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THE APPLICATION OF HIGH PRESSURE
LIQUID CHROMATOGRAPHY IN FOOD
ANALYSIS

Giilten SEKEROGLU!
Ahmet KAYA?

1. INTRODUCTION

High-performance liquid chromatography (HPLC) is an
analytical technique employed to separate, identify, or quantify
the individual components within a mixture. The mixture is
isolated through the fundamental principle of column
chromatography and subsequently identified and quantified via
spectroscopy (Fanali et al., 2013).

HPLC is the most important and widely used technique in
the field of food analysis for determining physicochemical
properties such as hydrophobicity, molecular size, hydrophilic or
ionic nature, and function of the compounds. HPLC is
dependable, versatile, and precise for the quantification,
separation, purification, and identification of chemical
compounds. It is frequently employed in the analysis of chemical
compounds in food, pharmaceuticals, and beverages, as well as in
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the the quantification and examination of organisms and animal
tissues.

Liquid chromatography was developed in the early 1900s
by Russian botanist Mikhail S. Tswett, who was born in 1872 in
Italy, while conducting research on plant pigments. His research
primarily concentrated on the separation of leaf pigments
utilizing a solvent in a particle-packed column. The researcher
utilized a glass column containing calcium carbonate and
aluminum oxide, through which the solvent extract of plant leaves
was passed. Thereafter, the unadulterated solvent was conveyed
through the column. Consequently, colored bands are observed to
be separating. The occurrence is attributed to certain components
of plant extracts migrating at a faster rate than others. By
employing this technique, he had isolated various compounds
(Moldoveanu & David, 2013; Nie & Nie, 2019).

The  applications of  high-performance  liquid
chromatography (HPLC) in food technology include both
analytical and quantitative assessment of product composition, as
well as improved productivity and assurance of product quality.
HPLC is used in the food industry for the analysis of components
at all stages from raw materials to the final product. Changes
during processing and storage are also monitored. HPLC is also
used to ensure conformity of foods to standards and for quality
control analyses.

2. BASIC PRINCIPLES OF HPLC

High-performance liquid chromatography (HPLC) is an
independent separation technique and a crucial instrumental
method for the quantitative and/or qualitative analysis of
compounds in  complex mixtures through separation,
identification, and quantification. Chromatography is a separation
method that relies on the differential distribution of components
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in a complex mixture between two distinct phases: the mobile
phase and the stationary phase. Separation occurs when one phase
exhibits affinity or adhesion for the material to be extracted from
the other phase, enabling the mobile phase to traverse freely while
the solute is retained. The predominant behavior of retention is
attributed to the stationary phase, thus the classification of
chromatographic methods is based on the characteristics of the
stationary phases. In HPLC, the stationary phase is securely and
uniformly retained within a column by a metal frit or plate,
designed to endure the operational pressure. HPLC primarily
employs a liquid mobile phase that is eluted through the column
under relatively high pressure. Due to the substantial impact of
small particle size on solvent pressure, HPLC is conducted at
relatively high pressures (David, 2013).

Classical HPLC is a column-based technique wherein the
constituents of a sample mixture are solubilized in the mobile
phase and subsequently eluted through a column containing the
stationary phase. This versatile method employs either direct or
indirect detection of the separated compounds via
ultraviolet/visible absorption photometers or optical sensors. The
output is a chromatogram, a temporal record of absorbance
signals that reflect solute concentration, defined as the total
amounts of solutes eluting from the column (Nie & Nie, 2019).

HPLC can separate and identify each compound by
utilizing the variations in their physical interactions within the
column. HPLC consists of two phases: the mobile phase and the
stationary phase. The mobile phase is the solvent that solubilizes
the target compound. The stationary phase is the immobile filler
within the column that engages with the target compound.
In the column, a greater affinity (e.g., van der Waals force)
between the component and the mobile phase results in a more
rapid movement of the component along the column with the
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mobile phase. Conversely, a greater affinity for the stationary
phase results in a slower progression along the column.

2.1. Components of HPLC

The fundamental components of an HPLC system
comprise solvent reservoirs, solvent degassers, high-pressure
pumps for the mobile phase, a solvent mixer, a sampling system
(utilizing either an autosampler or manual syringes) valve, an
analytical column (separation system), a detector, a data
acquisition system, and a waste reservoir  (Figure 1)
(Moldoveanu & David, 2013).

2.2. Pump

A glass solvent reservoir contains the mobile phase
component. In HPLC, the mobile phase is typically a combination
of polar and non-polar liquid components, with specific
compositions varying according to the sample matrix.
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Figure 1. Components of HPLC
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The pump is the core component of the HPLC system,
responsible with supplying the mobile phase at a consistent flow
rate and pressure (Gupta et al., 2022).

HPLC pumps are classified into two categories: isocratic
and gradient. Isocratic pumps maintain a uniform mobile phase
composition during the analysis, whereas gradient pumps enable
time-dependent variations in the mobile phase composition,
facilitating enhanced separation of components. While gradient
elution can reduce analysis time, enhance resolution, improve
peak shape, and increase detection sensitivity, it may also lead to
baseline drift and diminished reproducibility. Both pump types
necessitate meticulous regulation of the flow rate and pressure of
the mobile phase to guarantee precise and consistent results.

2.3. Injector

The injector is an essential element of the HPLC system,
acting as the interface between the sample and the
chromatographic column. The design and operation substantially
affect the accuracy, precision, and reproducibility of HPLC
analyses. HPLC systems employ various injector types, such as
manual injectors, autosamplers, and microinjectors. The manual
injector facilitates accurate sample loading; however, it may be
time-intensive and prone to human error. Conversely,
autosamplers mechanize the injection procedure, enhancing
reproducibility and efficiency, especially in high-throughput
contexts. Autosamplers frequently utilize sample trays to
accommodate numerous vials, facilitating automated rotation for
sample selection during analysis (Tsujimoto et al., 2016).

Furthermore, sophisticated attributes like programmable
injection volumes and automated mixing capabilities augment the
injector's versatility. These functionalities enable the operator to
customize the injection method based on particular analytical
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requirements, such as gradient elution or multi-step injections
without manual intervention (Kan et al., 2018).

2.4. Column

The column is arguably the most essential component of
an HPLC system. The separation of analytes occurs within this
component, based on their interactions with the stationary phase
contained within it. The selection of column type, along with its
dimensions and packing material, significantly influences the
efficiency, resolution, and overall success of chromatographic
analysis (Dey et al., 2020). HPLC columns are typically classified
by their stationary phases into normal-phase and reversed-phase
categories. Reversed-phase HPLC is the predominant technique,
distinguished by a nonpolar stationary phase, commonly
comprising C18, C8, or C4 treated particles. This column type
separates compounds according to their hydrophobicity, with
more hydrophilic compounds eluting first. Recent studies indicate
that C18 and C8 columns are frequently utilized for their
robustness and versatility in analyzing a broad spectrum of
analytes, underscoring the necessity of specific column types for
effective analysis (Dey et al., 2020).

The primary function of the HPLC column is to facilitate
the separation of analytes through various interaction
mechanisms such as adsorption, partitioning, and ion exchange.
The stationary phase's interactions with analytes determine the
order and time each component spends in the column, effectively
separating them based on their chemical properties (Ali, 2022).
High efficiency and good resolution in an HPLC column depend
on factors such as particle size, column length, and packing
density. For instance, using smaller particle sizes (like 1.7 um in
UPLC) can significantly enhance the performance compared to
larger particles, as they promote faster mass transfer and higher
peak sharpness (Si et al., 2022; Ahmed et al., 2015).
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2.5. Detector

The detector is the component of the HPLC system
responsible for translating the physical separation of compounds
into measurable signals. Various types of detectors are available,
each suited for specific applications, detection sensitivities, and
the nature of the analytes being analyzed. The analyzed
compounds are separated within the chromatographic column and
typically detected in real-time using various types of detectors.
These must be selected judiciously, taking into account the
physicochemical properties of the species, as well as their
sensitivity and response. Various detectors have been employed
in HPLC, with optical, luminescent, electrochemical, and mass
spectrometric detectors being the most commonly utilized (Zhang
et al., 2008).

The UV detector is likely the most prevalent
spectrophotometric detector for compounds that exhibit
absorptive properties at specific working wavelengths. The
Diode-Array Detector (DAD) functions similarly to the UV
detector but is capable of simultaneously detecting multiple
wavelengths. DADs are especially advantageous in intricate
mixtures where multiple analytes may absorb at comparable
wavelengths Nonetheless, the intricacy of the resultant data may
occasionally necessitate advanced software and analytical
competencies (Tsakali et al., 2019).

Fluorescence detectors possess high sensitivity, enabling
the detection of trace amounts of compounds that fluoresce under
specific light wavelengths. This detector is frequently employed
in the examination of biomolecules, pharmaceuticals, and specific
environmental samples (Kos et al., 2016).

Evaporative Light Scattering Detectors (ELSD) are
effective for identifying non-volatile and semi-volatile
compounds, rendering them appropriate for diverse applications,
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such as the analysis of lipids and sugars. This detector functions
by nebulizing the effluent from the HPLC column into a fine mist,
subsequently evaporating the solvent and measuring the light
scattered by the non-evaporating analytes (lanni et al., 2019).

HPLC combined with mass spectrometry (HPLC-MS)
constitutes a robust analytical method that facilitates the
separation, identification, and quantification of compounds
according to their mass-to-charge ratio. Mass spectrometry is
especially beneficial for analyzing complex samples, providing
improved detection limits and structural insights into the analytes.
Silva et al. (2020) observed that the integration of HPLC with
mass spectrometry enables comprehensive analyses of food
products (Silva et al., 2020).

3. FOOD ANALYSIS by HPLC

The utilization of HPLC in food analysis primarily
encompasses the examination of standard food constituents
(carbohydrates, lipids, proteins, amino acids, and organic acids),
food additives (colors, preservatives, flavors, and etc.), toxins,
chemical residues (fertilizers, pesticides, antibiotics), and food
adulteration. This method disaggregates complex mixtures into
discrete compounds, which are subsequently identified and
quantified using appropriate detectors and data processing
systems.

3.1. Cereal Analysis by HPLC

HPLC is a critical analytical technique employed for the
quantification and characterization of various compounds in
cereal products. Given the complexity of cereal matrices, the use
of HPLC allows for precise separation and detection of important
components such as mycotoxins, phenolic acids, and
antioxidants.
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Mycotoxins pose a considerable threat to cereal safety
owing to their possible health hazards. Recent studies have
emphasized the utilization of HPLC combined with mass
spectrometry for the identification of multiple mycotoxins in
diverse cereal matrices. For example, Liao et al. (2013)
documented the application of HPLC in conjunction with triple-
guadrupole mass spectrometry to examine finished grain
products, effectively identifying contaminants including
aflatoxins and zearalenone. In a similar vein, Tamura et al. (2015)
devised a technique for the concurrent quantification of 20
distinct Fusarium toxins in cereals utilizing high-resolution liquid
chromatography. These advancements illustrate the sensitivity
and efficacy of HPLC techniques in ensuring cereal safety
through the quantification of harmful substances.

Cereals are a significant source of phenolic acids, which
enhance their antioxidant properties. The identification of these
compounds is essential for both nutritional evaluations and the
assessment of health benefits. Ahmad et al. (2018) effectively
quantified multiple phenolic acids in cereal brans utilizing HPLC
with UV detection. The study demonstrated the effective profiling
of compounds, including caffeic and ferulic acids, through the use
of a C-18 reverse-phase column. This measurement is essential
for comprehending the processing and consumption advantages
of cereals. Furthermore, Hefni et al. (2019) concentrated on
formulating an HPLC method to quantify total phenolic acids in
cereals, highlighting the hydrolysis of bound forms to enhance
analytical precision.

A crucial element of HPLC analysis in cereals is the
evaluation of carbohydrate content, especially sugars. Garro-
Mellado et al. (2022) utilized HPLC to assess sugar content in
commercial infant cereals, revealing substantial discrepancies
contingent upon the particular formulations. This method is
crucial for ensuring that cereals fulfill dietary requirements,
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especially in infant nutrition, where sugar consumption must be
meticulously regulated.

HPLC techniques are essential for the analysis of
carotenoids and tocopherols found in cereal grains. A research
conducted by Irakli et al. (2011) established a rapid HPLC
technique for the concurrent quantification of vitamins and
carotenoids in cereals following solid-phase extraction,
elucidating the nutritional quality of cereals. The study improved
the detection of beneficial compounds by optimizing extraction
conditions, confirming the efficacy of HPLC in assessing cereal
nutrient profiles.

3.2. Oil and Fat Analysis by HPLC

HPLC offers several advantages compared to other
chromatographic methods for lipid analysis; Lipids that cannot be
isolated via gas chromatography due to decomposition from
elevated temperatures or the catalytic properties of the column
may be analyzed using HPLC. The isolated components may be
gathered and analyzed further, for instance, using spectroscopic
methods. It can be evaluated more readily than thin-layer
chromatography (Marini & Marini, 2013).

A significant application of HPLC in the analysis of fats
and oils is the detection of adulteration. Hamed et al. (2019)
examined the adulteration of buffalo butter with vegetable oils
through various analytical techniques, including HPLC, which
effectively distinguished the distinct chromatographic profiles of
different oils, thereby reinforcing food safety (Hamed et al.,
2019).

Carranco et al. (2018) substantiated this by employing
HPLC-UV fingerprinting to authenticate extra virgin olive oils in
comparison to other vegetable oils. A multivariate calibration
method facilitated accurate classification based on
chromatographic profiles, illustrating the efficacy of HPLC as a

10
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robust instrument for quality assurance in edible oils (Carranco et
al., 2018). Nagai et al. (2019) used chiral HPLC techniques to
separate TAG enantiomers and positional isomers, facilitating a
deeper understanding of the structural diversity of fats and oils,
which influences both functionality and health implications
(Nagai et al., 2019).

Certain edible oils, such as olive oil, possess significant
bioactive compounds, including phenolic compounds that
contribute to health benefits. Hilali et al. (2020) identified key
phenolic constituents in Moroccan-cultivated olive oils using
HPLC, indicating their potential health effects, including anti-
cancer properties (Hilali et al., 2020). The quantification of these
compounds provides valuable information regarding the quality
and health benefits associated with different oil varieties.
Furthermore, researchers are progressively employing HPLC to
concurrently quantify carotenoids and fat-soluble vitamins in
diverse fats, underscoring its ability to deliver an extensive
overview of their nutritional profiles (Hrvolova et al., 2016).

3.3. Dairy Products Analysis by HPLC

Milk is an important part of the human diet, abundant in
proteins, carbohydrates, minerals, and vitamins, all of which are
crucial for human health (Nie & Nie, 2019). The global
production and consumption of milk have risen in recent decades
due to its significant nutritional value. Nonetheless, it is important
to note that the diminished quality of milk and its derivatives has
emerged as a significant social issue that affects public health.
The HPLC method is employed for dairy products, including:
ascertaining the genuineness and origin of milk, milk adulteration
and the identification and quantification of milk nutrients. (Nie
& Nie, 2019).

A significant application of HPLC in dairy analysis is the
identification of aflatoxin M1 (AFM1), a toxic mycotoxin

11
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frequently present in contaminated milk. Kos et al. (2016) assert
that HPLC coupled with tandem mass spectrometry (HPLC-
MS/MS) has been validated as a more effective method for
quantifying AFM1 in milk samples, providing enhanced
sensitivity  relative  to  conventional  enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA). This technique enables the
concurrent quantification of various analytes in a single analysis,
rendering it a preferred option for the routine monitoring of milk
safety (Bellio et al., 2016). A study by Maggira et al. (2021)
corroborates that HPLC with fluorescence detection (HPLC-FL)
has been successfully utilized in diverse regions to monitor
AFML1, affirming the method's reliability and efficacy in
safeguarding public health (Maggira et al., 2021).

HPLC is extensively employed for the analysis of
antibiotic residues in milk, a critical issue in veterinary practices.
The presence of antibiotics may result in detrimental effects on
human health, including antibiotic resistance. Jaber et al. (2021)
conducted a study highlighting the efficacy of an HPLC-DAD
method for the concurrent detection of various antibiotics,
including florfenicol, penicillin, and tetracycline, in raw milk
(Jaber et al., 2021).

This validation demonstrates HPLC's ability to uphold
rigorous standards for dairy product safety. Moreover, studies
underscore the imperative of consistent surveillance of antibiotic
residues in milk, attributed to the prevalent use of quinolone
medications in dairy farming, thereby emphasizing the
requirement for precise analytical methods such as HPLC for
dependable detection (Mohammed et al., 2016).

The nutritional analysis of milk is another critical
application of HPLC. In recent years, researchers have effectively
utilized HPLC techniques to quantify essential nutrients.
Research conducted by Fracassetti et al. (2018) established an

12
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HPLC method for the concurrent analysis of riboflavin and other
vitamin compounds in liquid milk products, enhancing the
comprehension of nutritional values and sensory attributes of
dairy products during storage (Fracassetti et al., 2018). These
analytical capabilities are essential for manufacturers aiming to
improve product quality and consumer safety.

Furthermore, HPLC is essential for identifying
adulteration in dairy products, which is crucial for verifying
product authenticity. Vera-Bravo et al. (2022) introduced an
innovative assay utilizing casein glycomacropeptide (cGMP) as a
marker for detecting cheese whey milk adulteration, emphasizing
that this technique is both rapid and provides superior
reproducibility and accuracy relative to conventional methods
(Vera-Bravo et al., 2022). Detection of adulteration aids
consumers and producers in preserving trust in the quality of dairy
products, ensuring adherence to regulations.

HPLC is instrumental in analyzing carbohydrate profiles
in milk. A comparative study of quantitative measures
demonstrated that HPLC offers markedly precise quantification
of carbohydrates, including lactose, in dairy products relative to
traditional methods (Silva et al., 2020). This capability allows
manufacturers to oversee product composition and enhance
formulations in accordance with nutritional standards.

3.4. Meat and Meat Products Analysis by HPLC

In recent years, advancements in HPLC methodologies
have provided enhanced capabilities for detecting a wide range
of substances, from antibiotic residues to natural hormones in
meat. For example, Ramatla et al. (2017) assessed antibiotic
residues, specifically tetracyclines, in raw meat samples
employing HPLC with fluorescence detection. Their findings
indicated substantial tetracycline concentrations in beef, chicken,

13
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and pork, highlighting the necessity of monitoring these residues
to protect consumer health (Ramatla et al., 2017).

HPLC has been employed to examine polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHS) in grilled meat, given the potential health
hazards linked to these substances. Hamidi et al. (2022) refined
HPLC protocols to quantify PAH concentrations, employing both
UV and fluorescence detection techniques to improve sensitivity
(Hamidi et al., 2022). Their research elucidated the influence of
cooking techniques on the bioaccessibility of PAHS,
demonstrating the efficacy of HPLC in delivering thorough
evaluations of food safety.

In the realm of naturally occurring hormones in meat,
HPLC has been utilized to evaluate estrogenic compounds that
may derive from environmental or feed sources. Shahbazi et al.
(2016) conducted an analysis utilizing an HPLC-fluorescence
detection method, revealing the existence of naturally occurring
hormones in meat, thereby emphasizing the necessity for ongoing
monitoring of hormone residues to guarantee consumer safety
(Shahbazi et al., 2016).

Advancements in HPLC technologies, particularly the
incorporation of mass spectrometry (MS), have enabled more
accurate and sensitive analyses of meat products. Furi et al.
(2018) conducted a concurrent analysis of amoxicillin and
tetracycline residues in chicken meat utilizing HPLC coupled
with mass spectrometry, highlighting the robust integration of
separation and identification capabilities (Furi et al., 2018).The
application of HPLC for the detection of biogenic amines in meat
products has garnered significant attention. This category of
compounds may arise during spoilage or fermentation and act as
indicators of quality and freshness. Research has employed HPLC
techniques with fluorescence detection to measure biogenic

14
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amines in meat, facilitating efficient quality control (Zhu et al.,
2016a).

3.5. Fruit and Vegetable Analysis by HPLC

HPLC is an extremely important analytical technique
extensively utilized in the examination of fruits and vegetables.
Its ability to separate, quantify, and characterize diverse
compounds allows researchers and food safety regulators to
effectively monitor nutritional content, pesticide residues, and
antioxidant properties. A significant application of HPLC in the
analysis of fruits and vegetables is the evaluation of nutritional
constituents, especially antioxidants. Kumar et al. (2022)
investigated the influence of drying methods on the antioxidant
levels in Citrus sinensis (orange) fruits. They employed HPLC to
quantify phenolic compounds and flavonoids, demonstrating that
various drying techniques markedly impact the concentrations of
these advantageous compounds (Kumar et al., 2022). The
research highlights the critical role of processing methods in
maintaining the health-enhancing properties of fruits.

Wang et al. (2024) conducted a systematic evaluation of
the chemical composition and antioxidant activities of various
Rosa taxa fruits utilizing UV-Vis spectroscopy and ultra-high-
performance liquid chromatography coupled with triple
quadrupole mass spectrometry (UPLC-TQ-MS) (Wang et al.,
2024). This research underscored the disparities in antioxidant
properties among different fruits, highlighting the significance of
HPLC in assessing their functional attributes and potential health
advantages.

HPLC is essential for ensuring the safety of fruits and
vegetables by detecting pesticide residues. Jouybari et al. devised
a technique employing hydrophobic deep eutectic solvent-based
dispersive liquid-liquid microextraction, succeeded by HPLC, to
detect triazine herbicides in fruits and vegetables. This study

15
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established the method's reliability and sensitivity, enabling the
evaluation of pesticide contamination (Jouybari et al., 2022).

HPLC has demonstrated its significance in quantifying
organic acids and sugars in fruits and vegetables, which are
essential for assessing flavor and nutritional quality. Tulli et al.
(2020) illustrated the efficacy of HPLC in quantifying
polyphenols and ascorbic acid in diverse fruit and vegetable
extracts, highlighting its potential to assess the health benefits of
these foods (Tulli et al., 2020).

Fang et al. (2019) utilized HPLC in studies examining
sorbitol content to assess differences between wild and cultivated
apples, offering insights into the nutritional properties and
sweetness profiles of various apple varieties (Fang et al., 2019).
This analysis is essential for breeding programs aimed at
enhancing flavor profiles and nutritional content.

The analysis of mycotoxins in fruits has gained
prominence due to its relevance to food safety. Xie et al. (2023)
devised a methodology utilizing high-performance liquid
chromatography in conjunction with ultra-high-performance
liqguid chromatography tandem mass spectrometry (UPLC-
MS/MS) for the detection of mycotoxins in peaches and peach
derivatives. The research underscored the necessity of rigorous
analytical techniques to safeguard consumers against mycotoxin
exposure (Xie et al., 2023). Zhu et al. (2016b) developed a trace
analysis method utilizing HPLC-MS/MS for the detection of
pesticide residues in tomatoes, demonstrating the method's
effectiveness in identifying minimal contaminant levels, thereby
improving food safety protocols in agricultural products (Zhu et
al., 2016b).

16
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4. CONCLUSION

Since its inception, HPLC has proven to be an effective
instrument for the separation of numerous compounds for food
applications. These accomplishments have been attained due to
the significant contributions of various research groups from both
academic and industrial sectors. The advancement of theoretical,
technological, and instrumental solutions pertaining to pumping
systems, columns, stationary phases, and detectors significantly
facilitated the attainment of valuable results. HPLC is widely
utilized for the separation of various compounds in both
analytical and preparative contexts, demonstrating its efficacy in
the food industry. The HPLC method prioritizes food safety,
quality control and analysis, traceability, and the clarification of
compound bioactivity in diverse foods, providing direct, accurate,
sensitive, and reproducible quantitative techniques for routine
analysis in the food industry.

17
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BITKISEL OPiOID ANALJEZIiK BILESENLER
VE ANALIZ YONTEMLERI

Kiibra ISGUZAR!
Dilek BUYUKBESE YAYLA?

1. GIRIS

Agr1, insanlik tarihiyle birlikte ortaya ¢ikmustir. 11k cag
uygarliklarinda agri kavrami metanetin, giiclin isareti iken
kiiltiirel evrim ve tibbi siireglerin gelismesiyle agrinin giderilmesi
zorunluluk haline gelmistir (Sabatowski, Schafer, Kasper,
Brunsch, ve Radbruch, 2004; Ayoub, 2013). Bununla birlikte agr1
kavrami yiizyillardir tartisma konusu olup farkli taraflar
olusturmus ve bircok tanimin olusmasina neden olmustur
(Bonica, 1991). Uluslararast Agri Arastirmalari Dernegi'nin
(IASP) yapmis oldugu son tanim su sekildedir: "Agri, gercek
veya potansiyel bir doku hasarindan kaynaklanan veya bu sekilde
tanimlanan, hos olmayan bir duyu ve duygusal bir deneyimdir"
(Kopustinskiene, Bernatonyte, Maslii, Herbina ve Bernatoniene,
2022).

Kaydedilen ilk yazili kaynaklarda agriy1 hafifletmek i¢in
bitkisel materyallerin kullamldigi bilinmektedir. Siimerler MO
3400 yilinda “mutluluk bitkisi” olarak adlandirilan Afyon
hashasin1 (Papaver somniferum) agn kesici olarak kullanan ilk
uygarlik olarak rapor edilmistir. (Abdoli, Motamedi ve Zargaran,

1 Kiibra ISGUZAR, Gaziantep Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii,
kubraisguzar6@gmail.com, ORCID: 0009-0002-7547-6110.

2 Dr. Ogr. Uyesi. Dilek BUYUKBESE YAYLA, Gaziantep Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, buyukbese@gantep.edu.tr, ORCID: 0000-
0002-2344-8663.
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2019). Siimerlerden Misirlilara, sonrasinda Roma ve Yunan
uygarliklarma kadar olan siiregte, opioidler agr1 kesici olarak
kullanilmistir (Brownstein, 1993). Antik Hint uygarliklarinda
kenevir bitkisini yogunlukla kullanildig1 da goriilmektedir. 19.
ylizy1lda morfinin izole edilmesi ve hipodermik (Yunancada hipo:
altinda, derma: deri kelimelerinden olusan) ignenin icadi,
opioidlerin tibbi kullanim1 agisindan bir doniim noktasi1 olmustur
(Klockgether-Radke, 2002; Trang vd., 2015). 1970'lerde ise
opioid reseptorlerinin kesfi, bu bilesiklerin etkilerini daha iyi
anlamaya yonelik ¢aligmalarda oncil niteliktedir (Stanley, 2014).
Son donemler ise, gelencksel ve modern tibbin birlesimi,
opioidlerin terapotik potansiyelini artirmis ve yeni tedavi
yontemlerinin ~ gelistirilmesine olanak saglamistir. Ancak,
opioidlerin asir1 kullanimi ve bununla birlikte bagimlilik sorunlari
da kiiresel bir saglik krizi haline gelmistir (Jones, Viswanath,
Peck, Kaye ve Gill, 2018). Bu tarihsel siirece bakildiginda,
opioidlerin hem farmakolojik hem de sosyal acidan derin
etkilerinin oldugu anlasilmaktadir.

1.1. Bitkisel Analjezikler ve Etki Mekanizmasi

Analjezikler, agr kesici ilaglar olarak tanimlanir. Etken
maddelerine gore ¢esitlilik gosterip merkezi sinir sistemine veya
periferik agri mekanizmalarina etki ederek agrinin algilama
bicimini degistirir ve agriy1 hafifletir (Patidar, Birla, Patel,
Chaturvedi ve Manocha, 2014). Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
analjezikleri agrinin siddetine gore ti¢ kademe de belirlemis; hafif
agrilarda non-opioid (opioid olmayan), orta siddetli agrilarda
zayif opioid analjezikler ve siddetli agrilar i¢in gi¢li opioid
analjezikler kullanilir (Yang, Bauer, Wahner-Roedler, Chon, ve
Xiao, 2020).

Opioidler, en gicli analjeziklerdir. Merkezi sinir sistemi
ve periferik sinir sistemindeki opioid reseptorlerine baglanarak
etkilerini gosterirler. Bu reseptorler mu (u), kappa (k) ve delta (3)
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reseptorleridir. Opioid reseptorleri uyarildiginda omurilik ve
beyinde agr1 sinyallerini baskilayarak analjezik etki olusturur
(Schug, Garrett ve Gillespie, 2003; Sharma, Mishra, Senapati,ve
Danciu, 2021). Giiniimiizde kliniklerde dogal opioidlerden
kodein ve morfin sentetik opioidlerden ise meperidin, metadon,
fentanil ve pentazonun kullanildig1 bilinmektedir (Can, 2005).

Opioid analjezikler, ameliyat sonrasi agrilar ve bazi
kanserlerin tedavisinde siddetli agrilarin dindirilmesi ve kronik
agrilarin giderilmesinde kullanilir. Ancak bu analjezikler tolerans
ve bagimliliga neden olmaktadir. Ayrica yuksek dozlarda
alimmasi toksik etkiye ve solunum depresyonuna yol agmaktadir
(Buchanan, Rainsford, C. Kean ve W. Kean, 2024; Adams Jr ve
Wang, 2015).

1.1.1 Afyon Hashas1 (Papaver somniferum)

Yunanca “bitkilerin siitlii suyu” anlamina gelen Afyon,
Papaver somniferum familyasindandir ve kullanimi ¢ok eskilere
dayanir. Bitkinin olgunlasmamis tohum kabuklarinin siitlii
stvisindan elde edilir (Askitopoulou, Ramoutsaki ve Konsolaki,
2000).
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Tablo 1. Papaver somniferum Bitkisinin Baslica Alkaloidleri

Alkaloid Reseptor-Etki

Fenantren tiirevidir.

u giiclii bir tam agonistidir.

Coklu (u, k ve d opioid reseptorleri igin
agonisttir.

Morfin

Fenantren tiirevidir.
L opioid reseptorii
Afyonun ikinci biiyiik alkaloidi

Kodein

Fenantren tiirevidir.
Opioid reseptorlerini  ¢ok yiiksek
konsantrasyonda uyarabilir.

Tebain

Not. (Duarte, 2005, Kaboudin ve Sohrabi, 2021; Knutsen vd, 2018) Alkaloidlerin
Kimyasal yapisi (Carlin, Dean ve Ames, 2020) ¢calismasindan alinmigtir.

Afyon haghasindan 40’tan fazla alkaloid izole edilmis olsa
da bunlarin sadece bes tanesi baskin alkaloidlerdir (morfin,
kodein, tebain, papaverin ve noskapin) (Schiff, 2002). Bu
alkaloidler, agr1 kesici (analjezik), oksiiriik bastirici (antitusif) ve
bazi durumlarda yatistiric (sedatif) etkilere sahiptir (Portakal ve
Tan, 2024). Papaverin ve Noskapin opioid reseptorlerine
baglanmayan alkaloidlerdir. Papaverin kas gevsetici, noskapin ise
daha cok oksiiriik baskilayici olarak kullanilir (Singh, Menéndez-
Perdomo ve Facchini, 2019).

1.2. Opioid Olmayip Opioid Ozellik Gésteren
Analjezikler

1.2.1. Kratom (Mitragyna Speciosa)

Yaygin olarak Kratom olarak bilinen Mitragyna speciosa
bitkisi, Rubiaceae familyasindandir.
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Tablo 2. Mitragyna speciosa Bitkisinin Baslica Alkaloidleri

Alkaloid Yapisi Reseptor-Etki

Bitki 6ziitiiniin %6011 olusturur.

u reseptorlerinin kismi agonistidir.

K ve O reseptorlerinin rekabetci
antagonistidir.

Diger opioid agonistlerine gore daha
az solunum depresyonuna neden
olur.

Oziitiin %2’sini olusturur.
Morfinden 10 kat MG’den 40 Kat
etkilidir.

u reseptorlerine MG’den 5 kat daha
fazla afiniteye sahiptir.

kK ve O reseptorlerinin rekabetci
antagonistidir.

C7 pozisyonuna —OH grubunun
eklenmesiyle olugabilir.

Mitrajinin

70H

Me0,C

Not. (Hemby, Mcintosh, Leon, Cutler ve McCurdy, 2019; Matsumoto, 2006)
Alkaloidlerin kimyasal yapisi (Kruegel ve Grundmann 2018) ¢alismasindan almmugtur.

Giineydogu Asya’da goriilen Kratom yapraklari 100 y1li
askin stiredir bolgede analjezik etkilerinden faydalanildig:
bilinmektedir (Veltri ve Grundmann, 2019; Singh, Menéndez-
Perdomo ve Facchini, 2019). Yan1 sira kas gevsetici, anti
nosiseptif, antidepresan ve anti inflamatuar etkileri oldugu
bilinmektedir. Ancak bitkinin devamli kullanilmasi toleransa ve
bagimliliga neden olmaktadir.

Kratom, etki bakimindan koka ve afyon bitkisiyle
benzerlik gosterir ve bu zamana kadar bircok alkaloid izole
edilmistir. Onemli alkaloidleri ise mitrajinin (MG) ve 7-
hidroksimitrajnin’dir =~ (7O0H)  (Singh, = Narayanan  ve
Vicknasingam, 2016). Bu alkaloidler monoamin
norotransmitterlerini  kullanan sinir  hiicreleri ve opioid
reseptorleri araciligiyla merkezi sinir sistemi uyarici olarak agri
algisinin azalmasini saglar (Warner, Kaufman ve Grundmann,
2016).
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1.2.2. Akuamma (Picralima nitida)

Akuamma, Gana Bolgesinde agacin yerel ismini ifade
eder ve Apocynaceae familyasina aittir. Bat1 Afrika Bolgesinde
yaygin goriilen bitki, Gana tibbinda agr1 kesici etkisi dolayisiyla
onemli bir yere sahiptir (Menzies, Paterson, Duwiejua ve Corbett,
1998).

Agrilarin giderilmesindeki etkinin alkaloid kaynakli oldugu
bilinmekle birlikte, Akuamma bitkisinin tohumlarinda yogun
olarak bulunmaktadir (Saxton, 1965). Bugiine kadar Akuamma
bitkisinden bir¢ok farkli indol alkaloidi izole edilmistir. Opioid
ozellik gosterdigi bilinen alkaloidleri (ps6do (y)-akuammigin,
akuammisin, akuammigin, akuammin, akuammidin) daha cok
tohum kaynaklidir (Erharuyi, Falodun ve Langer, 2014).

Tablo 3. Picralima nitida Bitkisinin Bashca Alkaloidleri

Alkaloid Yapisi Reseptor-Etki
n reseptoru zayif
agonistleridir.
Psodo (¥)- Anti nosisepsiyon zayif
Akuammigin etki.
Morfinden 3,5 kat daha
etkili.
Akuammisin K reseptOr agonistidir.
Akuammigin K res§pt9r!er1n1n tam
agonisttidir.
n resoptor zay1f
Akuammin agoplstldlr: .
Anti nosisepsiyon zayif
etki gosterir.
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Akuammidin

1, & ve k bolge agonistidir.

Not. (Hennessy, vd., 2023; Duwiejua, Woode ve Obiri, 2002) Alkaloidlerin Kimyasal
Yapist (Menzies, Paterson, Duwiejua ve Corbett 1998) ¢alismasindan alinmugtir.

1.2.3. Kazgagasi (Corydalis yanhusuo)

Corydalis yanhusuo, Papaveracea familyasina ait bir
bitkidir. Geleneksel Cin Tibbinin morfini olarak bilinen bitki,
analjezik olarak etkin kullanilir (Xu vd., 2021).

Tablo 4. Corydalis yanhusuo Bitkisinin Bashica Alkaloidleri

Alkaloid

Yapisi

Reseptor-Etki

Dehidro-
koridalin
(DHC)

o/
/}Jhi o

-

p1 reseptOr antagonistidir.
Nalokson, antinosiseptif
etkisini azaltir.

Berberin

p ve & reseptorlerinin
antagonistidir.

Anti  kolinesteraz aktivitesi
gosterir.

Giiclii anti nosisepsiyon iiretir.
p ve o reseptorleri mRNA
ekspresyonunu arttirir.

Magnoflorin

Enflamasyonu kontrol ederek
analjezi etkisi saglar.

p2 adrenerjik  reseptorii
agonistidir.

Serotoninerjik ve muskarinik
reseptorlere aktivite gosterir.
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Alkaloid Yapisi Reseptor-Etki

O./
oA

RSl o

1T T ] p  reseptdrii  agonistleri,

NN koridalin 2 kat daha fazla

Koridin ve ! afiniteye sahiptir.
Koridalin Koridalin, D2 dopaminerjik

reseptorlerinin blokaji yoluyla
giiclii bir antinosiseptif etkiyi

Not. (L. Wu, vd., 2018; Zhang, Yang, Sun ve Kuang, 2024; Kaserer, vd., 2020; Chen,
vd., 2015; Wu, vd., 2014; Xu, vd., 2020) Alkaloidlerin kimyasal yapisi Alhassen,
Dabbous, Ha, Dang ve Civelli (2021) ¢alismasindan alinmistir:

Epigastrik agri, bas agris1 ve karin agris1 gibi agrilarin
giderilmesinde analjezik ozelliginden faydalanildigi
bilinmektedir (Luo vd., 2025). Analjezik aktivitelerinde rol
oynayan 80 alkaloid izole edilmis, bu alkaloidlerin %50’sini
Dehidrokoridalin  (DHC) olusturmaktadir. Opioid 6zellik
gosterdigi bilinen diger ©onemli alkaloidleri ise Berberin,
Magnoflorin, Koridin ve Koridalin’dir (Alhassen, Dabbous, Ha,
Dang ve Civelli, 2021).

1.3. Analjezik Etken Maddelerin Tespiti

Analjezik etken maddelerin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda, Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC), Gaz
Kromatografisi-Kiitle ~ Spektrometrisi ~ (GC-MYS), Ultra
Performans Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometrisi
(UPLC-MS/MS) gibi ileri diizey analitik yOntemler
kullanilmistir. Bu yontemler sayesinde, bitkilerden izole edilen
morfin, kodein, tebain gibi opioid alkaloidler ve Mitragyna
Speciosa (Kratom) ile Picralima Nitida (Akuamma) gibi
bitkilerde bulunan mitrajinin, akuammisin gibi bilesikler ytiksek
dogruluk ve hassasiyetle tespit edilmistir. Elde edilen veriler, bu
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bitkisel kaynaklarin farmakolojik etkilerini anlamada ve klinik
kullanimlarini desteklemede 6nemli bir rol oynamaktadir.

Tablo 5. Bitkilerdeki Analjezik Etken Maddelerin Tespiti

Bitki Belirlenen Kullanilan Analitik Referanslar
Adi Bilesikler Ydntemler
Morfin - Yiiksek Basinglt S1vi (Vincent  ve
Kodein Kromatografisi (HPLC) Engelke,
Tebain - Izokratik kromatografi 1979)
- COzicu ekstraksiyonu ve tek
kolon ile ayrigma
Morfin - Ters Faz-Yiksek Basingl Singh vd.,
Kodein Sivi Kromatografisi (RP- 2000
£ Tebain HPLC)
5 - Fotodiyot Dizi Dedektor(
= (PDA)
g Morfin - Monolitik Kolon HPLC Costin vd.,
g Kodein - Kemiliiminesans Dedeksiyon | 2007
= Tebain
D% Morfin - Gaz Kromatografisi-Kiitle Tittarelli  vd.,
Kodein Spektrometrisi (GC-MS) 2022
Tebain
Morfin - Ince Tabaka Kromatografisi- | Popa, Oprean,
Kodein UV Densitometrisi (TLC-UV) | Curea, ve
Tebain - GC-MS Preda, 1998,
- Cift katmanli C18 kolonu
Mitrajinin - Siv1 Kromatografi- Kikura-
70H Elektrospray Iyonizasyon Hanajiri  vd.,
Kitle Spektrometrisi (LC-ESI- | 2009
MS)
- Ters Faz Kromatografi
2 - Fotodiyot Dizi Dedektorii
3 (PDA)
9 Mitrajinin - S1v1 Kromatografi-Tandem Karunakaran,
S 70H Kitle Spektrometrisi (LC- Vicknasingam
3, MS/MS) , Ve
.§ - Su ve Etanol Ekstraksiyon Chawarski,
S Y ontemi 2024
Mitrajinin - (GC-MS) Wang vd.,
70H - Stperkritik Sivi 2014
Kromatografisi (SFC)
- HPLC ve Diod Dizi
Dedektérii (DAD)
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Bitki Belirlenen Kullanilan Analitik Referanslar
Adi Bilesikler Ydntemler
Mitrajinin - Gergek Zamanl Kiitle Lesiak, Cody,
70H Spektrometrisi (DART-MS) Dane ve
- HPLC ile Karsilastirmal Musah, 2014
Analiz
Psddo (¥)- - pH-Zone-Refining Okunji, Iwu,
Akuammigin Countercurrent Ito ve Smith,
Akuammisin Chromatography (CCC) 2005
Akuammigin - Termosprey Sivi
Akuammin Kromatografi-Kitle
Akuammidin Spektrometrisi (LC-MS)
- Ince Tabaka Kromatografi
(TLC) ile dogrulama
Psddo (¥)- - HPLC ve LC-MS/MS ile Menzies,
Akuammigin dogrulama Paterson.,
S Akuammisin Duwiecjua ve
= Akuammin Corbett, 1998
S Akuammidin
£ Psddo (¥)- -HPLC Creed
§ Akuammigin - Ultra Performans Sivi vd.,2020
5 Akuammisin Kromatografisi (UPLC)
Akuammin - LC-MS/MS ve MRM Modu
Akuammidin ile dogrulama
Psddo (¥)- - Yiksek CozUnarlikli Katle | Tane, Tene ve
Akuammigin Spektrometrisi (HRMS) Sterner, 2002
Akuammin - 1D ve 2D NMR (1H ve 13C)
- SFC
Psddo (¥)- -SFC Onwuegbuchu
Akuammigin | - GC-MS lam, Peter ve
Akuammin - Cift Katmanli C18 Kolonu ile | Moses, 2024
Ayrigtirma
DHC - LC-MS/MS Ding, Zhou,
Berberin - LC-DAD Fan, Hong,
% Magnoflorin Wu, (2007)
2 Koridin
s Koridalin
2 DHC -LC-MS/MS Liv d., 2014
[5+
S DHC - UHPLC-MS/MS Cui vd., 2018
3 Berberin -Elektrospray Iyonizasyon
Koridalin (ESI)
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2. SONUC

Mevcut literatiiriin kapsamli incelemesi, bitkisel opioid
analjezik bilesenlerin gii¢lii analjezik etkiler gosterdigini ve bu
bilesenlerin etkinliginin gelismis analitik yontemlerle dogru ve
hassas bir sekilde belirlenebildigini ortaya koymaktadir. Papaver
somniferum, Mitragyna speciosa, Picralima nitida ve Corydalis
yanhusuo gibi bitkilerden izole edilen morfin, mitrajinin,
akuammisin ve dehidrokoridalin (DHC) gibi alkaloidlerin,
merkezi sinir sistemindeki opioid reseptorlerine baglanarak giiglii
bir analjezik etki yarattigi tespit edilmistir. Ayrica, bu
alkaloidlerin antidepresan, anti-enflamatuar ve anti-nosiseptif
ozellikler sergiledigi de bulunmustur.

Bu alkaloidlerin miktar tayini ve karakterizasyonu igin
Yiiksek Basingli  Sivi  Kromatografisi (HPLC), Gaz
Kromatografisi-Kitle ~ Spektrometrisi (GC-MS), Ultra
Performansh Sivi Kromatografisi-Tandem Kdtle Spektrometrisi
(UPLC-MS/MS) ve Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) gibi
ileri diizey analitik yontemler kullanilmistir. Bu yontemler
sayesinde, bitkilerdeki alkaloidlerin hem Kkalitatif hem de
kantitatif  analizleri yiikksek dogruluk ve hassasiyetle
gerceklestirilmis ve bu bilesiklerin farmakolojik etkileri ve
givenlik profilleri daha 1iyi anlagilmistir. Ancak, belirli
alkaloidlerin es zamanli analizinde karsilasilan zorluklar ve
mevcut yontemlerin sinirlamalari, daha hizli ve giivenilir analiz
tekniklerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Ayrica, bu
bitkilerdeki alkaloidlerin sadece opioid reseptorleri Gzerinden
degil, serotonin, dopamin ve adrenerjik reseptorler lizerinde de
etkili oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, bitkisel opioidlerin
yalnizca agr kesici olarak degil, ayn1 zamanda néroprotektif ve
psikolojik etkiler sundugunu gostermektedir. Sonug olarak,
bitkisel opioidlerin  analjezik bilesenleri ve bunlarin
belirlenmesinde  kullanilan  yontemler  {izerine  yapilan
caligmalarin, bu bilesiklerin terapdtik potansiyelini etkili ve
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giivenli bir sekilde kullanabilmek adina daha da gelistirilmesi
gerektigi degerlendirilmektedir.
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ENERJI ICECEKLERINDE ICERIK ANALIZ
YONTEMLERI

Naime KAPLAN!?
Dilek BUYUKBESE YAYLA?

1. GIRIS

Enerji igecekleri; yiiksek miktarda kafein ve seker ve
bunlarin yanma farkli miktarlarda taurin, inositol, ¢esitli B
vitaminleri, karnitin, guarana ve glukoronolakton igeren
tirtinlerdir (Heneman ve Zidenberg-Cherr, 2007).

Enerji igeceklerinin igerdikleri uyarict 6zelligi olan ve
enerji verdigi kismen kanitlanmis farkli maddeler sayesinde
icecegi tiiketen kisilere enerji verdigi, tiiketicilerin fiziksel ve
zihinsel performansini arttirdigi iddia edilmektedir (Heneman ve
Zidenberg-Cherr, 2007; Varim vd, 2015).

2. ENERJI ICECEKLERININ TARIHCESI

Enerji iceceklerinin kdkeni uyarict etkisi icin tiiketilen
kahve ile 1400’1i yillara ve daha da geriye gidildiginde uyarici,
rahatlatic1 ve iyilestirici Ozellikleri ile bilinen ¢esitli bitki
caylarmin kullanimiyla antik donemlere dayanmaktadir.

Gilinimiizde marketlerde bulabildigimiz ticari formdaki
enerji igecekleri ise ilk olarak 1962 yilinda, temel igerigi taurin

1 Ars. Gor. Naime KAPLAN, Gaziantep Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya
Bolum, 99naimekaplan@gmail.com, ORCID: 0009-0005-4517-0577.

2 Dr. Ogr. Uyesi. Dilek BUYUKBESE YAYLA, Gaziantep Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, buyukbese@gantep.edu.tr, ORCID: 0000-
0002-2344-8663.
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olan Lipovitan isimli enerji icecegiyle Japonya’da piyasaya
strtlmiistiir. Bu enerji igecegi Asya marketinde hizli bir sekilde
yayillmis ve bu yayilim is insan1 Dietrich Mateschitz’in ilgisini
cekmistir. Mateschitz, 1982 yilinda Lipovitan’dan esinlenerek
olusturdugu enerji icecegi Redbull’u Avusturalya’da piyasaya
stirmiistiir. Bu {iriinlin batiya pazarlanmaya baslanmasiyla enerji
iceceklerinin tiikketimi Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerine
yayilmig, 1990’11 yillarda bir¢ok rakip iirliniin markette yerini
bulmasiyla popiilerlesmistir (Dikici, Aydin, Kutlucan ve Ercan,
2012; Gorgiilii, Tagdelen, Sonmez ve Cinar, 2014; Nakilcioglu-
Tas, Hacihasanoglu ve Otles, 2019; Semerci, 2014).

3. ENERJI ICECEKLERININ KIMYASAL
ICERIKLERI

Enerji igecekleri genellikle kafein, kafein igerdigi bilinen
bitki ekstresi guarana, glukuronolakton, inositol, taurin ve g¢esitli
B vitaminleri i¢eren bilesenlerden olusmaktadir (Wegert vd.,
2012).

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin 2017 yilinda
yaymladig1r “Tiirk Gida Kodeksi Enerji Igecekleri Tebligi”’nde
enerji igecekleri “Kafein igeren, taurin, glukoronolakton, inositol,
karbonhidrat, aminoasitler, vitaminler, mineraller ve diger gida ve
bilesenlerini i¢erebilen, aromalandirilmis alkolsiiz igecek™ olarak
tanimlanmaktadir. Yine bu Teblig kapsaminda enerji
iceceklerindeki toplam kafein miktari’’nin 150 mg/L’den fazla,
inositol miktarmin 100 mg/L’den fazla, glukoronolakton
miktarinin 20 mg/L’den fazla, taurin miktarinin ise 800 mg/L’den
fazla olamayacagi belirtilmistir. Bu Tebligde ayni1 zamanda enerji
icecekleri ambalajlar1 ile ilgili “Enerji iceceklerinin etiketinde
kafein, taurin, glukoronolakton, inositol, aminoasitlerin miktari
litrede miligram olarak yer almalidir” ibaresi yer almaktadir
(Turk Gida Kodeksi Enerji icecekleri Tebligi No:2017/4, 2017).
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Sekil 1. Enerji iceceklerindeki kimyasal bilesenlerin acik molekiil
yapilari

a:Kafein b:Taurin c:Inositol d:Karnitin e:Glukuronolakton f: Tiyamin (B

Vitamini) g: Riboflavin (B2 Vitamini) h: Niyasin (B3 Vitamini) i: Piridoksin

(Bs Vitamini)

Enerji iceceklerinin her yas grubunda yaygin kullanimi ve
enerji iceceklerinin insan sagligi {lizerine etkileri iizerine
caligmalarin heniiz yeterli kapsamda olmamasi1 bu bilesenlerin
miktarlarina iligskin yasal sinirlandirilmalar getirilmesine neden
olmaktadir. Yerel ve kiresel pazardaki cesitli enerji iceceklerinde
bulunan ger¢ek bilesen miktarlarinin zaman zaman yasal
siirlarin ve Urln etiketlemelerinde belirtilen miktarlarin iistiinde
veya altinda olmasi enerji igeceklerinde kimyasal icerik
analizlerinin uygulamalarini gerekli kilmaktadir.

51



Analitik Yontemler ve Uygulamalart

Sekil 1.’de belirtilen enerji igeceklerinin igerisindeki
cesitli kimyasal bilesenlerinin analizinde farkli spektroskopik,
kromatografik, mikroskopik, kemometrik ve voltometrik analiz
yontemleri kullanilmakta ve yeni yontemlerin validasyon
calismalar1 yapilmaktadir.

3.1. Kafein

Enerji igeceklerinin temel bilesenlerinden kafein (Sekil
1.a), her enerji iceceginde bulunan, tiiketim miktarina gore
uyarict Ozellik gosteren, dikkat ve konstantrasyon arttirici
ozellikleri ile bilinen bir alkoloiddir (L. Sen, Dere ve I. K. Sen,
2015; Turan ve Ocaktan, 2024; Varim, vd., 2015).

Aranda ve Morlock (2006), enerji i¢eceklerindeki kafein,
taurin, B2 (riboflavin), B3 (niyasin) ve B6 (piridoksin)
vitaminlerinin analizinin ayni anda gerceklestirilmesini Saglayan
bir yontem gelistirmislerdir. Calismacilar, Yiiksek Performansl
Ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC) ile Ultraviyole-Gorinir
bolge (UV-Vis) ve Floresans (FL) spektroskopik yontemleri
birlestirmis, elektrospray iyonizasyon kiitle spektrometrisi (ESI-
MS) yontemini kullanarak gelistirdikleri yontemi
dogrulamislardir.

Khasanov, Slizhov ve Khasanov (2013), 10 farkli enerji
icecegi ile yaptiklari c¢aligmada igerik analizinde farkli
elektroforez  parametrelerinin  Kapiler Elektroforez (CE)
yontemine etkisini ve enerji igeceklerinin bilesenlerinin
analizinde CE yonteminin Yiiksek Performansli  Sivi
Kromatografisine (HPLC) gore avantajlarin1 ve dezavantajlarini
incelemislerdir.
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Tablo 1. Enerji I¢eceklerinde Kafein Analizi Yontemleri

Isim Yontem
(K20 li.;)lal, H. B. Rai, Dahal, Chaudhary ve Shrestha, HPLC-UV2
Lage-Yusty, Villar-Blanco ve Lopez-Hernandez HPLC-PDAP
(2019) HPLC-FL®
Réacz, Héberger ve Fodor (2016) FT-NIR?
Uilacan, Stroia ve Hancu (2024) MEKC*
Khasanov vd. (2013) CE
UV-Vis
Kamble, Patil ve Varade (2024) HPTLC
Mikroskopi
Wegert vd. (2012) IH NMR'
Khalid ve Ahmad (2016) UV-Vis
Attipoe, Leggit ve Deuster (2016) HPLC-UV
HPTLC
Aranda ve Morlock (2006) I[:JIY IVis
ESI-MS
Da Costa, El Haddad ve De Martinis (2022) GC-NPD¢

a:HPLC-UV, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi-Ultraviyole Dedektor
b:PDA, Fotodiyot Dizisi Detektor c:FL, Floresans Dedektor d:FT-NIR,
Fourier Doniisimli  Yakin Kizilotesi Spektroskopi e:MEKC, Misel
Elektrokinetik Kromatografi f:X'HNMR, Proton Niikleer Manyetik Rezonans
g:GC-NPD, Gaz Kromatografisi-Azot/Fosfor Dedektori

3.2. Taurin

Taurin (Sekil 1.b), tiyol igeren yar1 esansiyel bir
aminoasittir. Viicutta dogal olarak bulunun taurin, ndronlarda,
glial hiicrelerde, iskelet ve kalp kasi hiicrelerinde farkli
yogunluklarda bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarla taurinin
anksiyeteyi azaltan ve dopamini arttiran metobolik siireclerde
aktif rol aldig1 kamitlanmustir (Eppler, Patterson, Zhou, Millard ve
Dawson, 1999; Kendler, 1989; Varim vd, 2015).

Farag, Klikarova, Ceslova, Vytias ve Sys (2019), enerji
iceceklerindeki taurinin kantitatif analizi icin yeni bir voltometrik
yontem gelistirmis ve bu yontemin validasyonunu Yuksek
Performansli Sivi Kromatografisi-Ultraviyole/Goriiniir (HPLC-
UV) yontemiyle gergeklestirmislerdir. Uygulanan Kare Dalga
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Voltametrisi (SWV) yontemiyle 50 mV darbe genligi ve 80 Hz
frekans ile taurin icin kantitatif belirleme limiti 6,8x10° M ve
saptama sinirlar1 2,1x10°® M olarak belirlenmistir.

Lage-Yusty vd. (2019), yaptiklar1 calismada enerji
iceceklerinde taurin tayini icin HPLC-UV ile o6n kolon
tiirevlendirme yontemi kullanmislardir. Askorbik asit, piridoksin,
tiyamin, riboflavin ve kafeini ayn1 anda belirlemek i¢in Fotodiyot
Dizisi ve Floresan Detektorlit HPLC (HPLC-PDA ve HPLC-FL)
kullanilarak hizli ve diisiik maliyetli bir yontem gelistirmislerdir.
Bu yontemle enerji icecegi bilesenlerinin kantitatif belirleme
limitinin 0,002 pg-ml™ ile 2,04 pg-ml™" arasinda, miktar tayin
limitinin ise 0,008 pg-ml™ ile 2,12 ug-ml™ arasinda degistigi
belirlenmistir. Calisma sonucunda enerji iceceklerinin etiket
bilgilerindeki vitamin, kafein ve taurin igeriklerinin analiz
sonuclariyla uyusmadigi belirtilmistir.

Tablo 2. Enerji Iceceklerinde Taurin Analizi Yontemleri

Isim Yontem
Lage-Yusty vd. (2019) HPLC-UV
Wegert vd. (2012) 'H NMR
Manarga Birlik, Karatas ve Tokat (2020) LC-MS/MS?
HPTLC
Aranda ve Morlock (2006) EIY IVis
ESI-MS
SWV
Farag vd. (2019) HPLC-UV
Rai vd. (2016) HPLC-UV

Ricciutelli vd. (2014)

UHPLC-MS/MSP

a:LC-MS/MS, Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi/Kiitle Spektrometrisi
b: UHPLC-MS/MS, Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi-Kutle
Spektrometrisi/Kiitle Spektrometrisi

3.3. B Vitaminleri

B grubu vitaminleri, vicuttaki ¢esitli metabolik olaylarda
kofaktor, prekiirsor ve substrat olarak gdrev alan ve suda
¢Ozinme Ozelligi olan vitaminlerdir. Bl (Tiyamin), B2
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(Riboflavin), B3 (Niyasin), B5 (Pantotenik asit), B6 (Piridoksin),
B7 (Biyotin), B9 (Folik asit) ve B12(Kobalamin) olmak Uzere
cesitleri vardir (Hamamcioglu ve Karabas, 2021).

Enerji iceceklerinde genellikle B grubu vitaminlerinden
Tiyamin (Sekil 1.f), Riboflavin (Sekil 1.g), Niyasin (Sekil 1.h) ve
Piridoksin (Sekil 1.1) bulunmaktadir.

Selcakumar ve Thakur (2012), enerji i¢eceklerinde B12
vitamini (Kobalamin) analizi i¢in yeni bir dipstick tabanl
immiinokimiiliiminesans (immuno-CL) biyosensor
gelistirilmiglerdir. Gelistirdikleri yontemin sonuglarini ELISA ile
dogrulamislardir.

Hu vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada bir enerji icecegi
numunesinde biitin B grubu vitaminlerinin analizinin
gerceklestirilebilecegi kemometri destekli Sivi Kromatografisi-
Kiitle Spektrometrisi (LC-MS) yontemi gelistirmislerdir. Calisma
sonunda gelistirilen yontemin hizli, cevre dostu (yesil), dogrulugu
yiiksek ve diisiik maliyetli oldugunu belirtmislerdir.

Tablo 3. Enerji Iceceklerinde B Vitamini Analizi Yontemleri

Isim Yontem Bilesen

HPLC-PDA Tiyamin, Riboflavin
Lage-Yusty vd. (2019) o) o ¢ Piridoksin
Aranda ve Morlock HPTL.C Riboflavin

UV/Vis, FL ! A
(2006) ESI-MS Piridoksin, Niyasin
Khasanov vd. (2013) CE Niyasin, Piridoksin
Hu vd. (2018) LC-MS Bitln B grubu vitaminleri
Selvakumar ve Thakur immuno-CL Kobalamin
(2012)

3.4. inositol

Inositol (Sekil 1.c), viicutta bagirsak florasindaki
mikroorganizmalar tarafindan glikoz metabolizmasi iiriinii olarak
iiretilen bir bilesendir. Inositoliin  beyindeki serotonin
duyarliligina etkisi oldugu bilinmektedir (Aydin ve Dede, 2016;
Varim vd., 2015).
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Enerji igeceklerinin temel bilesenlerinden olmasina karsin
literatlirde enerji iceceklerinde inositol analizine yonelik yeterli
sayida yontem ve ¢aligma bulunmamaktadir.

Grembecka, Lebiedzinska ve Szefer (2024), yaptiklari
calismada enerji igecekleri, meyve sular1 ve diger cesitli gazl
iceceklerde fruktoz, glukoz, siikroz ve inositol seviyelerini
belirlemek i¢in HPLC ve YuUkli Aerosol Dedektori (CAD)
kullanarak yeni bir analiz yontemi gelistirmislerdir. Analiz
sonuglari incelendiginde bazi numunelerde etiketlerde belirtilene
nazaran daha fazla seker icerigi bulundugu, enerji igeceklerinin
toplam seker igeriginin diger numunelere gore en yliksek oldugu
ve numunelerde etiket bilgilerinde belirtildigi halde inositol tespit
edilemedigi gorilmiistiir. Metodun dogrulugu ve hassasiyeti test
edilmis ve 94,9%-103% dogruluk aralig: belirlenmistir.

Manarga Birlik vd. (2020) yaptiklar1 bu ¢alismada enerji
iceceklerindeki inositol, taurin ve glukoronolakton miktarlarin
belirlemek i¢cin LC-MS/MS yo6ntemi optimize edilmis ve metot
validasyonu  ger¢eklestirilmislerdir.  Gelistirilen  yOntemle
belirlenen kantitatif belirleme limiti degerleri inositol i¢in 6,27
mg/L, taurin igin 23,91 mg/L ve glukoronolakton i¢in 2,47 mg/L
olarak bulunmustur. Bu yontemle bilesenlerin geri kazanim
oranlar1 inositol i¢cin %98,4, taurin i¢cin %99,1, ve
glukoronolakton icin %100 olarak hesaplanmistir. Calisma
sonucunda  gelistirilen LC-MS/MS  yonteminin  enerji
iceceklerinde bu bilesenlerin dogru ve hassas bir sekilde analiz
edilmesi i¢in giivenilir oldugu belirtilmistir.

Tablo 4. Enerji I¢eceklerinde Inositol Analizi Yontemleri

Isim Yontem
Manarga Birlik vd. (2020) LC-MS/MS
Grembecka vd. (2024) HPLC-CAD
Wegert vd. (2012) 'H NMR
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3.5. Glukuronolakton

Glukuronolakton (Sekil 1.e), karacigerde glukoz
metabolizmast sonucu olusan dogal bir metabolittir. Enerji
iceceklerinde sentetik glukuronolakton kullanilmaktadir (Dikici
vd., 2012).

Craig, Fields ve Simpson (2014), glukuronolaktonun ve
glukuronik  asidin ~ kantitatif =~ analizini aym1  anda
gerceklestirebilmek  amaciyla ~ Gaz ~ Kromatografi-Kiitle
Spektorometrisi (GC-MS) ile bir yontem gelistirmiglerdir. Bu
calismada igerik analizi i¢in enerji igeceklerinin yaninda glukarik
asit iceren detoks ve iyilesme igecekleri de numune olarak
kullanilmustir. ~ Gelistirilen yontemle glukuronolakton igin
kantitatif belirleme limiti 0,02 ppm - 0,47 ppm olarak
belirlenmistir.

Ricituelli vd. (2014), enerji igeceklerindeki taurin,
glukuronolaktonun ve glukuronik asidin analizini ayni anda
gerceklestirmek amaciyla bir Ultra Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi - Kiitle Spektrometrisi (UHPLC-MS/MS)
yontemi gelistirmislerdir.

Tablo 5. Enerji iceceklerinde Glukuronolakton Analizi Yontemleri

isim Yontem

Manarga Birlik vd. (2020) LC-MS/MS

Wegert vd. (2012) H NMR

Craig vd. (2014) GC-MS

Ricciutelli vd. (2014) UHPLC-MS/MS
4, SONUC

Literatiirdeki  calismalar ve analitik  yOntemler
incelendiginde, piyasadaki enerji iceceklerinin igeriklerinde rapor
edilen bilesen seviyelerinin bazen yasal sinirlarin ve etiketlerde
bildirilen seviyelerin disinda oldugu goriilmistiir. Bazi
durumlarda, bazi bilesenlerin hi¢ bulunmadigi, bazilarinin ise
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belirtilenden daha yiiksek seviyelerde mevcut oldugu tespit
edilmistir. Bu durum, enerji igecekleri igin kullanilan analitik
yontemlerin  gelistirilmesi ve  genisletilmesinin ~ dnemini
vurgulamaktadir. Ayrica, mevcut analitik yontemlerin ilgilenilen
tiim bilesenlere es zamanli olarak uygulanamamasi ve analitik
prosediirlerin sinirliliklari, daha hizli, giivenilir ve es zamanl
analitik yontemlerin gelistirilmesi ve bu yontemlerin validasyon
calismalarinin yapilmasi gerektigine isaret etmektedir. Ozellikle
spektroskopik, kromatografik ve voltammetrik analitik
yontemlerin ~ kombinasyonlarinin ~ kullanilmas1  ve  yeni
yontemlerin literatliire kazandirilmasi enerji igeceklerindeki
bilesenlerin dogru ve hassas tayini i¢in biiylik 6nem tasimaktadir.

Bu kapsamda enerji iceceklerinde bulunan kafein, taurin,
inositol, glukuronolakton ve B vitaminleri gibi bilesenlerin
miktarlarinin dogru bir sekilde belirlenmesi icin gelistirilen
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), kapiler
elektroforez (CE) ve nukleer manyetik rezonans (NMR) gibi
yontemlerin uygulanabilirligi ve giivenilirligi literatiirdeki
calismalarla desteklenmektedir. Gelecekte enerji igeceklerinin
analizinde kullanilacak yontemlerin standardizasyonu ve bu
yontemlerin daha genis bir yelpazede uygulanabilirligi lizerine
yapilacak calismalar, tiiketicilerin sagliginin korunmasi ve dogru
bilgi saglanmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Bu nedenle, enerji igeceklerinde bulunan bilesenlerin
dogru ve giivenilir bir sekilde analiz edilebilmesi i¢in mevcut
yontemlerin  gelistirilmesi ve yeni analitik tekniklerin
uygulanmasi zorunludur. Bu dogrultuda yapilacak ¢alismalarin
enerji iceceklerinin etiketlenmesinin dogrulugunun saglanmasina
ve tiiketici gilivenliginin artirilmasina 6nemli katki saglamasi
beklenmektedir.
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KiMYA ALANINDA KULLANILAN
KROMATOGRAFIiK YONTEMLER: GAZ
KROMATOGRAFISI

Songul KESEN?

1. GIRIS

Kromatografik teknikler, kimyada karmagik
karisimlardaki bilesenlerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesi i¢in kullanilan temel analitik ydntemlerdir. Bu
teknikler genel olarak gaz kromatografisi (GC), yiksek
performansli  sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka
kromatografisi (TLC), siiperkritik sivi kromatografisi (SFC) ve
afinite kromatografisi gibi her biri kendine 6zgu prensiplere ve
uygulamalara sahip cesitli tiplerde kategorize edilebilir.

Gaz kromatografisi (GC) o6zellikle ugucu ve yari ugucu
bilesikler i¢in etkilidir. Numunenin buharlastirilmasi ve sabit bir
faz igeren bir kolondan gegirilmesiyle calisir. Ayrica GC,
ozellikle cevre ve gida gilivenligi uygulamalarinda gelismis
hassasiyet ve 6zgullik icin genellikle kutle spektrometresi (GC-
MYS) ile birlestirilir (Hengel ve ark., 2019).

Yiiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC),
ozellikle ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz bilesikler i¢in
uygun olan, yaygin olarak kullanilan bir bagka tekniktir.
Numuneyi sabit bir faz ile dolu bir kolondan geg¢irmek igin sivi
bir mobil faz kullanir. HPLC ¢ok yonliidiir ve ters faz, normal faz
ve iyon degisim kromatografisi dahil olmak {izere gesitli ayirma

1 Dog. Dr., Gaziantep Universitesi, Naci Topcuoglu Meslek Yiiksekokulu, Gida
Isleme Béliimii, songulkesen27@hotmail.com, ORCID: 0000-0003-0587-1721.
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modlarina uyarlanabilir. Bu teknik, karmagik karisimlarin hizli ve
verimli bir sekilde ayrilmasina olanak tanidig i¢in farmasotik
analizlerde ¢cok énemlidir (Ahmed vd., 2013; Kumar vd., 2018).
Ayrica HPLC, tespit limitlerini iyilestirmek ve analitler hakkinda
yapisal bilgi saglamak i¢in kiitle spektrometrisi gibi diger
tekniklerle birlestirilebilir (Reis ve ark., 2009).

Ince tabaka kromatografisi (TLC), bilesiklerin sabit bir
faz ile kaplanmis diiz bir ylizey ilizerinde ayrilmasini igeren daha
basit ve daha uygun maliyetli bir tekniktir. GC veya HPLC'den
daha az hassas olmasma ragmen, TLC Kkalitatif analiz igin
degerlidir ve genellikle reaksiyonlar1 izlemek veya bilesiklerin
safligin1 degerlendirmek icin kullanilir (Ahmed ve ark., 2013).
Yiiksek performansl ince tabaka kromatografisi (HPTLC), daha
iyl ¢Oziniirlik ve miktar belirleme 0Ozellikleri saglayarak
geleneksel TLC yontemini gelistirir (Afthoni ve ark., 2018).

Stiperkritik akigkan kromatografisi (SFC), gazlarin ve
stvilarin Ozelliklerini birlestirerek mobil faz olarak siiperkritik
akiskanlar1 kullanir. Bu teknik o6zellikle ugucu olmayan
bilesiklerin ayristirilmasi i¢in avantajlidir ve genellikle dogal
urinlerin ve farmasoétiklerin analizinde kullanilir (Qian vd.,
2004). SFC, geleneksel s1vi kromatografi yontemlerine kiyasla
daha hizli ayirma siireleri ve daha az ¢oziicti kullanimi sunabilir.

Afinite kromatografisi, bir analit ile hedef molekull secici
olarak baglamak tlizere modifiye edilmis bir sabit faz arasindaki
spesifik etkilesimlerden yararlanan 6zel bir tekniktir. Bu yontem
Ozellikle proteinler ve nukleik asitler gibi biyomolekullerin
biyolojik etkilesimlerine dayali olarak saflastirilmasi igin
kullanighdir (Pfaunmiller vd., 2012; Chakravarti vd., 2016).
Afinite  kromatografisinin  segiciligi, onu biyokimyasal
arastirmalarda ve farmasdtik gelistirmede paha bicilmez bir arag
haline getirmektedir.
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1.1. Kimya Alaninda Gaz Kromatografi Kullanim

Gaz kromatografisi, ucucu bilesiklerin ayristirilmasi ve
analizi i¢in yaygin olarak kullanilan, kimyada ¢ok 6nemli bir
analitik tekniktir. Uygulamalar1 ¢evresel analiz, gida giivenligi ve
farmasotikler dahil olmak {izere cesitli alanlar1 kapsar. GC'nin
cok yonliiliigi, karmasik karisimlarin hem kalitatif hem de
kantitatif analizine olanak tanmiyan GC-MS'yi olusturan kiitle
spektrometresi (MS) ile birlestirildiginde artar.

GC'deki 6nemli gelismelerden biri, petrol ve ¢cevre kimyasi
gibi endustrilerde giderek daha o6nemli hale gelen yuksek
sicaklikli ortamlarda uygulanmasidir. Huangfu ve arkadaslari,
kuvars kapiler kolonlar icin 320 °C'yi asan sicakliklara
dayanabilen ve yiksek sicaklik gaz kromatografisini (HTGC)
kolaylastiran yeni poliimid kaplamalarin  gelistirildigini
vurgulamaktadir (Huangfu et al., 2019). Bu 6zellik, termal olarak
kararsiz bilesiklerin analiz edilmesi ve karmasik karigimlarin
¢cOzlinirligiintin iyilestirilmesi i¢in gok dnemlidir.

GC ayrica cevresel izlemede, oOzellikle de biyokiitle
yanmasindan kaynaklanan emisyonlarin degerlendirilmesinde
etkilidir. Christian ve arkadaslari, GC-MS de dahil olmak Uzere
cesitli gaz Olglim tekniklerinin kapsamli bir karsilastirmasini
yapmis ve eser seviyedeki Kirleticilerin tespit edilmesindeki
etkinligini gostermistir (Christian vd., 2004). Bu, ugucu organik
bilesiklerin (VOC'ler) hassas dl¢iimiiniin mevzuata uygunluk ve
halk saglig i¢in gerekli oldugu ¢evre kimyasinda GC'nin roliiniin
altin1 ¢izmektedir.

Gida giivenligi alaninda GC, tarimsal tirtinlerdeki pestisit
kalintilarin1 analiz etmek i¢in kullanilmistir. Ayrica, kati faz
mikro ekstraksiyonunun (SPME) GC ile entegrasyonu, yiyecek
ve igeceklerdeki ugucu bilesiklerin analizinde devrim yaratmistir.
Rocha ve arkadaslari, kiitle spektrometresi ile birlestirilmis
kapsamli iki boyutlu gaz kromatografisinin (GC x GC) gida
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aromalarinin ayrintili analizini nasil miimkiin kildigin1 ve aroma
profillerinin karmasikligini nasil ortaya ¢ikardigini tartismaktadir
(Rocha ve ark., 2022). Bu yontem, hassasiyeti ve ¢oziiniirliigii
artirarak eser miktarda bulunan bilesiklerin tespit edilmesini
saglamaktadir.

Kimya miifredatinda temel bir teknik olarak hizmet ettigi
icin GC'nin egitim yonii de dikkate degerdir. Pfennig ve Schaefer,
genel kimya derslerinde kiitle ve atomik hesaplamalarin temel
kavramlarinin ogretilmesinde GC-MS'nin onemini
vurgulamaktadir (Pfennig & Schaefer, 2011). Pratik laboratuvar
deneyiminin teorik bilgi ile biitiinlestirilmesi, gelecegin
kimyagerlerinin analitik becerilerinin gelistirilmesi i¢in elzemdir.

1.2. Gaz Kromatografisinin Calisma Prensibi

GC’nin calisma prensibi, bir numunenin
buharlastirilmasini, analitlerin hareketli bir gaz fazi ile sabit fazli
bir kolondan taginmasimi ve ayrilan bilesiklerin alikonma
strelerine gore tespit edilmesini icerir. Bu teknik, yiksek
¢Oziiniirligli ve hassasiyeti nedeniyle karmasik karigimlarin
analizinde 6zellikle etkilidir.

Islem, numunenin bir enjeksiyon portunda
buharlagtirilmasiyla baslar ve burada tipik olarak helyum veya
nitrojen olmak {izere inert bir tasiyict gazla karistirilir.
Buharlastirilan numune daha sonra sivi veya kati olabilen sabit
bir faz ile kaplanmis bir kolondan gegirilir. Sabit faz secimi,
analiz edilen bilesiklerin ayirma verimliligini ve seciciligini
etkiledigi i¢in ¢ok onemlidir (Poole & Poole, 2011). Numune
kolon boyunca ilerlerken, farkli bilesenler sabit faz ile farkl
derecelerde etkilesime girerek farkli alikonma siirelerine yol agar.
Sabit faz i¢in daha giiclii bir afiniteye sahip olan bilesikler, daha
zay1f etkilesimlere sahip olanlara kiyasla daha yavas hareket eder
ve kolondan farkli zamanlarda eliie olarak ayrilmalarina neden
olur (Ren ve ark., 2022).
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Ayrilan bilesiklerin tespiti tipik olarak kolonun sonunda,
alev iyonizasyon dedektorii (FID) en yaygin olanlardan biri
olmak iizere ¢esitli dedektorler kullanilarak gerceklestirilir. FID,
eliie edilen bilesikleri bir hidrojen alevinde yakarak, mevcut
analit miktariyla orantili dlgiilebilir bir akim olusturan iyonlar
tireterek calisir (Ma & Marston, 2009). Kiitle spektrometresi
(GC-MS) gibi diger tespit yontemleri, bilesikler hakkinda hem
nitel hem de nicel veriler saglayarak daha ayrintili analizler i¢in
kullanilabilir (Sanchez-Guijo vd., 2013).

Gaz kromatografisinin verimliligi, kolon sicakligi, tastyict
gazin akis hizi ve sabit fazin yapisi gibi faktorlerle artirilir. Analiz
sirasinda kolon sicakliginin kademeli olarak artirildigi sicaklik
programlamasi, ¢ok cesitli kaynama noktalarina sahip bilesiklerin
ayrilmasini iyilestirebilir (Ren ve ark., 2022). Ek olarak, kat1 faz
mikro ekstraksiyonu (SPME) gibi gelismis tekniklerin
kullanilmasi, analizden 6nce ucucu bilesikleri konsantre ederek
hassasiyeti daha da artirabilir (Qian ve ark., 2021).

1.3. Kimya Alaninda GC Kullanilarak Yapilmis
Calismalar

GC, kimya alanindaki ¢esitli ¢alismalarda kapsamli bir
sekilde uygulanmis ve c¢ok c¢esitli bilesiklerin analizinde ¢ok
yonliligiini ve etkinligini gostermistir. GC’nin Kesin ve dogru
sonuclar saglama yetenegi, onu hem arastirma hem de pratik
uygulamalarda vazgecilmez bir ara¢ haline getirmektedir. Tablo
1’de gaz kromatografisinin ¢esitli uygulamalarini gésteren birkag
onemli ¢alisma yer almaktadir.
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Tablo 1. Kimya Alaminda Gaz Kromatografi Calismalar:

Calisma Alani

Calisma Konusu

Kaynak

Farmasotik
Analiz

GC, ilag endustrisinde aktif farmasotik
bilesenlerin (API'ler) ve yardimc1
maddelerin analizi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bir ¢aligmada
gecikmeli salimli tablet
formiilasyonlarinda yaygin
plastiklestiricileri belirlemek i¢in bir gaz
kromatografik yontem gelistirerek
GC'nin yiiksek performansli sivi
kromatografisine (HPLC) kiyasla daha
diisiik miktar belirleme sinirlarina
ulagma kabiliyetini gdstermistir
Calisma, GC'nin farmasotik {irtinlerin
kalite ve giivenligini saglamadaki roliini
vurgulamaktadir.

Panzade vd.,
2019

Biyopestisit
Analizi

Calismada, GC-MS yontemi
kullanilarak “Barringtonia asiatica'daki”
biyopestisit aktif bilesiklerinin analizi
tizerine bir ¢aligma yiiriitiilmistiir. Bu
aragtirma, GC'nin ¢evre kimyasindaki,
ozellikle de biyopestisitlerin etkinliginin
ve giivenliginin degerlendirilmesindeki
O6neminin altini ¢izmektedir Calisma,
GC-MS'nin aktif bilesenleri tanimlamak
ve miktarini belirlemek i¢in nasil
kullanilabilecegini gostermekte ve
stirdiirtilebilir tarim uygulamalarinin
gelistirilmesine katkida bulunmaktadir.

Paat vd.,
2024

Ijidrokarbon
Olcumi

Zhu ve arkadaslar1, imidazolyum bazl
iyonik sivilardaki hidrokarbonlar igin
sonsuz seyreltmede aktivite katsayilarini
6lgmek icin gaz-sivi kromatografisini
kullanmistir. Bu arastirma, gesitli
hidrokarbonlar i¢in iyonik sivilarin
ayirici etkilerine iliskin bilgiler
saglamis, ¢oziinen-¢0zUcu
etkilesimlerinin incelenmesinde GC'nin
faydasini gostermis ve iyonik sivi
davranisinin anlagilmasini gelistirmistir.

Zhu vd.,
2007

Pestisit Kalint1
Analizi

Calismada, bitkisel gidalardaki pestisit
kalintilarinin analizi i¢in gaz
kromatografisi-kitle spektrometresi

Hengel vd.,
2019
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(GC-MS) ile birlikte QUEChERS
yonteminin kullanimini arastirilmistir.
Bu ¢alisma, GC'nin gida giivenligi ve
mevzuata uygunluk alanindaki
uygulamalarimi vurgulamakta ve birden
fazla pestisit sinifin1 ayn1 anda tespit
etmedeki etkinligini ortaya koymaktadir.

Stiper Agir
Elementlerin
Kimyasal
Ozellikleri

Shirai ve arkadaslari, radyotracer
kullanarak zirkonyum ve hafniyum
tetraklortrlerin kimyasal 6zelliklerini
incelemek icin izotermal gaz
kromatografisi kullanmigtir. Bu
arastirma, siiper agir elementlerden
uretilen ugucu tirlerin termodinamik
dzelliklerini aragtirmak i¢in kullanildig
niikleer kimyada GC uygulamasini
gostermektedir

Shirai vd.,
2021

Dogal
Urdinlerin
Analizi
(Ugucu yaglar,
biyoaktif
bilesikler)

Filho ve arkadaglari, GC-MS kullanarak
“Bauhinia monandra” ciceklerinden elde
edilen ugucu yagin kromatografik
analizini ve fizikokimyasal
degerlendirmesini gergeklestirmistir. Bu
calisma, GC'nin ugucu yaglardaki
biyoaktif bilesikleri tanimlamak ve
6lgmek igin kullanildigi ve
farmakognozi alanina katkida
bulundugu dogal iiriin kimyasindaki
roluni gostermektedir,

Abadie ve arkadaglart, ¢esitli
metabolitlerin tanimlanmasina ve
miktariin belirlenmesine olanak
taniyan bitki metabolik profili i¢in tam
kitle GC-MS'in kullanimini
vurgulamistir.

Benzer sekilde Santhiya ve Ramasamy,
tath su midyelerindeki biyoaktif
bilesikleri analiz etmek i¢gin GC-MS
kullanmis ve farmakognozi ve dogal
iiriin kimyasindaki uygulamasini
gOstermistir.

Filho ve ark.,
2020

Abadie vd.,
2022
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Santhiya &
Ramasamy,
2019

Kimyasal

Savas Ajanlar1

Lei ve arkadaslari, gaz
kromatografisi/tandem kitle
spektrometresi (GC-MS/MS) kullanarak
karmasik organik ¢ozeltilerdeki
kimyasal ajanlarin tanimlanmasina
odaklanmuistir. Bu arastirma, kimyasal
savas ajanlarinin ve bunlarin bozunma
Urdinlerinin tespit ve analizine yardimci
oldugu icin kimyasal emniyet ve
glvenlik agisindan énemlidir.

Lei vd., 2006

Cevresel
Analiz

Alygizakis ve arkadaslari, yeni ortaya
¢ikan kirletici maddelerin analizi igin
yuksek ¢ozuntrlukli kitle
spektrometresi ile birlestirilmis GC
kullanimini tartigmigtir. Bu ¢alisma,
GC'nin gevresel analitik kimyadaki,
oOzellikle de su drneklerindeki organik
mikro kirleticilerin izlenmesindeki
roliinii vurgulamaktadir.

D,ger bir ¢alismada, GC kullanilarak
yiizey suyundaki aktif bilesiklerin
varlig1 izlenmis ve ¢evresel kirlenmenin
degerlendirilmesindeki dnemi
vurgulanmistir. Bu uygulama, ¢evrenin
korunmasi ve halk saglig1 i¢in gok
onemlidir.

Alygizakis
vd., 2022

Iglesias vd.,
2014

Adli
Uygulamalar

Sharif ve arkadaslari, farkli dolma
kalem miirekkepleri arasinda ayrim
yapmak i¢in GC-MS kullanarak
teknigin adli bilimlerdeki uygulamasini
gostermistir. Bu ¢aligma, adli
sorusturmalarda ¢ok 6nemli olabilecek
miirekkeplerin kimyasal bilesimini
tanimlamak i¢in GC-MS'nin
uyarlanabilirligini vurgulamaktadir

Sharif ve
ark., 2022

Toksikolojik
Calismalar

Rentsch, klinik toksikolojide kitle
spektrometresi (GC-MS) ile
birlestirilmis gaz kromatografisinin
kullanimin1 gézden gegirmis ve

Rentsch,
2010
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biyolojik érneklerdeki toksik
maddelerin analizinde altin standart
olarak statiistinii vurgulamigtir. Bu
derleme, GC'nin adli ve klinik
ortamlardaki kritik rolunt
gostermektedir

Ogretim ve Hinterberger ve arkadaslar1 analitik Hinterberger
Egitim kimya 6gretimi i¢in diigiik maliyetli bir | ve ark., 2021
gaz kromatografi sistemi gelistirerek
GC'nin egitim ortamlarmdaki 6nemini
ortaya koymustur. Bu ¢aligma,
6grencilerin pratik becerilerini
gelistirmek icin GC'nin kimya
miifredatina nasil etkili bir sekilde
entegre edilebilecegini vurgulamaktadir

2. SONUC

Kromatografik teknikler modern analitik kimya igin
temeldir ve cesitli bilesiklerin ayrilmasi ve analizi i¢in bir dizi
yontemler icerir. Her teknigin kendine 6zgii giiglii yonleri ve
uygulamalari vardir ve bu da onlar1 farmasétikler, ¢cevre bilimi ve
biyokimya gibi cesitli alanlarda vazgeg¢ilmez araclar haline
getirir. Bu teknikler icerisinde gaz kromatografisi, karmasik
karigimlar icin hassas ve dogru sonuglar saglama kabiliyeti
nedeniyle ¢evresel analiz, gida giivenligi ve farmasoétikler dahil
olmak iizere cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Gaz
kromatografisi ¢evre bilimi, gida giivenligi, niikleer kimya, adli
analiz ve egitim de dahil olmak {izere kimyanin ¢esitli dallarinda
cok c¢esitli caligmalarda kullanilmaktadir. Kesin ve dogru
sonuglar verme kabiliyeti, onu hem arastirma hem de pratik
uygulamalarda vazgecilmez bir ara¢ haline getirmektedir.
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ANTIOKSIDAN ANALIiZ YONTEMLERI

Eda Elgin KILIC!

1. GIRIS

Antioksidan analiz yoOntemleri, oksidatif strese karsi
savunma mekanizmalarinin arastirilmasi agisindan kritik 6neme
sahiptir. Bu analizler, hem dogada bulunan bitkisel kaynaklarin
saglik yararlarin1 belirlemek hem de sentetik bilesiklerin
etkilerini degerlendirmek amaciyla kullanilmaktadir. Cesitli
yontemlerin kullanilmasi, dogru ve karsilastirilabilir sonuglar
elde edilmesine olanak tanir. Kimya endustrisinde antioksidan
analiz kullanimi, ozellikle gida, ilag ve plastik sektorlerinde
onemli bir yer tutmaktadir. Bu yontemlerin uygulama alanlari,
drdnlerin raf dmrind uzatmak, Kalitesini korumak ve insan
sagligin1 desteklemek icin hayati Oneme sahiptir. Kimya
endiistrisinde, antioksidanlar ayrica yakit ve yaglarin
stabilizasyonu ve plastiklerin yani sira kaucuklarin oksidatif
dejenerasyonunu oOnlemek icin de kullanilmaktadir. Fenolik
bilesiklerin, c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
geciktirebildigi ve bu nedenle plastik ile gida endiistrisinde
onemli bir yere sahip oldugu belirtilmektedir (Pernin vd., 2018).
Analitik yontemlerin gelistirilmesi, 6rnegin yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) ve fotodiode array (PDA) spektrometrisi
gibi tekniklerle, antioksidanlarin kimyasal analizi agisindan
onemli ilerlemelerin kaydedilmesini saglamistir. Bu yontemler,
polifenol ve flavonoid igeren bitkisel 6zlerin analizi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir; bu da arastirmalarin dogasina gore

L Ogr. Gér, Dr., Gaziantep Universitesi, Naci Topcuoglu Meslek Yiiksekokulu,
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uygun analiz yontemlerinin segilmesinin  Onemini ortaya
koymaktadir (Shahidi & Zhong, 2015; Fanali vd., 2016).

Gida endiistrisinde, antioksidanlarin kullanimi, gidalarin
oksidatif bozulmasmi 6nlemek ve besin degerlerini korumak
adina kritik bir rol oynamaktadir. Ugak (2020) ¢alismasinda, nar
cekirdegi ekstraktinin gida iirlinlerinin kalitesini artirdig1 ve
oksidatif ~ bozulmayr  onledigi  belirtilmektedir. ~ Gida
endiistrisinde dogal antioksidanlarin, sentetik alternatiflere
kiyasla daha az yan etki gostermesi ve saglik faydalar1 sunmasi
acisindan tercih edildigini vurgulamaktadir. Gida iiriinlerine
uygulanan antioksidan iglemlerinin hem besin giivenligi hem de
lezzet  kalitesine  Onemli  katkilarda  bulundugunu da
gostermektedir (Ugak, 2020; Coskun vd., 2019).

flac endiistrisinde ise, antioksidan bilesiklerin cesitli
hastaliklarin  Onlenmesi ve tedavisinde Onemli islevleri
bulunmaktadir. Bazi bitki 0Ozleri, antioksidan 06zellikleri
sayesinde saglik lizerindeki olumlu etkileri nedeniyle farmasotik
tirtinlerde kullanilmaktadir (Coskun vd., 2019).

2. ANALIZ YONTEMLERI

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu
yoluyla hiicresel hasara yol acabilen oksidasyon reaksiyonlarini
engelleyen bilesiklerdir. Serbest radikaller ve antioksidanlar
arasindaki dengesizlikten kaynaklanan oksidatif stres, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve norodejeneratif bozukluklar dahil
olmak iizere ¢ok sayida hastalikla iligkilendirilmistir Sadeer vd.,
2020). Antioksidanlarin birincil rolii, serbest radikalleri notralize
etmek ve boylece hicreleri oksidatif hasardan korumaktir
(Hudz, 2021). Enzimatik antioksidanlar (stiperoksit dismutaz ve
katalaz gibi) ve enzimatik olmayan antioksidanlar (C ve E
vitaminleri, flavonoidler ve karotenoidleri icerir) olarak
siniflandirilabilirler (Edeas, 2011). Antioksidan kapasitenin
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analiz edilmesi, ozellikle gida bilimi ve farmakolojide gesitli
maddelerin koruyucu etkilerinin anlasilmasi i¢in kritik dneme
sahiptir. Antioksidan aktiviteyi 6l¢mek i¢in rutin olarak gesitli
yontemler kullanilmaktadir.

2.1. DPPH Analizi

DPPH analizi, antioksidan aktivitelerin degerlendirilmesi
icin genis bir uygulama alanina sahiptir. Basit, hizl1 ve etkili bir
yontem olarak, c¢esitli Dbitkisel ve sentetik Dbilesiklerin
antioksidan potansiyelini belirlemekte 6nemli bir aragtir. DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) analizi, antioksidan potansiyeli
degerlendirmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu
yontem, bir bilesigin serbest radikalleri ne Olclide
temizleyebildigini belirlemek amaciyla uygulanir. DPPH, stabil,
koyu mor bir serbest radikaldir ve antioksidanlar tarafindan
azaltildiginda, rengini acik renge doniistiiriir. Bu da absorbans
6lcumleriyle kolayca izlenebilir Giilgin & Alwasel 2023). DPPH
analizi, basit ve hizli bir yontem olmasi nedeniyle siklikla tercih
edilmektedir. Kararli serbest radikal 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) kullanan DPPH analizi, basta organik bilesikler ve bitki
Ozleri olmak iizere c¢esitli maddelerin antioksidan kapasitesini
degerlendirmek i¢in yaygin ve etkili bir yontemdir. DPPH
testinin prensibi, antioksidanlarin DPPH radikalini azaltma
kabiliyetinde kaynaklanir, bu da koyu mordan sariya bir renk
degisimine neden olur ve bu da spektrofotometri ile tipik olarak
515 nm civarinda bir absorbans maksimumunda kantitatif olarak
olgilebilir (Alam vd., 2008; Angeli vd., 2021). Bu indirgeme,
antioksidanlarin DPPH radikaline hidrojen atomlar1 veya
elektronlar bagislamasiyla gergeklesir ve onemli Ol¢iide daha
diisiik absorbans 6zelliklerine sahip olan karsilik gelen DPPH-H
molekiiliiniin olusumuna yol acar (Durairaj vd., 2006). DPPH
serbest radikal siliplirme kapasitesi genellikle baslangictaki
DPPH konsantrasyonunu %350 oraninda azaltmak i¢in gereken
antioksidan konsantrasyonunu temsil eden ICS50 degerleri
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cinsinden ifade edilir (Ovais vd 2018). Ozellikle, bircok ¢alisma
radikal silipirme etkinliginin farkli bilesik siniflar1 arasinda
degistigini géstermistir.

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) analizi,
gergeklestirme protokolii birkag temel adim igerir:

1. DPPH Cozeltisinin Hazirlanmasi: DPPH radikalinin stok
cozeltisi, genellikle 0,1 mM civarinda belirli bir konsantrasyona
ulagsmak i¢in DPPH tozunun uygun bir ¢dziiciide, genellikle
etanol veya metanolde ¢oziilmesiyle hazirlanir. Bu stok ¢ozelti,

fotodegradasyonu dnlemek i¢in karanlikta saklanmalidir (Zhang
vd., 2015; Odunola vd., 2015).

2. Ornek Hazirlama: Test edilecek numuneler (gida ekstraktlari,
bitki materyalleri veya sentezlenmis antioksidanlar1 icerebilir)
uygun konsantrasyonlarda hazirlanir. Genel olarak, doza bagh
temizleme aktivitesini degerlendirmek icin test c¢ozeltisinin
farkli konsantrasyonlar1 yapilir. Kullanilan konsantrasyon araligi
numune tiirline bagl olarak 6nemli Olgiide degisebilir, ancak
birden fazla seyreltme ile bir 6n tarama yapilmasi genellikle
tavsiye edilir (Ye vd., 2012).

3. Reaksiyon Kurulumu: Temiz bir kiivet veya test tupunde,
DPPH c¢ozeltisinin belirli bir hacmi (tipik olarak 1,0 mL)
numune ¢ozeltisinin belirli bir hacmi (seyreltme serisine bagl
olarak genellikle 0,5 ila 3,0 mL) ile karistirilir. Karigim daha
sonra oda sicakliginda veya karanlikta 30 dakika ila 2 saat
arasinda degisen bir siire boyunca inkiibasyona birakilir ve
reaksiyonun 1siktan etkilenmeden yeterli sekilde ilerlemesi
saglanir (Odunola vd., 2015; Chandrashekhara vd., 2019).

4. Absorbans Olgiimii : Inkiibasyon siiresinden sonra, ¢dzeltinin
absorbanst DPPH i¢in absorbans zirvesi olan 517 nm dalga
boyunda 6lciiliir. Bu amagla yaygin olarak bir spektrofotometre
kullanilir  (Ticar vd., 2015; Ishaq & William, 2015).
Antioksidan igermeyen DPPH c¢d6zeltisinin baglangic absorbansi
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(Ao) ve numune eklendikten sonraki son absorbans (Ai)
kaydedilir.

5. Sipirme Aktivitesinin Hesaplanmasi: Asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanir

Siiptirme Etkinligi (%)= (Ao - A1)/(A0) *100

Burada, Ao kontrolin (numunesiz DPPH c¢ozeltisi)
absorbansi ve A1 antioksidan numunenin varligindaki absorbans
degeridir (Zhang vd., 2014; , Galanki vd., 2023). Bu yiizde,
DPPH radikallerini temizlemek i¢in numunede bulunan
antioksidanlarin etkinligini gosterir.

6. IC50 Hesaplamasi: DPPH radikallerinin %50'sini temizlemek
icin gereken antioksidan konsantrasyonunu belirlemek icin, test
edilen ekstraktlarin veya maddelerin konsantrasyonlarina karsi
temizleme ylizdeleri c¢izilerek IC50 degerleri olusturulabilir.
IC50 genellikle yazilim araglart veya grafik teknikleri
araciligiyla dogrusal olmayan regresyon analizi kullanilarak
hesaplanir (Zhang vd., 2017).

DPPH testi, gida iirlinleri, bitkisel ekstraktlar ve sentetik
antioksidanlar dahil olmak iizere ¢esitli 6rneklerde antioksidan
aktivitenin yiiksek verimli taranmasina olanak taniyan basitligi
ve hizli uygulamasi ile 6ne ¢ikmaktadir. DPPH-radikalinin hazir
cozelti olarak  kullanilabilmesi, diger  yontemlerle
karsilagtirildiginda pratik bir avantaj saglamaktadir. Bununla
birlikte, Nascimento vd. (2021) DPPH yontemini kullanarak
elde ettikleri sonugclari, bitkisel yaglardaki kimyasal bilesim ile
iliskilendirmistir ve bu yontemle yiksek antioksidan aktivite
elde ettiklerini bildirmiglerdir. DPPH analizi, ayn1 zamanda
cesitli maddelerin veya ekstraktlarin antioksidan kapasitesini
karsilastirmali olarak degerlendirmek i¢in de kullanilmaktadir.
Deyuan vd. (2017) calismasinda, DPPH radikal temizleme
aktivitesinin, Ornekteki antioksidanlarin etkinligini yansittig
bulunmustur. Uriinlerin DPPH ile etkilesimi, bilesenlerin
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konsantrasyonu ile dogru orantili olabilir; bu, konsantrasyon
arttikca antioksidan aktivitesinin de artigini gosterir (Robinson
vd., 2017).

DPPH analizi disinda, diger metodolojiler arasinda
Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) ve Trolox
Esdeger Antioksidan Kapasitesi (TEAC) testleri bulunmaktadir.
ORAC testi, bir oksidanin varliginda bir floroforun floresan
bozunma egrisinin altindaki alani Olger ve zaman iginde
antioksidan aktivitenin Ol¢lilmesini saglar (Ou vd., 2001; Prior
ve Cao, 1999). TEAC ise bir numunenin antioksidan
kapasitesini bir E vitamini analogu olan Trolox'unki ile
karsilastirir (Hudz, 2021). Her iki analiz de giivenilirligi ve hizli
uygulanabilirligi ile dikkat ¢cekmekte ve cesitli gida maddeleri
ve dogal oOziitlerdeki antioksidan kapasitenin yiiksek verimli
degerlendirilmesine yardimci olmaktadir (Edeas, 2011; , Ou vd.,
2001).

Bununla birlikte, antioksidan kapasitenin daha kapsamli
bir degerlendirmesi i¢in DPPH testinin ABTS veya FRAP
testleri gibi diger yontemlerle tamamlanmasi énemlidir (Zhang
vd., 2021; Singha ve Dasgupta, 2017).

2.2. ABTS Analizi

ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik
asit)) testi, cesitli bilesiklerin antioksidan kapasitesini
degerlendirmek icin iyi bilinen bir yéntemdir. Ozellikle hem
hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlar1 degerlendirme
yetenegi ile tinliidiir. Bu test ABTS radikal katyonunun (ABTS-
+) olusumuna dayanir ve antioksidanlarin bu radikali temizleme
yetenegini Olger. ABTS analizi, gerceklestirme protokolii birkag
temel adim igerir:
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1. ABTS Radikal Katyonunun Hazirlanmasi:

ABTS radikal katyonu (ABTS-+), 7 mM ABTS ¢ozeltisi ile esit
hacimde 2,45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi karistirilarak ve
12-16 saat karanlikta bekletilerek hazirlanir. Bu adim ABTS
radikalinin yeterli olusumunu saglar (Autore vd 2010).

2. ABTS Cozeltisinin Seyreltilmesi:

Olusumdan sonra, ABTS-+ ¢ozeltisi etanol veya damitilmis su
gibi uygun bir ¢oziicu ile seyreltilerek 734 nm'de 0,70 absorbans
elde edilir ki bu test icin ideal konsantrasyondur (Koleva vd.,
2001).

3. Ornek Hazirlama:

Antioksidan numunelerin (bitki 06zleri, meyve sular1 veya
sentezlenmis  bilesikler gibi) uygun konsantrasyonlarda
hazirlanmas1 gerekir. Tipik olarak, numunenin konsantrasyona
bagl aktivitesinin belirlenmesine yardimei olmak icin bir dizi
seyreltme olusturulur (Adamu vd., 2014).

4. Numunenin ABTS Cozeltisi ile Karistirilmast:

Antioksidan numunenin belirli bir hacmi, bir kivette
seyreltilmig ABTS-+ ¢6zeltisinin belirli bir hacmi ile karigtirilir.
Yaygin olarak kullanilan hacim, 0,5 mL antioksidan numune ile
karistirtlmis 1,0 mL  ABTS c¢ozeltisidir. Karisimin  oda
sicakliginda yaklasik 6-10 dakika reaksiyona girmesine izin
verilmelidir (Tahir vd., 2021).

5. Absorbans Olgtimi:

Inkiibasyon siiresinden sonra, karisimin absorbansi bir UV-Vis
spektrofotometresi kullanilarak 734 nm'de Slgiiliir. Herhangi bir
numune (kontrol) icermeyen ABTS-+ c¢Ozeltisinin bazal
okumasi da kaydedilmelidir (Kong vd., 2010).

84



Analitik Yontemler ve Uygulamalart

6. Stipiirme Aktivitesinin Hesaplanmas:
Radikal siiplirme aktivitesi formiil kullanilarak hesaplanir:

Siipiirme  Etkinligi (%)= (Ao - A1)/(A0) *100 Burada Ao
kontrollin (numunesiz ABTS-+ ¢06zeltisi) absorbansi ve A1
numune ¢dzeltisinin absorbansidir (Adamu vd., 2014).

7. 1C50 Degerlerinin Belirlenmesi:

Istenirse, ABTS-+'nin  %50'sini temizlemek icin gereken
konsantrasyonu temsil eden IC50 degeri, regresyon analizi
kullanilarak antioksidan numunenin konsantrasyonuna karsi
radikal temizleme yiizdesi cizilerek hesaplanabilir (Lee vd.,
2015).

ABTS testi ¢esitli alanlarda genis kapsamli uygulamalara
sahiptir. Meyve, sebze, icecek ve bitkisel 6zutlerin antioksidan
ozelliklerini degerlendirmek i¢in kullanilmis ve genellikle bu
tiriinlerdeki antioksidan kapasite ile polifenolik igerik arasinda
giiclii bir korelasyon oldugunu gostermistir (Sochor vd., 2011).
Ek olarak, calismalar ABTS sonug¢larinin DPPH gibi diger
antioksidan analizlerden elde edilen sonuglari
tamamlayabildigini ve test edilen bilesiklerin antioksidan
potansiyelinin daha eksiksiz bir resmini sundugunu gostermistir
(Gouveia-Figueira vd., 2014). ABTS deneyi, dogal bilesiklerin
antioksidan aktivitesini degerlendirmek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Endiistriyel kahve artiklarindan elde edilen
dogal fenolik antioksidanlarin  antioksidan  ozelliklerini
degerlendirilmistir. Testin, mavi/yesil ABTS radikal katyonunun
bu antioksidanlar tarafindan indirgenmesini  Olgmedeki
etkinligini vurgulanmig ve renk giderimini antioksidan
konsantrasyonu ile iliskilendirilmistir (Bianchi vd. 2023).
Tayade vd (2022) c¢alismasinda, hem ABTS hem de DPPH
deneylerini  kullanarak bir hidrazon tlrevinin antioksidan
aktivitesini arastirmistir. Bu karsilastirmali ¢alisma, ABTS
testinin farklt metodolojilerdeki bilesiklerin radikal temizleme
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yetenegini dogrulamak i¢in ¢ok dnemli oldugunu gostermis ve
bdylece antioksidan degerlendirmede kullanimini
gliclendirmistir.

Darachai vd (2019), antioksidan aktivitesini élgmek icgin
hem DPPH hem de ABTS yontemlerini kullanarak karides
atiklarinin  astaksantin  ekstraksiyonu iizerindeki etkilerini
incelemistir. ABTS'min kararlilig1 ve etkinligi, antioksidanlarla
hizli tepki vermesi ve antioksidan etkinligini degerlendirmek
icin tercih edilen bir yontem olmastyla dikkat ¢ekmistir. Tahir
vd (2021) c¢aligmasinda, Chromolaena odorata yaprak
fraksiyonunun antioksidan aktivitesi hem DPPH hem de ABTS
testleri kullanilarak degerlendirilmistir. Bu, ABTS yonteminin
bitkisel ilaglardaki antioksidanlarin tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesindeki énemini vurgulamakta ve farmakognozideki
genis uygulamasinin altin1 ¢izmektedir. Geeta vd. (2019),
genistein ve epikatesinin antioksidan aktivitelerini karsilagtirmis
ve epikatesinin ABTS testinde {istiin aktivite sergiledigini
bulmustur. Bu, ABTS yonteminin flavonoidler arasindaki
antioksidan etkinligi ayirt etmedeki roliinii desteklemektedir.
Park ve Lee (2021), Rheum emodi Wall Uzerinde ABTS tahlili
yoluyla antioksidan aktiviteyi 6lgen bir ¢alisma yuriitmiistiir.
Bu, yontemin bitki ©6zitlerinin antioksidan kapasitelerinin
taranmasindaki etkinligini vurgulamistir.

2.3. FRAP Analizi

Ferrik Indirgeyici Antioksidan Giic (FRAP) deneyi
cesitli bilesiklerin ve gidalarin antioksidan kapasitesini 6lgmek
icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. FRAP deneyi,
antioksidanlarin ferrik (Fe*') iyonlarini bir selatlama maddesi,
Ozellikle de 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) varliginda demir
(Fe**) iyonlarina indirgeme yetenegini Slger. Bu indirgeme, 593
nm'de spektrofotometrik olarak 6l¢tlebilen renkli bir kompleks
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tiretir. Asagida FRAP testinin yiiriitilmesine iligkin ayrintili
adimlar ve uygulamalari yer almaktadir.

FRAP Deneyi asamalari
1. FRAP Reaktifinin Hazirlanmasi:

- FRAP reaktifi tipik olarak ii¢ bilesenin karistirilmasiyla
hazirlanir: 25 mL 300 mM asetat tamponu (pH 3.6).- 40 mM
hidroklorik asit i¢cinde 2,5 mL 10 mM TPTZ ¢0zeltisi.- 2,5 mL
20 mM ferrik klorir ¢ozeltisi.- Bu karisim 1sitildiginda kararli
bir renk olusturur (Song vd., 2010).

2. Ornek Hazirlama: Bitki dzleri veya gida malzemeleri de dahil
olmak tizere antioksidan numunelerin uygun konsantrasyonlarda
hazirlanmas1 gerekir. Antioksidan kapasitesini nicel olarak
degerlendirmek i¢in tek tip seyreltme sarttir.

3. Testin Gergeklestirilmesi: Tipik olarak, 0,1 ila 2 mL
antioksidan numune, hazirlanan FRAP reaktifinin sabit bir
hacmi (genellikle 3 mL) ile karistirilir. - Karisgim 37 °C'de
yaklagik 30 dakika boyunca inkiibe edilir (Martinez-Tomé vd.,
2004).

4. Absorbans Olgiimii: Inkiibasyondan sonra, reaksiyon
karistmimin  absorbanst  bir  UV-Vis  spektrofotometresi
kullanilarak 593 nm'de 6l¢iiliir. Antioksidan hari¢ tiim reaktifleri
iceren bos bir numune kontrol olarak alinir.

5. Antioksidan Kapasitesinin Hesaplanmasi: Gram numune
basina mikromol Trolox esdegeri olarak ifade edilen antioksidan
kapasite, standart antioksidan olan Trolox'un bilinen
konsantrasyonlar1 ile hazirlanan bir kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplanabilir (Paula vd., 2023).

6. Kalibrasyonun Onemi: Analizi gerceklestirmeden dnce bir
kalibrasyon egrisi olusturmak onemlidir. Bu, bir dizi bilinen
Trolox konsantrasyonunun hazirlanmasin1 ve ayni kosullar
alinda  absorbanslarinin  Sl¢ililmesini igerir. Trolox
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konsantrasyonu ve absorbans arasindaki dogrusal iliski,
bilinmeyen numunelerdeki antioksidan kapasitenin 6lciilmesine
olanak tanir (Tavarini vd., 2008).

FRAP Testinin Uygulamalar1

FRAP testi, meyveler, sebzeler ve icecekler de dahil
olmak iizere cesitli gida maddelerinin antioksidan kapasitelerini
olcmek icin yaygin olarak kullamlmaktadir. Ornegin, farkl
meyve Ozlerinin antioksidan aktivitesi lizerine yapilan
calismalar, fenolik icerikleriyle iligkili saglik yararlarini
gostermek i¢in siklikla FRAP testini kullanmaktadir (Pincemail
vd., 2012).:Cesitli bitkisel ve tibbi bitki 6ziitlerinin antioksidan
Ozelliklerini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. FRAP testi,
cesitli bilesiklerin antioksidan kapasitelerini degerlendirmek i¢in
karsilagtirmali caligsmalarda siklikla kullanilir. FRAP testi, yeni
antioksidanlarin gelistirilmesi ve dogrulanmasinda diizenli
olarak  kullanilmakta  ve  etkinliklerinin  anlasilmasini
artirmaktadir. Sentezlenen bilesiklerin antioksidan aktivitesini
degerlendirmek ve FRAP degerlerini analiz ederek potansiyel
terapdtik faydalarint dogrulamak igin aragtirmalar yapilmistir
(Martinez-Tomé vd., 2004). Cesitli ¢alismalar toplam fenolik
icerik ile FRAP degerleri arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu gdstermektedir. Bu nedenle, bu test, fenolik
profillerine dayali olarak cesitli gida matrislerinin genel
antioksidan yeteneklerini degerlendirmek i¢in  kullanilir
(Pincemail vd., 2012).

3. SONUC

FRAP, DPPH, ve ABTS analizleri gibi antioksidan
kapasiteyi degerlendirmeye yonelik cesitli metodolojiler,
arastirmacilarin antioksidan aktivite profillerine iliskin kapsamli
bir bakis acis1 kazanmalarina olanak saglamaktadir (Jacob vd.,
2007). Farkli  yontemlerin  kendine 6zgli  reaksiyon
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mekanizmalar1 ve altinda yatan prensipleri vardir, bu testlerin
birlestirilmesi bir bilesigin antioksidan davranisi hakkinda daha
bilgilendirici veriler saglayabilir. Antioksidan kapasitenin
Olclilmesine yonelik analitik yontemler saglik aragtirmalari, gida
bilimi ve nutrasétikler ile terapétiklerin gelistirilmesinde ¢ok
Onemli bir rol oynamaktadir.
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