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OZET

Danis, 1. (2017). Kapsaisin'in Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)
Yontemi Ile Farmasotik Preparatlarda Analizi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi Istanbul.

Bu tez g¢aligmasinda, kapsaisinin yakida tayini i¢in gaz komatografisi kiitle
spektrometrisi yontemi gelistirilmistir. Analiz %35 difenil %95 dimetil polisiloksan
kolonda; yiiksek saflikta helyum gazi hareketli fazi ile 2 mL/dak akis hizinda kiitle
dedektorii ile gelistirilmistir. Kapsaisin i¢in enjektdr blogu sicakligi 300 °C, transfer
hatt1 sicaklig1 300 °C ve kolon sicakligr 250 °C’dir. Maddenin dogrusal araligi 5-50
pg/mL olarak bulunmustur. Kapsaisin i¢in gozlenebilme sinir1 3,46 ve tayin simir ise 5
pg/mL olarak bulunmustur. Yontem valide edilerek yakilarda kapsaisin analizine
basartyla uygulanmigtir. Bu yontem kolay ve tekrarlanabilir olup yaki analizlerinde

giivenle kullanilabilir niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Kapsaisin, GC-MS, Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi, Yaki
Analizi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 55974
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ABSTRACT

Danis, I. (2017). Determination of capsaicin from pharmaceutical preparat by using gas
chromatography mass spectrometry. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Analytical Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

In this study, gas chromatography mass spectrometric method has been
developed for determination of capsaicin in plasters. Method has developed in %5
diphenyl %95 dimethylpolysiloxane column with high purity helium gas and 2 ml/min
flow rate by using mass dedector. For capsaicin analysis inlet temperature is 300 °C,
transfer line temperature is 300 °C and column temperature is 250 °C. The linear range
was found in between 5-50 pg/mL. For capsaicin the limit of dedection was found 3,46
and the limit of quantification was found 5 pg/mL respectively. The developed method
has validated and successfully applied to plaster analysis. This method is simple,

reproducible and can be used safely routine analysis of capsaicin in plasters.

Key Words: Capsaicin, GC-MS, Gas Chromatography Mass Spectrometry, Plaster
Analysis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Proje No:
55974



1. GIRIS VE AMAC

Solanaceae familyasmin Capsicum tiiriinden olan kirmizi ac1 biber esas vatani
Giliney Amerika olmakla birlikte Giiney Asya devletleri, iilkemizin Gilineydogu Bolgesi
gibi diinyanim cesitli yerlerinde yaklagik 7000 yildir iiretilmekte olup act ve keskin tadi

nedeniyle sofralarda baharat ve sos olarak kullanilmaktadir (1).

Baharat olarak Hindistan’da kisibas1 giinlik 2,5 g, Tayland’da 5 g ve
Meksika’da 20 g ac1 biber tiiketimi bildirilmistir. Amerika ve Avrupa’da ise kisibasi

giinliik kapsaisin tiiketiminin 1,5 mg oldugu tahmin edilmektedir (2).

Biberin hint mutfaginda yogun olarak kullaniliyor olmasi nedeniyle kirmizi aci
biberin anavataninin Hindistan oldugu gibi bir yanls kan1 vardir. Fakat Hindistan’da da
chilli olarak bilinen ac1 biber, ilk kez meksikalilar tarafindan 7000 y1l 6nce iiretilmeye
baslanmistir ve chilli Meksika kdkenli bir kelimedir. Avrupalilar kirmizi ac1 biber ile
amerikanin kesfinden sonra tamismus; Ispanya’ya 1493, Ingiltere’ye 1548 ve Orta
Avrupa’ya 1585’de gelmistir. Act biberin Avrupa’dan Hindistan’a Portekizliler
tarafindan 17. yy’da gotiirtildiigii sanilmaktadir. 16. yy’da Osmanli zamanimda Avrupa
iilkeleri ile kurulan iliskiler sonucunda ac1 biber énce Istanbul’a getirilmis ve buradan

Anadolu’ya yayilmistir (3).

Tath ve ac1 biberin kimyasal farki; ac1 biberde amid bagy, tath biberde ester bagi
yer almaktadir. Aci biberde ugucu yag, sabit yag ve aciligi veren kapsaisin
bulunmaktadir. Biber rengini kapsantin, kapsorubin, karoten, kapsaisinoid,
kriptoksantin, lutein, zeaksantin gibi karotenoidlerden alir. Aciligmmi kapsaisinoid

bilesiklerinden alir (4).

Scoville dereceleri, biberin acilik birimidir. Scoville sistemi, 1912 de Wilbur
Scoville isimli bir farmakolog tarafindan gelistirilmistir. Test, bir miktar biberin tad1
katilimcilar tarafindan hissedilmeyecek duruma gelene kadar sekerli suyla seyreltilmesi
ve acinin hissedilmedigi anda sekerli su ile biberin oranlarinin hesaplanmasiyla yapilir.
Aci, kapsaisin adli maddenin kemoreseptdr sinir uglarini uyarmasi sonucu hissedilir.
Kapsaisin igceren meyvaler act biber olarak ifade edilir ve Scoville dereceleri de
kapsaisin oranlarinm hesaplanmasina dayanir. Diinyadaki ¢esitli biber tiirlerinin

Scoville dereceleri Tablo 1-1°de verilmistir (5).



Tablo 1-1: Diinyadaki cesitli biber tiirlerinin scoville dereceleri

Scoville derecesi Biber turu

RGO ER LV Saf Kapsaisin (n-vanillii-8-metil-6-(e)-noneamid) (Kimyasal hali)

- RV Nordihidrokapsaisin (kimyasal hali) .

PRVl Birlesik Devietler standartlarina uygun biber gazi

1,500,000- Caroline Reaper - Capsicum chinense (Dinyanin en aci biberi)
LR R ERYE Naga Jolokia - Gapsicum chinense (Dinyanin 2. en aci biber Meyvesi)
LECRSD R GRS Dorset Naga - Capsicum chinense
LELL VBTG Red Savina™ - Gapsicum chinense
Habanero biberi - Capsicum chinense
| .Scotch Bonnet - Capsicum chinense

Jamaika Aci Biberi
)00 Thai biberi. Malagueta biberi - Capsicum frutescens, Chiltepin biberi - Capsicum annuum
30.000-50.000 Cayenne biberi - Capsicum annuum. Aji Peru biberi - Capsicum baccatum, Tabasco biberi - Capsicum frutescens
10,000—23,{}00- Serrano biberi

7000—8000  Tabasceo sosu (Habanerclu)

5000-10,000 - Wax biberi

2500—8000. Jalapeno biberi - Capsicum annuum

2500-5000 - Tabasco sosu (Tabascolu)

1500-2500 “Rocotillo biberi

1000-1500 - Poblane biberi - Capsicum annuum

600-800 “Tabasco sosu (Yesil biberli)
500—1000 New Mexico An.aheim biberi

100-500 | Pimento biberi (Tatli kirmizi biber) - Capsicum annuum, Pepperoncini - Capsicum annuum
D000 Acisiz, Dolmalik biber - Gapsicum annuum.

Sadece kapsikum meyvalerinden elde edilebilen kapsaisin kristal formda ilk kez
1816°da Bucholz ve bundan 30 yil sonra Thresh tarafindan elde edilmistir. 1878’de
Hogyes, capsicol olarak adlandirdigi bu molekiiliin mukoz membranlar ile temas
ettiginde yanmaya neden olmasmin yaninda gastrik salgida da yiikselise neden
oldugunu kanitlamigtir. Kapsaisinin yapist kismen 1919 yilinda Nelson tarafindan
aciklanmis ve 1930 yilinda ilk kez Spath ve Darling tarafindan sentezlenmistir. Kosuge
ve Inagaki aci biberden kapsaisinoid adi verilen kapsaisine benzeyen molekiiller izole

etmislerdir (1).

Act  biberde  kapsaisin,  nordihidrokapsaisin, = homodihidrokapsaisin,
dihidrokapsaisin ve homokapsaisin olarak adlandirilan kapsaisinoidler bulunur.
Bunlardan temel kapsaisinoidler olan kapsaisin ve dihidrokapsaisinin tat ve sinirlere
etkisi diger kapsaisinoidlere (nordihidrokapsaisin, homodihidrokapsaisin ~ ve
homokapsaisine) gore daha fazladir. Dogal ve sentetik kapsaisinoidlerin bagil oranlari,

kimyasal yapilar1 ve scoville dereceleri Tablo 1-2’de verilmistir (6).
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Tablo 1-2: Dogal ve sentetik kapsaisinoidlerin bagil oranlari, kimyasal yapilar1 ve Scoville

dereceleri

Scoville Aci

Kapsaisinoid Ismi Bagil Oran ) Kimyasal Yap1
Derecesi
HO.
Kapsaisin 69% 16,000,000 \OD\/H\[(\/\/\/‘\
(o]
Dihidrokapsaisin 22% 15,000,000 \ODVE\"/\/\/\/J\
HO
Nordihidrokapsaisin 7% 9,100,000 \oj@v N \H/\/\/Y
o
Homodihidrokapsaisin 1% 8,600,000 \OD\/HY\/\/\/Y
HO.
Homokapsaisin 1% 8,600,000 \OD\/“Y\/\/\/Y
Nonivamid (Sentetik) 9,200,000 \OD\/H\H/\/\/\/\

o

Yapilan literatiir arastirmalarinda bu

ilac etken maddesinin farmasotik

preparatlarda analiz yontemine ihtiya¢ oldugu goriilmiis ve bu nedenle bu tez ¢aligmasi

GC-MS ile planlanmustir.

Bu 6zgiin yiiksek lisans tezi kapsaminda kapsaisin’in farmasotik preparatlarda

analizi i¢in gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi kullanilarak yeni bir yontem

gelistirilecektir. Onerilen yontemin validasyonu yapilacak ve ilag etken maddesinin

farmasotik preparatlarda analizlerine uygulanabilirligi test edilecektir.




2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kapsaisinin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
Kapsaisin patlicangiller ailesinden act biber’in meyvalarindan sentezlenen bir
harici analjeziktir. Kapsaisin ac1 bibere keskin tadini veren esas maddedir. Kapsaisin
genellikle artrit, hafif agrilar, kas ve eklem agrilarinin tedavisinde kullanilan

preparatlarin bilesimine girer (7).

HO

2T

\O N
O

Sekil 2-1: Kapsaisin’in molekiil yapis1

Kapsaisin’in  [UPAC ismi (E)-N-(4-Hidroksi-3-metoksibenzil)-8-metilnon-6-
enamit dir. Kapsaisin’in molekiil agirligi 305,41 kapali formiilii CigH27NO3 diir.
Kapsaisin beyaz renkli bir tozdur. Cok ucucu ve yakicidir. Erime noktas1 62 °C’dir.
Kaynama noktast 210 °C’dir. Suda 0,0013g/100mL oraninda ¢dziiniir. Alkol, eter ve

benzende ¢oziiniir; karbon siilfiir, hidroklorik asit ve petrolde az ¢6ziiniir (7).

2.2. Kapsaisinin Farmakolojisi ve Etki Mekanizmasi

Kapsaisin periferik duyusal noronlarda P maddesinin bitirilmesini saglar ve
yeniden ¢ogalmasima engel olur. P maddesi dermis ve epidermisin sinirsel donanimi
saglayan C tipi iletim hiz1 yavas, miyelinsiz sinir liflerinde bulunur. P maddesinin agr1
impulslarmin periferden santral sinir sistemine taginmasinda gorev yapan esas kimyasal
mediyator olduguna inanilmaktadir. P maddesi eklem dokusu i¢ine de saliverilir ve
burada romatoit artrit gelisimiyle ilgili enflamatuvar maddeleri aktive eder. Kapsaisin
s0zii edilen néronlardaki P maddesini bitirerek lokal agr1 impulslarinin beyine gitmesini
engeller ve bdylece cilt ve eklem dokusunun agriya karsi duyarligini azaltir. Kapsaisin
tedavisi kesildiginde P maddesi yeniden ¢ogalir ve ndronal duyarlik normal diizeyine

geri doner (7).



2.3. Yan Etkileri ve Genel Toksisite
En ¢ok gorulen yan etki uygulanan bolgede hissedilen yanma ve batma hissidir.
Ancak bu daha sonra azalmaktadir. Bunun yani sira kapsaisin kan basmcinda artiga da

neden olabilmektedir. Uygulanan bdlgede kizariklik ve kasintiya neden olabilir (8).

2.4. Gaz Kromatografisi (GC)

Kromatografi; karisimda halinde bulunan maddelerin, hareketli faz ile sabit faz
arasinda dagilma, adsorbsiyon veya iyon degisimine ve buna benzer bazi
mekanizmalara bagh olarak ayrilmasi temeline dayanir. Gaz kromatografisi, ugucu olan
veya ucucu hale getirilebilecek maddelerin belirlenen bir sicaklikta, bir tasiyicit gaz

yardimiyla, sabit faz i¢cinde ayrilmalar1 temeline dayanir (9).

Gaz kromatografisinde hareketli faz inert bir gazdir ve admi buradan almaistir.

Gaz kromatografisi sabit fazin yapisina gore ikiye ayrilir.
1- Sabit fazi kat1 olan gaz-kat1 kromatografisi
2- Sabit fazi1 s1v1 olan gaz-sivi kromatografisi

Gaz-kat1 kromatografisinde, maddeler sabit kati faz iizerinde ve belirli
sicakliklarda adsorpsiyon-desorpsiyon temeline dayanarak ayrilirlar. Bu ydntemde
pikler cogunlukla kuyrukludur. Bu piklerin birbirlerinden ayrilmasi oldukga giictiir. Bu

sebeple gaz-kat1 kromatografisi giiniimiizde kullanimi1 azdwr (10,11).

Gaz-s1v1 kromatografisinde ise, gozenekli bir ylizeye sivi polimer veya siloksan
emdirilerek olusturulan sivi sabit faz ve hareketli faz1 gaz olan bir tiiriidiir. Gliniimiizde
gaz-stv1 kromatografisi ilag, gida maddeleri, vitaminler, sekerler, yaglar ve farkli

organik bilesiklerinin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir (10,11).
Calismalarimiz gaz-s1vi kromatografisi ile yiiriitiilmiistiir.

Kromatografide alitkonma zamani (tr) Ornek enjekte edildigi andan itibaren
dedektorde sinyalin goriildiigli ana kadar gegen siire olarak tanimlanir. Molekiil i¢i
kuvvetler, molekiiller aras1 kuvvetler, tastyict gazin hizi, sicaklik, molekiil biyiikligi

ve polarite alilkonma zamanina etki eder (9).

Kromatografide Van Deemter esitligi ile kolon etkinligi ve ayiricilik 6nemlidir.

Ayiricilik; kromatografide iki maddenin birbirinden ayrilmasi olarak tanimlanir(9).

Kromatografik ayricilik: (R) = 2 (t2-t1) / Wa+ Wi (Sekil 2-2)



Sekil 2-2: Kromatografik ayiricihk

t;, t2 alikonma zamanlari, W>+W; pik genislikleridir. Aywricilik 1’den biiyiik
degerlerde 1iyidir. Ayiricilik, kolon boyunca hareket eden bilesenlerin kolon ile
etkilesmesi ve dar pikler vermesi ile anlasilir. Dar pikler elde edildik¢e kolon etkinligi

artar. Kolonda ayiricilik, teorik tabaka sayisina baghdir (9).
N = 5,54 ( tr/Wh)?
N, teorik tabaka sayisi, Wh, pik genisligi

Kolonun kromatografik performansini belirten esas esitlik 1956 yilinda
Hollandali bilimadami Van Deemter tarafindan gelistirilmistir. Bu esitlik verimliligi

hareketli faz dogrusal hizinin (p) bir fonksiyonu olarak aciklar (9). (Sekil 2.3)

teorik tabaka yﬁkaeklldﬁ. H

Onalama dogrusal hiz, m

Sekil 2-3: Van Deemter Egrisi



Klasik Van Deemter esitligi asagidaki gibidir.
H=A+B/p+Cu

H: Teorik tabaka yiiksekligi

A: Eddy difiizyon katsayis1

B: Boyuna difiizyon katsayis1

C: Kiitle transfer katsayis1

u: Tastyict gazin akis hizi

Dolgu kolonlarda bu A terimi gecerlidir, kilcal kolonlarda ise gegerli degildir
9).
Kilcal kolon i¢in Van Deemter esitligi H = B/p + Cp

Kolonun etkinligi, kolon uzunlugu ve teorik tabaka sayisi ile ilgilidir. Kolonda N

ne kadar biiyiikse yani H ne kadar kiicilikse, kolon verimi o kadar yiiksek olur.
H=L/N
L: Kolon uzunlugu
N: Teorik tabaka sayis1
H: Teorik tabaka esdeger yiiksekligi
Gaz kromatografisi cihazi genel olarak alt1 boliimden olusur. (Sekil 2-4).
1. Tastyic1 gaz ve regiilator sistemi
2. Enjektor Blogu
3. Firin
4. Ayirma kolonu
5. Dedektor

6. Bilgisayar ve yazicidan olugsmaktadir.



Enjektor
Blogu

Regulator

ﬁ

Sekil 2-4: Gaz kromatografisinin sematik gosterimi.

2.4.1. Tasiyic1 Gaz ve Regiilator Sistemi

Gaz Kromatografisinde tastyici gaz olarak ¢ogunlukla azot, helyum ve hidrojen
gazi1 kullanilir. Tasiyict gaz, enjekte edilen numunenin kolondan taginmasini ve madde
ya da maddelerin sabit fazla etkilesimini saglar. En yliksek verimlilik azot gazi
kullanilarak elde edilmektedir (minumum H). Bu minumum deger diisiik tasiyic1 gaz
dogrusal hizlarinda goriilmekte ve dogrusal artan hizla orantili olarak, verimlilik de
diismektedir. Bu nedenle azot gazi, kilcal kolonlarin kullanildigi GC’de ¢ok fazla
hareketli faz olarak kullanilmaz. Diger yandan hidrojen gazinin daha disiik
vizkozitesine bagl olarak tasiyic1 gaz hizindaki degisiklikler kolon ayiriciligini belirgin
bir sekilde etkilemeyecektir. Hidrojen verimlilik egrisinin minumumu daha genis bir
aralikta ve daha yiiksek dogrusal hizlarda ortaya ¢ikmaktadir. Ancak hidrojen gazinin
patlayict 6zelligi engelleyici bir etkendir. Bu nedenle calismalarda azot ve hidrojen
gazmin dezavantajlarini gostermeyen ve verimlilik egrisinin minumumu azot gazina
gore daha genis aralikta ve daha yiiksek dogrusal hizlarda ortaya ¢ikan helyum gazi
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kolon verimliligini etkileyen tastyici gaz; inert ve ucuz
olmaly, toksik olmamali ve ayrica detektdre uygun olmalidir. Tasiyic1 gazlar basingh

tiipler ile saglanir. Gazin cihaza gonderilebilmesi i¢in basing regiilatorleri kullanilir.



Ayrica, nem ve diger safsizliklarin tutulmasi igin, sistemde bir molekiiler elek de

bulundurulur (9,12).

Calismamizda tasiyict gaz olarak helyum gazi kullanilmistir.
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Sekil 2-5: Kullanilan tasiyic1 gaz cinsinin kromatografik ayirim iizerine etkileri

2.4.2. Enjektor Blogu
Enjeksiyon blogunda kolona gonderilecek maddenin miktar1 belirlenir. Bu ¢esitli
enjeksiyon tiirleriyle saglanir. Enjeksiyon bolimiinden numune bes sekilde

verilmektedir (9).
1. Bolmeli (split) enjeksiyon
2. Bolmesiz (splitless) enjeksiyon
3.Kolona enjeksiyon
4.Dogrudan enjeksiyon
5.Sicaklik programli buharlagmali enjeksiyon

Enjeksiyon blogunun ¢alisma sistemi Sekil 2-6’da gdsterilmistir (13, 14).
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Bolmeli (split) enjeksiyonda numune isitilir, buharlagtirilir ve sadece az bir
miktar1 analiz i¢in kolona geger biiyiik miktar: ise atik olarak atilir. B6lme orani analist
tarafindan kontrol edilir. Bu teknikte dar piklerin olusma olasilig1 yiiksektir. Bolmeli
enjeksiyon daha ¢ok yiiksek derisimlerde uygulanir. Boylece kolonun kirlenmesi

engellenmis olur (15).

Bolmesiz (splitless) enjeksiyonda enjektoriin bélme kapakg¢igmin enjeksiyon
aninda kapatilmasi ile ¢alismaktadir. Ornek 1sitilir, buharlastirilir ve drnegin 95% den

fazlas1 kolona gider. Bu teknik seyreltik 6rneklerde kullanilir (15).

Bolmeli (split) ve Bolmesiz (splitless) enjeksiyonlarda akis yollar1 Sekil 2-7’de
gosterilmektedir (9).
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A. Balmesz Enjeksiyon
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Sekil 2-7: Bolmeli ve Bolmesiz enjeksiyonda akis yollar

Calismamizda bolmeli (split) enjeksiyon kullanimastir.

Enjektoriin numuneyi liner’a diizglin bir sekilde birakmasi icin enjeksiyon
bloguna yerlestirilen, enjektoriin girmesini saglayan tipaya septum denir. Septum,
tagiyict gaz kacagini, sisteme hava ve nem girisini Onler. Septumdan sora numune
liner’a gelir. Liner numunenin homojen buharlagsmasini ve tasiyici gaz ile karigmasini

saglar. Liner icinde bulunan cam veya kuartz pamugu, kolonda tikanmaya yol
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acabilecek kiigiik partikiillerin tutulmasini ve homojenizasyonu saglamaktadir. Boylece
diizgiin pikler elde edilerek pik alan1 hesaplamalarinda tekrarlanabilirlik ve dogruluk

artmaktadir (9).

2.4.3. Firin

GC'de alikonma zamaninin ayarlanabilmesi i¢in firin sicakligir degistirilir.
Sicakliktaki 20-30 °C’lik bir artis alikonma zamanin 2-3 kat azalmasina neden olur.
Piyasada mevcut GC firinlarinin en yiiksek sicaklik limiti 450 °C oldugundan, sicaklik
alikonma zamanini 100 kat kadar degistirebilir (9).

2.4.4. Kolon

Enjekte ettigimiz bilesenlerin birbirlerinden ayrildigi, nitel ve nicel analizin
gerceklestigi boliimdiir. Dolgulu kolon ve kilcal kolon olmak tizere iki tiir GC kolonu
bulunmaktadir. Dolgulu kolonlar, cam veya metalden yapilmistir. Teorik tabaka sayisi
kilcal kolonlarmkinden azdir. Kilcal kolonlarda ise dolgu yerine sivi faz kendisi veya
destek maddesi ile birlikte kolon i¢ c¢eperlerine baglanmistir. Kilcal kolonlarin

cikmasiyla dolgu kolonlarin kullanimi azalmstir (9).

Gaz kromatografisinde yaygim olarak kullanilan kolonlar ve 6zellikleri Tablo 2-

1’de gosterilmektedir.



Tablo 2-1: GC kolonlar1 ve 6zellikleri (14)
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. Sicaklik
Komposizyon Polarite Aplikasyonlar
Limitleri
%100  dimetil  polisiloksan Fenoller, Hidrokarbonlar, Aminler,
Apolar o -60°C...325°C
(Gum) Siilfiir bilesikleri, pestisitler
%100  dimetil  polisiloksan Amino asit tiirevleri, Esansiyel
. Apolar 0°C...280°C
(Fluid) yaglar
o o Yag asitleri, Metil esterler,
%5  difenil %95  dimetil .
Apolar  |Alkaloidler,  Ilaglar,  Halojenli|-60°C...325°C
polisiloksan
bilesikler
%7 siyanopropil %7 fenil . \ o
o Orta Ilaglar, Steroidler, Pestisitler -20°C...280°C
polisiloksan
%50 fenil %50 metil Ilaglar, Steroidler, Pestisitler,
o Orta 60°C...240°C
polisiloksan Glikollar
%50 siyanopropilmetil %50 Yag asitleri, metil esterler, Alditol
. . o Orta 60°C...240°C
fenilmetil polisiloksan asetatlar
%50 trifloropropil polisiloksan |Orta Halojenli bilesikler, Aromatikler 45°C...240°C
o ] _ Asitler, Alkoller, Aldehitler,
Polietilen glikol-TPA modifiye |Polar 60°C...240°C
Akrilatlar, Nitriller, Ketonlar
Serbest asitler, Alkoller, Eterler,
Polietilen glikol Polar Esansiyel yaglar, Glikollar,|{60°C...220°C
Coziiciiler

Calismamizda %S5 difenil %95 dimetil polisiloksan kapiler kolon kullanilmistir.
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2.4.5. Dedektor
GC dedektorleri, tasiyict gaz ile hareket ederek kolon ¢ikisina gelen bilesenlerin
elektrik sinyaline c¢evrilip tanmnmasmna yarayan elektronik sistemlerdir. Baz1 GC

dedektorleri sunlardir (16, 17).
1. Termal iletkenlik Dedektorii (TCD)
2. Alev Iyonizasyon Dedektérii (FID)
3. Nitrojen Fosfor Dedektorii (NPD)
4. Elektron Yakalama Dedektorii (ECD)
5. Atomik Emisyon Dedektorii (AED)
6. Fotoiyonizasyon Dedektorii (PID)
7. Alev Fotometrik Dedektor (FPD)
8. Elektrolitik iletkenlik Dedektorii (ELCD)
9. Infrared Dedektorii (IRD)
10. Kiitle Spektrometre Dedektorii (MSD)
Calismamizda kiitle spektrometresi dedektorii kullanildigi i¢in sadece bu

dedektor incelenecektir.

2.5. Kiitle Spektrometresi (MS)

Kiitle spektrometresi uzun siiredir kullanilmakta olup ilk kez bir kiitle spektrumu
1898’de Wien tarafindan elde edilmistir. 1905°de ise Thompson kararli izotoplarin
bulundugunu gostermek icin yaptigi deneyde farkli pozitif iyonlarin kiitle/ylik (m/z)
oranina gore farkli parabolik yoriinge kat ettigini gostermistir. 1957 yilinda Holmes ve
Morrel tarafindan GC ile entegre edilmistir. Tiim organik bilesiklerde ortak bir fiziksel
ozellik olan kiitleye cevap verebilmesi en biiyiikk 6zelligidir. Kiitle spektrometresini
temelini aciklayacak olursak; gaz fazindaki numune, yiiksek enerjili elektronlarla
carpistiktan sonra elektronlarini kaybederek pozitif yiiklii ¢esitli iyonlar haline doniisiir.
Hizlandirilan bu katyonlar manyetik ve/veya elektrik alaninda saptirilir. Iyonlarm
sapmasi; kiitlelerine, yiliklerine ve hizlarina baghdir. Eger yiik, hiz ve saptirici gli¢ sabit

ise, sapma agir pargaciklarda az hafif parcaciklarda ¢ok olacaktir (9, 18).
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Kiitle spektrometresi 5 kisimdan olusur (Sekil 2-8).
1. Ara Baglanti
2. lyon Kaynagi
3. Kiitle Analizori
4. Dedektor

5. Vakum Sistemi

—

/ ara baglanti
| ] )]

! T T,
1

5

kiitle
analizoril /

dedektor

GC

iyon kaynag

Sekil 2-8: GC-MS sisteminin sematik gosterimi
2.5.1. Ara Baglant1

GC ile MSD arasinda basing farki nedeniyle bir ara baglantiya gerek vardir. GC
atmosfer basincinda, MS ise ¢ok daha diisiik basmgta (10° — 107 torr) calismaktadir.

MS’deki vakum kosullarinin bozulmasini engellemek i¢in ara baglanti kullanilir (9).

2.5.2. iyon Kaynag
Molekiillerin iyonlastig1 bolmedir. Bir molekiil, atom veya iyondan bir elektron
uzaklagmasiyla iyonizasyon gerceklesir. Ugucu bilesikler icin iki tiir iyon kaynagi

mevcuttur.
1. Elektron Impact Iyonizasyon (EI)
2. Kimyasal Iyonizasyon (CI)

Dedektoriimiizde elektron impact iyonizasyon (EI) iyon kaynagi mevcuttur. Bu

yiizden bu iyon kaynag1 agiklanacaktir (Sekil 2-9).
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Elektron impact iyonizasyon (EI), molekiiliin enerjili elektronlarla bombardiman
edildigi iyonizasyon yontemi olarak tanimlanir. Sicak bir flamandan ¢ikan elektronlar
bdlme boyunca odaklanacaklar ve 70 eV’luk bir potansiyele sahip bir elektrot tarafindan
cekilirler. Boylece herbir elektron 70 eV’luk bir enerji kazanir ve ortama giren numune
ile garpisarak bir seri par¢alanma tepkimeleri olusturur. M + ¢ —> M" + 2¢” Elektronun
sahip oldugu enerji biitliin baglar1 kirmak i¢in yeterli enerjidir. 70 eV’luk enerjinin
kullanilmas: kararli, tekrarlanabilir ve molekiile 6zgii kiitle spektrumlarmim olugmasini

saglar (9, 18).

akirm flament
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A A i
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" l_ - — elektron kaynafj

Sekil 2-9: Elektron impacti iyonizasyon (EI)

2.5.3. Kiitle Analizorii
Iyon kaynagmndan cikan iiriinler analizére ydnlendirilir. Analizor, kiitle/yiik

(m/z) oranlarma gore maddelerin ayiriminin saglar (9, 18)
Dedektoriimiizde kuadrupol analizér (Q) mevcuttur (Sekil 2-10).

Giiglii bir gaz kromatografisi analizoriidiir. Ornek kolondan ciktiktan sonra,
kiitlenin girisinde bulunan bir transfer hattindan gecer ve bir elektron-sok iyon
kaynagiyla veya kimyasal iyonizasyonla iyonlastirilir, par¢aciklara ayrilir. Dort kutuplu
kuadrupol analizorler simetrik olarak yerlestirilmis dort paralel c¢ubuktan olusur.
Kuadrupoliin belirli bir kiitle araliginda tarama yapmasi ve ayirim i¢in dogru akim (DC)
ve radyo frekansi (RF) voltaj uygulanir. X eksenindeki ¢ubuklara pozitif, y eksenindeki

cubuklara negatif gerilim uygulanarak iyon halindeki 6rnek molekiillerinin ¢ubuklar
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arasinda rezonansa gelmesi saglanir. DC/RF kuadrupol voltajlar1 degistirilerek iyonlar
taranir. RF alanda, sadece secilmis kiitle/ylik oranindaki iyonlar dogru osilatér yolu

izlerler (9, 18).

Eatot van e bainesi
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Sekil 2-10: Kuadrupoliin sematik gosterimi.
2.5.4. Dedektor

Kiitle analizorlerinden gegen iyonlar elektron ¢ogaltict dedektore gelir. Burada
carpisma sebebiyle olusan akim, once analog voltaja, daha sonra da dijital sinyale
doniisiir. En ¢ok kullanilan dedektorler dizi dinot elektron ¢ogaltict (Sekil 2.11.a) ve
devamli dinot elektron cogalticilardir (Sekil 2.11.b). Dizi dinot elektron ¢ogalticida
dinod dizileri vardir. Bunlar, artan potansiyeller altinda tutulurlar, sonugta bir dizi
amplifikasyon meydana gelir. Devamli dinot elektron ¢ogalticida boynuz seklinde
sirekli bir dinod bulunur; dinod yiizeyinde tekrarlanan ¢arpismalar sunucu

amplifikasyonlar meydana gelir (9, 16).
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Sekil 2-11: Dizi dinot elektron cogaltici (a) ve devamh dinot elektron ¢ogaltici (b)

2.5.5. Vakum Sistemi

MS 10— 10 torr civarinda galismaktadir. Cihazimizda bu basimnci saglayacak

pompa kullanilmaktadir.

2.6. Analiz Yontemleri
Costinescu ve arkadaslar1 Capsicum Annum L’nin iki farkl ¢esidini, RP-HPLC
metodu kullanarak kapsaisin igerigini incelemislerdir. En yiiksek icerik kurutulmus
yesil biberde bulunmus (85.262 mg/L), bunu (75.457 mg/L) ile daha Onceden

cekirdekleri ve sap1 alinmis kurutulmus kirmizi biber takip etmistir (19).

Daood ve arkadaslari, baharat olarak kullanilan biber iirlinlerinde kapsaisin ve
dihidro tlirevinin ayrimi ve belirlenmesi i¢in 20 dakikada floresansla ve 35 dakidada
kiitle spektrometresi dedeksiyonuyla kolay ve etkili yiiksek performanshi sivi
kromatografisi metodu gelistirilip ve valide edildi. Ayrim ters faz kromatografisiyle
capraz bagli uclar1 kapali adsorban ile 1:1 asetonitril-su veya asetonitril-%1 lik formik

asit igeren eliientle izokratik sartlar altinda gerceklestirilmistir. Standart madde
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cozeltilerinde kapsakinoidlerin dedeksiyon ve tayin limitleri 2 ile 10 ng/mL
araligindadir. Floresans tayini ile en diisiik dedekte edilebilen kapsaisin miktar1 1y mg/g

altinda biber tozunda bulunmustur (20).

Kapsaisin, (trans-8-metil-N-valilil-6-nonenamid), dihidrokapsaisin (8-metil-N-
vanililonamit) ve kapsikum ekstarktlarinin ana kapsasinoid igeriklerinin miktar tayini
yapmak i¢in bir ters faz yliksek — performansl sivi kromatografi metodu gelistirilmistir.
Kromatografik ayrilma C8 kolonda , % 40 (v/v) asetonitril ve %60 (v/v) ortofosforik
asit c¢ozeltisinden olusan izokratik mobil faz 1,5 ml/dk. akis hiziyla kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elue olan maddelerin konsantrasyonlar1 281 nm dalga boyunda
diod-array dedektdr kullanilarak bakilmigtir. Metot; validasyon parametrelerine gore
degerlendirilmistir ve, metodun 0,0005-0,5000 mg/ml konsantrasyon araliginda her iki

kapsasinoid i¢in dogrusal oldugu bulunmustur (21).

Ashwini ve arkadaslar1 kapsaisinin tayini i¢in gelistirdikleri ters faz yiiksek
performansli sivi kromatografisi ile ayrim Hypersil BDS C8, 4,6x250mm, Sum kolonu
kullanarak, fosfat tamponu 6.8, metanol, asetonitril 30:60:10 V/V/V 1mL/dk akis ile
gerceklestirilmistir. Dedekdiyon 281 nm de gerceklestirilmistir. Dogrusallik 50-150
pg/mL araligimda bulunmustur. Kapsaisin i¢in korelasyon katsayisi katsayis1 0.998
bulunmustur (22).

Biberlerin i¢indeki ana kapsaisinoitleri ayirmak i¢in yeni bir kramatografik
yontem gelistirilmistir. Su i¢inde % 0,1 asetik asit ve metanolde % 0,1 asetik asit
cozeltileri mobil fazda gradient olarak ayirim saptanmistir. Sonugta kapsaisinoidlerin 3
dakikadan daha kisa bir siirede tamamen ayrilabilmesini saglamistir. Son olarak, bu
yontem, Ispanya'da iiretilen 16 aci biber numunesindeki baslica kapsaisinoidlerin

belirlenmesinde uygulanmistir (23).

Kapsaisin preparatif olarak ayrilmis ve kapsikum oleoresinden sulu ekstraksiyon
ve kromatografi yontemiyle saflagtirilmistir. Kapsaisinin geri kazinimi i¢in en uygun
sistemin potasyum karbonat / etanol sistemi oldugu goriilmiistiir. Daha sonra
kapsaisinoid ekstraktlart D101 makro gozenekli recine ve ucuz SKP-10-4300 ters faz
reginesi kullanilarak kromatografik ayrima tutulmustur. Kapsaisin geri kazanimlari

strastyla % 93 ve % 80 olarak bulunmustur (24).

Insan serum &rneklerinden toplam kapsaisinoidler, metil-izo-butilketon

kullanilarak ekstrakte edilerek HPLC sisteminde (dH>.O:ACN; 40:60; v/v) mobil fazi ile
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ayrimistir. Tasiyicinin absorbansi 205 nm'de gézlemlenmistir. Tayin smirlari, kapsaisin

ve dihidrokapsaisin i¢in sirastyla 2,6 ve 3,8 ng/mL'dir (25).

Plazmada kapsaisin ve dihidrokapsaisin analizi i¢in ultra yiiksek performansh
stvi  kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi yontemi gelistirilmistir ve valide
edilmistir. Analitler, metil tert-biitil eter kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyon ile
plazmadan geri kazanilmistir. Hareketli faz, 2 mM amonyum format ve metanolden
olugsmaktadir. Her iki analit i¢in saptama, tayin ve dedeksiyon sinirlari, sirastyla 0,5 1,0
ve 2,5 pg/mL. Dogrusal aralik 1.0-1.000 pg/mL dir Atlardan doping analizleri i¢in

yontem Onerilmistir (26).

Rutin kalite kontrolii i¢in Scoville acilik degerlerini hesaplamak amaciyla
kurutulmus biber meyvelerindeki kapsaisinoid icerigini 6l¢mek i¢in gaz kromatografi
(GC) yontemi gelistirilmistir. Kalibrasyon egrileri, kapsaisin i¢in 3.0-195.0 pg mL™"' ve
dihidrokapsaisin ve nordihidrokapsaisin i¢in 2.6-105.0 ug mL™"! araliginda ve korelasyon
katsayilar1 0.996 ve 0.997 dir. Veriler, giin i¢i bagil standart sapma (RSD) <% 5 ve giin
ici bagil tekrarlanabilirlik standart sapmasi (RSDr) <% 6 olarak bulunmustur (27).

Biberlerde, kapsaisin ve dihidrokapsaisin'in ultrason yardimiyla ekstraksiyonu
(USAE), ardindan gaz kromatografi-kiitle spektrometre (GC-MS) analizi i¢in basit bir
yontem gelistirilmistir. Sonuglar USAE (% 98) uygulamast ile ekstraksiyon
verimliliginin  Soxhlet'le elde edildigi kadar 1iyi oldugunu ve gerikazanim
hassasiyetinin% 5'ten az oldugunu gdstermistir; buna ek olarak ekstraksiyon zamani 5
saatten 25 dakikaya disiirilmiistir. GC-MS analiz ydntemi, kapsaisin ve
dihidrokpsaizin i¢in 10-100 mg / mL araliginda dogrusal olup korelasyon katsayis1 =
0.998 ve her iki kapsaisinoid i¢in de pik alani degiskenligi% 1 idi. Yontem, Meksika'da
yetistirilen 11 cesit ac1 biberin analizine uygulanmistir. Bu biber 6rneklerinde kapsaisin
(101-6800 mg / g) ve dihidrokapsaisin (110-2736 mg / g) i¢in genis bir konsantrasyon

aralig1 bulunmustur (28).

Lokal agridan kurtulmak i¢in topikal formiilasyonlarda, kapsaisinoidler, salisilik
asit, metil ve etil salisilat, glikol monosalisilat, kafur ve l-mentol yaygin olarak
kullanilir. Farkh fiziko-kimyasal 6zellikler nedeniyle, iki yontem ayni anda gelistirilmis
ve optimize edilmistir. Ucucu olmayan kapsaikinoidler, salisilik asit ve glikol

monosalisilat, sivi-sivi ekstraksiyon takiben sivi kromatografi ile analiz edilirken, ugucu
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bilesikler static headspace gaz kromatografisiyle analiz edilmistir. Ortalama geri

kazanim degerleri % 98 ile % 102 arasindadir (29).

Biber ve biber soslarinda kapsaisin ve dihidrokapsaisin'in kat1 faz mikro
ekstraksiyon gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi ile analizi i¢in basit bir yontem
geligtirilmistir. Yontem, kapsaisin igin 0.109-1.323 pg / mL ve dihidrokapsaisin igin
0.107-1.713 pg / mL araliginda dogrusal ve her iki kapsaisinoid i¢in r = 0.9970'e kadar
olan korelasyon katsayisina sahiptir. Yontemin hassasiyeti % 10'dan azdir ve bu yontem
11 cesit biber ve dort biber sosunun analizine uygulanmistir. Biber ve biber soslari
orneklerinde (4,3-717,3 ve 1,0-134,8 pg / g) genis bir aralikta kapsaisin (55,0-25 459 pg
/ g) ve dihidrokapsaisinin (93-1 130 pg / g) sirastyla bulunmustur (30).

Acibiber sosundaki kapsaisin'in analizi i¢in hassas, hassas ve spesifik bir gaz
kromatografisi (GC) yontemi gelistirilmis ve yliksek performanslh sivi kromatografisi
(HPLC) yontemi ile karsilastirilarak dogrulanmistir. Metod validasyon parametreleri,
dogrusallik, hassaslik, dogruluk ve kesinlik dahil olmak {izere iyi sonuglar vermistir.
GC ayrimi alev iyonizasyon dedektori ile takip edilen (% 5 fenil) -metil polisiloksan
kolon [uzunluk 30 m, i¢ ¢ap (id) 250 um, film kalnhgr 0.25 pm] iizerinde
gerceklestirilmistir. Sicaklik programlama kosullar1 baslangigta 220 © C'de 1 dakika,
artig 5 °C/dakika ile 270 °C arasindayd1 ve 10 dakika bekletilmistir. Acibiber sosundaki
kapsasinin geri kazanim1 >% 92 ve GC analizindeki dedeksiyon sinir1 ve tayin simir1
strastyla 1.0 ve 5.0 pg/g‘dir. Kapsaisin i¢in kalibrasyon egrisi, GC i¢in 1 ile 250 ug / mL
ve HPLC i¢in 0.5 ila 50 ug / mL araliginda dogrusaldir. Giin i¢i ve giinler arasi
hassasiyetler (bagil standart sapmalar) <% 4.02 ‘dir (31).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi 2015-2017 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dalr’inda ve Istanbul Universitesi Ila¢ Arastirma ve

Uygulama Merkezi’nde yapilmistir.

3.1. Kimyasal Maddeler, Coziicii ve Tasiyic1 Gaz
Metod gelistirme ve validasyon ¢aligmalar1 sirasinda kullanilan referans standart

Tablo 3-1’de verilmistir.

Tablo 3-1: Referans standart

Standart Temin Edildigi Firma Kullanim Amaci

Kapsaisin Medigen Pharma Analit

Metod gelistirme ve validasyon ¢alismalar1 sirasinda kullanilan organik ¢oziicii

Tablo 3-2’de belirtilmistir.

Tablo 3-2: Coziiciiler

Coziiciiler Marka

Metanol (LC-MS Safliginda) MERCK

Metod gelistirme ve validasyon caligmalar1 sirasinda kullanilan tasiyic1 gaz

Tablo 3-3’de belirtilmistir.

Tablo 3-3: Tasiyic1 Gaz

Tasiyic1 Gaz Marka

Yiiksek Saflikta He (9%99.9999) HABAS

3.2. Kapsaisin Cozeltileri
5 mg kapsaisin tartildiktan sonra 50 mL’lik bir balonjoje de metanol ile
coziilerek hacmine tamamlandr (0.1 mg/mL-100 pg/mL, KPS-SC1). Daha sonra 5-50

pg/mL araliginda standart ¢ozeltiler ve kalite kontrol 6rnekleri metanol ile hazirlandi.



Kalibrasyon standartlarinin ve kalite kontrol 6rneklerinin hazirlanigi Tablo 3-4 ve 3-

5’de verilmisgtir.

Tablo 3-4: Kalibrasyon standartlarimin hazirlamsi

Standart | Analit Konsantrasyon | KPS-SC1’den  Alnan | Final
Adi (ng/mL) Hacim Hacim
(KPS-SC1:100 pg/mL) | (MetanoD)

ST1 KPS 5 250uL Sml

ST2 KPS 10 500pL 5mL

ST3 KPS 20 1000uL SmL

ST4 KPS 40 2000uL 5mL

ST5 KPS 50 2500uL SmL

Kalibrasyon egrisi standarlar1 hazirlandiktan sonra diisiik, orta ve yiiksek

konsantrasyonlarda secilen noktalarda kalite kontrol 6rnekleri hazirlanmistir (Tablo 3-

5).

Tablo 3-5: Kalite kontrol numunelerinin hazirlamsi

Standart | Analit Konsantrasyon | KPS-SC1’den  Ahlnan | Final

Adi (ng/mL) Hacim Hacim
(KPS-SC1:100 pg/mL) | (MetanoD)

KK1 KPS 5 250uL SmL

KK2 KPS 25 1250uL 5mL

KK3 KPS 50 2500uL SmL

3.3. Aletler ve Gerecler
Agilent Technologies (ABD) GC-MS sistemi analitik ¢aligmalarda kullanilmistir
(Tablo 3-6).



Tablo 3-6: Ekipmanlar
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GC-MS Sistemi

Marka - Model

GC Agilent Technologies 7890B

MS Agilent Technologies 5977A

Otodrnekleyici Agilent Technologies 7693

Analitik Kolon Agilent Technologies HP-5MS UI 30m x
0,25mm 0,25 micron

Liner Agilent Technologies 5183-4647:870 uL
Split

Yazilim Enhanced Mass Hunter

Validasyon calismasi sirasinda kullanilan destek ekipmanlar Tablo 3-7’de
belirtilmistir.

Tablo 3-7: Destek ekipmanlar

Destek Ekipmanlar Marka - Model
Otomatik Pipetler Eppendorf 100-1000 pL
Pipet Uclar1 Eppendorf 1000pL

Analitik Terazi

Ohaus Explorer 220g x 0,0001g

Otoornekleyici Vialleri

Agilent Technologies

Vial Kapaklari

Agilent Technologies

Balon Jojeler

Isolab SmL ve 50mL

Vorteks

IKA
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3.4. Analizin Gerceklestirilmesi

1.

10.

11.

12.

GC-MS de kullanilan helyum gaz tiipiiniin ana vanasi agilir ve 5 bar

basing regiilatorden ayarlanir.

Sistemin bilgisayar1 agilir. Gaz kromatografi cihazinin agma-kapama

diigmesine basilir.

MS cihazmin yan kapagi acilir ve vent vanasinin kapali oldugundan
emin olunur. Daha sonra, agma-kapama diigmesinden cihaz ag¢ilir. MS’in
yan tarafi vakum tutana kadar bastirilir. Vakum tuttuktan sonra MS ‘nin

yan kapagi takilir.

Sistemin bilgisayarindan GC igletim programi acilir ve cihaz ve

bilgisayar baglantis1 gerceklesmis olur.

Ana meniiden vakum kontrol meniisiine gecilir. Ekrana gelen meniiden
Pump Down’a tiklanir. Vakum ve MS sicakliklarinin gerekli degerlere
gelmesi beklenir. Pump down tamamlandiktan sonra enjektoér blogu
sicakligi, firn sicakhigi ve transfer hatti sicakligmmm agilmasi uyarisi

gelir islemler yapilir.

Cihazla ¢aligmaya baslamadan once sistemin dengeye gelmesi ve uygun
vakumun saglanmasi i¢in en az 1 gilin beklenir. Daha sonra autotune

alinarak parametreler kontrol edilir ve ¢aligmaya baglanir.
Enjeksiyon hacmi 1puL olarak sec¢ilmistir.

Enjektor blogu sicakligi 300 °C olarak ayarlanarak split orani 5:1 olarak

ayarlanir.
Akis hiz1 2 mL/dk olacak sekilde sisteme girilir.

Firin sicaklik programi olarak baslangic sicakligi 250 °C dir dakikada 10
°C artigla 275 °C’ye gelir. 275 °C de 2,5 dakika beklenerekprogram

tamamlanir. Toplamda analiz siiresi 5 dk’dur.
GC-MS transfer hatt1 sicakligi 300 °C dir.

Kiitle kismmda SIM modda ¢alisilmistir segilen iyon 137 dir.
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3.5. Kapsaisinin Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ile Analizi

3.5.1. SIM Modda Iyon Sec¢imi
Kapsaisin standart maddesinin hazirlanan ¢ozeltisinden scan modda GC-MS ile
analiz edilmesi sonucunda elde edilen spektrumundan kiitiiphanede karsilastiriimasiyla

kararli ve ¢oklugu dikkate alinarak 137 iyonu seg¢ilmistir (Sekil 3-1).

Abundance Scan 153 (2.930 min): capsaicin_28ugmL_scan2.D\data.ms
220000 13f.0

200000
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! LA ; 450.9 479.0
20 ‘40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

miz-->

Sekil 3-1: Kapsaisinin GC-MS de 28 pg/mL konsantrasyonda alinmis spektrumu

3.5.2. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi
Hazirlanan 100 pg/mL konsantrasyondaki kapsaisin ¢ozeltisinden 5, 10, 20, 40
ve 50 pg/mL konsantrasyonlarnda 5 mL’lik balon jojelerde hazirlandi, 10 saniye

vortekslendi.

1 pL enjeksiyon yapilarak alanlar hesaplandi. Elde edilen pik alanlarindan

kalibrasyon egrisi ¢izildi.

3.6. Gelistirilen Yontemin Validasyonu
Validasyon, metodun performans kriterlerine uygunlugunun saptanmasi i¢in

parametrelerinin belirlenip incelendigi bir gegerlilik ¢aligmasidir (32).

Ilag¢ uygulamalar1 igin Uluslararas1 Harmonizasyon Konferans1  (ICH,

International Conference Harmonization Q2(R1) kilavuza gore validasyon yapildi
(33).
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3.6.1. Spesifiklik ve secicilik

Yontemin seciciliginin tayini amaciyla, bos enjeksiyon yapildi. Ayrica
farmasotik preparat ve standartlarla yapilan enjeksiyonlar karsilastirilip girisimin olup
olmadigina bakildi. 137 m/z degeri kapsaisin ve benzer tiirevlerine ait olmasida

seciciligi artirmistr.

3.6.2. Dogrusalhik

Kalibrasyon egrisini olugturmak icin bes konsantrasyon se¢ildi. Kapsaisin i¢in
stogundan 5 (ST1); 10 (ST2); 20 (ST3); 40 (ST4); 50 (ST5) pg/mL konsantrasyonlarda
kapsaisin ihtiva eden karisim ¢ozeltileri hazirlandi, analiz edildi ve elde edilen verilerle
kalibrasyon egrisi ¢izildi. Hazirlanan kalibrasyon egrisinde, analitik seyreltmelerle
azalan konsantrasyonlarda dedektdr cevabmin dogrusal olmasi arastirildi. Analitin
degisen konsantrasyonlari ile elde edilen verilerden olusan egrinin korelasyon katsayis1

hesaplandi. Korrelasyon katsayisinin yani sira egrinin denklemi ve egimi de bulundu.

3.6.3. Dogruluk

Analitin en diisiik, orta ve en yliksek konsantrasyonlar1 i¢ceren 3 konsantrasyon
secilmistir. Kapsaisin i¢in swrasiyla 5 (KK1); 25 (KK2); 50 (KK3); pg/mL
konsantrasyonlarda kalite kontrol numuneleri hazirland1 ve analiz edildi. Elde edilen
analiz sonug¢larmin yiizde ortalamast almarak dogruluklar1 hesapland1 ve,
hesaplamalarin LOQ i¢in %=+ 20, diger noktalar i¢in %=+15 kabul limitleri araliginda seri
kabul edildi.

3.6.4. Kesinlik

Analitin en diisiik, orta ve en yiiksek konsantrasyonlar1 iceren 3 konsantrasyon
secilmistir. Kapsaisin i¢in swrasiyla 5 (KK1); 25 (KK2); 50 (KK3); pg/mL
konsantrasyonlarda; kalite kontrol numuneleri hazirland1 ve analiz edildi. Elde edilen
analiz sonuclarmin standart sapmalar1 ve ortalamalari1 hesaplandi. Bulunan veriler
formiilde yerine konularak %CV (varyasyon katsayisi) hesaplandi ve hesaplamalarin

LOQ i¢in %=+ 20, diger noktalar i¢in %=+15 kabul limitleri araliginda seri kabul edildi.

3.6.5. Teshis Simir1 (LOD) ve Tayin Siminn (LOQ)

Teshis sinir1 tayin edilebilen en diisiik diizeydir. Farkli yollarla belirlenebilir.

a) Sinyal/gliriiltii oran1: dedeksiyon limiti i¢in sinyal/giiriiltii oran1 3’den biiyiik

kabul edilebilirdir.
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b) Cevap ve egrinin standart sapmasina bagli olarak da hesaplanabilir.
LOD =3 0/S

o: Cevabin standart sapmasi

S: Kalibrasyon egrisinin egimi.

o regresyon egrisinin y kesim noktasinin standart sapmasi cevabin standart

sapmasi olarak kullanilabilir.

Tayin sinir1 En diisiik analiz edilebilen miktardir. Farkli yontemlerle tayin

edilebilir.

a) Sinyal/gliriiltii orani: en diisiik tayin limiti i¢in S/N oran1 10’dan biiyiik

olmalidir.
b) Ya da kalibrasyon egrisinin egiminden hesaplanir.
LOQ=10x0c/S
o: Cevabin standart sapmasi
S: Kalibrasyon egrisinin egimi.

3.6.6. Validasyon Serisinin Hazirlanmasi

Validasyon serisi bos, kalibrasyon egrisi ve kalite kontrol ornekleri olarak

50 pg/mL kalite kontrol ornekleri ise 5, 25, 50 pg/mL olarak secildi. Hazirlanan
validasyon serisi Tablo 3-8'deki gibidir.



Tablo 3-8: Hazirlanan validasyon serisi

Numune Analiz Sirasi Numune Analiz Sirasi

BOS 1 KK2-4 18
STI-1 2 KK2-5 19
ST2-1 3 KK2-6 20
ST3-1 4 BOS 21
ST4-1 5 KK3-1 22
STS5-1 6 KK3-2 23

BOS 7 KK3-3 24
KKI-1 8 KK3-4 25
KKI1-2 9 KK3-5 26
KK1-3 10 KK3-6 27
KK1-4 11 BOS 28
KKI1-5 12 STI1-2 29
KKI1-6 13 ST2-2 30

BOS 14 ST3-2 31
KK2-1 15 ST4-2 32
KK2-2 16 STS5-2 33
KK2-3 17

29
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4. BULGULAR

4.1. Kromatografik Kosullar

0,25 micron 30m x 0,25mm boyutlarinda HP-5MS UI kolonda, tastyict gaz
olarak yiiksek saflikta helyum kullanilmis ve akis 2mL/dk olarak ayarlanmistir.
Enjeksiyon hacmi 1pL olup split modda caligilarak split oran1 5:1 olarak ayarlanmustir.
Enjektor blogu sicakligr 300 °C ve transfer hatti sicakligr 300 °C dir. Firin sicaklik
programi 250 °C den baslayip dakikada 10 °C artarak 275 °C ye ulasip bu sicaklikta 2,5
dakika bekleyecek sekilde ayarlanmistir. Toplamda analiz siiresi 5 dk’dir. Analizler
SIM modda gerceklestirilip segilen iyon 137 dir.. Kapsaisin i¢in alikkonma zamani 2,9

dakikadir. Ornek kromatogram Sekil 4-1°de verilmistir.

Abundance
1600000 2.931
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600000

400000, \
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Sekil 4-1: 50 pg/mL kapsaisine ait 6rnek kromatogram

Kapsaisin molekiiliin 137 olan segici iyonunun molekiilde par¢alanma {iriinii

olarak gosterimi Sekil 4-2°de gosterilmektedir



31

; Q/H:ﬁfi\/\/\fY —— Ko

OCH3
m/z =137

Sekil 4-2: Kapsaisinin parcalanma iiriinii

4.2. Autotune Degerlendirmesi
Analize baslamadan oOnce ve periyodik araliklarla kiitle spektrometresi
ucuculugu yiiksek ve kararl bilesikler kullanilarak ayarlanmasi gerekir. Cihazda bu
islem “Autotune” denilen ayarlama kullanilarak yapilir. Ayarlama c¢ozeltisi olarak
sistemimizde perflorotributilamin (PFTBA) mevcuttur. Bu maddeye 6zgii 69, 219, 502

m/z pikleri temel alinmistir.

Cihazin autotune sonug¢ raporu Sekil 4-3’de gosterilmektedir. Ayarlama
sonucunda beklenen kiitleler, bagil cokluklar1 ve izotop oranlari tablo 4-1’de verilmistir.
Bu sonuclar autotune de elde edilmeden analize baslanmamistir. Autotune de bulunan
H>0, Nz, Oz ve CO2 sonuglar1 %5 den fazla oldugu taktirde sistemde kagak veya kirlilik
oldugu anlamima gelir bu durumda kagaklar engellenip sistem temizlenmeden analize

baslanmamalidir.

Tablo 4-1: Ayarlama sonucunda beklenen Kkiitleler, bagil ¢cokluklar1 ve izotop oranlar:

Kiitle Bagil Cokluk % Izotop Kiitlesi Izotop Oram %
69.0 100 70.0 0.5-1.6
219.0 >35 220.0 3.2-54

502.0 >1 503.0 7.9-12.3




Autotune - 5977
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10.00 701.00 0.10 3 100 105 69.00 399,296 1,222,613
1
08
Ge
04
0.2
L P |J|:‘_. . : ; o T ; . ;
0 106 18D 200 250 300 350 400 450 500 550 E00 650
Mass (m'z)
Target m/z Actual m/z Abund Rel Abund Isom/z Iso Abund Iso Ratio
69.00 69.00 399,296 100.0% 70.00 4,503 1.1%
219.00 219.00 284,224 71.2% 220.00 12,325 4.3%
502.00 502.00 27,520 6.9% 503.00 2,847 10.3%
Air/Water Check: H20 ~2.1% N2 ~0.6% 02 ~0.3% CO2 ~0.2% N2/H20 ~29.0%
Column{1) Flow: 0.30 Column(2): 0.00 ml{/min Interface Temp: 280
Ramp Criteria:
Ton Focus maximum 90 volts using ion 502; Electron Multiplier Gain 28870.486
Repeller maximum 35 volts using ion 219; Gain Factor 0.2887
Mass Gain Values(Scan Speed): -509(3) -505(2) -490(1) -472(0) -419(FS1) -418(FS2)
TARGET MASS: 50 69 131 219 414 502 1050
Amu Offset 123:5 123.5 123.5 123.5 123.5 123.5 123.5
Entrance Lens Offset 14.4 14.4 14.4 14.4 14.4 14.4 14.4

Sekil 4-3: Cihaza ait autotune sonuc raporu

Kapsaisin i¢in % 100 dimetil polisiloksan (HP-1MS) kolon ile ¢esitli sicaklik

programlariyla denemeler yapilmistir. Fakat gerekli alikonma goézlenememistir. Bu

analizlere ait 6rnek bir kromatogram Sekil 4-4’de verilmistir.
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Sekil 4-4: Farkh kolonlarda yapilmus denemelere ait bir kromatogram
4.3. Yontem Validasyonu

4.3.1. Secicilik
Yontemin segiciligi i¢in; bos enjeksiyonuna ait kromatogram Sekil 4-5'deki
gibidir. Goriildiigl lizere analitin alikonma zamanimni ve alanini etkileyen her hangi bir

girigim tespit edilmemistir.

Abundance

*N LMV*W

iy

20

=

o

1904+ - - - R VI
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 450 450

Time-->

Sekil 4-5: Bos enjeksiyonuna ait kromatogram
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4.3.2. Dogrusalhik

Hazirlanan kalibrasyon standartlarinin analizi neticesinde elde edilen pik
alanlariyla konsantrasyon verileri grafige ge¢ildi ve kalibrasyon egrisi ¢izildi. 3 farkli
validasyon serisinde 2’ser adet kalibrasyon egrisinden toplam 6 adet kalibrasyon egrisi
vardir. Her kalibrasyon egrisi 5, 10, 20, 40, 50 pg/mL noktalarindan olusur. Kalibrasyon
egrileri korelasyon katsayilar1 kabul edilebilir smirlardadir. Ornek kalibrasyon egrisi

Sekil 4-6’de Dogru denklemleri ve korelasyon katsayilar1 Tablo 4-2' de verilmistir.

VAL1.1

3000000
y = 55065x - 88565

2 _
2500000 R™=0,9954

2000000
1500000
1000000

500000

0
0 10 20 30 40 50 60

Sekil 4-6: 1. Validasyon serisinin 1. Kalibrasyon egrisi.

Tablo 4-2: Validasyon serlerinden elde edilen dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari

Validasyon Seri no Korelasyon Katsayisi Dogru Denklemi
VAL 1.1 0.9954 y=55065x -88565
VAL 1.2 0.9944 y=65905x -108990
VAL 2.1 0.9905 y= 80559x -286058
VAL 2.2 0.9973 y=56158x -141036
VAL 3.1 0.9913 y="70771x -196036
VAL 3.2 0.9917 y=88948x -414123
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4.3.3. Dogruluk ve Kesinlik

Diisiik , orta ve yiliksek konsantrasyonlarda segilen kalite kontrol drnekleri giin
ici ve giinler arast dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo 4-3, 4-4, 4-5 ve 4-6’da
verilmigtir. Ayrica kalibrasyon standartlarmin da gilinler arasi kesinlik ve dogrulugu
hesaplandi. Degerler Tablo 4-7°de verilmistir. Bulunan degerlere gore ydntemin
dogrulugu ve kesinligi uygun bulundu. Bu degerlerle yontemin tekrarlanabilir oldugu da

goriilmektedir.

Tablo 4-3: Birinci validasyon serisinin giin ici hesaplamalar

Numune Konsantrasyon Ortalama %O0rt Sapma(SD) %CV n
(ng/ml)

KKl S 51526 | 103,0526 | 05310 | 10,3048 6

KK2 25 23,6233 | 944933 | 23606 9,9925 6

KK3 50 49,3284 | 98,6567 | 34207 6,9345 6

Tablo 4-4: Ikinci validasyon serisinin giin ici hesaplamalar

Konsantrasyon
Numune Ortalama %0rt Sapma(SD) %CV n
(ng/ml)
KKI1 S 55547 | 1110934\ 01914 | 3,4458 6
KK2 25 22,8733 | 914932 | 18400 8,0445 6
KK3 50 50,3633 | 100,7226 | 3 8383 7,6215 6




Tablo 4-5: Uciincii validasyon serisinin giin i¢i hesaplamalar
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Numune | Konsantrasyon | Ortalama %O0rt | Sapma(SD) | %CV n
(ng/ml)
KK1 5 5,4790 109,5801 0,3191 5,8237 6
KK2 25 24,1378 96,5513 2,0638 8,5501 6
KK3 50 50,3638 100,7276 3,6894 7,3256 6
Tablo 4-6: Validasyon serisinin giinler aras1 hesaplamalari
Numune | Konsantrasyon | Ortalama %O0rt | Sapma(SD) |  %CV n
(ng/ml)
KK1 5 5,5369 110,7385 0,2877 5,1963 12
KK2 25 23,3753 93,5012 1,7569 7,5160 12
KK3 50 50,2949 100.5898 2,7037 5,3756 12

Tablo 4-7: Kapsaisinin kalibrasyon standartlarimin giinler arasi1 dogruluk ve kesinlik

hesaplamalan
Numune Konsantrasyon Ortalama %O0rt Sapma(SD) %CV n
(ng/mL)
ST1 5 5,3714 107,4284 0,5512 10,2618 | 6
ST2 10 10,4915 104,9148 0,6076 5,7909 6
ST3 20 18,1928 90,9639 0,7249 3,9848 6
ST4 40 40,3155 100,7887 1,3029 3,2317 6
ST5 50 50,3909 100,7818 1,0135 2,0112 6

4.3.4. Teshis (LOD) ve Tayin (LOQ) Smirlan
Yapilan LOQ belirleme calismalari neticesinde bir LOQ degeri belirlendi.

Kapsaisin i¢in 5 pg/ml seklinde belirlenen LOQ noktas1 kalibrasyon egrisinin en diislik
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noktas1 olarak kullanildi LOD degeri kalibrasyon egrisi yardimiyla formiiliinden

hesapland1 ve 3,46 pg/ml seklinde bulundu. LOQ noktasina ait kromatogram Sekil 4-
7°de verildi.

Abundance
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-r[““\“‘|"~‘\J‘";"F'ﬁﬁﬁr”'w‘“‘H-\H"w-»‘w‘-"\""\"-‘

S 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Sekil 4-7: 5 pg/mL kapsaisin enjeksiyonuna ait bir kromatogram

4.3.5. Farmasotik Preparatlarin Hazirlanmasi

1 adeti 4,6 mg kapsaisin icerdigi bilinen ticari yaki 4 esit parcaya boliinerek 50
mL lik tiipe koyularak hacmi metanol ile 50 mL’ye tamamland1 (23pug/mL). 5 saatlik bir
calkalama programindan sonra viallenip analiz edildi. Bu analizden geri kazanim %
55,68 + 5,95 (n=4) olarak bulunmustur. Kapsaisin piki 1 nolu piktir. 2 nolu pik

kapsaisin ile ayni1 se¢ici iyona sahip dihidrokapsaisin oldugu anlagilmistir (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: 23 pg/mL yaki enjeksiyonuna ait bir kromatogram

Kapsaisin igerigi %6,6 oldugu bilinen kapsikum oleoresin ¢ozeltisi seyreltme
yapilarak 28 pg/mL’lik ¢ozeltisi hazirlandi ve viallenip analiz edildi. Bu analizden geri
kazanim % 27,99 + 1,22 (n=3) olarak bulunmustur. Kapsaisin piki 1 nolu piktir. 2 nolu
pik kapsaisin ile ayni1 segici iyona sahip dihidrokapsaisindir (Sekil 4-9).

Abundance

90000/ ) /

80000
70000

60000

50000

40000
30000 } \ “
20000 ‘ \ /ﬂ

[
| |
10000 , U |

Qb — e B e

T T T T R e M A e T
Tira--> 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80

Sekil 4-9: 28 pg/mL kapsikum enjeksiyonuna ait bir kromatogram
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5. TARTISMA

Solanaceae familyasinm capsicum tiiriinden olan kirmiz1 biberin aciligini veren
ve kapsaisinoid adi1 verilen bilesikler i¢inde kapsaisin harici analjezik 6zellikli maddedir
(4,7). Bu etkiyi agr1 impulslarin1 periferden santral sinir sistemine taginmasinda gorev
yapan P maddesinin duyusal nodronlarda tiiketilmesini saglayarak yapmaktadir.
Kapsaisin analjezik etkisi nedeniyle topikal uygulamalarda kullanilmaktadir (7).
Insanda kullaniminin yani sira atlarda agr1 esigini yiikseltmek amaciyla doping maddesi
olarak da kullanilmaktadir (26). Kapsaisinin farkl tiirlerdeki ac1 biberlerde tiirevleri ile
beraber analizleri ¢esitli kromatografik yOntemlerle analizleri yapilmistir. Sivi
kromatografik analizler yam1 sira Gaz kromatografisi ile de analizleri ac1 biberden
yapilmustir. Lokal agrilardan kurtulmak i¢in yapilmis olan topikal formulasyonlarda
kapsaisinin sivi kromatografik analizi literatiirde rastlanan tek farmasotik preparat
analizidir (29). Bu calisma da kapsaisinin yakilardan analizleri i¢in gaz kromatografik-
kiitle spektrometrik analiz yontemi gelistirilerek valide edilmistir. Kapsaisinin
yakilardan analizi ile ilgili literatiir calismasimna rastlanmamistir. Kapsaisinin ugucu
ozelliginden faydalinarak tiirevlendirmeye gerek duymadan analizi yapilmustir.
Kapsaisinin gaz kromatografik analizlerine baslanmadan Once kiitle spektrometrisi
“Autotune” ile ayarlamalar1 yapilmistir (Sekil 4-3). Ayarlama sonuglar1 Tablo 4-1 deki
kabul limitleri ile degerlendirilerek limit i¢i degerlerde oldugunda analize

baslanmaktadir.

Kolon % 100 dimetil polisiloksan (HP-1MS) nonpolar kolonda tutulmadan
diisiik alikonma degerinde ¢ikmustir (Sekil 4-4).

Kapsaisin molekiiliiniin en yiiksek cokluktaki parg¢alanma {iriinii m/z: 137 piki
analizler de Secilmis iyon Modunda (SIM) kullanilmstir (Sekil 3-1, 4-2) . m/z 137
degeri amin azot grubunun ayrilmas: ile olusan kararli yapidan gelmektedir. Pik
coklugunun yiliksek olmasi ile diisiik degerler de analizlere imkan vermektedir.
Y akilardaki miktar ( 1 yakida 4.6 mg) goz onilinde bulundurularak kalibrasyon egrisinin
aralig1 belirlenmigstir. Kalibrasyon egrisi 5-50 pg/ml konsantrasyon araliginda
cizilmistir. Yakilarda kapsaisin ve tiirevi dihidrokapsaisin beraber yer almaktadir. Bu da
yakilarda kullanilan Capsicum Oleresin re¢inesinden gelmektedir. Bir ¢ok c¢aligmada

kapsaisin ve dihidrokapsaisinin ayrilmasi i¢in kat1 faz ektraksiyonu veya ultrasonik 6n
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islemlere gerek duyulurken gelistirilen yontemde on islemlere gerek duyulmadan

ayirimlari saglanmistir (21, 28, 30).

Yakilarda elde edilen geri kazanim degerlerinin diisiik olmasma ragmen
tekrarlanabilir olmasi Uluslararast metod validasyonu kilavuzlarinda belirtildigi iizere

kabul edilmistir (33).
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