 10.000’in iizerinde bitki ¢esitliligini
iceren zengin bir florasi vardir. Giiniimiizde, aktarlarda yaklasik 300 farkli bitkinin
satis1 yapilmaktadir ve bunlarin 70-100 kadari ihrag edilmektedir. Ulkemizde yetistirilip
ihraci olan en 6nemli tibbi ve aromatik bitkiler arasinda kekik, defne yapragi ve kimyon
tohumu olmak iizere adagay1 yapragi, anason tohumu, kegiboynuzu meyvesi, rezene
yapragi, sumak ve biberiye bulunmaktadir (Esetlili vd. 2014).

Farmasotik, gida ve yem endiistrilerinde zararli sentetik katki kullaniminin
artmasi dogal iiriinler olan aromatik bitkiler ile bunlarin ekstraktlar1 ve ugucu yaglarinin
kullanimina olan talebi arttrmustir. ilgili sektorler etkili, giivenli ve uygun maliyetli
hammaddeler aramaktadirlar. Bitki kaynakli bilesenler bu talepleri karsilayabilecek
potansiyele sahiptirler. Bir¢ok bitki ve baharat diinya iizerinde bulunmaktadir. Biberiye,
kekik, adacayi, nane ve sarimsak gibi bir¢ok bitki Akdeniz Bolgesi kaynaklidir. Bunlar
dogal veya kiiltiirel olarak yetismektedir. Polifenoller, kinonlar, flavanol/flavanoidler,
alkaloidler, polipeptidler ve oksijenli bilesikler gibi kimyasal maddeler igcermektedirler.
Bu maddelerin bazilari sinerjik etki gosterebilirler ve bu sayede biyoaktiviteleri artis
gosterir. Bazi biyoaktif bilesiklerin antioksidan ve antiseptik aktiviteleri gibi terapdtik
ozellikleri vardir. Bu sebeple, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini
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azaltabilirler ve solunum yolu hastaliklari, mide ve iltihap rahatsizliklarinda tedavi
amaciyla uygulamalar1 bulunabilmektedir. Genel olarak aromatik bitkilerdeki biyoaktif
bilesenler indiiklenen oksidatif stresin yol actig1 zararlardan viicudu koruma yetenegine
sahiptirler. Ayrica; bitkiler ve baharatlar, oksidatif bozulmayi Onleyebilir ve bazi
riinlerde istenmeyen lezzet olusumlarini geciktirebilir. Ayni1 zamanda, Ozellikle
atistirmalik gidalarda ve et iirlinlerinde, olusan mikrobiyal olusumlar1 yavaslatan
antimikrobiyal bilesenler igerirler (Christaki vd. 2012).

Cok sayida aromatik, baharat, tibbi ve diger bitkiler antioksidan 6zellik gosteren
kimyasal bilesikler igerirler. Gida, kozmetik ve diger uygulamalar i¢in dogal
antioksidan formiilasyonlarinda biberiye, adacayr ve kekik gibi bir ¢ok bitki i¢in
caligmalar yiriitiilmistiir. Aromatik ve tibbi bitkilerin kimyasal ve biyolojik ¢esitliligi
yetistirilme alani, iklim 6zellikleri, vejetasyon safhasi, genetik degisiklikler ve cografi
alana gore degisim gostermektedir (Miliauskas vd. 2004).

1.2. Kuskonmaz Tiirleri ve Kullanim

Diinya tizerinde yaklasik olarak 300 tiirii olan Asparagus Liliaceae (Asparagus
L.) cinsinin bazi tiirlerinin gida sektorii (Asparagus officinalis), siis bitkisi olarak
kullanim1 (Asparagus asparagoides, Asparagus medeloides, Asparagus plumosus,
Asparagus sandens, Asparagus setaceus, Asparagus sprengeri) ve eczacilik agisindan
onemli oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde 11 kuskonmaz (Asparagus) tiirii ve 12
taksonun dogal olarak yetistigi bilinmektedir (Giiveng ve Koyuncu 1999).

Asparagus L. cinsi, botanik siiflandirma agisindan Monocotyledones sinifi ve
Liliaceae familyasinda bulunmaktadir. Ana yetisme bolgesi Akdeniz Bolgesi’dir.
Asparagus tiirleri iklimsel olarak i1liman &zellik gosteren yerlerde, Giiney Avrupa,
Anadolu, Asya ve Afrika’da yaygin olarak yetismektedirler. Kuskonmazin, siirgiin
kisimlarinin gida amaciyla tiiketimi bulunmaktadir ve bu nedenden dolayi, 2000 yildan
uzun siiredir A. officinalis'in Kkiiltiirel iiretimi gergeklestirilmektedir. ilk 6nce eski
Misirlhilar kiiltiire alma galismalari yapmis ve daha sonra bitki Romalilar tarafindan
Avrupa kitasina gotiirilmiistiir. A. officinalis'in kok ve rizom kisimlart infiizyon ve
dekoksiyon yapilmak suretiyle idrar soktiirme amaciyla degerlendirilmistir.
Hindistan'da geleneksel olarak kullanimi olan tedavi metotlarindan biri olan Ayur
Veda'nin 6nemli ilaglarindan birisi olan "Satavari" yerel ismi ile bilinen tiir Asparagus
racemosus'tur. Bu tiir, icermis oldugu steroid yapidaki saponozit maddelerden ve
biinyesinde yer alan alkaloid maddelerden dolay1 ¢ok¢a kullanilmaktadir. Cin'de Radix
Asparagi olarak bilinen Asparagus adscendens, Asparagus cochinchinensis, Asparagus
curillus ve A. racemosus’un kok kisimlarmin yillardir degisik hastaliklarin tedavisi
amaciyla kullanim1 bulunmaktadir. A. racemosus tiirii Zaire Farmakopesi’nde yer alan
48 bitki kaynakli ilagtan birisidir (Giiveng 1997).

1.3. Kuskonmazin Uretimi ve Pazarlanmasi

Kuskonmaz ¢ok degerli, ¢cok yillik ve gida sektoriinde yiiksek oranda kullanimi
olan bir bitkidir. Kuskonmazin beyaz ve yesil renkte olan siirgiin kisimlar ¢ig olarak
satildigr gibi, konserve ve dondurulmus iiriin gibi islemesi bulunan bir sebzedir.
Kuskonmaz bitkisi ana yetisme bdlgesinin On Asya oldugu bir c¢ok arastirmaci
tarafindan kabul gormiistiir. Ulkemizin biiyiikk bir kisminda kuskonmazin yabani
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tiirlerinden cokga bulunmaktadir. On Asya’da ve Avrupa’da yaklasik olarak 100
civarinda dogal olarak yetisen tiirii bulunmaktadir (Vural vd., 2000). Ozellikle, izmir ve
civarinda, Aydin, Mugla ve Manisa’da yabani tirleri yer almaktadir ve ilkbahar
mevsiminde sebze olarak kullanimi olan dogal bitkilerle birlikte yerel pazarlarda
satilmaktadir. Kuskonmazin tarimi lilkemizde eski yillardan beri yapilmasina karsin,
bir tiirlii yayginlasamamustir. Ulkemizde Bati Anadolu Bélgesi kuskonmaz bitkisinin
ana yetisme bolgesi olmasina ve 1970°li yillarin ilk kisimlarinda kiiltiirel olarak
kuskonmaz iiretimi yapilmis olmasina karsin, kuskonmazin iiretimi ve tiikketimi fazla
yayginlasma imkani bulamamistir. Yurtdisina oranla iilkemizde fazla bir deger
bulamamis bir sebze olan kuskonmazin {iretim miktarlari, son yillarda hem ig
tiketimdeki talepten dolayi, hem de dis kaynakli sirketlerin yurtdisina yaptiklari
ihracattan dolayr artmustir. Ulke genelinde belli yerlerde az miktarda iiretimi
yapilmaktadir. Diinyada kuskonmazin iretimi 2012 yilinda 1.496.685 ha alanda
8.301.482 ton olarak gergeklesmistir (Eren 2014). Yiiksek miktarda kuskonmaz iiretimi
yapan bazi iilkelerin kuskonmaz iiretim alanlar1 Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Yiiksek miktarda
tiretim alanlar1 (Eren 2014)

kuskonmaz tiretimi yapan bazi iilkelerin kuskonmaz

Ulkeler Uretim Alam (ha)
2007 Yilr | 2008 Yili | 2009 Yilh | 2010 Yih | 2011 Yihh | 2012 Yihh
Peru 23.547 29.758 29.467 30.896 33.144 33.063
Meksika 13.900 15.800 17.000 20.700 21.400 16.233
Italya 6.588 5.615 6.607 6.307 5.226 4.881
Cin 1.250.733 | 1.265.685 | 1.270.635 | 1.280.576 | 1.320.585 | 1.350.600
Fransa 5.525 5.365 5.005 4.879 4.817 4.560
Ispanya 11.012 10.243 10.387 10.178 11.047 10.700
Arjantin 1.800 2.255 2.232 2.332 2.527 2.650
ABD 15.621 13.030 11.820 11.330 11.050 10.240
Diinya 1.397.710 | 1.412.166 | 1.418.183 | 1.432.078 | 1.471.920 | 1.496.685

1.4. Kuskonmazin Besin Degeri ve Kimyasal Icerigi

Kuskonmaz bitkisinin besin igerigi konusunda ve saglik yoniinden olumlu olarak
katkisiyla ilgili bilinglenmis olan halkimizin bu sebzeye ilgisi son yillarda artig
gostermektedir. Cig kuskonmaz bitkisinin siirgiin kismimin 100 g’inda yer alan besin
icerigi Cizelge 1.2°de verilmistir.
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Cizelge 1.2. Cig kuskonmaz bitkisinin siirgiin kisminin 100 g’inda yer alan besin

icerigi (Eren 2014)

Besin elementi 100 g ¢ig kuskonmaz
Kalori 13-16
Protein (g) 2,2
Karbonhidrat (g) 3,6
Kolesterol 0
Yag (9) 0,2
Lif (g) 0,7
Fosfor (mg) 50
Kalsiyum (mg) 21
Demir (mg) 0,6
Sodyum (mg) 1
Potasyum (mg) 110
B1 vitamini (mg) 0,16
B2 vitamini (mg) 0,15
B3 vitamini (mg) 1,4

C vitamini (mg) 26

E vitamini (mg) 0,56

Bunlarin yaninda antioksidan igerigi bakimindan olduk¢a zengin olan
kuskonmaz bitkisinde lutein, zeaksantin, karoten maddeler ve kriptoksantin maddesi
bulunmaktadir. Folik asit agisindan da zengin durumda bulunan kuskonmaz bitkisinin
slirglin kisimlarinin yaklagik olarak 100 g’inda 54 pg folik asit bulunmaktadir (Eren
2014).

Asparagus officinalis L. besleyici degeri ve yiiksek miktarda biyoaktif fenolik
bilesikler igermesinden dolay1 diinya c¢apinda popiiler bir sebze olmustur (Zhang vd.
2019).
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Cok yillik bir bitki olan kuskonmaz, besin igerigi yoniinden en iyi dengelenmis
sebzelerden biridir. Temel mineraller, vitaminler, amino asitler ve besinsel [if
bakimindan iyi bir kaynaktir. Asparagus officinalis L. kiiltire alinmis olan tek
kuskonmaz tiiriidiir, ancak diger dogal yetisen tiirler tiiketilebilir ve ylizyillardir
geleneksel yemeklerde kullanilmaktadir. Flavanoidler, lignanlar ve stereoid saponinler
gibi  biyoaktif bilesenler kuskonmaz siirgiinlerinde tespit edilmistir. Ayrica;
farmakolojik ¢aligmalar anti-enflamatuvar, antimutajenik ve antifungal aktiviteleri
oldugunu gostermektedir (Slatnar vd. 2018).

1.5. Asparajin

Asparajin dogal kaynagindan izole edilen ilk amino asittir. 1806 yilinda Pierre
Jean Robiquet ve Louis-Nicolas Vauquelin tarafindan asparajin, kuskonmaz suyundan
izole edilmistir. Asparajinin bazi fiziksel ve kimyasal Ozellikleri Cizelge 1.3’te
verilmistir.

Cizelge 1.3. Asparajin maddesinin baz1 kimyasal ve fiziksel o0zellikleri
(https://aminoacidsguide.com /Asn.html)

IUPAC ad1 (2S)-2,4-Diamino-4-oksobiitanoik asit
Molekiiler agirhk 132,118 g/mol
Molekiiler formiil C4HgN203

CAS numarasi 70-47-3
Erime noktasi 235°C
Suda ¢oziiniirliik 20 g/L (20 °C’de)
pKa 2,02
pKb 8,80
Kimyasal yapi o NH3
\}‘\C ~
(leg
HgN—é—COOH
H

Asparajin, glikoproteinlerin biyosentezindeki kilit roliiyle bilinir. Ayrica, diger
birgok proteinin sentezi i¢in ¢ok Onemli bir maddedir. Insan sinir sistemi, dengeyi
saglamak agisindan bu amino asite ihtiyag duyar. Asparajin, yorgunluga kars1 direnci
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arttirir ve karacigerin sorunsuz caligmasina yardimci olur. Boylece asparajin sinir
sistemi sagligina ve karaciger korunmasina katki saglar. Asparajin 20 temel amino
asitten biridir. Bu amino asit néronik gelisim ve sinir uglari arasindaki iletimde yer alan
proteinler i¢in temel bir bilesiktir. Ayn1 zamanda amino asit doniisiimii i¢in gereklidir.
Asparajinin eksikliginin zayif metabolizmadan etkilendigi bilinmektedir ve bu da iire
iiretimi ve salgilamasini zorlastirir. Bunun sonucunda bazi insanlarda depresyon, karisik
ruh hali ve bas agris1 gibi semptomlar goriilebilir. Bu amino asitin en ¢ok yer aldigi
besinler et, tavuk, siit tirtinleri, deniz triinleri ve yumurtadir. Ayrica, bu amino asitten
daha fazla yararlanmak i¢in kuskonmaz, soya ve tam tahil iirlinlerinden tiiketmek
gerekir (Veena vd. 2014).

1.6. Sivi Kromatografisi ve Metot Optimizasyonu

Analitik metodolojinin se¢imi; analitin kimyasal 6zellikleri ve konsantrasyonu,
ornek matriksi, analiz siiresi ve masrafi, kantitatif veya kalitatif 6l¢im tipi ve drnek
sayist gibi bir ¢ok degiskene baglidir. Bir kalitatif metot, Ornekteki kimyasal
bilesenlerin varligi hakkinda bilgi verir. Bir kantitatif metot ise Ornekteki bir veya
birden fazla analitin miktarlariyla ilgili sayisal bilgiler saglar. Bir kantitatif analiz
gerceklestirilmeden Once kalitatif bilgi gerekmektedir. Ayirim basamagi genellikle hem
kalitatif hem de kantitatif analiz kisminin bir pargasidir (Lindholm 2004).

Yiiksek performansli sivi  kromatografisi klasik kolon kromatografisi
tekniginden gelistirilmistir ve gliniimiizde analitik kimyanin en 6nemli araglarindan
birisidir. Prensip, bir numune ¢6zeltisinin bir gozenekli materyale (sabit faza) sahip bir
kolona enjekte edilmesi ve sivinin (mobil fazin) yiiksek basing altinda kolona pompa
vasitasiyla gonderilmesine dayanir. Numunenin ayirimi, sabit ve mobil faz arasindaki
numunenin farkli partisyonlarindan kaynaklanan kolonu terk etme hizlarindaki
farkliliklara dayanmaktadir. Farkli bilesenlerin ayrisma davramislarina bagli olarak
eliisyon farkli zamanlarda gerceklesir. Istenen ayirimin ve hassasiyetin elde edilebilmesi
icin deneysel sartlarin optimize edilmesi gerekir. Mobil faz bilesenleri, oranlari ve
pH’s1, akis hizi, kolon sicakligi, enjeksiyon hacmi ve mobil fazda kullanilan organik
¢Oziiclinlin tipi gibi parametreler lizerinde yapilan planli veya sistematik denemeler
sonucunda optimum deneysel kosullara ulasilir (Gupta vd. 2012).

Iyi bir metot gelistirme plani hizli ve verimli metot gelisiminin basarilabilmesi
icin kritiktir. Farmasotik bilesenlerin ayrilmasi i¢in metot gelisimine genel yaklagim,
mobil fazdaki (organik ¢oziiciiler ve pH) farkliliklarin ayirim segiciliginde kritik bir rol
oynadig1 seklindedir. Analitin pKa bilgisi, HPLC metot gelisimi i¢in ¢ok 6nemlidir.
Ayrica, pH denemeleri karisimdaki diger safsizliklarin (sentetik yan {iriinler,
metabolitler ve bozunma {irlinleri gibi) iyonlasabilir 6zelliginin anlasilmasina yardimci
olur. Son optimizasyon sicaklik, gradiyent akis ve akis hizinin degistirilmesiyle
yapilabilir (Kaushal ve Srivastava 2010).

Kolon sicaklik kontrolii uzun donemli metot iiretilebilirligi a¢isindan énemlidir.
30-40 °C araligindaki sicaklik hedefi iyi bir tekrarlanabilirlik icin yeterlidir. Yiiksek
sicaklik kullanimi bir ¢ok nedenden dolay1 avantajli olabilir. Cevre sartlarindan daha
yiiksek sicaklik degeri kullanimi mobil fazin viskozitesini azaltir ve bu da kolon
basincini disiiriir. Diisiik sistem basinci, daha hizli akis hizlarina ve daha hizh
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analizlere imkan verir. Sicaklik aym1 zamanda segicilik davraniglarini etkileyebilir,
¢linkii analitler farkl sicakliklara degisik tepkiler verebilirler (Riddhiben vd. 2011).

1.7. Metot Validasyonu

Validasyon, bir metodun belirlenmis olan amaglara uygun olup olmadiginin
tarafsiz bir sekilde test edilmesi ve yazili bir sekilde deliller kullanilarak kanitlanmasi
olarak tamimlanabilir. Bir metodun performansini belirleyebilmek amaciyla bazi
degiskenler kullanilarak bazi test ve dlgiim islemleri yapilmasi gerekmektedir. Bir ¢cok
alanda alinmasi gerekli olan kararlar, yapilmis olan analiz 6l¢timlerinin sonucuna gore
verilmektedir. Dogru bir karara ulagilmasi i¢in analitik Sl¢iim degerinin dogru ve
glivenilir olmas1 gerekmektedir (TS ISO 8402:1994).

Bir metot kullanilarak gergeklestirilen 6l¢timlerin sonuglari laboratuvar sartlari,
kullanilan cihaz, kullanilmis olan kimyasal maddeler, 6lgiimii gergeklestiren kisinin
tecriibesi gibi baz1 faktorlere gore degiskenlik gostermektedir. Bu sebeple, kullanilan
metodun 6l¢lim sonucuna dogrudan etkisi bulunan degiskenleri ayr1 ayr tespit edilerek
Olgtimleri gergeklestirilmeli ve bunlarin 6l¢iimlerinin  sonuca olan etkileri tespit
edilmelidir (Akdag 2016)

Bir metot ilk kez calisgilacaginda, bir analiz igin ilk kez yontem
gelistirileceginde, siirekli olarak kullanimi olan bir metotta degisiklik yapilmak
istendiginde, validasyonu belirlenmis olan bir yontem degisik bir laboratuvarda
uygulanacaginda veya degisik bir kisi veya degisik bir cihazda uygulama yapilirken,
farkli metotlar1 karsilagtirabilmek amaciyla, metodun performans degerlerinde bir
degisim gerceklestigi goriildiigiinde metot validasyonu yapilmasi gerekir. Uluslararasi
olarak kabul edilmis olan degisik validasyon parametreleri bulunmaktadir. Uluslararasi
Standardizasyon Orgiitii/Uluslararas1 Elektroteknik Komisyonu (ISO/IEC), Uluslararas:
Uyumlastirma Kongresi (ICH), Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajanst (US EPA),
Birlesik Devletler Gida ve ilag¢ Dairesi (US FDA) ve Amerikan Farmakopesi (USP) gibi
kurumlar tarafindan belirlenmis kriterler kullanilmaktadir (Karaman ve Akalin, 2008).

Metot validasyonu, bir analitik yontemin kullanilan amag¢ dogrultusunda kabul
edilip edilemeyecegini test etme islemi olarak da adlandirilabilir. Metotta karsilasilan
problemleri minimuma indirgemek i¢in en uygun yontem, metot gelistirme sirasinda
ilgili validasyon testlerini yapmaktir. Metot validasyonu; metodun istenen amag
dogrultusunda uygun olup olmadigini kanitlar (Baltac1 ve Giindogdu 2012).

1.8. Validasyon Parametreleri

Validasyon isleminin gerceklestirilebilmesi i¢in Oncelikle bazi temel validasyon
kriterlerinin belirlenmesi gerekmektedir.

e Kaesinlik:  Olgiim  verilerinin ~ birbirlerine  olan  yakinlik  derecesini
(tekrarlanabilirligini) gosteren bir ifadedir. Standart sapma, varyans veya
varyasyon katsayisi ile gosterilir (TS 5822-1 ISO 5725-1).
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e Tekrarlanabilirlik: Ayni laboratuvarda, ayni arastirict tarafindan ve ayni
yontem kullanilarak en az 5-6 paralel deneme 3 degisik ortam kullanilarak ve en
az 2-3 farkli konsantrasyon kullanilarak gergeklestirilir (TS 5822-1 ISO 5725-1).

e Dogruluk: Olgiilmiis olan degerin dogru veya dogru kabul edilmesi gereken
degere olan yakinlik derecesinin bir dl¢ilistidiir, mutlak hata veya bagil hata ile
ifade edilir (TS 5822-1 1SO 5725-1).

e Geri kazamim: Numunenin yer aldig1 ortam igerisindeki analitin analizi ile elde
edilmis olan miktarin, saf analitin yer aldig1 ¢6zeltisiye oranla yiizde olarak ne
oranda geri alinabildiginin analizinin yapilmasi gerekmektedir. Disiik, orta ve
yiikksek konsantrasyonda miktar1 belli olan standart c¢ozeltiler, matrikse
eklendikten sonra bir ayirma yontemi ile geri kazanilip tayin edilir ve son olarak
miktar1 belli olan bir 6rnekle karsilastiriimak suretiyle elde edilen sonug yiizde
hata cinsinden ifade edilir (SANCO/12495/2011).

e Gozlenebilme simir1 (LOD): Analiz yapilan cihazin zemin giirtiltiistinden farkli
olarak tespit edilebilen, ancak miktarsal olarak belirlenememis olan en diisiik
analit konsantrasyonudur (SANCO/12495/2011).

e Tayin simin (LOQ): Uygun bir dogruluk ve kesinlik sonucunda miktarsal
olarak olgiilebilen en diisiik konsantrasyondur (SANCO/12495/2011).

1.9. Tibbi Bitkilerin Fitokimyasal icerikleri

Bitkiler, ikincil firiinler olarak antioksidan seklinde adlandirilan biyolojik
aktiviteye sahip bilesikler sentezlerler. Fenolik bilesikler olarak adlandirilan bu
maddeler oksidatif zarar1 onlemek amaciyla aktif oksijen maddeleriyle miicadele ederek
bitki savunma mekanizmalarin1 harekete gegirirler. Fenolikler, tanen ve ligninler gibi
basit yapida molekiillerden bir aromatik halkaya sahip kompleks yapida polimerlere
kadar degiskenlik gdsteren sekonder bitki metabolitleridir (Moran vd. 1997). Biiyiik
Ol¢iide kimyasal ve biyolojik 6zellikler igermelerinden dolay1 6zellikle flavanoid ve
tanenler gibi fenolik bilesiklere olan ilgi son yillarda artmistir (Hertog vd. 1993).
Antioksidan 6zelliklerine ilave olarak, bu bilesikler kardiyovaskiiler hastaliklar1 azaltma
ile antikanserojen aktivite, antiallerjenik, antiartrojen, anti-enflamatuvar, antimikrobiyal
ve antitrombotik etkiler gostermeleri icin aday maddeler olarak gosterildigi
ispatlanmistir (Huxley ve Neil 2003; Andrade vd. 2009; Alim vd. 2009; Ajila vd. 2010).
Ozellikle fenolik asit, tanen ve flavanoidler olan bitki fenolikleri potansiyel
antioksidanlar olarak bilinmektedirler ve sebze, meyve, ceviz, tohum, kok ve agag
kabuklarinda bulunurlar. Fenolik¢e zengin olan meyve, bitki, sebze, tahil ve diger bitki
materyallerinin ekstraktlarinin kullanimi1 gida endiistrisinde artmaya baglamistir, ¢linkii
bunlar yaglarin oksidatif bozunmasini geciktirmekte ve gidanin kalitesi ile besin
degerini arttirmaktadir (Kamath vd. 2015).

Giiniimiizde kullanilan sentetik antioksidanlar negatif saglik sorunlarina neden
olmaktadir. Bu ylizden, kullanimlari igin sinirlayict 6nlemler alinmaktadir ve bunlarin
yerine dogal antioksidanlarin kullanimi artmistir. Birgok tibbi bitki, sebze ve baharat
yiiksek antioksidan aktivite gostermelerinden dolayr ¢ok iyi bir fenolik madde kaynag:
olarak goriilmektedir (Ahmed vd. 2011).
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Antioksidan aktivite gdsteren tipik fenolik bilesikler baskin olarak fenolik asitler
ve flavanoidlerdir. Kafeik asit, ferulik asit ve vanilik asit gibi fenolik asitler bitkilerde
yaygin olarak bulunurlar ve dogal antioksidanlar olarak gosterilirler. En ¢ok bulunan
fenolikler ayn1 karbon atomlu iskelete sahip ve kolayca okside olabilen bilesiklere karsi
antioksidan aktivite gosteren flavanoidlerdir. Bir¢ok bitkide ana flavanoid bilesenler
kuersetin, mirisetin, kamferol ve bunlarin glikozitleri olan flavanol aglikonlardir.
Genellikle ¢oklu hidroksil gruplar i¢eren flavanoidler peroksil radikallere karsi yiiksek
antioksidan aktivite gosterirler. Bitki dokularinda bulunan farkli antioksidan bilesiklerin
varlig1 antioksidan bilesenlerin kendi baslarina etkisinden daha fazladir. Bu nedenle,
birgok calismada mevcut antioksidanlarin maksimum miktarda eldesi icin ara
ekstraksiyon basamaklari uygulanir. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri genelde
redoks Ozelliklerine gore degiskenlik gostermektedir ve ayrica, metal selatlama
ozellikleri bulunmaktadir (Spiridon vd. 2011).

C vitamini insan saghg i¢in ¢ok Onemlidir, ancak; bitkilerin 6nemli besin
kaynagi olmasina karsin trtinlerdeki metabolizmasi hakkinda ¢ok az bilgi bilinmektedir.
C vitamini, bir¢cok enzimin kofaktorii olarak hiicre boliinmesini kontrol eder, hiicre
genislemesini etkiler ve bitki olgunlasmasini diizenler. Bitkilerde C vitamininin
biyosentezi D-mannoz/L-galaktoz, D-galakturonat, L-guloz ve miyo-inositolii igeren
kompleks bir metabolik ag sayesinde gerceklesir (Lisko vd. 2014). C vitamini taze et
tilketiminden elde edilebildigi gibi bitki kaynaklarindan da saglanabilir. C vitamini
genellikle meyvelerde ve lifli sebzelerde yiiksek miktarlarda bulunur, 6zellikle kuru
tahillarda olmak {izere tahillarda diisiik miktarda yer alir. Ozellikle lifli sebzelerde hasat
sonrasinda C vitamini azalsa da C vitamini varlig1 depolanan gidalarin besin kalitesini
korumasina yardimci olur (Gallie 2013). Askorbik asit olarak da bilinen C vitamini,
meyve ve sebzelerde 6nemli miktarda bulunan suda ¢oziinebilir bir antioksidandir ve
doku hasarin1 6nledigi kanitlanmistir. C vitamininin tayin edilebilmesi i¢in enstriimental
metotlar daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Ogunlesi vd. 2010).

Organik asitler, birgok degisik meyvede bulunurlar. Ornegin; sitrik asit
turuncgillerde baskin olan organik asit bileseni iken, malik asit elma, armut ve
yenidiinyada baskin organik asit bilesenidir. Ayrica, organik asitler meyve renklendirici,
taze meyve raf omrii ve olgunlasma gibi énemli meyve kalite 6zelliklerini etkileyen
onemli coziinebilir bilesenlerdir.  Bu yiizden, tiliketici uygunluk indeksi olarak
kullanilabilmektedirler. Bunun disinda; organik asitler, koruyucu, antioksidan, asitlik
diizenleyici ve ilag emilimini diizenleyici olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar
(Ma vd. 2018). Organik asitler, hiicre metabolizmasinin tipik irtinleridir. Biitiin organik
asitler cesitli sebze ve hayvan substratlarinda dogal olarak olusurlar ve normal
biyokimyasal metabolik proses, asitlik diizenleyici olarak harici eklenme, hidroliz veya
bakteriyel iiremenin sonucunda gida bileseni olarak veya daha sonrasinda {irlinlere
dogrudan veya dolayli olarak katilarak kullanilirlar. Organik asitler biyolojik prosesler
icin onemlidirler, ¢linkii ara veya son iiriin olarak bitki ve hayvan metabolizmalarinin
degisik olusum mekanizmalarinda yer alirlar. Meyve, meyve suyu, sebze, giinliik iiriin,
kahve ve sarap gibi degisik gida iirlinlerindeki organik asitlerin analizi gida endiistrisi
icin ¢ok Onemlidir, ¢iinkii bu bilesenler duyusal Ozelliklerden sorumludurlar ve
stabiliteyi etkileyebilirler (Priecina ve Karklina 2015). Organik asitler gidalardan su
veya ¢oziicii ekstraksiyonu, buhar destilasyonu veya kursun veya diger elementler ile
coktiirme yolu ile ayristirilabilmektedir. Giiniimiizde organik asitlerin meyve ve
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sebzelerden ekstrakte edilebilmesi i¢in en ¢ok kullanilan metot, ¢oziicii ekstraksiyonu
metodudur. Olgunlasma siireci ve cografi konum farkli meyvelerde bulunan organik
asitlerin bilesenlerini ve miktarlarimi etkilemektedir. Son zamanlarda bir¢gok meyve ve
meyve suyundaki organik asitlerin belirlenmesi lizerine arastirmalar HPLC metotlari
tizerine yogunlagsmistir (Ergoniil ve Nergiz 2010).

Serbest sekerler, meyve ve sebzelerin kalitesinin belirlenmesi i¢in en onemli
bilesenlerden birisidir. Birgok sebze ve meyvenin serbest seker bilesimi, metabolizmasi
ve fizyolojisi ile ilgili yapilmis ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Fruktoz, glikoz ve
siikroz gibi mono ve disakkaritler en 6nemli sekerlerdir. Fruktoz ve glikoz elma, hurma,
dut ve cilek gibi meyvelerde bulunan temel seker bilesenleridir. Gilaburu gibi bazi
meyvelerde hem glikoz hem de fruktoz baskin seker bileseni olarak bulunabilir. Kayist,
mango ve kavun gibi birgok meyve; biinyesinde siikroz veya heksozlar barindirirken,
turunggiller yiiksek miktarda siikroz bulundururlar. Bogiirtlen gibi meyveler sadece
glikoz ve fruktoz igerebilirler, siikroz igermezler, ancak; gilaburu toplam sekerin
yaklasik %10’una kadar siikroz igerebilir (Ayaz vd. 1999).

Yag asitleri, uzun alifatik zincire sahip karboksilik asitlerdir. Yag asitleri, yag
asidi zincirindeki doymamuis ¢ift baglarin varligina bagl olarak doymus ve doymamis
asitler olarak ayrilirlar. Temel yag asitleri c¢oklu doymamis yag asitleri olarak
tanimlanirlar. Linoleik asit ve a-linolenik asit sirasiyla omega-6 ve omega-3 yag
asitleridir. Viicut tarafindan sentezlenememelerinden dolayr insan sagligr icin
onemlidirler. Temel yag asitleri kan basimncini diizenlediklerinden dolayr insan
bagisiklik sistemi i¢in ¢ok onemlidirler. ®-3 ve ®-6 yag asitleri balik, keten tohumu,
soya yagi, kanola yagi, haghas yagi, ¢iya tohumu, kabak ¢ekirdegi, ay¢icek yagi, pamuk
yagy, lifli sebzeler ve ceviz gibi bazi gidalarda bulunurlar. Yag asitleri analizinin 6nemi
besleyici ve saglik etkilerinden dolayr ¢ok Onem kazanmistir. Analiz i¢in en cok
kullanilan yontem, uguculuklarii arttirmak i¢in yag asidi bilesenlerini metil esterleri
formuna doniistirmektir (Kanchanamayoon ve Kanenil 2007). Serbest olarak ve
kompleks bir yagin parcasi olan yag asitleri metabolizmada ana metabolik enerji ve gen
diizenleyici olarak 6nemli bir rol oynar. Ayrica, besinsel yaglar eikosanoidler gibi giiclii
lokal olarak etkili metabolitlerin kaynagi olan ¢oklu doymamis yag asitlerine sahiptirler.
Kompleks yaglarin bir parcasi olarak yag asitleri termal ve elektriksel yalitim ve
mekanik korunma i¢in 6nemlidirler. Bununla birlikte, serbest yag asitleri ve bunlarin
tuzlar1 amfipatik oOzellikleri ve misel yapilari sayesinde deterjan ve sabunlarda
kullanilirlar. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda en ¢ok bulunan doymus yag asitleri
palmitik asit ve stearik asittir. 8-10 karbon atomuna sahip kisa zincirli doymus yag
asitleri siitte ve hindistan cevizinde bulunur. Oleik asit, bitki ve hayvanlarda en yaygin
olarak bulunan monoenoik yag asididir. Ayrica, mikroorganizmalarda da bulunur.
Palmitoleik asit hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunur ve bazi
tohum yaglarimin ana bilesenidir. Linoleik asit, bitki yaglarinin temel yag asididir
(Rustan ve Drevon 2005). Bitkisel yaglar insan tiiketimi ve endiistriyel uygulamalar i¢in
onemli makromolekiillerdir. Diinya yag iiretiminin biiylik cogunlugu soya, palm yagi,
pamuk, kanola ve aycicegi gibi baz1 tek yillik ve ¢ift yillik bitkilere dayanmaktadir.
Diinyadaki yag tiiketiminin %80’i insanlar tarafindan gerceklestirilmektedir. %6’s1
hayvan yemi icin ve geri kalan1 da endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir. Yaglar
icin gereken talebi karsilayabilmek adma farkli bitki tiirleri yilizyillardir kiiltiire
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alinmaktadir ve yemeklik ve endiistriyel son iiriinler i¢in 6zel olarak yetistirilmektedir
(Tongug ve Erbas 2012).

1.10. Calismanin Amaci

Bu ¢aligmada; Asparagus lycicus tiiriinde asparajin etken maddesinin kantitatif
olarak tayin edilebilmesi i¢in metot optimizasyonunun ve validasyonunun yapilmasi
amaclanmustir. Ik kez calisilacak olan bu bitkide dnemli bir amino asit bileseni olan
asparajin miktarinin dogru bir sekilde tespit edilmesine calisilmistir. Kuskonmaz
bitkisinde var olan degisik etken madde gruplari, bitkinin iltihap Onleyici, sitotoksik,
antimutajenik ve antifungal aktivitelere sahip olmasini saglamaktadir. Bu sebeple;
bitkide toplam fenolik ve flavanoid madde, fenolik ve flavanoid madde bilesenleri,
organik asit bilesenleri, C vitamini, seker bilesenleri, toplam yag, yag asidi bilesenleri
miktar analizleri yapilmak suretiyle bitkinin fitokimyasal karakterizasyonunun
yapilmasi da ¢alismanin bir bagka amacidir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Cruz vd. (2016), Brezilya’daki insan plazmalarinda yer alan amino asitlerin
kantitatif tayini i¢in metot validasyonu yapmislardir. Calisma, HPLC cihazinda C18
kolon kullanilarak yapilmistir. Kullanilan metot dogrusallik, LOD, LOQ, kesinlik ve
dogruluk agisindan iyi sonug vermistir. Yapilan ¢aligmada; asparajinin kalibrasyonunda
korelasyon katsayis1 (R?) degeri 0,996, LOD ve LOQ degerleri sirastyla 1,67 nmol/mL
ve 5 nmol/mL olarak hesaplanmistir. Asparajinin geri kazanim degerleri % 87,9-107,8
arasinda degisim gostermistir.

Jeong vd. (2018), insan plazmasinda yer alan asparajin ve onun bazi tiirevlerinin
tayini i¢in metot gelistirmislerdir. Gelistirdikleri metotta mobil faz olarak asetonitril, 25
mM amonyum format ve % 0,5 formik asit kullanmiglardir. Akis hiz1 olarak 0,5 mL/dk
secilmistir. Enjeksiyon hacmi olarak 5 plL ve toplam analiz siiresi 15 dk olarak
belirlenmistir. Cihazda kolon sicakligi 40 °C olarak se¢ilmistir. Kalibrasyon grafiginde
0,995’in iistiinde R? degerleri tespit edilmistir. Asparajin igin tespit edilen giin ici ve
giinler aras1 kesinlik degerleri siras1 ile % 89,85-104,8 ile % 93,98-103,5 arasinda
degisim gostermistir.

Zhang vd. (2019), yaptiklar1 ¢alismada Asparagus officinalis bitkisinde yer alan
fitokimyasal bilesenleri incelemislerdir. Calismada akis hizi olarak 0,25 mL/dk
kullanilmis ve mobil faz olarak metanol-su karisimi ve % 0,1 formik asit kullanilmistir.
Kolon sicakligi ve enjeksiyon hacmi degerleri sirastyla 30 °C ve 5 uL olarak se¢ilmistir.
Calisma sonucunda kafeik asit, quersetin, apigenin, ferulik asit ve kamferol miktarlari
sirastyla 6,0; 3,9; 0,4; 1,0 ve 0,8 mg/g olarak tespit edilmistir.

Makris ve Rossiter (2001), kuskonmaz siirgiinlerinin gida amagh islenmesi
sonucunda bitkideki flavanol iceriklerinin ve antioksidan aktivitenin degisimini
incelemislerdir. Calismada; isleme metotlar1 olarak parcalama, maserasyon ve kaynatma
kullanilmistir. Par¢alama islemi kuskonmazin rutin igerigini yaklagik % 18,5 oraninda
azaltmistir. Kaynatma islemi ise toplam flavanol igerigini % 43,9 oraninda diistirmtistiir.
Pargalama islemi antioksidan kapasitede c¢ok fazla bir degisiklige yol agmazken,
kaynatma islemi onemli degisikliklere sebep olmustur. Calismada kullanilan HPLC
cihazinda kolon sicakligi olarak 40 °C, akis hiz1 olarak 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi
olarak 20 uL ve analiz siiresi olarak 20 dk segilmistir. Flavanol bilesenler arasinda en
baskin bilesen olarak rutin tespit edilmistir. Isleme yapilmadan &nce kontrol olarak
kabul edilen analizlerde kuskonmazin rutin igerigi 286,5 mg/kg olarak tespit edilmistir.

Nindo vd. (2003), kuskonmazi farkli kurutma metotlariyla kurutup bu metotlarin
kuskonmazin antioksidan aktivitesine olan etkisini aragtirmiglardir. Calismada 5 farkl
kurutma metodu kullanilmigtir. Bunlar rafta kurutma, akiskan yatakli kurutma,
mikrodalga ve akiskan yatakli kurutma, yansitmali pencere kurutmasi ve dondurarak
kurutma yontemleridir. Yansitmali pencere kurutma ve dondurarak kurutma
yontemlerinde elde edilen antioksidan aktivite degerleri diger metotlarla yapilan
kurutma denemelerinden elde edilen degerlere gore daha yiiksektir. Ayrica, yansitmali
pencere kurutmasi sonucunda kuskonmazda en yiliksek C vitamini degerine ulagilmistir.
Hammaddede yapilan analizler sonucunda kuskonmazin antioksidan aktivitesi 65,7
troloks esdegeri pmol/g olarak tespit edilmistir.
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Slatnar vd. (2018), farkli kuskonmaz tiplerinin farkli kisimlarinda seker, organik
asit, antosiyanin ve flavanoid bilesenlerdeki degisimlerini ortaya koyan bir ¢alisma
yapmiglardir. En yiiksek antosiyanin miktar1 pembe renkli cesitlerde elde edilmistir.
Organik asit ve fenolik bilesen miktarlar1 siirgiiniin alt kismindan st kismina dogru
gidildik¢e artis gostermistir. Ancak, antosiyanin ve seker miktarlari ise tam tersine alt
kisimda daha yiiksek ¢ikmistir. Calismada HPLC kosullar1 olarak 25 °C kolon sicaklig,
saf su (% 0,1 formik asit) ve asetonitril (% 0,1 formik asit) mobil fazlari, 20 uL
enjeksiyon hacmi ve 0,6 mL/dk akis hiz1 kullanilmigtir. Toplam organik asit miktarlari
2,7-3,5 g/kg arasinda degisim gostermistir. Organik asit bilesenlerinden sitrik asit
degerleri 2,0-2,5 g/kg arasinda ve malik asit degerleri 0,6-0,9 g/kg arasinda tespit
edilmistir. Toplam seker degerleri 16,09-21,92 g/kg arasinda degisim gostermislerdir.
Seker bilesenlerinden fruktoz 8,8-12,5 g/kg arasinda, glikoz ise 7,0-9,4 g/kg arasinda
bulunmustur. Toplam antosiyanin miktart 1,32-66,70 mg/kg arasinda degisim
gostermistir. Toplam fenolik madde miktart ise 445,3-679,2 mg gallik asit esdegeri
(GAE)/kg arasinda belirlenmistir.

Kim vd. (2009), kuskonmazin siirgiin ve yaprak kisimlarinin amino asit bilesen
miktarlarimi1 tespit etmislerdir. Calisma sonucunda yapraktaki amino asit miktari
stirgline gore daha yiiksek bulunmustur. Analizler sonucunda siirgiin kisminda yer alan
amino asit bilesenleri olan aspartik asit, asparajin, lizin, arginin, sistein miktarlari
sirastyla 921,17; 653,68; 40,85; 62,11; 108,19 mg/kg olarak tespit edilmistir. Yaprak
kisminda yer alan amino asit bilesenleri olan aspartik asit, asparajin, lizin, arginin,
sistein miktarlar1 sirasiyla 4369,47, 6967,50, 1009,01, 933,21 ve 347,14 mg/kg olarak
belirlenmistir.

Symes vd. (2018), gergeklestirdikleri ¢alismada kuskonmazin kok kismini farkli
coziiclilerle ekstrakte ederek toplam fenolik, toplam flavanoid, antioksidan aktivite ve
kafeik asit miktarlarindaki degisimleri incelemislerdir. Kafeik asit analizi HPLC cihazi
kullanilarak yapilmistir. HPLC kosullar1 olarak 25 °C kolon sicakligy, saf su ve % 0,02
trifloroasetik asit iceren asetonitril mobil fazlar1 kullanilmistir. Analizler sonucunda en
yikksek degerlere kullanilan ¢6ziiciiler arasmmdan % 90’lik etanol ile yapilan
ekstraksiyonlar sonucunda ulasilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 52,0-91,4 mg
GAE/g arasinda, toplam flavanoid madde igerigi ise 102,1-134,0 mg rutin esdegeri
(RE)/g arasinda, toplam antioksidan aktivite degerleri ise % 23,6-47 arasinda degisim
gostermistir. Kafeik asit miktarlart ise 1,7-3,0 mg/g arasinda tespit edilmistir.

Fan vd. (2015), kuskonmaz atiklaria farkli ekstraksiyon metotlar1 uygulayarak
toplam fenolik, toplam flavanoid ve antioksidan aktivite miktarlarindaki degisimleri
incelemislerdir. Toplam fenolik madde miktar1 4,43-12,03 mg GAE /g arasinda tespit
edilmistir. Toplam flavanoid madde miktarlar1 3,84-5,24 mg RE/g arasinda degisim
gostermistir. Antioksidan aktivite analizinde 0,030-0,056 mmol TEAC/g arasinda
degisen degerler elde edilmistir.

Palfi vd. (2017), dogadan toplanan ve kiiltiire alinan kuskonmazin toplam
polifenol icerigini ve antioksidan aktivitesini aragtirmislardir. Toplam polifenol
iceriginde Onemli bir degisim gozlemlenmezken, antioksidan aktivite degerlerinde
onemli farkliliklar tespit edilmistir. Kiiltiire alinan kuskonmazda dogadan toplanana
gore daha yiiksek antioksidan aktivite tespit edilmistir. Yapilan ¢aligma sonucuna gore
kuskonmaz i¢indeki polifenol miktar arttik¢a, antioksidan aktivitenin de artis gosterdigi
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sonucuna varilmigtir. Toplam polifenol igerigi dogadan toplananda 49,60 mg GAE/g ve
kiltiire alinanda 50,93 mg GAE/g olarak tespit edilmistir.

Literatiirde su ana kadar kuskonmazin farkli tiirleri ile ilgili kimyasal igerik
bakimindan galismalar yapilmis olmasina ragmen; ¢alismamizda kullandigimiz tiir ile
ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada ilk kez Asparagus lycicus tiiriinde
bulunan asparajin etken maddesinin metot optimizasyonu ve validasyonu
gerceklestirilmistir. Ayrica, ilk kez Asparagus lycicus tiiriiniin birgok kimyasal igerik
analizi yapilarak bitkinin fitokimyasal karakterizasyonunun yapilmasi amag¢lanmaistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Asparagus lycicus (Likya kuskonmazi) Elmali-Korkuteli arasindan Elmali
cikisindan yaklasik olarak 1100 m yiikseklikten toplanmistir. Materyalin golgede
kurutulma islemi tamamlandiktan sonra analizlerde kullanilmak iizere ¢giitiilme islemi
yapilmustir.

3.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar ve Reaktifler

Calismada kullanilan kimyasallar arasinda bitki etken maddesi olarak asparajin
(Sigma-Aldrich), ¢oziicii olarak metanol (Sigma-Aldrich) ve saf su, mobil faz bilesimi
olarak metanol (Sigma-Aldrich), saf su, asetonitril (Sigma-Aldrich) ve formik asit
(Fluka) yer almaktadir. Ayrica; fitokimyasal analizler igin hekzan (Sigma-Aldrich),
petrol eteri (Sigma-Aldrich), folin (Sigma-Aldrich), sodyum karbonat (Merck), DPPH
(2,2-difenil-1-pikril hidrazil) (Sigma-Aldrich), sodyum nitrit (Merck), aliiminyum
kloriir (Merck), sodyum hidroksit (Merck), metafosforik asit (Merck), potasyum kloriir
(Merck), sodyum asetat (Merck) ve potasyum hidroksit (Merck) kullanilmustir.

3.3. Metot

3.3.1. Deneysel calismalarda kullanilan asparajin ana ve ara stok gozeltilerinin
hazirlanmasi

Uygun miktardaki asparajin standardi 0,0001 g hassasiyetle hassas terazide
tartilarak 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra
¢ozeltinin toplam hacmi 100 mL oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Boylelikle 1000
mg/L’lik asparajin stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Daha sonra, 1000 mg/L’lik asparajin
ana stok ¢ozeltisinden 100 mg/L’lik ara stok ¢ozeltisi hazirlanmustir.

3.3.2. Asparajin analizi i¢in metot optimizasyonu

Asparajin analizi i¢in metot optimizasyonu ¢aligmalar1 Shimadzu marka LC 20-
AT model HPLC cihaz1 ve ACE CI18 (5 um partikiil biiyiikliigiinde, 250 mm
uzunlugunda ve 4,6 mm i¢ capinda) ters faz sivi kromatografi kolonu ile saglanmistir.
HPLC sistemi iizerinde , SIL-20A HT oto ornekleyici, CTO-10AS kolon kompartimani
ve SPD-M20A model diyot dizi (array) dedektorii mevcuttur.

3.3.2.1. Optimum mobil faz bilesiminin belirlenmesi

Optimum mobil faz bilesiminin belirlenmesi i¢in mobil faz olarak metanol
(MeOH), asetonitril (ACN) ve su ve ayrica; pH’1 ayarlamak i¢in de formik asit (FA)
kullanilarak ¢ok sayida mobil faz bilesimi denenmistir. Hacimce farkli miktarlarda
su:MeOH:FA; su:ACN:FA ve MeOH:ACN:FA karisimlar1 kullanilarak hazirlanan
mobil faz bilesimleri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan mobil faz bilesimleri

Sistem | Kullanilan mobil faz bilesimi (hacimce)
no
1 Su:MeOH:FA (95:5:0,1)
2 Su:MeOH:FA (70:30:0,1)
3 Su:MeOH:FA (50:50:0,1)
4 Su:MeOH:FA (30:70:0,1)
5 Su:MeOH:FA (5:95:0,1)
6 Su:ACN:FA (95:5:0,1)
7 Su:ACN:FA (70:30:0,1)
8 Su:ACN:FA (50:50:0,1)
9 Su:ACN:FA (30:70:0,1)
10 Su:ACN:FA (5:95:0,1)
11 MeOH:ACN:FA (95:5:0,1)
12 MeOH:ACN:FA (70:30:0,1)
13 MeOH:ACN:FA (50:50:0,1)
14 MeOH:ACN:FA (30:70:0,1)
15 MeOH:ACN:FA (5:95:0,1)

3.3.2.2. Optimum akis hizinin belirlenmesi

Optimum akis hizinin belirlenmesi i¢in 0,10 mL/dk, 0,15 mL/dk, 0,20 mL/dk,
0,25 mL/dk, 0,30 mL/dk, 0,35 mL/dk, 0,40 mL/dk, 0,50 mL/dk, 0,60 mL/dk, 0,75
mL/dk ve 1,00 mL/dk olmak tizere 11 farkli akis hiz1 denenmistir.

3.3.2.3. Optimum kolon sicakhiginin belirlenmesi

Optimum kolon sicakliginin belirlenmesi i¢in 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 50 °C,
60 °C, 80 °C ve 100 °C olmak tizere 8 farkli kolon sicakligi test edilmistir.
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3.3.2.4. Optimum enjeksiyon hacminin belirlenmesi

Optimum enjeksiyon hacminin belirlenmesi i¢in 1 puL, 2 uL, 3 uL, 4 uL, 5 uL, 6
ul, 7 uL, 8 uL, 9 puL ve 10 pL olmak tizere 10 farkli enjeksiyon hacim denemesi
yapilmustir.

3.3.3. Metot validasyonu

Metot validasyonunu yapmak i¢in oncelikle 1000 mg/L’lik asparajin ana stok
cozeltisi ve 100 mg/L’lik asparajin ara stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra, bu
cozeltilerin uygun miktarlarda seyreltilmesiyle 1 mg/L, 2 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 20
mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L’lik konsantrasyonlarda asparajin ¢ozeltileri elde edilmis ve
metot validasyonunda kullanilmigtir. Metot validasyonunun gergeklestirilmesi igin
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, LOD, LOQ ve segicilik parametreleri belirlenmistir.

3.3.3.1. Dogrusallik parametresinin belirlenmesi

Dogrusallik parametresinin belirlenmesi i¢in 1 mg/L, 2 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L,
20 mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L olmak tiizere 7 farkli asparajin konsantrasyonu
kullanilarak kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Bu parametrede yapilan ¢alismalar, 10
tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.3.3.2. Dogruluk parametresinin belirlenmesi

Dogruluk  parametresini  belirleyebilmek  i¢cin  hazirlanan 7  farkh
konsantrasyondaki asparajin ¢ozeltisi HPLC cihazina enjekte edilmis ve ortalama pik
alani, ortalama konsantrasyon ve % geri kazanim degerleri hesaplanmistir.

3.3.3.3. Kesinlik parametresinin belirlenmesi

Kesinligi belirlemek icin elde edilen pik alanlar1 kullanilarak standart sapma
degerleri hesaplanmistir. Kesinlik parametresi analizleri i¢in diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyon olmak tizere 3 farkli konsantrasyonda numuneler hazirlanmistir. Her bir
analiz 3 tekrarh olarak gerceklestirilmistir. Calismalar giinlin farkli zamanlarinda ve 3
farkli giinde gerceklestirilerek giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik parametresi belirlenmistir
(Agar vd. 2013).

3.3.3.4. LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi

Optimize edilen metodun LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasinda
kalibrasyon dogrusu esitliginden yararlamlmistir. Oncelikle kalibrasyon esitliginden
yararlanilarak ¢alisilan konsantrasyonlara karsilik gelen yto degerleri hesaplanmistir.
Daha sonra, hesaplanan Yo degerleri Esitlik 3.1’de yerine yazilarak standart sapma
degeri bulunmustur. Esitlik 3.2°den yararlanilarak LOD ve Esitlik 3.3 ten faydalanilarak
LOQ degerleri hesaplanmistir (Agar vd. 2013).
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Standart Sapma (SD) = /m‘“;—__zyte")z (3.1)

(3.2)
LOQ = — (3.3)

Yden: Deneysel elde edilen pik alani,
Yteo: Kalibrasyon esitliginden hesaplanan pik alan,
n: Calisilan standart sayist,

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi.

3.3.3.5. Secicilik parametresinin belirlenmesi

Secicilik ¢aligmasi i¢in asparajin ve arjinin standartlar1 kullanilmistir. Bunun i¢in
asparajin ve arjininin kalibrasyon dogrular ¢izilmistir. Kuskonmaz numunesi HPLC
cihazina enjekte edilmistir. Burada, asparajin ve arjinin miktarlari hesaplanmigtir. Daha
sonrasinda, asparajin ve arjininin standart kalibrasyon ¢ozeltileri bilinen miktarda olmak
tizere kuskonmaz numunesine ayr1 ayri eklenmistir. Bu karisimlar tekrar HPLC cihazina
enjekte edilmistir. Daha sonra, eklenen standart ¢ozeltilerin numunede birbirlerinin
oranlarini nasil degistirdigi kontrol edilmistir.

3.3.4. Asparagus lycicus bitkisinin fitokimyasal karakterizasyonu

3.3.4.1. Materyalin toplanmasi

Asparagus lycicus (Likya kuskonmazi) Elmali-Korkuteli arasindan Elmali
cikisindan yaklasik olarak 1100 m ylikseklikten toplanmistir. Materyalin golgede
kurutulma islemi tamamlandiktan sonra analizlerde kullanilmak {izere Retsch marka
ogiitiiciide 1000 rpm’de &giitiilme islemi yapilmistir. Ogiitiilmiis bitki numunesi,
ekstraksiyon islemi gergeklestirilinceye kadar 4 °C’de saklanmustir.

3.3.4.2. Ekstraksiyon islemi

Orneklerin ekstraksiyon islemini gerceklestirmek igin oOrneklerden 0,1 mg
hassasiyette 0,5 g tartilmig, tizerlerine 9,5 mL % 80’lik metanol eklenerek oda
kosullarinda  orbital  c¢alkalayictda 300 rpm’de 1 saat  ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstrakt karisimi +4 °C’de 5000 rpm’de 5 dKk siireyle
santrifiij islemi yapilmistir. Ekstraktin {ist fazi olan sivi kismi1 alinmistir. Daha sonra,
kalint1 olarak kalan kat1 fazin iizerine 10 mL % 80°lik metanol-su karisimi ilave edilerek
tekrar orbital ¢alkalayiciya konulmustur. Bu islem toplam 3 kez tekrar edilmistir. Alinan
ist fazlar birlestirilerek toplam hacim 30 mL oluncaya kadar %80’lik metanol
eklenmistir. Elde edilmis olan ekstrakt, 0,45 pm’lik membran filtrelerden gegirildikten
sonra analize baglanmuistir.
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3.3.4.3. Asparajin miktar tayini

Bitkinin igerdigi asparajin miktari, ¢alismanin ilk kisminda optimize edilmis
metot parametreleri kullanilarak hesaplanmistir. Bunun icin ekstrakte edilmis ve
filtreden gecirilmis Ornek, uygun oranlarda seyreltilmis ve Shimadzu marka HPLC
cihazina enjekte edilmistir.

Analizlerde kolon olarak C18 kolon kullanilmistir. Mobil faz olarak
su:metanol:FA (95:5:0,1) mobil faz1 kullanilmistir. Mobil faz akisi, 0,30 mL/dk akis
hizinda gradiyent akis ile gerceklestirilmistir. Kolon sicaklifi olarak 35 °C ve
enjeksiyon hacmi olarak 3 pL kullanilmigtir

3.3.4.4. Toplam fenolik madde miktari

Analizlerde toplam fenolik madde miktarim1 6lgmek amaciyla gallik asit
standard1 kullanilmigtir. 7 farkli konsantrasyonda metanol icerisinde hazirlanan gallik
asit ¢ozeltilerinin Shimadzu marka UV-Visible spektrofotometre cihazi ile absorpsiyon
spektrumlar1 kaydedilmistir. Spektrumlardan gallik asit i¢in maksimum absorpsiyon
dalga boyunun 765 nm oldugu saptanmistir. Standart ¢ozeltilerin 765 nm’de okunan
absorbans degerleri ile gallik aside ait kalibrasyon dogrusu c¢izilmistir. Daha sonrasinda,
filtre edilmis olan ekstrakttan 100 pL kadar alinip tizerine 900 pL saf su, 5 mL 0,2 M
Folin-Ciocalteau reaktifi ve 4 mL NaxCOs ¢ozeltisi (75 g/L) eklenerek iyi bir sekilde
karisimi saglanmis ve 1,5 saat karanlik ortamda bekletilmistir. Daha sonrasinda elde
edilen karigimin absorbans degerleri Shimadzu marka UV-Visible spektrofotometre
cihazinda 765 nm dalga boyunda okunmustur. Toplam fenolik madde miktari, gallik asit
kalibrasyon dogrusu kullanilarak hesaplanmistir (Spanos ve Wrolstad 1990).

3.3.4.5. Toplam flavonoid madde miktar:

Analizlerde toplam flavanoid madde miktarin1 6lgmek amaciyla katesin
standard1 kullanilmistir. 5 farkli konsantrasyonda metanol igerisinde hazirlanan katesin
¢ozeltisinin Shimadzu marka UV-Visible spektrofotometre cihazi ile absorpsiyon
spektrumlar1 kaydedilmistir. Spektrumlardan katesin i¢in maksimum absorpsiyon dalga
boyunun 510 nm oldugu saptanmistir. Standart ¢ozeltilerin 510 nm’de okunan
absorbans degerleri ile katesine ait kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Daha sonrasinda, 1
mL ekstrakt tizerine 4 mL kadar saf su eklenmistir. Sonrasinda, karisima 0,3 mL %5°1lik
NaNOQO:; ilave edilip karistirllmig, 5 dk sonra iizerlerine 5 dk araliklarla 0,6 mL %10’luk
AICl3.6H20 ve 2 mL 1 M’lik NaOH ilave edilmis ve en sonunda da toplam hacim saf
suyla 10 mL oluncaya kadar tamamlanmistir. Iyi bir sekilde karistirma islemi
gerceklestirildikten sonra, Shimadzu marka UV-Visible spektrofotometre cihazinda 510
nm dalga boyunda okunmustur. Toplam flavanoid madde miktar1 katesin kalibrasyon
dogrusu kullanilarak katesin esdegeri (CE) cinsinden hesaplanmistir (Karadeniz vd.
2005).

3.3.4.6. Fenolik ve flavanoid bilesen miktari

Orneklerin  fenolik ve flavanoid bilesimleri standartlar kullanilarak
olusturulmus kalibrasyon dogrulari kullanilarak hesaplanmistir. Fenolik ve flavanoid
madde bilesimi olarak rosmarinik asit, ferulik asit, klorojenik asit, o-kumarik asit, p-
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kumarik asit ve sinapik asit maddeleri kullanilmigtir. Bunun igin fenolik asit ve
flavanoid standartlar1 metanol igerisinde ¢6ziilerek 5 farkli konsantrasyonda kalibrasyon
cozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin  HPLC cihazinda okumalar1 yapilarak
kalibrasyon dogrular ¢izilmistir. On denemeler sonucunda tespit edilmis oranlarda
ornekler seyreltildikten sonra, Shimadzu marka HPLC cihazina enjekte edilmis ve
kalibrasyon dogrular1 kullanilarak miktarlari hesaplanmistir.

Analizlerde kolon olarak C18 kolon kullanilmistir. Mobil fazlar olarak
metanol:su (5/95, % 0,01 formik asit ve 5 uM amonyum format igeren) ve metanol (%
0,01 formik asit ve 5 pM amonyum format igeren) mobil fazlari kullanilmigtir. Mobil
faz akis1 olarak 0,25 mL/dk akis hizinda gradiyent akis uygulanmistir. Kolon sicakligi
olarak 40 °C ve enjeksiyon hacmi olarak 5 pL kullanilmistir (Fischer vd. 2011).

3.3.4.7. Toplam antioksidan aktivite miktar:

Metanol kullanilarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig 0,1 mL ekstrakt
tizerine 3,9 mL 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) (25 mg/L) ¢ozeltisi ilave edildikten
sonra vortekste 30 saniye karistirilmis, daha sonra oda kosullarinda ve karanlik bir
yerde 30 dakika beklemeye birakilmistir. Bu siire sonunda Shimadzu marka UV-Visible
spektrofotometre cihazinda 515 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmus ve %
inhibisyon degerleri (6rneklerin DPPH radikalini siipiiriicii etkileri) Esitlik 3.4
kullanilarak hesaplanmustir.

% Inhibisyon = [ (ADPPH — Aekstrakt ) / ADPPH ] x 100 (3.4)

ADPPH: 0,1 mL metanol ve 3,9 mL DPPH ¢6zeltisinin absorbans degeri,
Acistrakt: Ekstraktlarin 30 dk sonundaki absorbans degeri,
Sifirlama ¢ozeltisi: Saf metanol.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan 6rnekler kullanilarak tespit edilmis
olan % inhibisyon degerleri ile birlikte konsantrasyon degerleri grafige aktarilarak her
ornek i¢in DPPH'n etkinligini %50 oraninda diisiiren etkili konsantrasyon (ECso) degeri
hesaplanmistir (Lafka vd. 2007).

3.3.4.8. C vitamini miktari

Kuskonmaz ekstraktinin C vitamini miktarini tayin edebilmek amaciyla askorbik
asit standardi kullanilmistir. 7 farkli konsantrasyonda saf su igerisinde hazirlanan
askorbik asit ¢ozeltilerinin Shimadzu marka HPLC cihazi ile pik alanlar1 hesaplanmaistir.
Pik alanlar1 kullanilarak askorbik aside ait kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Daha
sonrasinda, ekstraksiyon i¢in uygun miktarda tarttmi alinan kuskonmaz % 6’lik
metafosforik asit ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirilmig, daha sonra 1 dakika boyunca
homojenize edilmistir. Homojenize edilmis drneklerin 5000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika
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boyunca santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Berrak kisim alinarak % 6’lik metafosforik
asit ile askorbik asit konsantrasyonuna gore seyreltilmistir. Seyreltilmis 6rnekler 0,45
um’lik membran filtrelerden gegirildikten sonra Shimadzu marka HPLC cihazina
enjekte edilmistir. C vitamini miktar1 askorbik asit kalibrasyon dogrusu kullanilarak
hesaplanmistir (Karhan vd. 2004).

Analizlerde kolon olarak C18 kolon; mobil faz olarak saf su (25 mM KH2PO4
(3,40 g/L), pH o-fosforik asit ile 3,0’a ayarlanmis) mobil fazi; mobil faz akisi olarak
0,60 mL/dk akis hizinda izokratik akis; kolon sicakligi olarak 25 °C ve enjeksiyon
hacmi olarak 10 pL kullanilmistir.

3.3.4.9. Organik asit bilesen miktari

Kuskonmaz ekstraktinin organik asit bilesen miktarin1 6lgmek amaciyla malik
asit standardi kullanilmigtir. 7 farkli konsantrasyonda saf su igerisinde hazirlanan malik
asit c¢ozeltilerinin Shimadzu marka HPLC cihazi ile pik alanlar1 hesaplanmistir. Pik
alanlar1 kullanilarak malik aside ait kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Daha sonra, analizi
yapilacak kuskonmaz ornekleri ultra saf su ile seyreltilmis ve ardindan 5 dk boyunca
homojenize edilmistir. Homojenize edilmis 6rnekler 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Berrak kisim alinarak 0,45 pm’lik membran filtrelerden gegirildikten sonra
HPLC cihazina enjekte edilmistir. Organik asit bilegen miktari, malik asit kalibrasyon
dogrusu kullanilarak hesaplanmistir (Artik vd. 1997).

Analizler Shimadzu marka HPLC cihazinda gergeklestirilmistir. Analizlerde
C18 kolon; mobil faz olarak saf su (25 mM KH2PO4 (3,40 g/L), pH o-fosforik asit ile
2,3’¢ ayarlanmis) mobil fazi; mobil faz akisi olarak 0,90 mL/dk akis hizinda izokratik
akis; kolon sicakligi olarak 30 °C ve enjeksiyon hacmi olarak 10 pL kullanilmustir.

3.3.4.10. Seker bilesenleri miktar:

Analizlerde seker bilesenleri miktarin1 6lgmek amaciyla fruktoz ve glikoz
standartlar1 kullanilmistir. 7 farkli konsantrasyonda saf su igerisinde hazirlanan fruktoz
ve glikoz ¢ozeltilerinin Shimadzu marka HPLC cihazi ile pik alanlari hesaplanmustir.
Pik alanlar1 kullanilarak fruktoz ve glikoza ait kalibrasyon dogrular1 ¢izilmistir. Daha
sonra, analizi yapilacak kuskonmaz 6rnekleri seker bilesimi yogunluguna gore ultra saf
su ile seyreltilmistir. Ardindan, 1 dk boyunca homojenize edilmistir. Homojenize
edilmis orneklerin 5000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij islemi gergeklestirilmistir.
Berrak kisim alinarak 0,45 pm’lik membran filtrelerden gecirilmis ve HPLC cihazina
enjekte edilmistir. Seker bilesenleri miktar1 fruktoz ve glikoz kalibrasyon dogrulari
kullanilarak hesaplanmistir (Turhan 2014).

Analizler Shimadzu marka HPLC cihazinda gergeklestirilmistir. Analizlerde
kolon olarak Transgenomic marka amin kolon (300 mm x 7,8 mm x 8um); mobil faz
olarak saf su mobil fazi; mobil faz akis1 olarak 0,50 mL/dk akis hizinda izokratik akis;
kolon sicakligi olarak 80 °C ve enjeksiyon hacmi olarak 20 pL kullanilmistir.
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3.3.4.11. Toplam antosiyanin madde miktari

Deney tiipiine 1 mL ekstrakt aktarilarak iizerine 24 mL 0,025 M KCI ¢ozeltisi
eklenmis ve HCI kullanilarak pH’1 1,0’e ayarlanmistir. Yine ayni sekilde diger bir tiipe
de aym1 ornekten 1 mL alinarak, tizerine 24 mL 0,4 M sodyum asetat ¢ozeltisi ilave
edilmis ve NaOH ¢ozeltisi kullanilarak pH’1 4,5’a ayarlanmistir. Daha sonra, her iki
¢ozeltinin spektrofotometre cihazinda 520 ve 700 nm dalga boylarinda absorbans
degerleri okunmustur. Okumalarda kontrol olarak saf su kullanilmistir (AOAC, 2005).

Toplam antosiyanin madde miktar1 Egitlik 3.5 kullanilarak hesaplanmistir.

AxMW x DFx 1000
ex1

Toplam antosiyanin =
(3.5)

A (absorbans degeri) = (Asz2onm — A700nm)pH 1,0 — (As20nm — A700nm)pH 4,5
MW (siyanidin-3-glikozitin molekiil agirligi) = 449,2 g/mol

DF (seyreltme faktorii) =1

& (siyanidin-3-glikozit i¢in molar absorptivite) = 26.900 L.cm™.mol*
3.3.4.12. Toplam yag miktar:

Sokselet ekstraksiyon isleminde kullanilan cam beherler kurutma firinda sabit
agirliga gelinceye kadar kurutulmus ve beherlerin dara 6l¢iimii alinmistir.  Kurutma
islemi tamamlandiktan sonra, 6giitiilmiis 6rnekten yaklasik olarak 5 g tartilarak sokselet
kartusunun igerisine konulmustur. Kartus sokselet ekstraksiyon diizenegine
yerlestirildikten sonra, sokselet ekstraksiyon balonuna 140 mL petrol eteri eklenerek
ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon islemi tamamladiktan sonra
ekstraksiyon balonu 80 °C’de 1 saat kurutma firminda bekletilmistir. Kurutma
firnindan ¢ikarilan cam beher desikatérde sogutulduktan sonra tartilarak ornekteki yag
miktart belirlenmistir (TS4967).

3.3.4.13. Yag asiti bilesenleri miktari

Yaklasik olarak 0,1 g yag tartilmis, sonrasinda 0,2 mL 2 M metanollii KOH
cozeltisi eklenip vortekste karigtirllmistir. Sonrasinda, 2 mL kadar hekzan eklenip
vorteks cihazinda karigimi saglandiktan 5 dk kadar sonra hekzanin yer aldig tist fazdan
1 mL kadar analiz edilmek iizere alinmistir. Ornegin, gaz kromatografisi (Agilent
7890A) cihazma 1 pL enjeksiyon hacminde 40:1 split orani ile enjeksiyonu yapilmistir.
Yag asidi bilesenlerinin ayrilmasi amaciyla kapiler kolon (HP Innowax Capillary; 60,0
m x 0,25 mm x 0,25 pum) kullanilmistir. Kolon, bitis kisminda bir ayrag (splitter)
yardimi ile alev iyonizasyon dedektdriine (FID) ve kiitle spektrometresi dedektoriine
(Agilent 5975C) akis orani 1:1 olacak sekilde iki kisma ayrilmistir. Analiz sirasinda
tasiyic1 gaz olarak helyum 0,8 mL/dk akis hizina sahip olacak sekilde kullanilmustir.
Enjektor sicakligr 250 °C’ye sabitlenmis, kolondaki sicaklik programi 150 °C’den 200
°C’ye 10 °C/dk (5 dakika), 200 °C’de 5 dakika, 200 °C’den 250 °C’ye 5 °C/dk (10
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dakika) ve 250 °C’de 10 dakika toplamda 30 dakika olarak olusturulmustur. Kiitle
dedeksiyonu i¢in tarama araligi (m/z) 35-450 atomik Kkiitle tnitesi ve elektron
bombardimani iyonizasyon enerjisi 70 eV olacak sekilde ayarlanmistir. Yag asitleri
bilesenlerini belirleyebilmek amaciyla WILEY Kkiitiiphanesi kullanilmistir. Yag asidi
bilesenlerinin miktarlarimi tespit etmek i¢in FID dedektoriiniin kaydettigi degerler
kullanilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Asparajin I¢cin Metot Optimizasyonu
4.1.1. Optimum dalga boyunun belirlenmesi

Asparajin tayini i¢in optimum dalga boyunun belirlenmesinde 219 nm, 230 nm
ve 240 nm olmak tizere 3 farkli dalga boyunda ¢alismalar yapilmistir. Asparajin i¢in
219 nm, 230nm ve 240 nm’de dalga boylarinda kaydedilen kromatogramlar Sekil 4.1°de
verilmisgtir.

mAU(x1000)
1.24
1.14

14

0.94
0.84

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 2§ 28 3 32 34 3§ 38 4 42 44
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.1. Asparajin i¢in 219 nm, 230 nm ve 240 nm dalga boylarinda kaydedilen
kromatogramlar

Elde edilen sonuglara gore asparajinin maksimum absorplama yaptig1 dalga
boyu 219 nm olarak tespit edilmistir.

4.1.2. Optimum mobil faz bilesiminin belirlenmesi

Asparajin tayini i¢in en uygun mobil fazin belirlenebilmesi amaciyla mobil faz
¢ozeltileri olarak metanol (MeOH), asetonitril (ACN) ve su ve pH’1 ayarlamak i¢in de
formik asit (FA) kullanilarak ¢ok sayida mobil faz bilesimiyle denemeler yapilmistir.
Kullanilan mobil faz bilesimleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Kullanilan farkli mobil faz bilesimleri (V:V:V) ve elde edilen sonuglar

Sistem Kullanmilan mobil faz Sonug¢
no bilesimi
1 Su:MeOH:FA (95:5:0,1) Pik sekli diizgiin, analiz siiresi kisa,

kuyruklanma yok.

2 Su:MeOH:FA (70:30:0,1) Pik sekli diizgiin degil, analiz siiresi kisa,
kuyruklanma yok.

3 Su:MeOH:FA (50:50:0,1) Pik sekli diizgiin degil, analiz siiresi kisa,
kuyruklanma yok.

4 Su:MeOH:FA (30:70:0,1) Pik sekli diizgiin degil, analiz siiresi kisa,
kuyruklanma var.

5 Su:MeOH:FA (5:95:0,1) Pik sekli diizgiin degil, analiz siiresi kisa,
kuyruklanma var.

6 Su:ACN:FA (95:5:0,1) Pik sekli diizgilin degil, analiz stiresi kisa,
kuyruklanma yok.

7 Su:ACN:FA (70:30:0,1) Pik sekli diizgilin degil, analiz stiresi kisa,
kuyruklanma yok.

8 Su:ACN:FA (50:50:0,1) Pik sekli diizgilin degil, analiz stiresi kisa,
kuyruklanma var.

9 Su:ACN:FA (30:70:0,1) Pik sekli diizgilin degil, analiz stiresi kisa,
kuyruklanma var.

10 Su:ACN:FA (5:95:0,1) Pik sekli diizgiin degil, kuyruklanma var.

11 MeOH:ACN:FA (95:5:0,1) Pik sekli diizgiin degil, kuyruklanma var.

12 MeOH:ACN:FA (70:30:0,1) | Pik sekli diizgilin degil, piklerde boliinme var.

13 MeOH:ACN:FA (50:50:0,1) | Pik sekli diizgiin degil, piklerde béliinme var.

14 MeOH:ACN:FA (30:70:0,1) Pik sekli diizgiin degil, kuyruklanma var.

15 MeOH:ACN:FA (5:95:0,1) | Pik sekli diizgiin degil, piklerde boliinme var.

Farkli mobil faz denemelerinde elde edilen kromatogramlar Sekil 4.2-4.16’da
gosterilmistir.
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x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 95 su 5 metanol.d
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Sekil 4.2. 1 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 70 su 30 metanol.d
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Sekil 4.3. 2 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 [+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 50 su 50 metanol.d
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Sekil 4.4. 3 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 30 su 70 metanol.d
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Sekil 4.5. 4 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram
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x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 5 su 95 metanol.d
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Sekil 4.6. 5 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 [+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 95 su 5 asetonitrl.d
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Sekil 4.7. 6 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 70 su 30 asetonitril.d
1

1
09
08
07
06
05
04
03
02
0.1

o

0
0.1

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82 84 86 88 & 02 04 06 98
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.8. 7 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 [+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"** (** -> **) asparagin 50 su 50 asetonitril.d
1

1
09
08
0.7
0.6
05
04
03
02
0.1

0

e

-0.1

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 7.4 76 78 8 82 84 86 88 O 92 94 96 98
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.9. 8 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram
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x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 30 su 70 asetonitril.d
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Sekil 4.10. 9 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 [+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 5 su 95 asetonitrl.d
1

1
1

09
08
07
0.6
05
04
03
02
0.1
0
-0.1

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 & 82 84 86 88 § 02 94 06 98
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.11. 10 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 5 asetonitril 95 metanol.d
11
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Sekil 4.12. 11 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 [+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 30 asetonitril 70 metanol.d
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Sekil 4.13. 12 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram
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x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 50 asetonitril 50 metanol.d
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Sekil 4.14. 13 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 [+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 70 asetonitril 30 metanol.d
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Sekil 4.15. 14 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 95 asetonitril 5 metanol.d
11
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Sekil 4.16. 15 no’lu mobil faz bilesimi kullanildiginda elde edilen kromatogram

Farkli mobil faz bilesimleriyle yapilan denemeler sonucunda 4, 5, 8, 9, 10, 11 ve
14 no’lu sistemlerin mobil faz denemelerinde ana piklerde kuyruklanma tespit
edilmistir. 12, 13 ve 15 no’lu sistemlerin mobil faz denemelerinde ise piklerde boliinme
goriilmiistiir. 2, 3, 6 ve 7 no’lu sistem denemelerinde ise pik seklinde bozukluklar tespit
edilmistir. Ayrica, en 1yi sonug veren piki tespit edebilmek amaciyla tiim denemelerde
piklerin USP kuyruklanma faktorii (TF) degerleri Esitlik 4.1 kullanilarak hesaplanmistir
(Snyder vd. 1997).

TF = Wo 005 /2f (4.1)
Wo,005 : % 5 pik yiiksekliginde 6lciilen pik genisligi,

f: Pikin baslangi¢c noktasi ile pik yiiksekliginin maksimum oldugu noktanin izdiisiimii
arasindaki uzaklik.

Esitlik 4.1 kullanilarak hesaplanan USP kuyruklanma faktorii degerleri Cizelge
4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Kullanilan mobil fazlara gore hesaplanan USP kuyruklanma faktorii
degerleri

Etken Sistem Mobil faz bilesimi USP kuyruklanma
madde no
faktori
1 Su:MeOH:FA (95:5:0,1) 1,16
2 Su:MeOH:FA (70:30:0,1) 1,27
3 Su:MeOH:FA (50:50:0,1) 1,18
4 Su:MeOH:FA (30:70:0,1) 1,28
5 Su:MeOH:FA (5:95:0,1) 1,20
6 Su:ACN:FA (95:5:0,1) 1,25
7 Su:ACN:FA (70:30:0,1) 1,27
Asparajin 8 Su:ACN:FA (50:50:0,1) 1,29
9 Su:ACN:FA (30:70:0,1) 1,24
10 Su:ACN:FA (5:95:0,1) -
11 MeOH:ACN:FA (95:5:0,1) 1,18
12 MeOH:ACN:FA (70:30:0,1) 1,19
13 MeOH:ACN:FA (50:50:0,1) -
14 MeOH:ACN:FA (30:70:0,1) -
15 MeOH:ACN:FA (5:95:0,1) -

Elde edilen bu sonuglara gore USP kuyruklanma faktorii en diisiik olan deneme,
en ideal sistem olarak secilmistir. Buna gore mobil faz denemeleri sonunda 1 no’lu
sistem olan su:MeOH:FA (95/5/0,1) en iyi sonu¢ veren mobil faz bilesimi olarak
secilmistir.

Cruz vd. (2016)’nin yaptiklar1 ¢aligmada asparajinin en ideal piki su:MeOH
(80:20) mobil faz bilesiminde elde edilmistir. Bizim elde ettigimiz mobil faz bilesimi de
bu ¢alisma ile tamamen ayni olmasa da benzerlik géstermektedir.
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4.1.3. Optimum akis hizinin belirlenmesi

Optimum akis hizinin belirlenmesi i¢in 0,10 mL/dk, 0,15 mL/dk, 0,20 mL/dk,
0,25 mL/dk, 0,30 mL/dk, 0,35 mL/dk, 0,40 mL/dk, 0,50 mL/dk, 0,60 mL/dk, 0,75
mL/dk ve 1,00 mL/dk olmak iizere 11 farkli akis hizi denenmistir. Tiim akis hizi
denemelerinde mobil faz olarak bir 6nceki boliimde secilen en uygun mobil faz bilesimi
olan su:MeOH:FA (95/5/0,1) kullanilmistir. Farkli akis hizlarinda elde edilen
kromatogramlar Sekil 4.17-4.27°de gosterilmistir.

x102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 0.1ml.d
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Sekil 4.17. 0,10 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 0.15ml.d
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Sekil 4.18. 0,15 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 0.20ml.d
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Sekil 4.19. 0,20 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 0.25ml.d
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Sekil 4.20. 0,25 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram
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x102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 95 su 5 metanol.d
1
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Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.21. 0,30 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 0.35ml.d
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Sekil 4.22. 0,35 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

%102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 0.40ml.d
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Sekil 4.23. 0,40 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 0.50ml.d
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Sekil 4.24. 0,50 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram
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x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 0.60ml.d
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Sekil 4.25. 0,60 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 |-ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 0.75m1.d
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Sekil 4.26. 0,75 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 |-ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 1mi1.d
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Sekil 4.27. 1,00 mL/dk’lik akis hiz1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

En uygun akis hizin1 belirleyebilmek i¢in Van Deemter egrisi ¢izilmistir. Bunun
icin gerekli olan teorik tabaka yiiksekligi (H) degerleri asagida yer alan Esitlik 4.2
kullanilarak hesaplanmistir (Tandogan, 2012).

H = (L/N) (4.2)

L: Kullanilan kolonun uzunlugu,

N: Teorik tabaka sayzisi.

Teorik tabaka sayisini hesaplamak igin de Esitlik 4.3’ten yararlanilmistir.
N = 16 (t/wp)? (4.3)
tr: Alikonma zamani,
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wh: Pik taban genisligi,
N: Teorik tabaka sayisi.

Teorik tabaka yiiksekligi verilerine karsi akis hizi degerlerinin grafige
gecirilmesiyle ¢izilen Van Deemter egrisi Sekil 4.28’de sunulmustur.

10
g 8- W
5
2 6
2
= 4
)
22
=
£ 0 . . . . .
T 0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
= Akis hizi (mL/dk)

Sekil 4.28. Van Deemter egrisi

Cizilen Van Deemter egrisine gore en diisiik tabaka yiiksekligi esas aliarak
saptanan optimum akis hiz1 degeri, 0,3 mL/dk olarak belirlenmistir. Sekil 4.28°de yer
alan Van Deemter egrisi incelendiginde; 0,2 mL/dk, 0,3 mL/dk, 0,4 mL/dk ve 0,5
mL/dk’lik akis hizlarinda plaka yiikseklikleri arasinda ve alikonma zamanlar1 arasinda
onemli bir fark gozlemlenmemistir. Diger akis hizlarinda ise plaka yliksekliklerinde
artis olmustur. Yiiksek akis hizlarinda analiz siiresi ¢cok kisa olmasina ragmen, plaka
yiksekligi artmistir. Sonug olarak; analiz siiresi ve plaka yiikseklikleri birlikte
incelendiginde en uygun akis hizinin 0,3 mL/dk olduguna karar verilmistir.

Literatiirde asparajinle ilgili yapilan caligmalar incelendiginde, en uygun akis
hiz1 olarak farkli degerlerin rapor edildigi goriilmektedir. Bai vd. (2007), yaptiklar
calismada asparajin tayini i¢in akis hizi olarak 0,5 mL/dk’yi se¢mislerdir. Bartolomeo
ve Maisano (2006), yaptiklar1 calismada 2 mL/dk akis hizin1 kullanmislardir. Tojo vd.
(2012), yaptiklar1 caligmada akis hizi olarak 0,65 mL/dk’yi se¢mislerdir. Bu tez
caligmasinda, Van Deemter egrisinin kullanilmasiyla optimum akis hizi 0,3 mL/dk
olarak belirlenmistir.
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4.1.4. Optimum kolon sicakliginin belirlenmesi

Optimum kolon sicakliginin belirlenmesi i¢in 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 50 °C,
60 °C, 80 °C ve 100 °C olmak iizere 8 farkli kolon sicakligi denenmistir. Tiim kolon
sicakligi denemelerinde daha Onceki kisimlarda belirlenen en uygun mobil faz
(su:MeOH:FA (95:5:0,1)) ve akis hiz1 (0,3 mL/dk) parametreleri kullanilmistir. Farkli
kolon sicakliklarinda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.29-4.36’da gosterilmistir.

x102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 25.d
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Sekil 4.29. 25 °C kolon sicaklig1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 [+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 30t.d
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Sekil 4.30. 30 °C kolon sicaklig1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

X102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 50 su 50 metanol.d
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Sekil 4.31. 35 °C kolon sicakligi kullanildiginda elde edilen kromatogram

%102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 40.d
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Sekil 4.32. 40 °C kolon sicakligi kullanildiginda elde edilen kromatogram
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Sekil 4.33. 50 °C kolon sicaklig1 kullanildiginda elde edilen kromatogram
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Sekil 4.34. 60 °C kolon sicaklig1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 80.
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Sekil 4.35. 80 °C kolon sicaklig1 kullanildiginda elde edilen kromatogram

-ES| TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 100 derecelt.d
1
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Sekil 4.36. 100 °C kolon sicakligt kullanildiginda elde edilen kromatogram

Calisilan  kolon sicakliklarinda kromatogramlardan elde edilen degerler

kullanilarak hesaplanan kuyruklanma faktorii degerleri Cizelge 4.3 te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Calisilan farkli kolon sicakliklarinda hesaplanan USP kuyruklanma faktorii
degerleri

Etken Kolon sicakhigi Pik alam USP kuyruklanma
&) faktorii
madde
25 8.318 1,23
30 9.119 1,11
35 9.211 1,12
40 9.190 1,25
Asparajin
50 9.210 1,22
60 9.994 1,27
80 10.138 1,30
100 9.903 1,29

Cizelge 4.3’te goruldiigti gibi USP kuyruklanma faktoriiniin en az oldugu
sicaklik 30 °C, en fazla oldugu sicaklik ise 80 °C’dir. Ayrica, pik alaninin en ytliksek ve
en diistik oldugu sicaklik degerleri sirasiyla 80 °C ve 25 °C’dir. Pik alaniin yiiksek
oldugu 60 °C, 80 °C ve 100 °C’de kuyruklanma faktorii degerleri yiiksek c¢ikmuistir.
Kuyruklanma faktorii degerleri diisiik ¢ikanlardan pik alam1 da daha yiiksek olan 35
°C’lik sicaklik degeri en uygun kolon sicaklig1 olarak segilmistir.

Literatiir caligmalarinda asparajin tayini i¢in kolon sicakligi olarak genellikle
diisiik sicakliklar tercih edilmistir. Kolon sicakligi olarak Bai vd. (2007) 30 °C’yi,
Bartolomeo ve Maisano (2006) 40 °C’yi ve Tojo vd. (2012) 25 °C’yi se¢mislerdir.
Calisma sonucunda belirlenen optimum kolon sicaklig1 degeri, literatiirdeki degerlerle
birebir ayn1 olmasa da literatiire yakin degerlerdedir ve literatiirle uyumludur.

4.1.5. Optimum enjeksiyon hacminin belirlenmesi

Optimum enjeksiyon hacminin belirlenmesi i¢in 1 pL, 2 pL, 3 pL, 4 uL, 5 uL, 6
pL, 7 uL, 8 uL, 9 pL ve 10 pL olmak tizere 10 farkli enjeksiyon hacmi denenmistir.
Tiim enjeksiyon hacmi denemelerinde daha onceki kisimlarda belirlenen en uygun
mobil faz (su:MeOH:FA (95:5:0,1)), akis hiz1 (0,3 mL/dk) ve kolon sicaklig1 (35 °C)
parametreleri kullanilmistir. Farkli enjeksiyon hacimlerinde elde edilen kromatogramlar
Sekil 4.37-4.46°da gosterilmistir.
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x102 [+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 1 mikrolitre.d
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Sekil 4.37. 1 puL’lik enjeksiyon hacmi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 [+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 2 mikrolitre.d
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Sekil 4.38. 2 puL’lik enjeksiyon hacmi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 |[+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"** (** -> **) asparagin 95 su 5 metanol.d
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Sekil 4.39. 3 puL’lik enjeksiyon hacmi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 |-ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (** -> **) asparagin 4 mikrolitre1.d
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Sekil 4.40. 4 uL’lik enjeksiyon hacmi kullanildiginda elde edilen kromatogram
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x10 2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 5 mikrolitre.d
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Sekil 4.41. 5 pL’lik enjeksiyon hacmi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 |-ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 6 mikrolitre1.d
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Sekil 4.42. 6 uL’lik enjeksiyon hacmi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 7 mikrolitre.d
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Sekil 4.43. 7 uL’lik enjeksiyon hacmi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x10 2 |-ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 8 mikrolitre1.d
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Sekil 4.44. 8 puL’lik enjeksiyon hacmi kullanildiginda elde edilen kromatogram

x102 [-ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 9 mikrolitre1.d
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Sekil 4.45. 9 uL’lik enjeksiyon hacmi kullanildiginda elde edilen kromatogram
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2 |+ESI TIC MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (** -> **) asparagin 10 mikrolitre.d
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Sekil 4.46. 10 pL’lik enjeksiyon hacmi kullanildiginda elde edilen kromatogram

Sekil 4.37-4.46°da gosterilen farkli enjeksiyon hacimleri i¢in kaydedilmis
kromatogramlardan elde edilen veriler kullanilarak hesaplanan kuyruklanma faktorii
degerleri Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Kullanilan enjeksiyon hacimlerine gore hesaplanan USP kuyruklanma
faktorii degerleri

Etken madde Enjeksiyon hacmi (nL) USP kuyruklanma faktorii
1 1,22
2 1,21
3 1,11
4 1,43
Asparajin 5 1,20
6 1,45
7 1,27
8 1,45
9 1,55
10 1,29

Yapilan enjeksiyon hacmi denemelerinde 4, 6 ve 9 uL’lik enjeksiyonlarda
piklerde bozulmalar ve bdliinmeler tespit edilmistir. Diger enjeksiyon hacmi denemeleri
sonucunda en diisiik kuyruklanma faktorii degeri 3 pL’lik enjeksiyon hacminde
edilmistir. Bu nedenle, en uygun enjeksiyon hacmi olarak 3 puL secilmistir.
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4.2. Metot Validasyonu
4.2.1. Dogrusallik parametresinin belirlenmesi

Asparajinin dogrusallik parametresinin belirlenmesi i¢in 1 mg/L, 2 mg/L, 5
mg/L, 10 mg/L, 20 mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L olmak iizere 7 farkli konsantrasyon
kullanilarak kalibrasyon dogrusu cizilmistir. Yapilan g¢alismalar 10 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrusu Sekil 4.47°de gosterilmistir.
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Sekil 4.47. Asparajin tayini i¢in hazirlanmis kalibrasyon grafigi

Asparajin tayini i¢in ¢izilmis olan kalibrasyon grafiginde oldukca yiiksek bir
korelasyon katsayis1 (R?) degeri (R?= 0,9996) elde edilmistir.
4.2.2. Dogruluk parametresinin belirlenmesi

Dogruluk  parametresini  belirleyebilmek i¢cin  hazirlanan 7  farkh
konsantrasyondaki ¢ozelti HPLC cihazina enjekte edilmis ve ortalama pik alani,
ortalama konsantrasyon ve % geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Elde edilen
degerler Cizelge 4.5’te listelenmistir.

41



BULGULAR VE TARTISMA

0. CINAR

Cizelge 4.5. Dogruluk parametresi verileri

Bulunan
ortalama
Numune Konsantrasyon | Ortalama pik konsantrasyon % Geri
(mg/L) alam (n=3) (mg/L) (n=3) kazanim
1 1 214 0,96 96,20
2 2 465 2,10 105,10
3 5 969 5,07 101,40
4 10 1.792 9,77 97,70
5 20 3.555 19,84 99,20
6 50 8.872 50,21 100,40
7 100 17.635 100,26 100,30
Ortalama (n=7) 100,10
Standart sapma 2,86
%RSD 2,86

Dogruluk parametresi analizleri sonucunda ortalama % geri kazanim degeri
100,10 olarak hesaplanmistir. Ilgili yasal mevzuatta ya da metot performans verilerinde
aksi bir durum belirtilmedikge, geri kazanim degerlerinin %70 ile %120 araliginda
degisim gostermesi basarili bir sonug olarak kabul edilmektedir (SANCO 2011). Buna
gore, geri kazanim degeri agisindan bakildiginda basarili olundugu goriilmektedir.

4.2.3. Kesinlik parametresinin belirlenmesi

Kesinlik parametresi analizleri i¢in 3 farkli konsantrasyonda giin igerisinde ve
giinler arasinda olmak iizere analizler yapilmistir. Analizler sonucunda elde edilen pik
alanlar1 ve standart sapma degerleri Cizelgeler 4.6, 4.7 ve 4.8”de verilmistir.
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Cizelge 4.6. Kesinlik parametresi verileri (Giin igi)
1. Giin Enjeksiyon Alkonma zamam Pik alam
numarasi (dk)
Diisiik Enjeksiyon-1 0,611 214,30
konsantrasyon Enjeksiyon-2 0,611 214,50
(Img/L)
Enjeksiyon-3 0,612 214,00
Ortalama (n=3) 0,611 214,30
Standart sapma 0,001 0,25
%RSD 0,164 0,12
Orta Enjeksiyon-1 0,619 1.792,50
konsantrasyon Enjeksiyon-2 0,618 1.792,40
(10 mg/L) Enjeksiyon-3 0,619 1.792,60
Ortalama (n=3) 0,619 1.792,50
Standart sapma 0,001 0,10
%RSD 0,162 0,06
Yiiksek Enjeksiyon-1 0,612 8.872,50
konsantrasyon
(50 mg/L) Enjeksiyon-2 0,613 8.872,10
Enjeksiyon-3 0,614 8.872,90
Ortalama (n=3) 0,613 8.872,50
Standart sapma 0,001 0,40
%RSD 0,163 0,01
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Cizelge 4.7. Kesinlik parametresi verileri (Giinler arast)
2. Giin Enjeksiyon Alkonma zamam Pik alam
numarasi (dakika)
Diisiik Enjeksiyon-1 0,613 215,10
konsantrasyon Enjeksiyon-2 0,613 215,80
(Img/L)
Enjeksiyon-3 0,612 215,50
Ortalama (n=3) 0,613 215,50
Standart sapma 0,001 0,35
%RSD 0,163 0,16
Orta Enjeksiyon-1 0,610 1.793,50
konsantrasyon Enjeksiyon-2 0,608 1.794,00
(10 mg/L) Enjeksiyon-3 0,609 1.793,90
Ortalama (n=3) 0,609 1.793,80
Standart sapma 0,001 0,26
%RSD 0,164 0,01
Yiiksek Enjeksiyon-1 0,613 17.635,20
konsantrasyon
Enjeksiyon-2 0,614 17.636,80
(100 mg/L)
Enjeksiyon-3 0,613 17.635,10
Ortalama (n=3) 0,613 17.635,70
Standart sapma 0,001 0,95
%RSD 0,163 0,01
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Cizelge 4.8. Kesinlik parametresi verileri (Giinler arast)
3. Giin Enjeksiyon Alkonma zamam Pik alam
numarasi (dakika)
Diisiik Enjeksiyon-1 0,615 216,20
konsantrasyon Enjeksiyon-2 0,616 215,10
(Img/L)
Enjeksiyon-3 0,615 215,40
Ortalama (n=3) 0,615 215,57
Standart sapma 0,001 0,57
%RSD 0,163 0,26
Orta Enjeksiyon-1 0,622 1.795,40
konsantrasyon Enjeksiyon-2 0,621 1.796,90
(10 mg/L) Enjeksiyon-3 0,623 1.797,40
Ortalama (n=3) 0,622 1.796,57
Standart sapma 0,001 1,04
%RSD 0,161 0,06
Yiiksek Enjeksiyon-1 0,615 17.636,10
konsantrasyon
Enjeksiyon-2 0,614 17.638,20
(100 mg/L)
Enjeksiyon-3 0,615 17.641,90
Ortalama (n=3) 0,615 17.638,73
Standart sapma 0,001 2,94
%RSD 0,163 0,02

Giin i¢i ve giinler aras1 kesinligi belirleyebilmek i¢in diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlara sahip numuneler kullanilmistir. Shabir (2004), % RSD degerinin %
I’in altinda oldugu durumlarda analitik metodun iyi bir kesinlik degerine sahip
oldugunu belirtmistir. Hesaplamalar sonucunda %RSD degerlerinin diisiik ¢ikmasi
arast kesinliginin yiiksek oldugunu

kullanilan metodun giin i¢i ve gilinler

gostermektedir.
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4.2.4. LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi

LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasinda kalibrasyon dogrusu denkleminden
yararlanilmistir. Hesaplama igin oncelikle Esitlik 3.1 kullanilarak standart sapma degeri
hesaplanmistir. Daha sonra, elde edilen standart sapma degeri ve kalibrasyon dogrusu
egim degeri kullanilarak Esitlik 3.2 ve 3.3 yardimiyla sirastyla LOD ve LOQ degerleri
elde edilmistir.

LOD degeri 0,28 mg/LL ve LOQ degeri de 0,92 mg/L olarak hesaplanmuistir.
Keith vd. (1983) bir analitik metotta kalibrasyon dogrusunda yer alan en diisiik
konsantrasyonun LOQ degerine yakin olmasi gerektigini bildirmislerdir. Bizim
yaptigimiz c¢alismada elde ettigimiz LOQ degerinin (0,92 mg/L) kalibrasyon
dogrusundaki en diisiik konsantrasyona (1 mg/L) olduke¢a yakin oldugu goriilmektedir.

4.2.5. Secicilik parametresinin belirlenmesi

Segicilik parametresi analizinde asparajin ve arjinin maddeleri kullanilarak elde
edilen kromatogram Sekil 4.48’de verilmistir. Elde edilen kromatograma gore
asparajinin alikonma zamani 0,65 dakika, arjininin alikonma zamani ise 5,80 dakika
olarak tespit edilmistir.

nnnnn
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Sekil 4.48. Asparajin ve arjinin maddeleri kullanilarak elde edilen kromatogram

Secicilik parametresinin belirlenmesi amaciyla yapilan analizlerin sonuglari
Cizelge 4.9’da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Segicilik parametresi verileri

Parametre Asparajin Arjinin

Konsantrasyon (mg/L) 22,87 2,22

Ilave edilen 100 mg/L asparajin

Konsantrasyon (mg/L) 119,22 2,31

% Geri kazanim 97,03 104,05

Ilave edilen 100 mg/L arjinin

Konsantrasyon (mg/L) 24,03 97,28

% Geri kazanim 95,17 95,17

Bir analitik metodun iyi bir segicilige sahip olmasi icin en az % 80°lik bir geri
kazanim oranina sahip olmasi gerekmektedir (CHMP, 2009). Cizelge 4.8’de gorildigi
gibi her iki maddenin de kuskonmaz numunesine eklenmesiyle elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, % geri kazanim degerleri yiiksek bulunmustur. Bu sonug,
maddelerin birbirlerinden yiiksek oranda etkilenmedigini gostermistir.

Metod validasyonu kisminin genel bir degerlendirmesi yapildiginda; asparajin
maddesinin alikonma zamani 0,61 dakika olarak tespit edilmistir. Literatiirde daha once
yapilan ¢alismalar incelendiginde asparajinin alikonma zamaninin 0,67 ile 18,20
arasinda oldugu goriilmektedir. Bizim yaptifimiz ¢alismada daha oncekilere kiyasla
daha erken bir alikonma zamanina ulasildig: tespit edilmistir. Bu ¢aligmada gelistirilen
metodun bu maddenin tayininde hizli sonu¢ alinmasi bakimindan &nemli oldugu
diistiniilmektedir. Yaptigimiz calismada elde edilen % geri kazanim degerlerinin %
96,20 ile % 105,10 arasinda oldugu goriilmiistiir. Daha dnce yapilan c¢alismalarda %
geri kazanim degerlerinin % 100,30 ile % 105,70 arasinda degisim gosterdigi tespit
edilmistir. Calismamizda elde edilen geri kazanim degerlerinin literatiirle uyumlu
oldugu sonucuna varilmistir. Calismamizda ylizde relatif standart sapma degerleri %
0,01 ile % 0,26 arasinda degisim gostermistir. Literatiirde yer alan ¢alismalar
incelendiginde yiizde relatif standart sapma degerlerinin % 0,10 ile % 4,57 arasinda
oldugu tespit edilmistir. Calismamizda elde edilen relatif standart sapma degerlerinin
literatiirle uyumlu oldugu sonucuna varilmistir. Yaptigimiz ¢alismada LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0,28 mg/L ve 0,92 mg/L olarak tespit edilmistir. Literatiirde yapilan
caligmalar incelendiginde LOD degerlerinin 0,12 mg/L ile 1,5 mg/L arasinda; LOQ
degerlerinin ise 0,36 mg/L ile 4,9 mg/L arasinda degisim gosterdigi gorilmiistiir.
Calismamizda elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin literatiirle uyumlu oldugu
sonucuna varilmistir.
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4.3. Asparagus lycicus Bitkisinin Fitokimyasal Karakterizasyonu

Calismanin  ikinci kismi olan bitkinin fitokimyasal karakterizasyonunun
gergeklestirilebilmesi amaciyla bazi analizler yapilmistir. Bunun igin oncelikle bitkiye
ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Daha sonra, 0,45 pm’lik enjektor filtresinden
gegirilen ornekler -20 °C’de saklanmis ve analizlerde kullanilmustir.

4.3.1. Asparajin miktar tayini

Bitkinin igerdigi asparajin miktari, ¢alismanin ilk kisminda optimize edilmis
metot parametreleri kullanilarak hesaplanmistir. Bunun igin ekstrakte edilmis ve
filtreden gecirilmis Ornek, uygun oranlarda seyreltilmis ve HPLC cihazina enjekte
edilmistir.

Yapilan analiz sonucunda, bitkide bulunan asparajin miktar1 6,14+0,08 mg/g
bitki olarak tespit edilmistir.

Kim vd. (2009), yaptiklar1 c¢alismada kuskonmazin silirgin ve yaprak
kisimlarinin amino asit bilesen miktarlarini incelemislerdir. Analizler sonucunda siirgiin
kisminda yer alan amino asit bilesenlerinden olan asparajin miktar1 653,68 mg/kg olarak
tespit edilmistir. Bizim yaptigimiz c¢alismada asparajin miktar1 daha yiiksek
bulunmustur. Bu sonuca gore; bitkideki asparajin miktarinda iklimsel faktorler, bitkinin
tiirii, yetistigi ortam kosullari, toprak yapisi, hasat zamani vb. faktorlerin etkili oldugu
anlasilmaktadir.

4.3.2. Toplam fenolik madde miktari

Toplam fenolik madde analizini gergeklestirebilmek igin dnceden ekstraksiyonu
yapilmis olan 6rnegin UV-Visible spektrofotometre cihazinda 3 tekrarli ol¢limleri
yapilmistir. Kullanilan kalibrasyon dogrusu Sekil 4.49°da verilmistir.
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Sekil 4.49. Toplam fenolik madde tayini i¢in hazirlanmis kalibrasyon grafigi

Calismada, gallik asit kalibrasyon dogrusu kullanilarak bitkideki toplam fenolik
madde miktari, 13,22+0,44 mg GAE/g bitki olarak tespit edilmistir.

Symes vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada kuskonmazin koék kisminmi farkh
coziiciilerle ekstrakte ederek toplam fenolik madde miktarlarindaki degisimleri
incelemislerdir. Toplam fenolik madde miktar1 52,0-91,4 mg GAE/g arasinda degisim
gostermistir. Fan vd. (2015), yaptiklar1 calismada kuskonmaz atiklarina farkl
ekstraksiyon metotlar1 uygulayarak, toplam fenolik madde miktarindaki degisimleri
arastirmislardir. Toplam fenolik madde miktar1 4,43-12,03 mg GAE /g arasinda degisim
gostermistir. Palfi vd. (2017), yaptiklar1 ¢aligmada dogadan toplanan ve kiiltlire alinan
kuskonmazin toplam polifenol igerigini incelemislerdir. Toplam polifenol igerigi
dogadan toplananda 49,60 mg GAE/g ve kiiltiire alinanda 50,93 mg GAE/g olarak tespit
edilmistir. Literatlirdekilerle karsilastirildiginda, bizim yaptigimiz g¢alismada elde
ettigimiz toplam fenolik madde miktar1 literatiirdekilerden daha diisiik ¢ikmistir. Bu
sonucta bitkinin tiirii, yetisme ortami, iklimsel faktorler gibi etkenlerin etkisinin oldugu
diistiniilmektedir.

4.3.3. Toplam flavonoid madde miktar:

Toplam flavanoid madde analizi i¢in Onceden ekstraksiyonu yapilmis olan
ornegin UV-Visible spektrofotometre cihazinda 3 tekrarli Olglimleri yapilmistir.
Kullanilan kalibrasyon dogrusu Sekil 4.50’de gosterilmistir.
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Sekil 4.50. Toplam flavanoid madde tayini i¢in hazirlanmig kalibrasyon grafigi

Katesin kalibrasyon dogrusu kullanilarak bitkideki toplam flavanoid madde
miktar1 3,24+0,29 CE/g bitki olarak hesaplanmustir.

Symes vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada kuskonmazin koék kisminmi farkh
coziiciilerle ekstrakte ederek toplam flavanoid madde miktarlarindaki degisimleri
incelemislerdir. Toplam flavanoid madde miktar1 102,1-134,0 mg RE/g arasinda
degisim gostermistir. Fan vd. (2015), yaptiklar1 ¢calismada kuskonmaz atiklarina farkl
ekstraksiyon metotlar1 uygulamislar ve ekstraksiyon metotlarmin toplam flavanoid
madde miktarlarina olan etkisini incelemislerdir. Toplam flavanoid madde miktarlari
3,84-5,24 mg RE/g arasinda degisim gostermistir. Literatiirdekilerle karsilastirildiginda,
bizim yaptigimiz ¢alismada bulunan toplam flavanoid madde miktar literatiirdekilerden
daha diisiik ¢ikmistir. Elde edilen sonugta bitkinin tiirii, yetigme ortami, iklimsel
faktorler gibi etkenlerin etkisinin oldugu diistiniilmektedir.

4.3.4. Fenolik ve flavanoid bilesen miktari

Fenolik ve flavanoid bilesenlerin analizi i¢in 6nceden ekstraksiyonu yapilmis
olan 6rnegin HPLC cihazinda 3 tekrarli 6l¢timleri gergeklestirilmistir. Hesaplamalarda
kullanilan kalibrasyon dogrulari Sekil 4.51-4.56°da verilmistir.
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Sekil 4.51. Rosmarinik asit tayini i¢in hazirlanmis kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.52. Ferulik asit tayini i¢in hazirlanmig kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.53. Klorojenik asit tayini i¢in hazirlanmis kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.54. 0-Kumarik asit tayini i¢in hazirlanmis kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.55. p-Kumarik asit tayini i¢in hazirlanmis kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.56. Sinapik asit tayini i¢in hazirlanmis kalibrasyon grafigi

Sekil 4.51-4.56°daki kalibrasyon dogrular1 kullanilarak tespit edilen fenolik ve
flavanoid bilesenlerin miktarlar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.10. Asparagus lycicus bitkisinin fenolik ve flavanoid bilesenleri

Bilesen ada

Miktar (mg/kg bitki)

Rosmarinik asit 28,80+0,30
Ferulik asit 109,2+1,57
Klorojenik asit 531,245,16
o-Kumarik asit 2,8+0,06
p-Kumarik asit 17,6+£0,91
Sinapik asit 6,0+0,56

Zhang vd. (2019), yaptiklar1 ¢aligmada Asparagus officinalis bitkisinde yer alan
fitokimyasal bilesenleri incelemislerdir. Calisma sonucunda kafeik asit, quersetin,
apigenin, ferulik asit ve kamferol miktarlar1 sirasiyla 6,0; 3,9; 0,4; 1,0 ve 0,8 mg/g
olarak tespit edilmistir. Chen vd. (2017), gerceklestirdikleri ¢alismada 5 farkli yesil
kuskonmaz ¢esidinin fenolik bilesenleri arasindaki farkliliklar1 incelemislerdir. Elde
edilen sonuglara gore klorojenik asit miktar1 71,44-93,18 mg/kg, ferulik asit miktar
31,28-58,17 mg/kg, kumarik asit miktar1 6,43-23,29 mg/kg ve kuersetin miktar1 13,47-
23,26 mg/kg arasinda degisim gostermistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada elde edilen
fenolik ve flavanoid madde bilesenleri ve bu bilesenlerin miktarlar1 farkliliklar
gostermistir. Miktarsal bakimdan en ¢ok benzerlik gosteren bilesen ferulik asit

olmustur.
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4.3.5. Toplam antioksidan aktivite miktar:

Toplam antioksidan aktivite analizi i¢in Onceden ekstraksiyonu yapilmis olan
ornegin UV-Visible spektrofotometre cihazinda 3 tekrarli dlgtimleri yapilmustir.
Ornegin antioksidan aktivitesi 13,2+0,45 mg/mg DPPH olarak hesaplanmustir.

4.3.6. C vitamini miktari

C vitamini miktar1 analizi i¢in dnceden ekstraksiyonu yapilmig olan &rnegin
HPLC cihazinda 3 tekrarli 6l¢timleri gergeklestirilmistir. C vitamini hesaplamasi igin
askorbik asit kullanilarak kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. C vitamininin
hesaplanmasinda kullanilan askorbik asit kalibrasyon grafigi Sekil 4.57°de verilmistir.
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Sekil 4.57. C vitamini tayini i¢in hazirlanmis kalibrasyon grafigi
Ornegin C vitamini degeri 234,6+4,97 mg/kg olarak hesaplanmistir.
4.3.7. Organik asit bilesen miktar

Organik asit bilesen analizi i¢in 6nceden ekstraksiyonu yapilmis olan drnegin
UV-Visible spektrofotometre cihazinda 3 tekrarli 6l¢timleri yapilmistir.

Malik asitin hesaplanmasinda kullanilan malik asit kalibrasyon grafigi Sekil
4.58de verilmistir.
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Sekil 4.58. Malik asit tayini i¢in hazirlanmig kalibrasyon grafigi

Ornegin organik asit bilesenlerinden olan malik asit miktar1 2,90+0,31 mg/kg
olarak hesaplanmustir.

Slatnar vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada farkli kuskonmaz c¢esitlerinin farkl
kisimlarinda organik asit bilesenlerindeki degisimleri incelemiglerdir. Organik asit
bilesenlerinden malik asit degerleri 0,6-0,9 mg/kg arasinda degisim gostermistir.

4.3.8. Seker bilesenleri miktari

Seker bilesenleri analizi i¢in Onceden ekstraksiyonu yapilmis olan Grnegin
HPLC cihazinda 3 tekrarli Ol¢iimleri gerceklestirilmistir.  Fruktoz ve glikozun
hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon dogrular1 Sekil 4.59 ve Sekil 4.60°da
verilmistir.
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Sekil 4.59. Fruktoz tayini i¢in hazirlanmis kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.60. Glikoz tayini i¢in hazirlanmis kalibrasyon grafigi

Seker bilesenlerinden olan fruktozun miktar1 25,15+2,00 g/kg ve glikozun
miktar1 18,25+1,06 g/kg olarak tespit edilmistir.
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Slatnar vd. (2018), yaptiklar1 calismada farkli kuskonmaz cesitlerinin farkli
kisimlarinda seker bilesenlerindeki degisimleri incelemislerdir. Toplam seker degerleri
16,09-21,92 g/kg arasinda degisim gostermiglerdir. Seker bilesenlerinden fruktoz 8,8-
12,5 g/kg arasinda ve glikoz ise 7,0-9,4 g/kg arasinda degisim gostermistir. Bizim
yaptigimiz ¢alismada hem toplam seker miktar1 hem de seker bilesenlerinden olan
fruktoz ve glikoz miktarlar1 daha yiiksek olarak tespit edilmistir.

4.3.9. Toplam antosiyanin madde miktari

Toplam antosiyanin madde miktar1 analizi i¢in 6nceden ekstraksiyonu yapilmisg
olan 6rnegin UV-Visible spektrofotometre cihazinda 3 tekrarh Slgtimleri yapilmistir.
Ornegin toplam antosiyanin miktar1 5,15+0,13 mg/kg olarak hesaplanmustir.

Slatnar vd. (2018), yaptiklar1 calismada farkli kuskonmaz cesitlerinin farkli
kisimlarinda antosiyanin miktarindaki degisimleri incelemislerdir. Toplam antosiyanin
miktar1 1,32-66,70 mg/kg arasinda degisim gostermistir. Bizim yaptigimiz calismada
antosiyanin miktarinin diisiik ¢ikmasmin sebebi, renk olarak siirgiiniiniin agik yesil
renkli olmasinin yaninda bitkinin tiirii, iklimsel faktorler ve yetisme kosullari gibi
faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Antosiyanin igeriginin daha ¢ok kirmizi veya
mor renkli bitkilerde veya sebzelerde oldugu diisiiniildiigiinde, bu sonuclarin uyumlu
oldugu goriilmektedir.

4.3.10. Toplam yag miktar
Toplam yag miktar1 analizi Sokselet yag ekstraksiyon cihazinda
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in 3 tekrarli 6l¢iimler yapilarak toplam yag miktart %

cinsinden hesaplanmuistir.

Yapilan analiz sonucunda, toplam yag miktar1 agirlik¢a % 9,65+1,47 olarak
belirlenmistir.

4.3.11. Yag asidi bilesenleri miktari
Yag asidi bilesenleri analizi i¢in yag1 elde edilmis 6rnegin yag asidi bilesenleri

miktar1 % cinsinden GC-MS cihazinda tespit edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen
yag asidi bilesenleri ve bunlarin relatif yiizde miktarlar1 Cizelge 4.11°de listelenmistir.
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Cizelge 4.11. Kugskonmazin yag asidi bilesenleri ve relatif yiizdeleri

Yag asidi Miktar (g yag asidi/100 g bitki)
Miristik asit 0,08+0,01
Palmitik asit 7,61+0,16
Stearik asit 1,94+0,03
Oleik asit 55,36+0,55
Linoleik asit 32,01+0,29
Linolenik asit 2,67+0,07
Arasidik asit 0,11+0,03
11-Eikosenoik asit 0,24+0,08

Cizelge 4.11°den goriildiigii iizere, bitkinin yaginda ana bilesen olarak oleik asit,
linoleik asit ve palmitik asit bulunmaktadir.

Fitokimyasal analiz sonuglarinin genel bir degerlendirilmesi yapildiginda; bazi
fitokimyasal analizlerde daha Onceki ¢alismalara gore farkliliklarin  oldugu
goriilmektedir. Tibbi bitkilerin biyokimyasal igerikleri bir¢ok faktére bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Bu faktorler arasinda c¢alisilan bitkinin tiirii veya cinsi,
yetistigi ortam kosullari, toprak yapisi, iklimsel faktorler, cografi konum, hasat zamani
vb. etkenler bulunmaktadir. Bu tezde calisilan bitki 6zellikle tiir bakimindan
karsilastirilan tiirlerle farklilik gosterdigi icin fitokimyasal igerik analizlerindeki
farkliliklarin olmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Ayrica, bitkinin ilk kez calisilmasindan
dolayr diger faktorler de bu bitkiye has oldugundan dolay:r igerik analiz sonuglar
degiskenlik gdstermistir.
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5. SONUCLAR

Bu yiiksek lisans tez c¢alismasinda, Asparagus lycicus bitkisinde bulunan
asparajin etken maddesinin yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile
tayini icin metot optimizasyonu ve validasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica, Asparagus
lycicus bitkisinin fitokimyasal karakterizasyonunu ortaya koymak amaciyla bitkide
toplam fenolik ve flavanoid madde, fenolik ve flavanoid madde bilesenleri, toplam
antioksidan aktivite, C vitamini, organik asit bilesenleri, seker bilesenleri, toplam
antosiyanin madde, toplam yag ve yag asidi bilesenleri miktarlar1 belirlenmistir.
Calisma sonucunda elde edilen sonuglar asagida yer almaktadir:

e Asparagus lycicus bitkisinde bulunan asparajin etken maddesinin tayini i¢in
gelistirilen metotta optimum mobil faz bilesimi su:MeOH:FA karisimi (hacimce
95:5:0,1 oraninda); optimum mobil faz akis hiz1 0,3 mL/dk, optimum kolon
sicakligi 35 °C ve optimum enjeksiyon hacmi 3 pL olarak belirlenmistir.

e Dogrusallik parametresinin belirlenmesi igin 1 mg/L ile 100 mg/L
konsantrasyon araliginda asparajin kalibrasyon dogrusu olusturulmus ve bu
dogrunun korelasyon katsayis1 0,9996 olarak bulunmustur.

e Dogruluk c¢alismasi sonucunda % geri kazanim degerleri % 96,20 - % 105,10
araliginda elde edilmistir.

e Kesinlik parametresi i¢in % bagil standart sapma degerleri giin igerisinde 0,005
ile 0,12 araliginda, giinler arasinda ise 0,01 ile 0,26 araliginda tespit edilmistir.

e Asparajin analizi i¢in LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,28 mg/L ve 0,92 mg/L
olarak hesaplanmistir.

e HPLC cihaz ile optimize edilmis metot parametreleri kullanilarak Asparagus
lycicus bitkisinde bulunan asparajin miktar1 6,14 mg/g bitki seklinde tespit
edilmistir.

e Asparagus lycicus bitkisindeki toplam fenolik madde miktar1 13,22 mg GAE/g
bitki; flavanoid madde miktar1 3,24 mg CE/g bitki; rosmarinik asit, ferulik asit,
klorojenik asit, o-kumarik asit, p-kumarik asit ve sinapik asit miktarlari sirasiyla
28,8, 109,2, 531,2, 2,8, 17,6 ve 6,0 mg/kg bitki; toplam antioksidan aktivite
degeri 13,2 mg/mg DPPH; antosiyanin madde miktar1 5,15 mg/kg bitki; C
vitamini degeri 234,6 mg/kg bitki; organik asit bilesenlerinden malik asit degeri
2,9 mg/kg bitki; seker bilesenlerinden fruktoz miktar1 25,15 g/kg bitki ve glikoz
miktar1 18,25 g/kg bitki ve toplam yag miktar1 agirlikca % 9,65 olarak tespit
edilmistir.

e Asparagus lycicus bitkisinin yaginda major yag asiti bilesenleri olarak % 55,36

oraninda oleik asit, % 32,01 oraninda linoleik asit ve % 7,61 oraninda palmitik
asit saptanmustir.
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