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Amigdalinin Ekstraksiyon Optimizasyonu Ve Meyve Cekirdeklerindeki

Miktariin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisiyle Tayini
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1. OZET

Amag: Glinlimiizde kanser hiicrelerini tahrip etmek icin antikanser ilaglar i¢eren
kemoterapi tedavisi uygulanmaktadir. Ancak kemoterapi sonucu kanserli hiicrelerin
yaninda saglikli hiicreler de zarar gérmektedir. Bu olumsuz etkileri en aza indirmek
icin kanserin dogal yollarla tedavi edilmesi amaclanmaktadir. Tibben kanser
tizerinde aktivitesi tam olarak kanitlanmamis ancak arastirmalart stiren bu dogal
kaynaklardan biri olan amigdalin, siyanojenik bitkilerde bulunan bir glikozittir. Oral
yolla belirli miktarlarda alindiginda, kansere karsi rol oynadigi bildirilmistir. Bu
calismada farkli ekstraksiyon solventleri ve metotlar1 kullanilarak amigdalinin en
yiiksek verimde elde edilecegi yontemin tayin edilmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Amigdalin, farkli ekstraksiyon solventleri ve metotlart
kullanilarak acibadem c¢ekirdeginden ekstrakte edilmistir. Verimi en yiiksek olan
yontem Tirkiye ve Tayland yerel pazarlarindan temin edilen diger meyve
cekirdeklerine uygulanmigtir. Elde edile ekstraktlarin amigdalin igerigi yiiksek
performanshi sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak kantitatif olarak tayin
edilmistir.

Bulgular: %2’ lik sitrik asit solventi kullanilarak gergeklestirilen mikrodalga
destekli ekstraksiyon yonteminden en yiiksek verim elde edilmistir. En yiiksek
miktarda amigdalin, ac1 badem ¢ekirdeginden elde edilmistir.

Sonug¢: Bu calisma ile acibadem ¢ekirdeginden amigdalinin kisa siirede ve yiiksek
verimde elde edilecegi gosterilmistir. Ayrica diger meyve cekirdeklerinde de
amigdalin varligi gosterilmistir. Gelecekte amigdalinin, kanser tedavisinde
kullanilacak dogal bir iiriin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle konuyla ilgili
caligmalar arttirilmalidir.

Anahtar sozciikler: Amigdalin , HPLC , ekstraksiyon, meyve, ¢ekirdek
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2. SUMMARY

Objective: Nowadays, chemotherapy treatment which includes anticancer drugs is
applied to destroy cancer cells. However, as a result of chemotherapy, healthy cells
as well as cancerous cells are damaged. It is aimed to treat cancer with natural ways
to minimize these negative effects. Amigdaline, one of the natural sources of cancer
that have not been fully proven in medically, is a glycoside commonly found in
cyanogenic plants. When it is taken at certain rates by oral route, it plays a role
against carcinoma. In this study, it is aimed to determine the method in which
amygdaline will be obtained in the highest yield by using different extraction
solvents and methods.

Materials and methods: Amygdalin was extracted from bitter almonds by using
different extraction solvents and methods. The highest yield method has been applied
to other fruit kernels obtained from the local market in Turkey and Thailand. The
amygdalin content of the extracts obtained was quantitatively determined using high
performance liquid chromatography (HPLC).

Results: The highest yield was obtained from microwave assisted extraction method
using 2% citric acid solvent. The highest amount of amygdalin was obtained from
bitter almond kernel.

Conclusion: It has been shown that amygdalin from bitter almond kernel will be
obtained in a short time and with high efficiency. In addition, the presence of
amygdalin in other fruit seeds has been shown. In the future, amygdalin can be used
as a natural product for the treatment of cancer. Therefore, related studies should be
increased.

Keywords: Amygdalin, HPLC, extraction, fruit, kernel



3. GIRIS ve AMAC

Amigdalin (D-mandelonitril-B-Dglukozido-6-B-D-glukozit), anti-kanser aktivitesi
oldugu yoniinde iddialar bulunan siyanojenik bir glikozittir (Dursun, 2010). Glikozit,
bir seker molekiiliniin glikozit bagiyla bagka bir maddenin oksijen atomuna
baglanmasiyla olusan bilesik anlamina gelir (Taumpan Mestan, 2015). Siyanojenik
bitkiler, yapilarinda hidrojen siyaniir (HCN) bulunduran ve bunu asidik veya
enzimatik hidrolizle ac¢iga ¢ikaran bitkilerdir (Poyraz, 2013). HCN, dogada
amigdalin adi1 verilen glikozit seklinde, Rosaceae familyasindaki bazi meyvelerin
cekirdeklerinde bulunur. Bu glikozit bitkide bulunan emiilsin enziminin katalitik
etkisi ile hidroliz olarak zehirlenmelere yol agar (Vural, 2005). Bunun yaninda
amigdalinin genis kaynakli ve nispeten daha diisiik fiyatli bir dogal {iriin olmasi
amigdalini, sinerjik etki {retebilen kosullu kemoterapi ilaglartyla kombine
edildiginde, umut verici bir antitimor ilag yapmaktadir. (Song ve Xu 2014).
Amigdalinin antitimor etkisi yaninda, terapotik, analjezik, bagisiklik arttirici, astim

ve Oksiiriik karsiti olmast gibi etkileri de bulunmaktadir.

AmigdalintH20

!
Mandelonitril glikozid + H20

l
Glukoz + Mandelonitril

| (B-glikosidaz)

Benzaldehit + Hidrojen siyaniir

Sekil 1. Amigdalin’in hidrojen siyaniire doniisiimii (Cabuk ve Kolankaya,2012)
Amigdalin meyvelerin ac1 bir tat almasina neden olur. Baglica acibadem olmak tizere

birgok meyve ¢ekirdeginde bulunur.



Gilinitimiizde genellikle Rosaceae tiirlerinde amigdalin miktarlart arastirilmis diger
familyalar tlizerinde c¢aligmalar yogunlastirilmamistir. Mikrodalga  destekli
ekstraksiyon yontemi kullanilarak Tiirkiye ve Tayland meyvelerindeki amigdalin
miktarinin HPLC ile tayini ilizerine bir calisma olmadigindan, bu c¢alismanin
sonucunda; bundan sonra yapilacak olan bilimsel arastirmalarin; amigdalin miktar
belirlenmis bu meyve c¢ekirdekleri iizerinde yogunlastirilacagt ve bu meyve
cekirdeklerinin tiiketilmesi uygun olan seviyeleri belirlendiginde kansere kars1 dogal

destek saglayabilecegi diistintilmektedir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Siyanojenik Glikozitler

Bircok bitki ve bitki bazli yiyecekler dogal siyanojenik glikozitler icermektedir.
Tabiatta 2000’ in ilizerinde siyanojenik bitki bulunmaktadir. Bilinen yaklasik 25
siyanojenik glikozit vardir. Bitkilerin yenilebilir kisimlarinda bulunan baslica
siyanojenik glikozitler; amigdalin, dhurrin, linamarin, lotaustralin, prunasin ve
taksifilindir. (Poyraz, 2013)

Siyanojenik glikozitlerin temel yapisi, bir -CN kismina ve iki fonksiyonel gruba (R
ve R2) eklenmis ve bir monosakarit (glikoz) veya disakarit (gentiobioz) yapisindaki
sekere glikosidik bag ile baglanmis bir ¢ekirdek karbon icerir. R1 bir metil, fenil veya
p-hidroksifenil grubu; R, ise yaygin olarak hidrojendir ayn1 zamanda bir metil veya
etil grubu olabilir.

Siyanojenik glikozitler enzimatik degredasyon sonucunda iirettikleri hidrojen
siyaniirden dolay1 potansiyel toksisiteye sahiptir, bu da akut siyaniir zehirlenmesine
yol agmaktadir. Akut siyaniir zehirlenmesinin klinik semptomlar1 arasinda hizli
solunum, kan basincinda diisme, hizli nabiz, bas agrisi, bas donmesi, kusma, ishal,
zihinsel karisiklik, oksijen eksikligi ve kasilmalar goriilmektedir. (Cressey ve Reeve,

2019)

4.2. Amigdalin



Sekil 2.Amigdalinin kimyasal yapisi (Pubchem)

Amigdalin (D-mandelonitril-B-Dglukozido-6--D-glukozit), Rosaceae familyasinin
Ozellikle Prunus cinsine ait bitkilerde bulunan en sik karsilasilan siyanojenik di-
glikozittir (Yildirim, 2017). 1830 yilinda, Fransiz kimyacilar Robiquet ve Boutron-
Charlard, ac1 badem tohumundan amigdalini izole etmistir. Detayli kimyasal yapisi
ise, 1923 yilinda Haworth ve Wylam tarafindan agiklanmigtir (Poyraz, 2013).
Siyanojenik glikozitlerin yapisinda tek seker bulunurken, ilk belirlenen glikozit olan
amigdalin, yapisinda 2 seker bulundurmasiyla digerlerinden farklidir. Siyanojenik
glikozitler dogal halde olduklarinda zehirli degildirler ancak oral yoldan alindiktan
sonra emiilsin enzimi etkisi ile enzimatik hidroliz sonucunda HCN agiga ¢ikararak
zehirlenmelere sebep olurlar (Sekil 3). Emiilsin, iki adet B-glikozidaz ve bir adet alfa-
hidroksinitrilaz enzimini igerir (Poyraz, 2013). Amigdalin (C20H27NO11), Rosaceae
familyas1 disinda Caprifoliaceae, Mimosaceae, Oleaceae familyalarinda da

bulunabilecegi ileri siiriilmektedir (Bolarinwa ve ark., 2014). Molekiil agirlig1 457,43

g/mol’ diir.
Amigdalin Hidrolaz
C20H 27NO11 + H20 »CcH1206+C14H17NOs6
Amigdalin Prunasin
Prunasin Hidrolaz
C14H17NOs+ H20 » CoH1206+CsH7NO
Prunasin R-Mandelonitril
Alfa-hidroksinitrilaz
CsH7NO » HCN+C7HeNO
R-Mandelonitril Benzaldehid

Sekil 3. Amigdalin hidroliz agsamalar1 (Poyraz, 2013)
4.3. Amigdalinin Farmakolojik Aktivitesi
4.3.1. Amigdalinin astim ve oksiiriik karsit1 etkisi

Oral uygulamadan sonra amigdalin, hidrosiyanik asit ve benzaldehite ayrigir.

Hidrosiyanik asit, solunum merkezini belli bir seviyeye kadar inhibe eder. Bu da



solunum hareketlerini sakinlestirirerek antiastimatik etki gostermesini saglar (Song

ve Xu 2014).

4.3.2. Amigdalinin sindirim sistemi iizerindeki etkileri

Amigdalinin ayrismasiyla olusan bir diger bilesik olan benzaldehit; pepsin enzimini
inhibe ederek sindirim fonksiyonunu etkiler. Ayrica siganlarla yapilan ¢aligmalarda
amigdalin'in kronik gastrit ve kronik atrofik gastrit iizerinde iyi bir terapotik etkisi

oldugu bildirilmistir (Song ve Xu 2014).

4.3.3. Amigdalinin analjezik etkisi

Amigdalin'in siganlarda formalin kaynakli agriyr 1 mg/kg' in altindaki doza bagh
olarak hafifletebilecegi gosterilmistir. Ayrica, prostaglandinler E2 ve nitrik oksit
sentezinin mRNA iizerinde inhibe edilmesiyle, amigdalinin farelerdeki mikroglial
hiicrelerinde antienflamatuar ve analjezik etki olusturdugu gosterilmistir (Song ve Xu

2014).

4.3.4. Amigdalinin organizmanin bagisiklik sistemini arttirici etkisi

Amigdalinin, polihidroksialkanoatlar (PHA) kaynakli insan periferik kan T lenfosit
proliferasyonunu 6nemli dl¢lide arttirmast ve PHA tarafindan uyarilan periferal kan
lenfositlerini tesvik etmesi sonucunda bagisiklik fonksiyonunu arttirabilecegi

gosterilmistir (Song ve Xu 2014).

4.3.5. Amigdalinin toksik etkisi

Amigdalinin oral uygulama yolunun toksik etkisinin intravendz yoldan ¢ok daha
fazla oldugunu kanitlamistir. Sicanlarda, amigdalinin ortalama oldiiriicii dozu
(LD50), oral uygulama yoluyla 880 mg/kg viicut agirligi (BW) olarak bildirilmistir.
Aragtirmalar, asil nedenin amigdalinin, oral uygulamadan sonra daha fazla
hidrosiyanik asit iirettigini gdstermektedir. Insanda, giinde 4 g amigdalin oral yolla
uygulandiktan yarim ay sonra veya intravendz enjeksiyon yoluyla uygulandiktan 1
ay sonra sistemik toksisite goriilebilecegi, bu toksik etkinin ilacin geri ¢ekilmesinden
sonra kaybolabilecegi, ayrica doz 0.6 ~ lg gilinlik oral dozlara diistiriiliirse,

toksisitenin engellenebilecegi bildirilmistir (Song ve Xu 2014).



4.3.6. Amigdalinin antitiimor etkisi

Amigdalin, son 40 yilda tiimdr tedavisinde en sik kullanilan alternatif ilaglardan biri
haline gelmistir. Yapilan bircok calisma, amigdalin'in antitiimor aktivitesine sahip
oldugunu desteklemistir. Bunlardan; Kwon ve arkadaglari, amigdalinin insan
promyelositik  16semi  (HL-60) hiicrelerinde  apoptozu indiikleyebildigini
dogrulamistir; Park ve arkadaglari, amigdalinin insan kolon kanseri SNU- C4
hiicresinin proliferasyonunu inhibe ettigini ve mekanizmanin, hiicre dongiisii ile ilgili
genlerin ekspresyonunun inhibisyonu oldugunu gostermistir; Chang ve arkadaslari,
amigdalinin, Bax ve Bcl-2 ekspresyonunu diizenleyerek prostat kanseri DU145 ve
LNCaP hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilecegini belirlemistir. Chen, Y. ve
arkadaslari, amigdalinin HeLa hiicrelerinin hayatta kalma oranini konsantrasyona
bagl bir sekilde engelleyebildigini gostermistir. Bununla birlikte amigdalin, kanser
hastalarinda, ozellikle ge¢ evre hastaligt olanlarda, timoriin  gelisimini
geriletemeyebilir. Ayrica amigdalin tedavisi sirasinda timor  belirtegleri
Olciilmemistir. Bu konularda calisma yapilmadigi siirece, amigdalinin antitimor
etkiye sahip olup olmadigi sorusu tatmin edici bir sekilde cevaplanamaz. Kesin
olarak  sOylenebilecek sey, amigdalinin antitimoér aktivitesinin = gdzardi
edilemeyecegidir (Blaheta ve ark., 2016). Ancak konuyla ilgili daha detaylh
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

4.4. Amigdalin iceren Meyveler

En fazla miktarda amigdalin icerigine sahip olan meyveler Rosaceae familyasindan;
Acibadem (Semen Amygdali amarum), elma (Malus pumila), kayist (Prunus
armeniaca), visne (Prunus cerasus), kiraz (Prunus avium), nektarin (Prunus persica
var. Nucipersica), seftali (Prunus persica), armut (Pyrus communis), erik (Prunus

domestica), karayemis (Lauroserasus officinalis) tir.

4.5. Calismada Kullanilan Meyve Cekirdekleri

e Rosaceae familyasi; kayisi, kiraz, elma (Barceloux, 2009), armut, nektarin, erik,
acibadem (Celik ve Yildirim, 2017) ve ayva (Oliveira ve ark., 2012)

e Cucurbitaceae familyasi; karpuz (Paris, 2015)

e Rutaceae familyasi; limon (Chaturvedi ve Shrivastava, 2016)



e Lythraceae familyasi; nar (Teixeira da Silva ve ark., 2013)

e Sapindaceae familyasi; rambutan (Akhtar ve ark., 2017) ve longan (Yang ve
ark., 2011)

e Caricaceae familyasi; papaya (Nguyen ve ark., 2013)

e Myrtaceae familyasi; guava (Begum ve ark., 2002)

4.5.1. Kayis1
Takim: Rosales
Familya: Rosaceae
Cins: Prunus

Tir: Prunus armeniaca

Resim 1. Kayis1 (Prunus armeniaca)

Kayisi, mineraller ve diger besin maddeleri icermesi sebebiyle onemli bir gida
maddesidir. Potasyum ve B-karoten tarafindan zengin oldugu bilinmektedir (Karatas
ve Kamigli, 2007). Kayisinin tohumu, ¢ok ¢esiti amaclar i¢in kullanilmaktadir.
Bunlarin i¢inde; benzaldehit, amigdalin ve hidrosiyanik asit yapimi da yer
almaktadir. Aci kayist tohumu ayrica ila¢ endiistrisinde hammade olarak da

kullanilmaktadir (Poyraz, 2013).



4.5.2. Kiraz
Takim: Rosales
Familya: Rosaceae
Cins: Prunus

Tir: Prunus avium

Resim 2. Kiraz (Prunus avium)
Tath kiraz (Prunus avium), fenolikler, diyet lifi, melatonin gibi ¢esitli biyoaktif

bilesen igeren bir meyvedir. Bu bilesenlerden fenoliklerin, insanlarda antitimor ve

antioksidan 6zellikler agisindan faydali oldugu bulunmustur (Cao ve ark., 2018)
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4.5.3. Elma
Takim: Rosales
Familya: Rosaceae
Cins: Malus Mill.

Tiir: Malus pumila

Resim 3. Elma (Malus pumila)

Elmalar fenolik bilesikler, seker, pektin, makro ve mikro elementler bakimindan
zengindir. Pek c¢ok c¢alisma, elma bilesenlerinin antikanser, antioksidan,
antimikrobiyal gibi bir¢cok yararli etkisinin gida, ilag ve kozmetik endiistrisinde
uygulama alani bulabilecegini gostermektedir (Kalinowska ve ark., 2014)

Elma, insanlara 6nemli saglik yararlar1 saglayabilecek bilesikler igermesine ragmen,
elma tohumlari, potansiyel olarak toksijenik bir bilesik olan amigdalin igerir.

(Bolarinwa ve ark., 2015)

11



4.5.4. Armut
Takim: Rosales
Familya: Rosaceae
Cins: Pyrus L.

Tur: Pyrus communis

Resim 4. Armut (Pyrus communis)

Armutlar, hafif aromali tathi tatlarindan ve karakteristik kokularindan dolayr ¢ok
tercih edilen meyvelerdendir. Vitaminler, karotenoidler, organik asitler, mineraller,
lifler, polifenoller, flavonoidler gibi besinler gibi agisindan zengindir (Li ve ark.,

2015)
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4.5.5. Nektarin
Takim: Rosales
Familya: Rosaceae
Cins: Prunus L.

Tur: Prunus persica

Resim 5. Nektarin (Prunus persica)

Nektarin, ¢cok dnemli bir terapdtik ve besinsel degere sahiptir. Bu meyvenin tiiketimi,
insan plazmasinda ROS (reaktif oksijen tiirleri) liretimini azaltabilir ve fenolik
bilesiklerin varligindan dolay1 ¢esitli hastaliklara karsi koruma saglar (Belhadj ve
ark., 2016).
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4.5.6. Erik

Takim: Rosales
Familya: Rosaceae
Cins: Prunus L.

Tur: Prunus domestica

Resim 6. Erik (Prunus domestica)

Erik, besin degerleri ve tedavi edici Ozellikleri ile bilinir. Zengin bir polifenol,
karotenoid ve antosiyanin kaynagidir. Bunun yaninda, yapraklarin fenolik yapisi
yeterince bilinmemektedir ancak bitkisel ilaglarin ve besin takviyelerinin
gelistirilmesi i¢in elverisli fenolik bilesik ve antioksidan kaynagi olabilecegi

diistiniilmektedir (Mocan ve ark., 2018)
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4.5.7. Acitbadem
Takim: Rosales
Familya: Rosaceae
Cins: Prunus L.

Tiir: Prunus dulcis var. amara (Semen amygdali amarum)

Resim 7. Acibadem (Semen amygdali amarum)

Acibademler siyanojenik glikozitleri nedeniyle toksiktir. Bununla birlikte,
acibademlerin ugucu yagi ilag ve kozmetik endiistrisinde kullanilabilir. Ayrica, aci
bir badem 4-9 mg yiiksek derecede toksik hidrojen siyaniir igerir ve biiylik
miktarlarda tiikketim 6liime neden olabilir (Nasirahmadi ve Miraei, 2017). Bu nedenle
toksik etkileri giderilerek veya azaltilarak kontrollii sekilde tiiketilebilecegi

Oongorilmektedir.
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4.5.8. Ayva

Takim: Rosales
Familya: Rosaceae
Cins: Cydonia

Tiir: Cydonia oblonga

Resim 8. Ayva (Cydonia oblonga)

Ayva, diinya capinda onemli bir sifali bitki olarak kabul edilir. Antidiyabetik,
antioksidan, antimikrobiyal, antialerjik, antihemolitik ve UV koruyucu aktivitesi ile
bilinir. Dogal metabolit kaynagidir. Ozellikle, ayva yapraklarimin, umut verici bir

dogal biyoaktif fitokimyasal kaynak oldugu diisiiniilmektedir (Sabir ve ark., 2015)
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4.5.9. Karpuz

Takim: Cucurbitales
Familya: Cucurbitaceae
Cins: Citrullus

Tur: Citrullus lanatus

Resim 9. Karpuz (Citrullus lanatus)

Karpuz, tropik bolgelerde yetisen en Onemli meyvelerden biridir ve oldukca
besleyicidir. Kanserleri ve diger hastaliklar1 onleyici etki gosteren likopen gibi dogal
antioksidan igerir. Ayrica potasyum, kalsiyum, demir, A vitamini, C vitamini

bakimindan zengin igerige sahiptir (Chogou ve ark., 2019).
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4.5.10. Limon
Takim: Sapindales
Familya: Rutaceae
Cins: Citrus L.

Tiur: Citrus limon

Resim 10. Limon (Citrus limon)

Narenciye meyveleri bir¢ok antioksidan, antimutajen, antikarsinojen ve antialerjik
maddeler icermektedir. Bunlarin arasinda limon; ilag, parfiimeri ve gida endiistrisi
gibi c¢esitli alanlarda kullanilmasmin yaninda icecek ve pisirme uygulamalarinda

aroma verici olarak da kullanilmaktadir (Matsumoto ve ark., 2018).
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4.5.11. Nar

Takim: Myrtales
Familya: Lythraceae
Cins: Punica L.

Tur: Punica granatum

Resim 11. Nar (Punica granatum)

Nar, Orta Asya'da yetisen bilinen en eski meyve agaci tiirlerinden biridir. Iklim
kosullarina adaptasyonu nedeniyle genis bir cografi kiiresel dagilima sahiptir.
Beslenme, tibbi ve siis ozellikleri, yliksek tiiketimi ve endistriyel degeri igin

onemlidir (Teixeira ve ark., 2013).
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4.5.12. Rambutan

Takim: Sapindales
Familya: Sapindaceae
Cins: Nephelium L.

Tiir: Nephelium lappaceum

Resim 12. Rambutan (Nephelium lappaceum)

Rambutan, Gilineydogu Asya'ya 0zgii egzotik bir meyvedir. Rambutan meyvesi
onemli biyoaktif bilesikler icerir, esas olarak kabugu, gida, kozmetik ve ilag
endustrilerinde ilgi ¢eken yiiksek miktarda antioksidan igerir. Yapilan ¢aligmalarda,
soyulmadan elde edilen rambutan meyvesinin Ozlerinin; antimikrobiyal,
antidiyabetik, antiviral, antienflamatuar, antihipoglisemik ve antiproliferatif etkiler
gosteren fitokimyasal bilesiklere sahip oldugu gosterilmistir (Hernandez ve ark.,
2019)
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4.5.13. Longan
Takim: Sapindales
Familya: Sapindaceae
Cins: Dimocarpus L.

Tiir: Dimocarpus longan

Resim 13. Longan (Dimocarpus longan)

Longan meyvesi, etli, yenilebilir ve beyaz bir meyveye sahiptir. Longan meyvesi,
corilagin, ellagik asit ve konjugatlar1 gibi 6nemli miktarda biyoaktif bilesikler igerir.
Son yillarda, longanin anti-tirozinaz ve antikanser gibi bazi farmakolojik
aktivitelerinin ve hafiza arttiric1 etkilerinin, insan saghigina onemli 6l¢iide katki

saglayacag diisiiniilmektedir (Yang ve ark., 2011).
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4.5.14. Papaya
Takim: Brassicales
Familya: Caricaceae
Cins: Carica L.

Tir: Carica papaya

Resim 14. Papaya (Carica papaya)

Papaya, saglam dokusu, tathi tadi ve gekici renkleriyle hem taze hem de konserve
meyve pazarlarina hizmet veren, diinyanin O6zellikle Tayland’ in en Onemli ve
popiiler tropik meyvelerinden biridir. Ayrica, antioksidan ve provitamin A igerigi

bakimindan zengin olmasi nedeniyle tavsiye edilen saglikli bir gidadir (Sangsoy ve
ark., 2017)
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4.5.15. Guava
Takim: Myrtales
Familya: Myrtaceae
Cins: Psidium L.

Tiir: Psidium guajava

Resim 15. Guava (Psidium guajava)

Guava, tropik ve subtropikal bolgelerde yaygin olarak yetisen bir meyvedir. Bu
bitkinin meyveleri lezzetli ve beslenme agisindan zengindir (Feng ve ark., 2015).
Meyvelerin yani sira, bitkinin farkli kisimlari, ¢esitli insan hastaliklarmin tedavisi
icin yerli ilag sisteminde kullanilmaktadir (Shu ve ark., 2012). Ornegin Cin'de,
yapraklar uzun siiredir ishal ve hipergliseminin tedavisi i¢in halk ilact olarak

kullanilmistir (Feng ve ark., 2015).
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4.6. Validasyon

Validasyon, gelistirilen metodun ilgili performans kriterlerine uygunlugunu
belirlemek icin belirlenen metot parametrelerinin incelendigi bir gecerlilik
calismasidir. Analitik laboratuvarlarda kullanilan metodun valide edilmis olmasi,

laboratuvarin bu metot lizerinde yetkinlik kazandig1 anlamina gelmektedir.

4.6.1. Validasyon parametrelerinin belirlemesi
Validasyon calismasi yapilacak metot i¢in hangi matrikslerle, hangi konsantrasyon
seviyelerinde hangi validasyon parametrelerinin c¢alisilacaglr belirlenmelidir.

Parametrelerin se¢imi, metot kapsami ve yasal mevzuatlar dikkate alinarak yapilir.

4.6.2. Validasyon calismasi yapilacak matriks secimi

Validasyon c¢alismasi yapilacak metot i¢in hangi matrikslerle ¢alisilacagi dnceden
belirlenmelidir. Metotta yer alan matriks géz Oniinde bulundurularak calisilmak
istenen matriksler segilir. Matrikslerin sec¢imi; metot kapsami, c¢alisilacak analiti
temsil edecek olan iirlin ve {iriin gruplar1 dikkate alinarak yapilir.

Bu calismada 6n denemelerin acibadem cekirdegi tlizerinde yapilmasinin sebebi;

amigdalin miktarinin acibadem ¢ekirdeginde ¢ok yiiksek miktarda bulunmasidir.

4.6.3. Calismada kullanilacak materyaller

4.6.3.1. Kor ornek secimi

Validasyon islemlerinde belirli konsantrasyonda standart ilave etmek (spike yapmak)
icin  kor numune gereklidir. Aranan analiti igermeyen kOr numunenin
homojenizasyonu yapilip analiz edilir ve bu matriksteki analit konsantrasyonunun

LOD seviyesi altinda oldugu gosterilir.
4.6.3.2. Kirletilmis ornekler

Analiz edilmek istenen analitin ilave edildigi numunedir. Kirletme (spike) islemi,

metodun c¢aligma aralig1 disina ¢ikilmadan gergeklestirilmelidir.
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4.6.3.3. Referans standart maddeler
Validasyon c¢alismasi yapilacak metot i¢in; safligi bilinen kimyasal maddeler
(referans standartlar) ve ilgili analiti igerdigi bilinen sertifikali referans maddeler

kullanilir.

4.6.4. Validasyon parametreleri

Validasyon calismasi yapilmadan once asagida belirtilen asamalar1 igerecek sekilde
planlanmalidir.

» Segcicilik(Selectivity)/ Spesifiklik(Specificity)

Tespit Limiti (Limit of Detection)

Tayin Limiti (Limit of Quantification)

Calisma Aralig1/ Dogrusallik (Range/Linearity)

YV V V V

Dogruluk

e Kesinlik (Presicion)

- Tekrarlanabilirlilik (Repeatability)

- Tekrar Uretilebilirlik (Laboratuvar igi) (Reproducibility-With in Laboratory)
¢ Gergeklik (Trueness)

- Geri Kazanim

» Saglamlik (Robustness/Ruggedness)

e (oOzelti Stabilitesi

e Metot Parametreleri Uzerindeki Degisiklikler

4.6.4.1. Secicilik
Secicilik; analiti, safsizliklar, indirgeyiciler gibi bulunmasi beklenen bilesenlerin

varliginda kesin olarak tespit edip degerlendirme yetenegidir.

4.6.4.2. Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)

Tespit limiti (LOD), metodun laboratuvar kosullarinda ornekteki varligini tespit
edebildigi ancak kesin miktarint dlgemedigi en diisiik analit konsantrasyonu; tayin
limiti (LOQ) ise miktarsal olarak tespit edilebilen en diislik analit konsantrasyonu
olarak tanimlanir.

LOD= Xysr + 3*sr
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LOQ= Xort +10%*sr

4.6.4.3. Dogrusallik (Calisma arahig)

Calisma araligi, metodun kabul edilelebilir bir belirsizlikle verdigi tim sonuglarin
araligim1 ifade eder. Calisma araligmin alt smirn LOQ, st smir1 ise analitik
hassasiyette onemli farkliliklarin gozlendigi konsantrasyon seviyesidir. Validasyon
calismasi sirasinda metodun bu c¢alisma araliginda kullanilabilir oldugunun
dogrulanmas1 gerekir. Bu test icin, seri diliisyonlar halinde hazirlanan standart
¢Ozeltiler en az ikiser kere cihazda okutulur ve dedektér cevabina karsilik bir
konsantrasyon grafigi olusturulur. Grafigin korelasyon katsayisi 1’e ne kadar yakinsa

lineerlik o kadar iyi kabul edilir.

4.6.4.4. Dogruluk
Dogruluk, bir ol¢lim sonucunun referans (gergek) degere yakinligini ifade eder.

Dogrulugun kesinlik ve gerceklik olmak iizere iki bileseni vardir.

4.6.4.4.1. Kesinlik

Kesinlik 6l¢iim sonuglarinin birbirlerine yakinliginin 6lgiisiidiir. 3 bileseni vardir.
1) Giin i¢i tekrarlanabilirlik (Tekrarlanabilirlik)

2) Giinler aras1 tekrarlanabilirlik (Tekrariiretilebilirlik)

3) Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik (Seyhan, 2013)

Bu c¢alismada  kesinlik, tekrarlanabilirlik  ve  tekrariiretilebilirlik  ile
gerceklestirilmistir.
Kesinlik; standart sapma (SD) veya rolatif standart sapma ile (RSD) ile ifade edilir.

4.6.4.4.1.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, bir metodun ayn1 laboratuvarda, ayni cihazla, ayn1 kosullar altinda
ve ayni kisi tarafindan kisa zaman araliginda elde edilen 6l¢iim sonuglarinin birbirine
yakinligiin 6l¢iisiidiir. Standart sapma (sr), rolatif standart sapma (RSDr) veya %
rolatif standart sapma (%RSDr) ile ifade edilir.

Bu ¢aligmada; tekrarlanabilirlik i¢in ayn1 glinde 10 ¢aligma yapilmistir.
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Sl‘ - 2|(x|‘i)z
\J n-1

X : Ol¢iim sonuglarinin ortalamasi
X; : Her bir 6l¢iim sonucu

n: Yapilan calisma sayisi

RSDr (CVr) = % % RSDr (CVr) = ii x 100
4.6.4.4.1.1.1. Tekrarlanabilirlik limiti

Tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda % 95 giliven aralifinda, 2 paralel analiz sonucu

arasindaki maksimum farktir. Tekrarlanabilirlik limiti asagidaki gibi hesaplanir:

r=2.8Xx st
Burada;
r: Tekrarlanabilirlik Limiti

sr: Tekrarlanabilirlik standart sapmasi

4.6.4.4.1.1.2. Tekrarlanabilirligin degerlendirilmesi

Tekrarlanabilirlik standart sapmasi konsantrasyona bagli olarak degisir.

edilebilir degerler asagidaki Horwitz esitligi ile hesaplanarak bulunur.

PRSDr = C*"
Burada;
PRSDr (%): Horwitz esitliginden hesaplanan rolatif standart sapma

C: Calisilan konsantrasyon seviyesi kiitle fraksiyonu

Kabul

Bazi konsantrasyon seviyeleri i¢in yaklasik olarak hesaplanan degerler asagidaki

tabloda verilmistir:
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Tablo 1: Tekrarlanabilirlik %RSDr ve Horwitz Esitliginden Hesaplanan Rolatif
Standart Sapma Tablosu (AOAC Guidelines for Dietary Supplements and Botanicals)

Konsantrasyon Tekrarlanabilirlik (% PRSDr)

100 % 1 %

10 % 1,5 %

1 % 2%

0,1 % 3 %
0,01 % 4 %
10 ppm 6 %

1 ppm 8 %
10 ppb 15 %

4.6.4.4.1.2. Tekrar iiretilebilirlik

Tekrar tretilebilirlik, bir metodun ayni laboratuvarda ayni/farkli cihazlarla, farkli
kigiler tarafindan, genis zaman araliginda elde ettigi Sl¢lim sonuglarinin birbirine
yakinliginin 6l¢iisiidiir. Her bir analit i¢in segilen konsantrasyon seviyelerinde, elde
edilen verilerin standart sapmasi hesaplanarak tekrar iiretilebilirlik i¢in Sg ve %
RSDr hesaplanir. Tekrartiretilebilirlik standart sapmas1 Sg, tekrarlanabilirlik standart

sapmasindan sr her zaman biiylik olmalidir.

4.6.4.4.1.2.1. Tekrariiretilebilirlik limiti
Tekrar tretilebilirlik kosullar1 altinda gergeklestirilen iki deney arasinda olabilecek
maksimum farktir (%95 giiven aralifinda). Tekrariiretilebilirlik limiti asagidaki gibi

hesaplanir.

R=2.8xSr
Burada;
R: Tekrar uretilebilirlik limiti

Sr = Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi

4.6.4.4.1.2.2. Tekrariiretilebilirliligin degerlendirilmesi
Horwitz esitligi asagidaki gibi hesaplanir;

PRSDg =2C15
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Burada;
PRSDr (%) : Hesaplanan rolatif standart sapma

C: Calisilan konsantrasyon seviyesi kiitle fraksiyonu

Baz1 konsantrasyon seviyeleri i¢in yaklagik olarak hesaplanan degerler asagidaki

tabloda verilmistir:

Tablo 2: Tekrariiretilebilirlik %RSDr ve Horwitz Esitliginden Hesaplanan Rolatif
Standart Sapma Tablosu (AOAC Guidelines for Dietary Supplements and Botanicals)

Konsantrasyon Tekrariiretilebilirlik (% PRSDRr)

100 % 2 %

10 % 3%

1% 4 %

0,1 % 6 %
0,01 % 8 %
10 ppm 11 %

1 ppm 16 %
10 ppb 32 %

4.6.4.4.2. Gergeklik

Gergeklik, belli sayida analiz sonuglarinin ortalamasinin referans (gercek) degere ne
kadar yakin oldugunun gostergesidir. Gergeklik, matriks ve konsantrasyon seviyesine
bagli olarak degisebilir. Bu yiizden validasyon planinda hangi matriks ve hangi

konsantrasyon seviyelerinde gerceklik ¢calismasinin yapilacagi belirtilmelidir.

4.6.4.4.2.1. Geri kazanim

Kirletilmis materyal ile gergeklik ¢alismasi i¢in kor Orneklere ihtiyag vardir. Kor
ornekler, istenen seviyede analitle kirletilmis 6rneklerle birlikte ¢alisilir. Validasyon
caligmasina katilan personel tarafindan, kor oOrnek ve kirletilmis Ornekle
tekrarlanabilirlik veya tekrar iiretilebilirlik kosullarinda 10 bagimsiz ¢aligma yapilir,
sonuglar geri kazanim olarak hesaplanir ve degerlendirilir. Eger uygunsa kesinlik
calismasindan elde edilen veriler kullanilabilir. Kirletme yoluyla geri kazanim

calismasinin en bilyiik avantaji orijinal matrikste ¢alisma yapilabilmesidir. Caligma
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icin orijinal matriks, aranan analit ile zenginlestirilir. Her konsantrasyon i¢in, geri

kazanim orani asagidaki formiille hesaplanir:

% GK = 22tXort + 100

Xkirletilmis

Burada;

% GK: Geri kazanim orani

Xort: Kirletilmemis 6rneklerle yapilan analiz sonuglari ortalamasi
X'ort: Kirletilmis 6rneklerle yapilan analiz sonuglar1 ortalamasi

Kiirletilmis: Kirletmek i¢in kullanilan analit miktari

Bu caligmada gergeklik igin; 2 farkli konsantrasyonda kirletilmis kor oOrnekle

calisiimistir.

4.6.4.5. Saglamhk

Bir metodun saglamligi, analiz sonuglarinin, analiz kosullarindaki kiigiik
degisiklikler karsisinda etkilenmeden kalma kapasitesidir. Bu ¢alismanin
yapilabilmesi i¢in analize etki eden faktorlerin belirlenmesi gerekir. Bu faktorler;
ornek miktari, pH, kolon sicakligi, akis hizi vb. olabilir. Tanimlanan faktorler

tizerinde birtakim degisiklikler yapilir ve sonuglar degerlendirilir.
4.6.5. Sistem uygunluk parametreleri

4.6.5.1. Alikkonma zamam
Ornegin enjeksiyonundan sonra dedektore ulasmasi i¢in gecen zamandir. “tr” ile

gosterilir. (Yalgin, 1999)
tR=—
u

Burada;
Vr= Bilesenin duran fazdan elue olmasi i¢in gerekli olan hareketli faz hacmi

u= Hareketli fazin akis hizi
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4.6.5.2. Kapasite faktorii

Bilesenin kolondaki go¢ hizini tanimlar. “k’  ile gosterilir. Kapasite faktorii 1° den
kiiciik ise eliisyon; alikonma zamanini saptayamayacak kadar hizda kisa siirede, 20-
30 gibi bir degerden daha biiyiik ise ¢ok uzun siirede gerceklesir. Normal bir ayirma
kosulunda kapasite faktorii 1 ila 5 arasinda olmalidir. (Yalgin, 1999)

_tr—tm

K

tm
Burada;
t—= Tutulma zamani (dk)

tm= Olii zaman (dk)

4.6.5.3. Ayirma faktorii
Bagil alikonma olarak da adlandirilir. iki tiiriin kapasite faktorleri oranidir. “o ile
gosterilir. (Yalgin, 1999)

Kb

Ka
Burada;
Kv= Daha biiyiik kuvvetle alikonulan tiiriin kapasite faktorii

K.= Daha zay1f kuvvetle alikonulan tiiriin kapasite faktorii

4.6.5.4. Teorik plaka sayis1
Kromatografik kolon, ¢ok sayida birbirinden ayr1 tabakalardan olugmus dar
plakalardir. Bunlara teorik plaka adi verilmistir. “N” ile gosterilir. Kolonun

yararliligi teorik plaka sayisi arttikca artar. (Yalgin, 1999)
— tR\2
N=16 (W)
Burada;

tr= Alikonma zamani

W= Pik genisligi
4.6.5.5. Kuyruklanma faktorii

Kuyruklanma faktorii pikin simetrik olmast ile ilgilidir. “T” ile gosterilir.

Calismalarda daima simetrik pikler secilmelidir (Al-Bazi, 2018).
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~W5,0
2 tw

Burada;
Ws,o= Olgiilen pik yiiksekliginin %5 indeki pik genisligi (dk)

tw= Pik baslangi¢c zamani ile alikonma zamani arasindaki fark (Seyhan, 2013)

4.6.5.6. Ayirma giicii
Iki tiiriin ayrilmasinin kantitatif bir dl¢iisiidiir. “R” ile gosterilir. (Yacin, 1999)
T1< T» olmak iizere;

_ 2(T2-T1)

Wi+ w2

Burada;
Ti= 1. Pike ait alikonma zamant
Ti=2. Pike ait alikonma zamant
W= 1. Pike ait pik genisligi (dk)
W= 2. Pike ait pik genisligi (dk) (Seyhan,2013)

4.6.6. Kullanilan istatistiksel yontemlerdeki terimler

4.6.6.1. Standart sapma

Standart sapma, verilerin aritmetik ortalamadan uzakliklarina baglh bir degerdir. “S”

§= }M
N-—-1

ile gosterilir.

Burada;
Xi= Her bir veri sayist
X=Aritmetik ortalama

N= Veri sayis1
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4.6.6.2. Bagil standart sapma

Standart sapmanin verilerin ortalamasina bdliimiiyle elde edilir. “ RSD” ile gosterilir.

100.SD
RSD = ———
X

Burada;
SD= Standart sapma

X= Verilerin ortalamasi

4.6.6.3. Giiven arahg:
Bir aralik belirleyip anakiitle ortalamasinin bu aralik i¢inde bulunma ihtimali

sOylenebilir. Bu araliga giiven araligi denir. “p” ile gosterilir. Olasilik seviyesi ise

giiven diizeyini verir. Giiven diizeyi 1-a ile gosterilir.
- (0
H Vn

Burada;

x= Verilerin ortalamasi
z= Kritik deger

o= Standart sapma

n= Deger say1s1

4.6.6.4. En kiiciik kareler yontemi
En kiigiik kareler yontemi veri noktalarina en iyi uyan dogruyu belirlemek igin
kullanilan bir yontemdir. Ispat1 i¢in dogrusal matematik kullanilir. Olgiilen sinyal
biiyiikliigii y ile standarttaki analit derisimi x arasinda dogrusal bir iligkinin gergekten
var oldugu kabul edilir. Bu kabulii gosteren matematik denkleme regresyon modeli
denir.

y=mx+b
Burada;
b=y icin baslangi¢ ordinati

m= dogrunun egimi
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Dogrunun egimi;

_ M- i-y)
Z(xi—x)2)

Dogrunun kesim noktasi;

y = mx + b denkleminde m egimi ve b de y eksenini kesim noktasini gosterir. Yani x

=0 iken y = b dir.

Korelasyon katsayi;
Korelasyon, iki degisken arasindaki dogrusal iliskinin derecesini belirleme islemidir.
Dogrusal korelasyonda bagimsiz X ve bagimli Y degiskenleri arasindaki iligkiyi
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gosteren sayiya korelasyon katsayisi denir. ile gosterilir ve asagidaki denklemden

hesaplanir.

Z X, —X /\'—;'\'?1
i ./'J

\

EESIE

4.6.7. Kullanilan yiiksek basin¢h s1vi kromatografisi (HPLC) yontemi

r=

Kromatografinin genel prensibi, ¢esitli maddelerin hareketli faz yardimiyla sabit bir
faz arasindan farkli hizlarla hareket etmeleri esasina dayanir. HPLC, ugucu olmayan
biyolojik ve kimyasal bilesenlerin ayriminda kullanilir. Izokratik ve gradient
calismaya olanak saglar. Izokratik calismada coziicii bilesimi sabittir ve basit
ayirmalar ic¢in tercih edilir. Gradient ¢alismada; hareketli faz bilesimi zamanla
degisim gosterir ve kompleks karigimlarin ayrimi i¢in kullanilir. Ayrim sekilleri
olarak normal ve ters faz kullanilir. Ters faz; apolar, polar, iyonlasabilen veya iyonik
bilesenler i¢in kullanilabilir. Kolon apolar 6zellik gdsterirken (C18, C8, C3) hareketli
faz polar ozellik gosterir. Mevcut bilesenlerin 90% 1ndan fazlasi i¢in kullanilabilir.
Normal faz; suya karst hassas bilesikler, izomerler ve kiral analizler igin
kullanilabilir. Kolon polar (silika jel vb.) 6zellik gosterirken hareketli faz apolar
olmalidir (hekzan vb.). 10% kadar bilesik i¢in tercih edilebilecek bir yontemdir.

Normal-faz kromatografide, polarligi en az olan bilesen kolondan ilk once c¢ikar;

hareketli fazin polarlig: arttik¢a eliisyon zamani azalir.
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Ters-faz tekniginde ise, aksine, polarligi en ¢ok olan bilesik kolondan ilk once ¢ikar
ve hareketli fazin polarlig: arttik¢a elusyon zamani artar.

Bu calismada; ters faz kromatografisi ile izokratik eliisyon yontemi kullanilmistir.

4.6.8. Kullanilan ekstraksiyon yontemleri

Ekstraksiyon, bir ¢ozelti ya da siispansiyon i¢indeki organik maddeyi ¢ozen fakat
cOzelti ya da silispansiyondaki ¢ozgen ile karismayan bir baska organik ¢6zgen
yardimiyla ayirmaktir. Kimyada bir saflastirma yontemi degil ayirma yontemi olarak

kullanilir.

4.6.8.1. Soxhlet ekstraksiyonu

Kati—s1v1 ekstraksiyon olarak da bilinen soxhlet ekstraksiyon, bir kati maddenin
kismen ¢oziilebilir bilesenlerinin bir soxhlet ekstraktor kullanarak sivi faza transfer
islemidir. Onceden kurutulan kati numune bir ekstraksiyon kartusu icine
yerlestirildikten sonra bu kartus soxhlet ekstraktériin ana bolmesine alinir. Cam
balon i¢ine konulan solvent 1sitict yardimiyla buharlasarak ana bdlme i¢inden gecer
ve geri sogutucuya ulasir. Boylece kismen ¢oziilebilir bilesenler yavas yavas bu
solvente transfer olur. Bu dongiiniin sitirekli olarak tekrarlanmasiyla 6rnek tekrar
tekrar transfer boliimlerinin yer degistirmesini kolaylastiran taze Oziitleme
¢oziiclisliyle temas ettirilir. Ek olarak, siiziilmeden sonra filtrasyona gerek duyulmaz
ve paralel olarak birkag eszamanli ekstraksiyon yapilarak numune verimi

arttirtlabilir. (Luque de Castro ve Priego- Capote, 2010)

Su
sofutmasi

Bolme

Resim 16. Soxhlet Ekstraktor Cihazi
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4.6.8.2. Ultrasonik banyo ekstraksiyonu

Ultrasonik ekstraksiyon; ses dalgalari-destekli sivi ekstraksiyonu olarak da
adlandirilir. Bu yontemde 6rnege 20 kHz istiindeki frekanslarla akustik titresimler
uygulanir. Bu titresimler sivinin ig¢inden gectiginde kavitasyon (bosluk olusumu)
meydana gelir. Bu etki sivi ortamda ¢ok sayida ufacik kabarciklar iiretir ve katilarin
mekanik olarak sarsilmasina neden olarak partikiillerin kopmasini saglar. Ses
dalgalari, hem kati hem de sivi 6rnek hazirlamada kullanilir. En c¢ok tercih edilen
ultrasonik radyasyon kaynagi ultrasonik banyodur ¢iinkii; ekipmani ucuz, kullanim
kolay, minimum bozulma ile hedefiyle bilesenin ekstraksiyonu maksimum diizeyde,

daha az ¢oziicii kullanilir ve yiiksek verim saglar (Yagcioglu, 2015).

Coziicii ve bitkisel
materval
Su
[ ’
\ f
i’ \\ f
/ \ {
Paslanmaz ¢elik
tank —
 —
Transdiiser

(a)

Resim 17. Ultrasonik su banyosu
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4.6.8.3. Orbital ¢alkalamal ekstraksiyon

Laboratuvar deneylerinde, cam kaplar igindeki sivilarin homojen olarak ¢alkalanmasi
icin kullanilir.Sallayici tabla iizerine konan erlen, balon ve benzer kaplar 6zel
baglama ¢ubuklari ile sabitlenir. Cihaz belirli salinim hareketleriyle kaplar igindeki
stvilar dairesel hareketle sallama iglemini gergeklestirir. Bu islemle analizi istenen

analit, ¢Oziicliye geger ve ekstraksiyon igslemi tamamlanmis olur.

.“

AL

Resim 18. Orbital calkalayici

4.6.8.4. Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Mikrodalgalar yiiksek frekansli elektromanyetik dalgalardir (300-300000 MHz).
Mikrodalga enerji kullanilarak 1sitmanin prensibi, iyonlarin iletimi ve dipol
rotasyonu (dénme) yoluyla molekiil {izerine mikrodalganin direkt etkisi temeline
dayanir. Mikrodalga 1sitmast klasik 1sitmaya gore daha avantajlidir. Cilinkii 6rnegin
tamami1 ayni1 anda, homojen ve hizli bir sekilde 1sitilir. Hiicreler, mikrodalga 1ginlar
sayesinde 1smir ve buharlasma ger¢eklesir. Buharlasma sonucunda hiicre duvarina
basing uygulanir ve hiicre duvart yiiksek basing nedeniyle parcalanir bdylece
bilesenler ¢oziiciiye gegmis olur (Yagcioglu, 2015). lIyonik iletim gergeklestiginde
¢ozeltinin bu iyon akisina direng gostermesi friksiyon (siirtiinme) ile sonuglanir ve
bdylece ¢ozelti 1sinir. Bagarili bir ekstraksiyon gerceklestirmek icin uygun solvent
secimi ¢ok oOnemlidir. Segilen solventlerde mikrodalga isimasini absorplamasi,
solventin matriksle etkilesimi ve analitin solventteki c¢Oziniirliigii goz Oniine

alinmalidir. Mikrodalga destekli ekstraksiyonun tercih edilmesinin sebepleri;
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ekstraksiyonun daha kisa siirede gerceklesmesi, daha az ¢oziicii kullanilmasi,
ekstraksiyon verimini arttirdigindan daha yiiksek geri kazanim oranlarmin elde
edilmesi, kullanim kolaylig1 saglamasi, diisiik maliyetli olmasi, genis solvent ve

solvent karigimlari se¢cimine olanak saglamasidir (Yagcioglu, 2015).

EXstraksiyon hocrelon Radyo dalgabin i
e l — i TS Iaambes Sogulnen sislem
I | Frekans — -
) yombendincisi l\-’
dm ) e
( @l Vhaklamenay
makrodalgak =1 Ekstraksiyom hocres

E.‘ Sall sistem i-.. AGK sislem
\
~|L Il emmues mukrodalgalar
Vida

sk -.__---_."
Ll— Kagak

Solvemt

Hoere

COreck

Kagalt sistem

Resim 19. Mikrodalga destekli ekstraksiyon
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Calisilan Ornekler

Bu calismada analiz edilen meyve ¢ekirdekleri, Tirkiye ve Tayland'daki yerel
pazarlardan elde edilmistir. Armut (Pyrus communis), ayva (Cydonia oblonga),
kayis1 (Prunus armeniaca), elma (Malus domestica), kiraz (Prunus avium), nektarin
(Prunus persica var. Nucipersica), erik (Prunus domestica), karpuz (Citrullus
lanatus), limon (Citrus limon), nar (Punica granatum) ve acit badem (Semen
Amygdali amarum) Tiirkiye, Istanbul, Maltepe yerel pazarlarindan; rambutan
(Nephelium lappaceum), papaya (Carica papaya), longan (Dimocarpus longan) ve
guava (Psidium guajava) Tayland, Nonthaburi, Bang Yai yerel pazarlarindan elde
edildi.

Meyve kisimlarindan ayrilan gekirdekler, 1 gece buyunca 40 °C’ de hava dolasiml
etlivde kurutuldu. Kurutma isleminden sonra havanda kiigiik parcalara ayrilacak
sekilde doviildii.

Cekirdekler tamamen toz haline getirilmemistir ¢iinkii Koo ve ark. (2005)’ nin
yaptig1 calismaya gore kiiglik pargalara ayrilan aci badem c¢ekirdeklerinden, toz

haline gore daha fazla miktarda amigdalin elde edilmistir.

5.2. Kimyasal Maddeler

Amigdalin standard1 (Sigma-Aldrich, BioXtra, >97% saflikta)
Metanol (J.T Baker)

Etanol (J.T Baker)

Asetonitril (J.T Baker)

Hekzan (Merck)

Su

Sitrik asit (Merck)

vV V.V V V VYV VY

Tiim kimyasallar ve solventler reaktif veya HPLC derecesindedir. Amigdalin
standardi Sigma-Aldrich Co.'dan (St. Louis, MO, ABD) satin alinmis, diger kimyasal

maddeler ve organik ¢oziiciiler Merck'ten (Darmstadt, Almanya) ve J.T Baker'dan
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(Cin) satin alinmistir. Calisma esnasinda kullanilan ultra saf su NTS, Delicate R.O.

su aritma sisteminden saglanmistir.

5.3. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

>
>

YV V V V V

Genel laboratuvar cam malzemeleri

100 pL, 1000 pL ve 5000 pL hacminde otomatik mikropipetler (Brand,
Transferpette)

Ultrasonik banyo (EFLAB, KUDOS-SK 3310NP)

Orbital calkalayic1 (EFLAB, EFSH)

Soxhlet ekstraksiyon cihazi (EFLAB, EFYG-4)

Mikrodalga destekli ekstraksiyon cihazi (Terra, Mars 240-50)
HPLC- DAD (Shimadzu series LC- 20A)
e DGU-20As Degazor
e LC-20AT Pompa
e SIL-20A ur Auto sampler
CTO-10AS vp Kolon firini
SPD-M20A Diode Array Dedektor

5.4. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisine ait Kromatografik Kosullar

Mobil faz : Metanol: Su karisimi (30:70) (h:h)
Kolon : Thermo C18 (3um, 4.6x250 mm)
Kolon firin1 sicaklig :350C

Detektor : Diode Array Dedector (DAD)
Dalgaboyu : 207 nm (Bant genisligi 4nm)
Akis hiz1 : 0,9 mL/dk

Enjeksiyon hacmi :20 pL

Eliisyon : Izokratik

5.5. Cozeltilerin Hazirlanmasi

5.5.1. Mobil fazin hazirlanmasi

Calismada kullanilan mobil faz, (30:70) oranlarinda metanol ve su bilesenlerinden

olusmaktadir. 2 L’ lik mobil faz hazirlamak i¢in 600 mL metanol ve 1400 mL su
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kullanilmigtir. Mobil faz hazirlandiktan sonra igerisideki gaz kabarciklarim

uzaklagtirmak amaciyla ultrasonik banyoda 10 dakika boyunca degaze edilmistir.

Literatiirdeki ¢alismalarda mobil faz olarak genellikle asetonitril: su veya metanol:su
karisimlart kullanilmistir. Wang ve ark. (2015), mobil faz olarak 13:87 oraninda
asetonitril ve su karigtmi  kullanmiglardir ancak etkin bir ayrilma elde
edememislerdir. Metanol asetonitrilden daha iyi ayirma O6zelligine sahip bir ¢oziicli
oldugundan c¢aligmamizda metanol tercih edilmistir. Lv ve ark. (2005), mobil faz
olarak 15:80 oraninda methanol ve su karigimi kullanmiglardir, etkin bir pik ayrimi
elde etmislerdir ancak amigdalinin alikonma zamani1 20 dakikadan fazla siirmiistiir.
Bu validasyonda c¢alisma siiresini kisaltma amaciyla metanol orani arttirilmis ve

30:70 oraninda methanol ve su karisimi kullanilmistir.

5.5.2. Ekstraksiyon solventlerinin hazirlanmasi
Ekstraksiyonda metanol,etanol, asetonitril, hekzan, su, %50 metanol, %50 etanol ve

%2 sitrik asit solventleri kullanilmastir.

5.5.2.1. %2 Sitrik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

20 g sitrik asit tartilarak 1000 mL’ lik 6l¢iilii balona aktarilir ve {izeri su ile hacme
tamamlanir.

5.5.2.2. %50 Metanol ¢ozeltisinin hazirlanmasi

500 mL metanol meziirle dlgiilerek 1000 mL’ lik 6l¢iilii balona aktarilir ve lizeri su
ile hacme tamamlanir.

5.5.2.3. %50 Etanol ¢ozeltisinin hazirlanmasi

500 mL etanol meziirle 6l¢iilerek 1000 mL’ lik 6l¢iilii balona aktarilir ve iizeri su ile
hacme tamamlanir.

Bunlarin diginda kullanilan diger solventler saf halleriyle kullanilmistir.

5.5.3. 1000 mg/kg Ana stok standart cozeltisinin hazirlanmasi
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50 mg amigdalin standard: tartilip 50 mL’lik 6lgiili balona aktarildi {izerine bir
miktar saf su eklenerek ¢Oziinmesi saglandi ardindan yine saf su ile hacme
tamamlandi.

5.5.4. Kalibrasyon egrisi icin kullanmilacak ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

5.5.4.1. 250 mg/kg standart ¢ozeltisi
1,5 mL’ lik HPLC vialine 375 uL 1000 mg/kg’ lik ana stok ¢ozeltisi ve 625 pL saf

su konularak vortakslenir.

5.5.4.2. 100 mg/kg standart ¢ozeltisi
1,5 mL’ lik HPLC vialine 150 pL 1000 mg/kg’ lik ana stok ¢ozeltisi ve 1350 pL saf

su konularak vortakslenir.

5.5.4.3. 50 mg/kg standart cozeltisi
1,5 mL’ lik HPLC vialine 75 pL 1000 mg/kg’ lik ana stok ¢ozeltisi ve 1425 pL saf

su konularak vortakslenir.

5.5.4.4. 25 mg/kg standart cozeltisi
1,5 mL’ lik HPLC vialine 150 pL 250 mg/kg’ lik ara stok ¢ozeltisi ve 1350 pL saf su

konularak vortakslenir.

5.5.4.5. 10 mg/kg standart cozeltisi
1,5 mL’ lik HPLC vialine 60 pL 250 mg/kg’ lik ara stok ¢ozeltisi ve 1440 uL saf su

konularak vortakslenir.

5.5.4.6. 5 mg/kg standart ¢ozeltisi
1,5 mL’ lik HPLC vialine 30 pL 250 mg/kg’ lik ara stok ¢ozeltisi ve 1470 pL saf su

konularak vortakslenir.
5.5.4.7. 1 mg/kg standart ¢ozeltisi

1,5 mL’ lik HPLC vialine 150 pL 10 mg/kg’ lik ara stok ¢ozeltisi ve 1350 pL saf su

konularak vortakslenir.

42



5.5.5. Teshis limiti calismasi icin cozeltilerin hazirlanmasi

100 mL’ lik 6l¢iilii balona 1,5 mL 1000 ppm’ lik ana stoktan ilave edilir lizeri saf su
ile hacme tamamlanir. 15 mg/kg’ lik ara stok elde edilmis olur. Amigdalin
igcermedigi bilinen 10 farkl karpuz ¢ekirdegi numunesine 15 mg/kg diizeyinde spike
yapilir. Numunelere uygulanan ekstraksiyon islemlerinden sonra elde edilen
ekstraktlar HPLC viallerine almir ve HPLC’ ye I1’er kez enjeksiyon yapilir.

Toplamda 10 enjeksiyon verisi elde edilmis olur.

5.5.6. Geri kazamim cahismalart icin kullanilacak standart cozeltilerin

hazirlanmasi

5.5.6.1. 200 mg/kg standart ¢ozeltisi
100 mL’ lik dl¢iili balona 1000 mg/kg’ lik ana stoktan 20 mL ilave edilir ve iizeri saf

su ile hacme tamamlanir.

5.5.6.2. 500 mg/kg standart c¢ozeltisi
100 mL’ lik dl¢iili balona 1000 mg/kg’ lik ana stoktan 50 mL ilave edilir ve iizeri saf

su ile hacme tamamlanir.

5.6. Amigdalin Kalibrasyon Egrisi
Kalibrasyon egirisi; 1, 5, 10, 25, 50, 100 ve 250 mg/kg olmak lizere 7 farkl

konsantrasyon seviyesinde olusturulmustur.

5.7. Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)
Amigdalin icin LOD degeri 0.015 mg/g ve LOQ degeri 0.018 mg/g olarak

bulunmustur.

5.8. Yontemin Geri Kazanim Oranlari

Geri kazanim c¢alismasi i¢in amigdalin igcermedigi bilinen karpuz c¢ekirdegi
numunesine 200 mg/kg ve 500 mg/kg olmak iizere iki diizeyde spike yapilmistir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalar1 i¢in ayr1 ayr1 geri kazanim

calismasi yapilmistir. Bunun igin tekrarlanabilirlik ¢calismasinda kisa zaman zarfinda
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10 paralel ¢aligma yapilmistir. Tekrariiretilebilirlik calismasinda 10 farkli giinde 2
paralel calisma yapilarak toplamda 20 veri elde edilmistir. Sonuglarin ortalamasi

alinip metodun geri kazanim orani tespit edilmistir.

5.8.1. 200 mg/kg seviyesinde geri kazanim ¢alismasi

Amigdalin igermedigi bilinen 10 farkli karpuz c¢ekirdegi numunesine 200 mg/kg
diizeyinde spike yapilir. Numuelere uygulanan ekstraksiyon islemlerinden sonra elde
edilen ekstraktlar HPLC viallerine alinir ve HPLC’ ye 1’er kez enjeksiyon yapilir.

Toplamda 10 enjeksiyon verisi elde edilmis olur.

5.8.2. 500 mg/kg seviyesinde geri kazanim ¢aliymasi

Amigdalin igermedigi bilinen 10 farkli karpuz g¢ekirdegi numunesine 500 mg/kg
diizeyinde spike yapilir. Numuelere uygulanan ekstraksiyon islemlerinden sonra elde
edilen ekstraktlar HPLC viallerine alinir ve HPLC’ ye 1’er kez enjeksiyon yapilir.

Toplamda 10 enjeksiyon verisi elde edilmis olur.

5.9. Ornek Hazirhg

5.9.1. Soxhlet ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyonu, aci1 badem c¢ekirdeklerinden amigdalin ekstrakte etmek i¢in
kullanilmistir. Bunun i¢in 2,5 gram kuru aci badem ¢ekirdegi tartilmis ve bir
ekstraksiyon kartusuna yerlestirilmistir. Ekstraksiyon balonlarina 250 mL ¢oziicii
ilave edilmistir. Bunun i¢in sekiz farkli ekstraksiyon solventi kullanilmistir. Bu
coziicliler sirastyla; % 2 sitrik asit, metanol,% 50 metanol, etanol,% 50 etanol,
hekzan, asetoniril, ve sudur. Balon igerikleri 4 saat boyunca kaynatilip
ekstraksiyondan sonra ¢oziicii, 60 °C' de tutulan termostatik banyo ve vakum
kontrollii doner bir buharlastirict kullanilarak balondan uzaklastirilmistir. Kalint1 5
ml sicak su ile ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen ekstraktlar, HPLC sistemine enjekte

edilmeden once 0.45 um'lik bir membran filtreden siiziilmiistiir.
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5.9.2. Ultrasonik banyo ekstraksiyonu

Ultrasonik banyo ekstraksiyonu, act badem c¢ekirdeklerinden amigdalin ekstrakte
etmek i¢in kullanilmistir. Bunun i¢in 2,5 gram kuru acibadem cekirdegi tartilmis ve
50 mL’ lik balon jojelere aktarilmistir. Uzerlerine 25 mL ¢dziicii eklenmistir. Bunun
icin yedi farkli ¢oziicii kullanilmistir. Bu c¢oziiciiler sirasiyla; % 2 sitrik asit,
metanol,% 50 metanol, etanol,% 50 etanol, asetoniril ve sudur. Numuneler 40 °C' de
30 dakika boyunca ekstrakte edilmistir. Balon igerikleri, ¢oziiciilerle 50 ml hacme
tamamlanip Once kaba filtre kagidindan ardindan 0.45 um'lik membran filtreden

stiziilmustiir. Enjeksiyon i¢in HPLC viallerine alinmistir.

5.9.3. Orbital ¢calkalamal ekstraksiyon

Orbital calkalama ekstraksiyonu, act badem ¢ekirdeklerinden amigdalin ekstrakte
etmek i¢in kullanilmistir. Bunun i¢in 2,5 gram kuru acibadem ¢ekirdegi tartilip 250
mL’ lik erlenlere konulmustur. Uzerlerine 50 mL ¢dziicii eklenmistir. Bunun igin
yedi farkli ¢oziicli kullanilmistir. Bu ¢oziiciiler sirasiyla; % 2 sitrik asit, metanol, %
50 metanol, etanol,% 50 etanol, asetoniril ve sudur. Numuneler 2 saat boyunca
ekstrakte edilmistir. Erlen igerikleri dnce kaba filtre kagidindan ardindan 0.45 um'lik

membran filtreden siiziilmiistiir. Enjeksiyon i¢in HPLC viallerine alinmistir.

5.9.4. Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon, aci badem c¢ekirdeklerinden amigdalin ekstrakte
etmek i¢cin kullanilmigtir. Bunun i¢in 0,25 gram kuru acibadem c¢ekirdegi tartilip
ekstraksiyon tiiplerine yerlestirilmistir. Uzerlerine 10 mL ¢oziicii eklenmistir. Bunun
icin dort farkli ¢oziicti kullanilmigtir. Bu ¢oziiciiler sirasiyla; % 50 metanol, % 50
etanol, su ve % 2 sitrik asittir. Numuneler 40°C* de 800 W giiciinde, 1 saat boyunca
ekstrakte edilmigstir. Tiip igerikleri once kaba filtre kagidindan ardindan 0.45 um'lik

membran filtreden siiziilmiistiir. Enjeksiyon i¢cin HPLC viallerine alinmistir.

Mikrodalga ekstraksiyonunda saf halde metanol, etanol, asetonitril ve hekzan
kullanilmamasinin sebebi bu solventlerin saf hallerinin basingli kaplarda tehlike
olusturabilecegidir. Bu nedenle sulu ¢ozeltilerinin hazirlanmasi daha giivenlidir.

Ayrica non polar bir ¢oziicii olan hekzan (dipol moment<0,1) mikrodalga igerisinde
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1sinmaz. Bu gibi durumlarda non polar ¢oziiciiniin polar ¢oziicii ile karistirilarak
kullanilmast onerilmektedir (Yagcioglu, 2015). Ancak hekzan en az dipol momente
sahip oldugundan bitkisel kaynaklardan yapilan ekstraksiyonlarda ¢ok fazla tercih

edilmemektedir.
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6. BULGULAR

6.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Metot Validasyonu

Bu c¢aligma i¢in planlanan validasyonda asagidaki parametreler incelenmistir;
» Segcicilik(Selectivity)/ Spesifiklik(Specificity)

Tespit Limiti (Limit of Detection)

Tayin Limiti (Limit of Quantification)

Calisma Araligi/ Dogrusallik (Range/Linearity)

YV V VYV V

Dogruluk

e Kesinlik (Presicion)

- Tekrarlanabilirlilik (Repeatability)

- Tekrar Uretilebilirlik (Laboratuvar ici) (Reproducibility)
¢ Gergeklik (Trueness)

- Geri Kazanim

» Saglamlik (Robustness/Ruggedness)

e (oOzelti Stabilitesi

e Metot Parametreleri Uzerindeki Degisiklikler

6.1.1. Secicilik
Amigdalin standartlar1 su ile hazirlanmistir. Blank numune olarak sisteme su
enjeksiyonu yaptirilmistir. Numune olarak da 250 mg/kg seviyesinde amigdalin

standard1 kullanilmigtir. Kromatogramda herhangi bir girisim gézlenmemistir.
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mAU __
750 PDA Multi 1
500
n n
250+
0 A_\/\”
S A —— ' ' '
0 1 2 3 4 5 & 7
- min
Sekil 4. Blank kromatogrami
mAU
3 PDA Multi 1
4 )
500- c
] =
o
:
] 1
2504
0 L\'/\_/;/-\ T L ! M
L L L L B | | | I
0 1 2 3 < 5 6 7 8 9
min

Sekil 5. Amigdalin standardina ait kromatogram

| Pikin saflik derecesi 1.000000

6.1.2. LOD ve LOQ ¢alismasi
LOD ve LOQ degerleri i¢cin karpuz c¢ekirdegine 10 adet spike caligmasi yapilmistir.

Elde edilen veriler asagidaki formiiller yardimiyla hesaplanmistir.

LOD= Xisr + 3*sr
LOQ= Xort +10%sr
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Tablo 3. LOD ve LOQ ¢alismasindan elde edilen veriler

TEKRAR SAYISI Amigdalin Alan
(mg/kg)
1 13,77 46761
2 14,01 47588
3 14,21 48246
4 14,48 49192
5 13,85 47028
6 14,44 49050
7 13,26 45034
8 14,18 48170
9 13,91 47242
10 14,08 47830
ORT 14,02
STD.SAPMA 0,3563
LOD 15,09
LOQ 17,58
=
mAU
PDA Multi 1
200
n 0
/
J/ :
0F T a7 T T T T T T
0 1 2 3 4 = £ 7 9
= = Ty
<Results>
PDA
| Name | Ret Time | Area | Height |
1 | Amigdalin | 8.297 | 49192] 8026

Sekil 6. Amigdalin i¢in LOQ kromatogrami

6.1.3. Dogrusallik

5.5.4. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi boliimiinde anlatildig: sekilde 7 farkl

konsantrasyon seviyesinde standartlar hazirlanmistir ve 2’ ser enjeksiyondan

toplamda 14 veri elde edilmistir. Verilerden elde edilen alana karsi konsantrasyon

grafigi asagidaki gibidir.
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Sekil 7. Amigdalin i¢in dedektor sinyalinin konsantrasyona karsi grafigi

Tablo 4: Amigdalin i¢in dogrusallik calismasi degerleri

Amigdalin |, oo | Alan Ci |Ciort Ci-Cort | (Ci-Cort)

mg/kg
1 1 18147 | 1,0687 | 1,0716 | -61,9313 | 38354921
2 1 18247 | 1,0745 261,9255 | 3834,7627
3 5 88998 | 5,410 | 52704 | -57,7590 | 3336,1063
4 5 89998 | 5,2999 257,7001 | 3329,3071
5 10 | 178357 | 10,5032 | 10,6768 | -52,4968 | 2755,9156
6 10 | 184252 | 10,8503 752,1497 | 2719,5878
7 25 | 463392 | 27,2885 | 2728 | -35,7115 | 12753125
8 25 | 463149 | 27,2742 35,7258 | 1276,3347
9 50 | 864596 | 50,9148 | 50,8866 | -12,0852 | 146,0520
10 50 | 863639 | 50,8584 12,1416 | 1474173
11 100 | 1782792 | 104,9860 | 104,9858 | 41,9860 | 1762,8271
12 100 | 1782785 | 104,9856 41,9856 | 1762,7925
13 250 | 4202000 | 247,4502 | 247,5680 | 184,4502 | 34021,8815
14 250 | 4206011 | 247,6859 184,6859 | 34108,8765

Cort 63 xx 94312,6656
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Dogru denklemi= y=mx+b

Kesim noktasi (b)=0

Egim(m)= 16981,23

Korelasyon katsayis1 (R?) = 0,9994 (Beklenen deger en az 0,999)
Relatif standart sapma (RSD)= 3,61

6.1.4. Calisma arahg
Bu validasyonda amigdalinin ¢alisma araligi; 1,0716 mg/kg ila 247,5680 mg/kg

olarak belirlenmistir.

6.1.5. Dogruluk

6.1.5.1. Kesinlik

Kesinlik ¢alismasi i¢in tekrarlanabilirlik ve tekrartiretilebilirlik ¢alismalari
yaptlmistir. Bunun i¢in 2 diizeyde amigdalin igermedigi bilinen karpuz

cekirdeklerine spike yapilmistir. Sonugclar asagidaki gibidir;

Tablo 5. 200 mg/kg diizeyinde tekrarlanabilirlik sonuglari

TEKRAR Konsantrasyon .
SAYISI mg/kg ' Pik Alam
1 186,20 158096
2 190,33 161602
3 189,16 160612
4 188,98 160457
5 187,34 159066
6 186,61 158442
7 186,96 158744
8 191,19 162331
9 187,80 159458
10 188,02 159645
ORT 188,26
STD.SAPMA 1,63
%RSD 0,87

51



Tablo 6. 500 mg/kg diizeyinde tekrarlanabilirlik sonuglari

TEKRAR Konsantrasyon .
SAYISI mg/kg ' Pik Alam

1 482,52 409693

2 474,67 403023

3 479,50 407121

4 475,71 403910

5 475,07 403362

6 474,59 402958

7 476,75 404788

8 473,49 402020

9 472,99 401600

10 476,42 404509

ORT 476,17

STD.SAPMA 2,89
%RSD 0,61

Tablo 7. 200 mg/kg diizeyinde tekrariiretilebilirlik sonuglari

TEKRAR Konsantrasyon .
SAYISI mg/kg ' Pik Alam
1 187,85 158442
2 188,10 161320
3 187,42 159313
4 188,04 160372
5 188,34 161053
6 188,60 160609
7 191,94 162444
8 190,65 161819
9 189,30 160367
10 187,94 160013
ORT 188,82
STD.SAPMA 1,69
%RSD 0,90
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Tablo 8. 500 mg/kg diizeyinde tekrariiretilebilirlik sonuglar

TEKRAR Konsantrasyon .
SAYISI mg/kg ' Pik Alam
1 476,45 403252
2 476,17 402590
3 480,66 409923
4 472,23 400995
5 477,08 404934
6 483,39 409441
7 485,84 413484
8 480,28 405363
9 484,85 413239
10 476,22 403096
ORT 479,32
STD.SAPMA 4,41
%RSD 0,96
Degerlendirme

Tekrarlanabilirlik performans kriterlerinde %RSD < %4 olmasi istenmektedir. Elde
edilen tekrarlanabilirlik verilerinde 200 mg/kg seviyesinde %RSD= %0,87 ve 500
mg/kg seviyesinde %RSD= %0,61 olarak tayin edilmistir. Buna gore

tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait degerler uygundur.

Tekrartiretilebilirlik performans kriterlerinde %RSD < %8 olmas1 istenmektedir.
Elde edilen tekrarlanabilirlik verilerinde 200 mg/kg seviyesinde %RSD= %0,90 ve
500 mg/kg seviyesinde %RSD= 9%0,96 olarak tayin edilmistir. Buna gore

tekrartiretilebilirlik ¢alismasina ait degerler uygundur.
6.1.5.2. Gerceklik (Geri Kazanim)

Geri kazanim c¢alismas1t 200 mg/kg ve 500 mg/kg olmak iizere iki diizeyde
yapilmustir. Sonuglar agsagidaki gibidir;
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Tablo 9. 200 mg/kg diizeyinde geri kazanim sonuglari

Spike Yapilan Bulunan Geri
TSE ;i{l}gIR Blank K([))nsantrgsyon Konsantrasyon | Kazanim

(mg/kg) (mg/kg) (%)

1 0,00 200 186,20 93,10
2 0,00 200 190,33 95,16
3 0,00 200 189,16 94,58
4 0,00 200 188,98 94,49
5 0,00 200 187,34 93,67
6 0,00 200 186,61 93,30
7 0,00 200 186,96 93,48
8 0,00 200 191,19 95,59
9 0,00 200 187,80 93,90
10 0,00 200 188,02 94,01
ORT 94,13

STD.SAPMA 0,816

%RSD 0,866

Tablo 10. 500 mg/kg diizeyinde geri kazanim sonuglari
ike Yapilan Bulunan eri
TSE ;i{l?SXIR Blank Iggnsantrgsyon Konsantrasyon Ka(;lanlm

(mg/kg) (mg/kg) (%0)

1 0,00 500 482,52 96,51
2 0,00 500 474,67 94,93
3 0,00 500 479,50 95,90
4 0,00 500 475,71 95,14
5 0,00 500 475,07 95,01
6 0,00 500 474,59 94,92
7 0,00 500 476,75 95,35
8 0,00 500 473,49 94,70
9 0,00 500 472,99 94,60
10 0,00 500 476,42 95,28
ORT 95,23
STD.SAPMA 0,579
%RSD 0,607
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Tablo 11. Elde edilen geri kazanim oranlari

Konsantrasyon Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
200 mg/kg %94,13 %94,41
500 mg/kg %95,23 %96,11
Ortalama %094,68 %095,26
Degerlendirme

Beklenen geri kazanim oranlar1 %90- %107 arasindadir. Sonuglar uygundur.

6.1.6. Saglamhk

6.1.6.1. Standart ¢ozelti stabilitesi

Cozelti stabilitesi i¢in amigdalin standardinin baslangigtan itibaren 12 saat araliklarla

HPLC tayini yapilip pik alanlar1 karsilastirilmistir.

Tablo 12. Cozelti stabilitesi ¢alismasindan elde edilen pik alanlari

Amigdalin
Zaman Pik Alam Degisim %
Baslangic 4228032 -
12. saat 4217104 %0,3
24. saat 4213011 %0,4
36. saat 4209009 %0,4
48. saat 4200258 %0,7
Degerlendirme

Yapilan stabilite calismasi sonucunda amigdalin standart c¢ozeltisinin 48 saat

boyunca stabilitesini korudugu belirlenmistir.

6.1.6.2. Metot parametreleri iizerindeki degisiklikler

Saglamlik caligmasi i¢in metot parametrelerinde akis hizi ve kolon firmi sicakligi

tizerinde degisiklikler yapilmistir. Sonuglar asagidaki tablodaki gibidir;
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Tablo 13. Metot parametrelerinin degistirilmesi ile elde edilen sonuglar

Sartlar Pik Alam | Kuyruklanma Faktorii | Teorik Plaka Sayis1
Normal Sartlarda
(35 °C kolon sicaklig1, | 5674935 1.444 9675.623
0,9 ml/dk akis hiz1)
0,8 ml/dk akis hiz1 5723468 1.301 11862.376
40 °C kolon sicakligi | 5670931 1.455 11658.696
mAU
% FDA Multi 1
!-00: §
260+
0 /\ PN N J A - : A
0 H 2 2 ‘ 5 8 7 2 9

Sekil 8. Normal sartlarda amigdalin standardina ait kromatogram Rt= 6,194

-
C:\LabSolutions\Data\Project1\Amigdalin 26.07.2018\Amigdalin std 014 - Kopya lod
mAU
1000 FOA Multi 1
1 =
7504 _'g
£
n 500 L
250
0 4\_,/\ I 4
T T T T —T T T T T
0 2 3 4 5 -] 7
min
L = -

Sekil 9. 0,8 ml/dk akis hizinda standardina ait kromatogram Rt= 6,255
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PDA Multi 1

Arngdaln

%
|

Sekil 10. 40°C kolon firmi sicakliginda amigdalin standardina ait kromatogram

Rt=6,155

Degerlendirme

Saglamlik sonuglarina gore metot, ufak degisimlerden etkilenmemektedir.

6.2. Amigdalin Ekstraksiyonu Optimizasyonu
Metot optimizasyonu ig¢in, 4 farkli ekstraksiyon yontemi denenerek aci badem

cekirdeginden amigdalin ekstrakte edilmistir. Sonuclar Tablo 7’ de verilmistir.

6.2.1. Soxhlet ekstraksiyonu

En yiiksek ekstraksiyon verimi metanol ile saglanmistir. Acibadem ¢ekirdeklerindeki
amigdalin icerikleri 0,025 ila 44,08 mg/g arasinda degismektedir. Analiz sonuglar
strastyla; su ile 0,025+0,001 mg/g; %?2 sitrik asit ile 0,14+£0,01 mg/g; asetonitril ile
4,29+0,17 mg/g; %50 etanol ile 9,43+0,38 mg/g; etanol ile 23,414+0,94 mg/g; %50
metanol ile 39,64+1,59 mg/g ve metanol ile 44,38+1,78 mg/g olarak tayin edilmistir.
Hekzan ile olan ekstraksiyonda analite ait bir pik elde edilememistir. Sonuglara goére
en yliksek verim metanol ile elde edilmis olsa da metanoliin toksik, insan ve gevre
saghigina zararli etkilerinden dolay1 tercih edilmesi sakincalidir. Aci badem

¢ekirdegindeki amigdalin igerikleri Sekil 5.2’ da verilmistir.
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mAU
£ PDA Multi 1
o
1000 ?
500
0 AN A 1y L i
— T " 1”' : T —— T T
0.0 25 5.0 7.5 100 125
min
<Results>
PDA
|1D# Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin 6.355 8939520 1125350

Sekil 11. Metanol ile soxhlet ekstraksiyonu sonucunda acibadem g¢ekirdeginden elde

edilen amigdaline ait kromatogram.

mAU
10004 £ PDA Multi 1
3
H
500+
0 /A A | L PN e §
v — T T T T T T o T T
00 25 5.0 75 10.0 125
min
<Results>
FDA
|D# Name Ret. Time Area Height
1 Amigdalin 6.375 7971110 989098

Sekil 12. % 50 Metanol ile soxhlet ekstraksiyonu sonucunda acibadem g¢ekirdeginden

elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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mAU
£ PDA Multi 1
) 3
k-3
500 5
250
| I | W \_. S\
0 i Y
. T — ——
0.0 25 50 75 10.0 125
min
<Results>
PDA
1D# Name Ret. Time Area Height |
1 Amigdalin 8,285 4705816 802576 |

Sekil 13. Etanol ile soxhlet ekstraksiyonu sonucunda acibadem ¢ekirdeginden elde

edilen amigdaline ait kromatogram.

I -
U
1000 £ PDA Multi 1
-
o
750 &
n 500 L]
2504
O-J Jb\,}\ J\s f\_zl\x
i T 1
—1——— 77— —T
0.0 25 5.0 75 10.0 125
min
= —
<Results>
FDA
|D# Name Ret. Time Area Height
1 Amigdalin £8.240 7576487 958151

Sekil 14. % 50 Etanol ile soxhlet ekstraksiyonu sonucunda acibadem g¢ekirdeginden

elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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mAU
£ PDA Multi 1
-
1000+ E
500
0 ~ 'JL
v —— — — I . —
0.0 25 50 75 10.0 125
min
<Results>
PDA
|D# Name Ret. Time Area Height |
1 Amigdslin 8.228 8673285 1128098 |

Sekil 15. Asetonitril ile soxhlet ekstraksiyonu sonucunda acibadem ¢ekirdeginden

elde edilen amigdaline ait kromatogram.

-
mAU
PDA Multi 1
10004 DA Multi
n 500- L]
0 \/\/\/\_ o i 'Al _J
v 1 — T — T
00 25 5.0 75 10.0 125
min
= — - |
<Results>
IPDA
|1D# Name Ret. Time Ares Height Conc. Units  [Mark
1 Amigdalin 0.000 0 0 0.000| mgiL \']

Sekil 16. Hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu sonucunda aci badem ¢ekirdeginden elde

edilen amigdaline ait kromatogram.
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-
mAU
PDA Multi 1
2500-
[ 0"
£
Z
£
0 L—.A_,-YLU Al B —
. ———— et : — —
0.0 25 5.0 75 10.0 125
& = ulFy
<Results>
FDA
|D# Name Ret Time Ares Height
1 Amigdalin £.204 1135974 141601
Sekil 17. %2 Sitrik asit ile soxhlet ekstraksiyonu sonucunda acibadem ¢ekirdeginden
elde edilen amigdaline ait kromatogram.
-
mAU
PDA Multi 1
1000+
[ ]
500-
£
m %
04 Hu r~
— ———t , —— ——
0.0 25 5.0 75 10.0 125
min
E = '
<Results>
PDA
1D# Name Ret. Time Area Height
1 Amigdalin £.377 205770 22482

Sekil 18. Su ile soxhlet ekstraksiyonu sonucunda acibadem ¢ekirdeginden elde edilen

amigdaline ait kromatogram.
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6.2.2. Ultrasonik banyo ekstraksiyonu

En yiiksek ekstraksiyon verimi %2 sitrik asit saglandi. Acibademdeki amigdalin
icerikleri 10,63 ila 34,84 mg/g arasinda degismektedir. Analiz sonuglar
sirastyla; %50 metanol ile 10,63+0,43 mg/g; %2 sitrik asit ile 36,79+1,47 mg/g
olarak tayin edilmistir. Asetonitril ve su ile yapilan ekstraksiyonda analite ait pik
tespit edilememigstir. Ayrica metanol, etanol ve %50 etanol ile yapilan
ekstraksiyonlarda anlamli pikler elde edilememistir. Sonuglara gére en uygun
¢oziicli %2 sitrik asit olarak belirlenmistir. Acibademdeki amigdalin igerikleri Sekil

5.b’ de verilmistir.

=
mAU
1500+ PDA Multi 1
c
]
B
1000+ 5
n U
500
— — — — — T T
0.0 25 50 75 10.0 125
| = min[
<Results>
PDA
D= Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin 6.232 7395701 977449

Sekil 19. %2 Sitrik asit ile ultrasonik banyo ekstraksiyonu sonucunda acibadem

cekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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mAU
€ PDA Multi 1
°
300+
200
100
i
09 f
I N I I I
0.0 25 50 75 10.0 125
min
<Results>
PDA
D% Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin £.242 5537600 342266
Sekil 20. Metanol ile ultasonik banyo ekstraksiyonu sonucunda acibadem
cekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
mAU
1000 PDA Multi 1
§
°
500 £
0.0 258 5.0 75 10.0 128
min
<Results>
PDA
1D# Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin 6.183 4271908 3685722

Sekil 21. %50 Metanol ile ultasonik banyo ekstraksiyonu sonucunda acibadem

¢ekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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o =
mAU
PDA Multi 1
500+
" 5 0
o
k3
250 £
O-JJJ L/\A
1 I I 1
0.0 25 5.0 75 10.0 125
o = ng
<Results>
IPDA
10# Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin 6.388 4503790 186694 |
Sekil 22. Etanol ile ultasonik banyo ekstraksiyonu sonucunda acibadem
cekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
mAU
PDA Multi 1
750 .
5
°
2
500 %
250
04 7+ TJ bt —— R
, — —_— s i A— — —_—
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5
min
<Results>
PDA
1D Name Ret Time Ares Height
1 Amigdalin 6.234 78098 481082

Sekil 23. %50 Etanol ile ultasonik banyo ekstraksiyonu sonucunda acibadem

cekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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mAU
1000 PDA Multi 1
500
0+
L — 1 T T — T
0.0 25 50 75 10.0 125
min
<Results>
PDA
D= Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin 0.000 0
Sekil 24. Asetonitril ile ultasonik banyo ekstraksiyonu sonucunda acibadem
cekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
0 = a
mAU
PDAMulti 1
2000
n
1000
Al
01 T
. — — — — —
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5
min
I = :
<Results>
PDA
D% Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin 0.000 0

Sekil 25. Su ile ultasonik banyo ekstraksiyonu sonucunda act badem ¢ekirdeginden

elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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6.2.3. Orbital calkalamah ekstraksiyon

En yiiksek ekstraksiyon verimi %2 sitrik asit saglandi. Acibademdeki amigdalin

igerikleri 0,023 to 33,60 mg/g arasinda degismektedir. Analiz sonuclar1 sirasiyla;
asetonitril ile 0,023+0,001 mg/g; %50 metanol ile 20,04+0,80 mg/g; %2 sitrik asit ile

33,60+1,34 mg/g olarak tayin edilmistir. Su ile yapilan ekstraksiyonda analite ait bir

pik tespit edilememistir. Ayrica metanol, etanol ve %50 etanol ile yapilan

ekstraksiyonlarda anlamli pikler elde edilememistir. Bu yontemden elde edilen

sonuglar, ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle benzerlik gdstermektedir. Sonuglara

gore en uygun ¢oziicii %2 sitrik asit olarak belirlenmistir. Acibademdeki amigdalin

igerikleri Sekil 5.c’ de verilmistir.

= — 0]
mAU
500 PDAMulti 1
1000
n - U]
]
500 &
X
0- L rAl Y i
. . — . . . .
0.0 25 5.0
min
i —
<Results>
PDA
1D# Name Ret Time Area Height
1 Amigdalin 8284 27016824 331803

Sekil 26. %?2 Sitrik asit ile orbital ¢alkalama ekstraksiyonu sonucunda acibadem

cekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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mAU
500 PDA Multi 1
250
0_
1 U
00 50 75 125
min
<Results>
PDA
|D# Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin €245 7819054 479333
Sekil 27. Metanol ile orbital ¢alkalama ekstraksiyonu sonucunda acibadem
cekirdeginden elde edilen amigdalin kromatogram.
mAU
§ PDA Multi 1
<
g
500
250
O_QL/‘/M 1! \l + .
I I
0.0 5.0 126
min
<Results>
PDA
1D# Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdslin 6273 8057056 702956

Sekil 28. %50 Metanol ile orbital ¢alkalama ekstraksiyonu sonucunda acibadem

cekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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=
mAU
PDA Multi 1
200
" 100 £ I
1 S
E
0_‘M M
1 1 T M I N 1
0.0 25 50 7.5 10.0 125
= = minﬂ
<Results>
PDA
0% Name Ret. Time Area Height
1 Amigdalin £.219 837472 40208
Sekil 29. Etanol ile orbital ¢calkalama ekstraksiyonu sonucunda acibadem
¢ekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
=
mAU
7504 - PDA Multi 1
t N
500
n "
250+
0 T i T T i 'A i
1 1 1 1 1
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125
= = minn
<Results>
FDA
|D# Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin 6.233 10118114 728039

Sekil 30. %50 Etanol ile orbital ¢alkalama ekstraksiyonu sonucunda acibadem

¢ekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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=
mAU
PDA Multi 1
500
[ "
250
£
S
. i
. — — - - . . —— .
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5
= = min a
<Results>
PDA
|D# Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin 6.300 18536 1803
Sekil 31. Asetonitril ile orbital ¢alkalama ekstraksiyonu sonucunda act badem
cekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
1o = 0
mAU
PDA Multi 1
1000
[ n
500
N AN
0- < '/\ 4 .
N N 1 I I N I N 1
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5
min
L = '
<Results>
PDA
1D# Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdalin 0.000 0 0

Sekil 32. Su ile orbital ¢alkalama ekstraksiyonu sonucunda acibadem ¢ekirdeginden

elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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6.2.4. Mikrodalga destekli ekstraksiyon

En yiiksek ekstraksiyon verimi %2 sitrik asit saglandi. Acibademdeki amigdalin
igerikleri 24,26 to 65,21 mg/g arasinda degismektedir. Analiz sonuglar1 sirasiyla; su
ile 24,27+0,97 mg/g; %50 metanol ile 25,14£1,01 mg/g; %2 sitrik asit ile 65,21£2,61
mg/g olarak tayin edilmistir. %350 etanol ile yapilan ekstraksiyonda anlamli pikler
elde edilememistir.

Bu yontemin denenen diger tiim ekstraksiyon yontemlerinden daha iyi sonuglar
verdigi belirlenmistir. Hem daha kisa siirede hem de daha yliksek verimde sonuglarin
alinmasi1 bakimindan en iyi yontem olarak secilmistir. Sonuglara gore en uygun
¢oziicli %2 sitrik asit olarak belirlenmistir. %2 sitrik asit ¢ozeltisinin biiyiik oranda
su igermesi, yapay sitrik asitin gidalarda katki maddesi olarak kullanilabilme 6zelligi
ve herhangi bir toksik etkisinin olmamasindan dolayr hem insan hem de ¢evre
sagligina zarar vermemesi tercih edilme sebebidir. Acibademdeki amigdalin
igerikleri Sekil 5.d” de verilmistir.

Bu ekstraksiyon yontemi diger meyve ¢ekirdeklerine de uygulanmistir ve sonuglar

Tablo 8’ de verilmistir.

-
mAU
PDA Multi 1
15004
c
1 3
1000 g
n
500
] s
0 i
1 1 T | I
00 25 5.0 75 10.0 125
min
= —
<Results>
PDA
1D# Name Ret. Time Ares Height
1 Amigdslin 8.227 6592599 817053

Sekil 33. %2 Sitrik asit ile mikrodalga ekstraksiyonu sonucunda acibadem

cekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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mAU
PDA Multi 1
,%
500- E
[ ]
250
0—4 N { i Y/\1
. — — — : ———— —
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125
i - = min a
<Results>
jPoA
1D Name Ret Time Area Height
1 Amigdslin 6684 5055062 387155
Sekil 34. %50 Metanol ile mikrodalga ekstraksiyonu sonucunda acibadem
¢ekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
=
mAU
. PDA Multi 1
k)
w250 '\ 0
0-—j \— . LL '[\J
ey emp e gy ey
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125
H = mmﬂ
<Results>
PDA
1D# Name Ret Time Area Height !
1 Amigdalin 6.184 4753078 339548 |

Sekil 35. %50 Etanol ile mikrodalga ekstraksiyonu sonucunda acibadem

¢ekirdeginden elde edilen amigdaline ait kromatogram.
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mAU
] PDA Multi 1
2000
n £ 1
1000 -1
5
0: L}\ 'A i i '_s 4
. — . — — : . k
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.6
= = mingy
<Results>
FDA
1D# Name Ret Time Ares Height
1 Amigdalin £.132 4378032 581537
Sekil 36. Su ile mikrodalga ekstraksiyonu sonucunda act badem g¢ekirdeginden elde
edilen amigdaline ait kromatogram.
Tablo 14. Farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak HPLC tayini sonucunda
acibadem ¢ekirdeginden elde edilen amigdalin miktarlar
Soxhlet Ultrasonik Orbital Calkalayic1 | Mikrodalga
Ekstraksiyonu Ekstraksiyon Ekstraksiyonu Ekstraksiyonu
(4 saat) (30 dakika) (2 saat) (1 saat)
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Metanol (MeOH) 44,38+ 1,78 Diizenli pik elde Diizenli pik elde -
edilemedi edilemedi
Etanol (EtOH) 23,41+ 0,94 Diizenli pik elde Diizenli pik elde -
edilemedi edilemedi
%350 Metanol 39,64+ 1,59 10,63+ 0,43 20,04+ 0,80 25,14+ 1,01
(MeOH)
%350 Etanol 9,43+ 0,38 Diizenli pik elde Diizenli pik elde Diizenli pik
(EtOH) edilemedi edilemedi elde edilemedi
%32 Sitrik Asit 0,14+ 0,01 36,79+ 1,47 33,60+ 1,34 65,21+ 2,61
Asetonitril (ACN) 4,29+ 0,17 Tespit edilemedi 0,023+ 0,001 -
Su 0,025+ 0,001 Tespit edilemedi Tespit edilemedi 24,27+ 0,97
Hekzan Tespit edilemedi - - -
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Tablo 15. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi kullanilarak HPLC tayini

sonucunda diger meyve c¢ekirdeklerinden elde edilen amigdalin miktarlar

Meyve cekirdekleri Amigdalin miktarlar1 (mg/g)
Armut 0,16+ 0,01
(Pyrus communis)
Ayva 7,42+ 0,30
(Cydonia oblonga)
Kayis1 (Yar1 aci) 1,21+ 0,05

(Prunus armeniaca)

Elma 13,21+ 0,53
(Malus domestica)

Kiraz 2,03+ 0,08
(Prunus avium)

Nektarin 0,042+ 0,002
(Prunus persica var. nucipersica)

Erik 40,01+ 1,60
(Prunus domestica)

Karpuz Tespit edilemedi
(Citrullus lanatus)

Limon Tespit edilemedi
(Citrus limon)

Nar Tespit edilemedi
(Punica granatum)

Acibadem 65,21+ 2,61
(Semen Amygdali amarum)

Rambutan 0,15+ 0,01
(Nephelium lappaceum)

Papaya Tespit edilemedi
(Carica papaya)

Longan Tespit edilemedi

(Dimocarpus longan)

Guava 0,074+ 0,003
(Psidium guajava)
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Amigdalin Miktar1 (mg/g) a Amigdalin Miktar1 (mg/g) b
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Sekil 37. Farkl1 ekstraksiyon yontemleri kullanilarak HPLC tayini sonucunda ac1
badem c¢ekirdeginden elde edilen amigdalin miktarlar1 a) Soxhlet ekstraksiyon, b)
Ultrasonik ekstraksiyon, c¢) Orbital ¢alkalayicili ekstraksiyon, d) Mikrodalga

ekstraksiyonu
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500+

2504

PDA Multi 1

Sekil 38. Blank kromatogrami

500+

2504

PDA Multi 1

alin

™ -
-
L]
w

min

<Results>

FDA

1D Name

Ret Time

Area

Height

1 Amigdalin

6.194

5857258

622875

Sekil 39. 250 mg/kg konsantrasyonundaki amigdalin standardina ait kromatogram
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I -
mAU
PDA Multi 1
1500
e
)
°
1000+ g
n n
500+
0 L—m 1 4
——— T T .r
00 25 50 75 10.0 125
min
= —
<Results>
IPDA
D= Name Ret Time Area Height
1 Amigdalin 8.227 6592599 817053

Sekil 40. Acibadem ¢ekirdegine ait kromatogram

W

Time 6626 inten. 22459

1000000+

750000+

500000+

250000+

=3

40

Sekil 41. Acibadem ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin

45

50 55

karsilastirilmasina ait kromatogram

Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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2000+

1000

Amigdalin

PDA Multi 1

min

<Results>

|PDA

D=

Name

Ret. Time

Area

Height

1 Amigdalin

6.194

124059

9627

Sekil 42. Armut ¢ekirdegine ait kromatogram

L)
S5S

L]
6.0

Sekil 43. Armut ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilastirilmasina ait

kromatogram

Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standard1
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PDA Multi 1

25004

T
T
6
min

|<Results>

Height

PDA

Name

Ret. Time

Ares

884022

D=

8.186

5984665

1 Amigdalin

Sekil 44. Ayva cekirdegine ait kromatogram

Time © 3.047 nten. 1,860,940]

uv
F |
2000000+ [
1750000 ,
1500000
1250000

1000000+

|
750000 /

500000 /
/ |

250000

0 —
T T T T T
: . 85 9.0 95 min

Sekil 45. Ayva ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilastiritlmasina ait

kromatogram
Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi

78



2000+

1000+

Amigdalin

PDA Multi 1

<Results>

IPDA

Name

Ret Time

Ares

Height

1 Amigdalin

6.204

10825051

1081783

Sekil 46. Elma ¢ekirdegine ait kromatogram

v

2500000
2250000
2000000
17500004
1500000
1250000
1000000 Al

7500004 f

5000004 | \

250000 / ‘i

Time

Inten.

=

00 10 20 20 40 50

Sekil 47. Elma cekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilagtirilmasina ait

kromatogram
Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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PDA Multi 1

= — -
<Results>

FDA
D% Name Ret. Time Area Height
1 Amigdalin 8282 168088257 1740528

Sekil 48. Erik ¢ekirdegine ait kromatogram

w

Time Inten,
2250000+ )

2000000 { |
17500004 |
15000004
12500004

1000000 |

750000+ l
500000+

|

|

8 |

250000 N/ |L __),"\w‘ﬂ‘l. ‘ \kl

00 10 20 30 40 50 80 70 80 90 100 1.0 120 130 140 min

Sekil 49. Erik ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilastirilmasina ait
kromatogram
Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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PDA Multi 1

2000+

1000+

min

Sekil 50. Karpuz cekirdegine ait kromatogram (Amigdalin tespit edilemedi)

W
1000000 Time - 6.628 - Inten. 15,251

900000

800000

700000+

600000~

500000+

400000

300000+

200000

100000+

Sekil 51. Karpuz ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilastiriimasina
ait kromatogram
Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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PDA Multi 1

30004

2000+

1000

min

<Results>

FDA
1D Name Ret Time Ares Height
1 Amigdalin 8212 1960735 181306

Sekil 52. Kayis1 ¢ekirdegine ait kromatogram

Y

Sekil 53. Kayisi ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilastirilmasina ait
kromatogram
Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standard1
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=
mAU
PDA Multi 1
2000
n n
10004 £
=
£
. /\*
. . ————— — A ————r ——————
0 1 2 3 - 5 .} 8 9
= = min a4
<Results>
FDA
D= Name Ret. Time Area Height
1 Amigdalin 6.193 3269821 246701
Sekil 54. Kiraz ¢ekirdegine ait kromatogram
W
7000004 Tme 5425 nten. 557,455
600000
500000
400000
300000
200000 ‘
1000004~/ N\ | A
- — — e —— i
40 45 55 80 85 70 75 85 90 " min

Sekil 55. Kiraz ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilastirilmasina ait

kromatogram

Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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20004

2000+

1000

PDA Multi 1

=
<Results>

FDA

1D

Name

Ret. Time

Ares

Height

1 Amigdalin

0.000

Sekil 56. Limon ¢ekirdegine ait kromatogram (Amigdalin tespit edilemedi)

12500004

1000000+

750000+

500000+

250000

=

Time 5409 Inien.

50745

7.50 min

Sekil 57. Limon ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilastirilmasina ait

kromatogram

Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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PDA Multi 1

2000

1000+

4 -~
4
-
4
4
-

Sekil 58. Nar ¢ekirdegine ait kromatogram (Amigdalin tespit edilemedi.)

W
700000

Time 7.870 inten. 15,101

600000+
500000+
400000+
300000
200000

1000004,

500 525 550 575 6.00 6.25 650 675 7.00 725 750 715 800 min

Sekil 59. Nar ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilastirilmasina ait
kromatogram
Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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10004

| Amigdalin

PDA Multi 1

-1 —

min

=
<Results>

IPDA

1D

Name

Ret Time

Area

Height

1 Amigdalin

6.227

31250

3352

Sekil 60. Nektarin ¢ekirdegine ait kromatogram

'

100000~
75000~

50000~

25000+ S E—e—,

Sekil 61. Nektarin ¢ekirdegi ve kontrol standardr spektrumlarinin kargilastirilmasina

ait kromatogram

Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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20004
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<Results>
POA
108 Name Ret Time Ared Height
1 Amigdalin 8.297 51871 8207
Sekil 62. Guava ¢ekirdegine ait kromatogram
uv
Time Inten

Sekil 63. Guava ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilastirilmasina ait
kromatogram
Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standard1
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mAU
PDA Multi 1
25004
n LI]
N w
1 ) A T 1 1 L 1 T
0 1 2 3 - 5 8 7 8 9
min
= —
<Results>
PDA
1D Name Ret. Time Area Height
1 Amigdalin 0.000 0 0

Sekil 64. Longan cekirdegine ait kromatogram (Amigdalin tespit edilemedi)

W
1000000~ Time- . 6628 - Inten. 15251

900000+
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600000+
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100000

o
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Sekil 65. Longan ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlariin karsilastirilmasina
ait kromatogram
Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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mAU
PDA Multi 1
25004
n n
0 '_/'-\ s . /\1
SRS SR S S (S —
00 25 50 75 100
= = =g
<Results>
IFDA
D= Name Ret. Time Area Height
1 Amigdalin 0.000 0 0
Sekil 66. Papaya cekirdegine ait kromatogram (Amigdalin tespit edilemedi)
uw
Tme 7421 Tnien BLE
900000
800000
7000004
6000004
5000004
4000004
30000
200000 =5
T
~100000- 2
4 500 535 550 61 6.00 625 650 615 100 125 mn

Sekil 67. Papaya cekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarinin karsilagtirilmasina
ait kromatogram
Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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4000 PDA Multi 1
3000

I 2000+ n

1000 £

min
i~ d

=
<Results>

FDA
|D# Name Ret Time Area Height
1 Amigdalin 8.143 229749 22093

Sekil 68. Rambutan ¢ekirdegine ait kromatogram

uv
6000004 Tme 6269 h

500000~

400000+

300000+

200000+

100000+

Sekil 69. Rambutan ¢ekirdegi ve kontrol standardi spektrumlarin karsilastirilmasina
ait kromatogram
Pembe pik= Numune

Siyah pik= Kontrol standardi
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7. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu c¢alismada, Tiirkiye ve Tayland' da yetisen gesitli meyvelerin ¢ekirdeklerinde
bulunan amigdalin miktarlar1 tayin edilmistir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda
genellikle Rosaceae tilirlerinden olan Orneklerin incelenmis oldugu ve diger
familyalar {lizerinde aragtirmalarin yogunlasmadigi gozlenmistir. Ayrica Tayland
meyvelerinin  amigdalin  igerigine dair yapilan herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle bu ¢alisma hem Tayland’ da yetisen meyvelerin hem de
Cucurbitaceae, Rutaceae, Lythraceae, Sapindaceae, Caricaceac ve Myrtaceae gibi

farkli familyalarin amigdalin miktarlarinin tayini konusundaki ilk ¢aligmadir.

Amigdalinin, anti-kanser 6zelligi konusunda kuvvetli kanitlar bulunmamakla beraber
yapilan bir ¢ok c¢alismada hem kanser hem de diger hastaliklar konusunda umut
verici olabilecegi yoniinde iddialar bulunmaktadir. Yapisinda hidrojen siyaniir
bulundurmasi nedeniyle, oral yolla asir1t miktarda amigdalin aliminin tehlikeli oldugu
bilinmektedir. Amigdalin, emiilsin enziminin etkisi ile hidroliz olarak zehirlenmelere
yol agmaktadir. Ancak yapilan bir ¢ok ¢alismada amigdalinin kontrollii kullanimi
saglandiginda ve kemoterapotik ilaglarla kombine edildiginde antitimor etki
olusturabilecegi diigiiniilmektedir. Bunlarin yaninda amigdalinin nispeten daha diisiik

maliyetli bir dogal {iriin olmasi, tercih edilme olasiligini arttiracaktir.

Bu caligmada, amigdalinin kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde kullanimi
hakkinda bilgiler toplanmig, acibadem c¢ekirdegi ile gesitli ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak 6n denemeler yapilmistir. Belirlenen en uygun yontem diger meyve
cekirdeklerine de uygulanmis ve amigdalin miktarlar1 HPLC yontemiyle tayin
edilmistir. Ayrica amigdalin miktar tayini ile ilgili literatiirde yer alan diger

caligmalar da incelenmistir.

Hwang ve ark. (2002), kaynar suda, D-amigdalin genellikle 3 dakika icinde
neoamigdaline donligmeye basladigini ve 30 dakika sonra ilk D-amigdalinin % 30'
undan fazlasinin neoamigdalin olarak buldugunu tespit etmislerdir. Bu c¢alismada

mobil faz olarak %6 asetonitril iceren 10 mM sodyum fosfat tamponu (pH 3.8)
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kullanmiglardir ve ters fazli yiiksek performanslt sivi kromatografisiyle amigdalin ve
neoamigdalini acik bir sekilde ayirmiglardir. Ekstraksiyon solventi olarak %0.1 sitrik
asit ¢Ozeltisi kullanarak amigdalinin donilisiimiinii engelleme konusunda basarili

olmuslardir.

Kumarasamy ve ark. (2003), P.spinosa tohumlarindaki basta amigdalin olmak tizere
siyanojenik glikozitleri; sirasiyla metanol, n-hekzan ve diklorometan kullanarak
Soxhlet cihaziyla ekstrakte etmislerdir. Metanol ekstraktinin 2 gramini Sep-Pak C18
kartusundan gegirerek saflastirmiglardir. Gradient eliisyonda ve mobil faz olarak
metanol, su ¢ozeltileri kullanarak preparatif -HPLC’ de Luna C18 10 p, 250 mm x
21.2 mm kolonu ile kantitatif tayinlerini yapmislardir. Belirlenen tiim siyanojenik
glikozitlerin tanimlanmasi i¢in UV, ,SIMS, 1D ve 2D NMR spektroskopik veri
analizlerini kullanmislardir. Deneysel verileri ilgili literatiir verileri ile uyumlu

bulmuslardir.

Koo ve ark. (2005), kayis1 ¢ekirdegindeki D-amigdalin ve onun doniisiim {iriinii olan
neoamigdalinin ters fazli yiliksek performansli sivi kromatografisiyle kantitatif
tayinini ger¢eklestirmislerdir. Mobil faz olarak %8.5 asetonitril ya da %25 metanol
iceren 10 mM sodyum fosfat tamponu (pH 3.1) kullanmuslardir. Olgiimler UV
dedektorde 214 nm dalga boyunda yapilmistir. HPLC kolonu olarak, Capcell Pak
C18 MG (4.6mmx250 mm, 5 pm kullanmiglardir. Akis hizin1 1.2 ml/dk olarak
belirlemislerdir. Enjeksiyon hacmi 10 ul” dir. Ekstraksiyon solventi olarak kaynar su
kullandiklarindan amigdalinin neomigdaline doniistiigiinii ve ekstraksiyon veriminin
diistiiglinii gézlemlemislerdir. Bu sorunu kaynar su yerine %4 sitrik asit ¢ozeltisi
kullanarak ¢ozmiiglerdir. Elde ettigi amigdalin miktarlar biitlin, yarim, ufak ve toz
kayist ¢ekirdeginde sirasiyla; 45,42+ 1.21 mg/g, 40,44+ 0,68 mg/g, 10,18+ 0,24
mg/g, 1,73+ 0,14 mg/g’ dir.

Lv ve ark. (2005), tibbi materyalden amigdalinin ekstraksiyonu i¢in {i¢ yontem
kargilagtirmiglardir; metanol ile ultrasonik ekstraksiyon, metanol ile soxhlet
ekstraksiyonu ve su ile reflux ekstraksiyonu. Sonuglar, % 0.1 sitrik asit ihtiva eden

reflux ekstraksiyonunun en iyi se¢enek oldugunu gostermistir. Elde edilen amigdalin
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miktariin hesaplanmasi igin ters fazli, yiiksek performansh bir sivi kromatografi
yontemi gestirmisleridir. Mobil faz olarak; metanol-su (15:80) karisimi, HPLC
kolonu olarak; Agilent C18 column (250 % 4.6 mm, 0.45 pm) kullanilmistir. UV
dedektorde 215 nm dalga boyunda ¢alismislardir. Enjeksyon hacmini 20 ul olarak
belirlemislerdir. Elde ettigi amigdalin miktarlar1 kayisi ¢ekirdegi ve tiiylii kiraz igin
strastyla; ultrasonik ekstraksiyonunda; %1,71 ve %1,67, soxhlet ekstraksiyonunda;

%2,03 ve %2,11, reflux ekstraksiyonunda; %4,31 ve %4,09’ dur.

Geng (2009), prunasin ve amigdalin miktarlarinin HPLC ile tayini i¢in taflan
cekirdek Orneklerini metanol, metanol:kloroform (1:1), metanol:su (1:1) ve su ile
ekstrakte etmis bunun sonucunda metanol:su ve yalmizca su ile yapilan
ekstraksiyonlardan amigdalin elde edilememislerdir. En fazla amigdalin miktari
metanol:kloroform ekstraksiyonu ile 93.06 g/kg olarak belirlenmistir. (Dursun,

2010).

Dursun (2010), Karayemiste amigdalin ve prunasin miktarini tayin etmek icin kolon
kromatografisi, ince tabaka kromatografisi ve niikleer manyetik rezonans On
denemelerini gergeklestirdikten sonra HPLC ile gradient programda kantitatif olarak
tayin etmistir. Mobil faz olarak asetonitril ve deiyonize su kullanilmistir. HPLC
kolonu olarak; Dionex C18 (4.6 x 150 mm, 0.5 um partikiil biiyiikliigiinde) kolon
kullanmistir. Calisma UV dedektérde 218 nm’de yapilmistir. Calisilan 6rneklerde
ortalama amigdalin miktar1 0.277 g/kg olarak tayin edilmistir.

Arrazola ve ark. (2012), tatli, hafif ac1 ve ac1 badem ¢ekirdeklerindeki amigdalin
miktarini tayin etmek istemislerdir. Ekstraksiyonu, oda sicakliginda 12 saat boyunca
10 mL metanol ile gergeklestirmislerdir ve kantitatif tayini ic¢in izokritik eliisyonlu
ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisini kullanmislardir. Mobil faz olarak
asetonitril: su karigimi (20:80) kullanarak tayini UV dedektérde 218 nm’ de
gerceklestirmislerdir. Kromatografik kosullar; HPLC kolonu: Waters Symmetry (250
X 4.6 mm), akis hizi: 1.5 mL/dk, enjeksiyon hacmi: 20 pL.
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Poyraz (2013), cesitli kayist tiirlerindeki amigdalin miktarini belirlemek i¢in fosfat
tamponu (pH 2,8): metanol (75:25 (v/v)) karistmindan olusan hareketli faz
kullanmistir. Ekstraksiyon solventi olarak etanol ve ekstraksiyon metodu olarak
ultrasonik banyo kullandiktan sonra tayini; HPLC- UV dedektor ciftiyle 210 nm’ de
gerceklestirmistir. Calismada; Inertsil ODS-3 (5 pm, 250 mm x 4,6) boyutlarinda
C18 kolonu kullanmistir. Akis hizi 1 ml/dk, enjeksiyon hacmi 20 pL, kolon firim
sicakligr 30°C olarak ayarlanmistir. Calisma sonucunda; aci kayisi tohumlarinin
ortalama amigdalin miktar1 26,27 + 14,4 mg/g; tath tohumlarin ortalama amigdalin

miktar1 0,16 + 0,09 mg/g olarak bulunmustur.

Miao ve ark., (2013), yabani kayis1 ¢ekirdegindeki amigdalin miktarlarin1 hizli ve
verimli bir sekilde belirlemek i¢in, ikinci tiirev UV spektrofotometrisi ve yiiksek
performansli ters fazli sivi kromatografisi (HPLC) yontemlerini karsilastirmiglardir.
Ikinci tiirev spektrofotometri yonteminin, arka plandaki giiriiltiiyii etkili bir sekilde
ortadan kaldirdigint ve HPLC yonteminin dogrulugunu muhafaza ederken
uygulamasinin da kolay oldugunu ve yabani kayisi ¢ekirdegindeki amigdalin
konsantrasyonlarinin biiyiik Olcekte belirlenmesi i¢in yararli bir arag olmasinin
muhtemel oldugunu bildirmislerdir. HPLC ydntemi i¢in; analizler 25 ° C'de bir C18
ters faz kolonu (250 mm x 4.6 mm, 5.0 um) kullanilarak yapilmistir. Kromatografik
kosullar: 0.8 ml/dk akis hizi, mobil faz; (15:85) asetonitril: su karisimi, 20 pl
enjeksiyon hacmi ve DAD dedektor dalga boyu 214 nm’ dir. Sonuglar; ikinci tiirev
UV spektrofotometrisi i¢in 0.21+£0.10 mg/mL, HPLC i¢in 0.18+0.09 mg/mL

bulunmustur.

Bolarinwa ve ark. (2014), amigdalin kantifikasyonu i¢in, ekstraksiyon verimliligini
arastirmak ve piyasada bulunan ¢esitli gidalardaki seviyeleri ilk kez tespit etmek i¢in
yiiksek performansli bir sivi kromatografisi prosediirii gelistirip uygulamislardir.
Kromatografik kosullar: Kolon 6zellikleri; Phenomenex C18, Nucleosile 3, (150 mm
x4.60 mm, 3 pm), kolon firmi sicaklig 40 °C. 1 ml/dk akis hizi, mobil faz; (25:75)
metanol: su karigimi, 5 pl enjeksiyon hacmi ve DAD dedektor dalga boyu 214 nm’
dir. Sonuglar, Rosaceae tiirlerinden olan tohumlarin (kayisi i¢in 14.37 mg/g, kiraz

icin 3.89 mg/g, nektarin i¢in 0.12 mg/g, seftali i¢in 6.81 mg/g, erik i¢in 17.49 mg/g,
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elma icin 2.96 mg/g ve armut i¢in 1.29 mg/g) Rosaceae olmayan tiirlere (0.01-0.2
mg/g araliginda) gore nispeten yiiksek miktarlarda amigdalin igerdigini
gostermektedir. Islenmis gida iiriinlerinin amigdalin igerigini ¢ok diisiik seviyelerde

bulmuslardir.

Bolarinwa ve ark. (2015), elma tohumlari, taze elma ve islenmis elma sularindaki
amigdalinin tayinini ters fazli yiiksek performansli s1vi kromatografisi- DAD ciftiyle
214 nm’ de gerceklestirmistir. Mobil faz olarak metanol: su karigimi (25: 75, v:iv)
kullanmiglardir. Kromatografik kosullar: Kolon ozellikleri; Phenomenex Cl18,
Nucleosile 3, (150 mm x4.60 mm, 3 um), kolon firmi sicakhigi 40 °C, akis hiz1 1
ml/dk, enjeksiyon hacmi 5 pl’ dir.  Ekstraksiyon solventi olarak etanol kullanip
reflux altinda kaynatmiglardir. Etanolii ugurduktan sonra dietileter ilave etmislerdir
ve dietileterin ugurulmasindan sonra da su ilave ederek numuneyi enjeksiyona hazir
hale getirmiglerdir. 15 elma ¢esidinden elde ettigi sonuglar; 1 ila 4 mg/g arasinda

degismektedir.

Celik ve Yildinm (2017), amigdalinin analizinde spektrofotometre, ince tabaka
kromatografisi, yliksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC) ve gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi, enzim bagli imminosorbent analizi (ELISA),
miktarsal proton niikleer manyetik rezonans (q1 H-NMR) teknigi kullanilabilecegini
bildirmislerdir. HPLC tekniginin, ¢ogunlukla ters fazli kolon ve 215 nm dalga
boyunda belirleme seklinde uygulanmakta oldugunu belirtmislerdir. Amigdalinin
parcalanmast sonucu aciga c¢ikan hidrojen siyaniir miktariin titrimetrik,
spektrofotometrik, elektrokimyasal, kromatografik ve elektroforetik (kilcal

elektroforez) teknikler kullanilarak belirlenebilecegini sdylemislerdir.

Lee ve ark. (2013), 20 cesit acisiz, yar1 act ve act bademlerin amigdalin icerigini kati
faz ekstraksiyonu ve ultra yiiksek basing¢li sivi kromatografi elektrosprey ticlii dortlii
kiitle spektrometresi (UHPLC- (ESI) QqQ MS / MS kullanilarak belirlemistir.
Acisiz, yart act ve acibademlerdeki amigdalin miktarlarini sirastyla: 63.13+ 57.54,

992.24+ 513.04 ve 40060.34+ 7855.26 mg/kg olarak bulmuslardir. Amigdalin
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seviyeleri, acisizlarda 2.16 ila 157.44 mg/kg, yar1 acilarda 523.50 ila 1772.75 mg/kg
ve acibademlerde 33006.60 ila 53998.30 mg/kg arasinda degismistir.

Wang ve ark. (2015), atik bayberry ¢ekirdeklerini kullanmak i¢in, amigdalinin TBK”’
lardan ayristirilmasi ve saflastirilmasi i¢in makraporoz adsorpsiyon regineleri (MAR)
kullanmislardir. Ekstraksiyon i¢in; bayberry ¢ekirdeklerini, 105 © C'de kurutup ve 20
hacim petrol eteri (60-90 ° C'de 2 saat kaynama) ile ii¢ kez ¢alkalamislardir. Daha
sonra cekirdekleri toz haline getirip 60 gbézenek agikligina sahip bir elekten
gecirmiglerdir. Bayberry ¢ekirdek tozunu, bir erlende (30 dakika boyunca 45 °C’ de)
20 hacim metanol ¢ozeltisi ile dziimleyip bu islem ii¢ kez tekrarlamislardir. Oziit
coOzeltilerini birlestirilip bir Buchner hunisi kullanilarak bir Whatman No. 1 filtre
kagidindan vakumla slizmiislerdir. Siiziintiiyii, evaporatdrde metanolii uzaklastirmak
icin 45 °C' de diisik basing altinda buharlastirmiglardir. Kalinti, kromatografi
kolonuna yiiklenmeden dnce ham TBK ¢o6zeltisini vermek iizere damitilmis su ile
seyreltilmistir. HPLC kromatografik kosullari: Mobil faz olarak asetonitril: su
karisimi (13: 87, v:v) kullanmislardir. Kromatografik kosullar: Kolon ozellikleri;
Symmetry C18 MG kolon (250 mm x4.60 mm, 5 um), kolon firm1 sicakligr 25 °C,
akis hizit 1 ml/dk, dedektéor; DAD dedektér, dalga boyu; 214 nm’ dir.
Karakterizasyon ve yontem gelisimi i¢in D101 kullanmiglardir. Bir dinamik
adsorpsiyon/ desorpsiyon dongiisii boyunca, HPLC ile saptanan ekstrakttaki
amigdalin saflif1, %77.9 geri kazanimla, %4.8'den %82.0'a kadar yaklasik 17 kat

arttigini belirlemislerdir.

Senica ve ark. (2016), kiraz ve kayis1 tohumlarinin ayrintili fenolik ve siyanojenik
profillerinin yanm1 sira ezilmis cekirdeklerden hazirlanan iceceklerin amigdalin
miktarini tayin etmislerdir. Ekstraksiyon islemi; ¢ekirdekler bir havanda toz haline
getirilmis ve 2 g kayis1 veya kiraz ¢ekirdegi tozu hemen 6 ml metanol-su (70:30, v/v)
ile ekstrakte edilmistir. Karistm 30 °C de 30 dakika boyunca 25 mL %70’ lik
metanolle ultrasonik banyoda ekstrakte etmislerdir (Oomah ve ark.,, 1992).
Stispansiyonu 4 ° C’ de 10,000 rpm'de 7 dakika santrifiijleyip ve siipernatanti
Macherey-Nagel tarafindan tiretilen bir Chromafil AO-20/25 poliamid filtreden filtre
etmislerdir. Tayin icin yliksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ve kiitle
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spektrofotometrisi (MS) kullanmiglardir. Gradient eliisyonda, mobil faz A: gift
damitilmis su igerisinde %0,1 formik asit ile %3 asetonitril, mobil faz B: asetonitril
igerisinde %0,1 formik asit ve %3 c¢ift damitilmis su kullanmislardir. Kromatografik
kosullar: Kolon o6zellikleri; Gemini C18 kolon (150 mm x4.60 mm, 3 um), kolon
firm1 sicakligr 25 °C, akis hiz1 0,6 ml/dk, dedektor; DAD dedektor, dalga boyu; 280
ve 350 nm, enjeksiyon hacmi 10 pl’ dir. Kayis1 ¢ekirdeginde 1024,04+ 50,75 pg/g,
kiraz ¢ekirdeginde 732,79+ 36,93 ug/mL amigdalin tayin etmislerdir.

Mazza ve Cottrell (2008), Kanada’ nin 4 farkli bolgesinden, 4 mevsimde toplanan, 5
cesit saskatoon liziimiindeki prunasin ve amigdalin miktarlarint HPLC ydntemiyle
tayin etmislerdir. Ekstraksiyon iglemi; dort ila sekiz donmus taze saskatoon meyvesi
tartilmis, doviilmiis ve tohumlar ince uglu bir nester kullanilarak ayrilmastir.
Tohumlar1 bir tiip igerisine tartip tizerine 5 mL% 60 metanol ilave etmislerdir ve tiip
gece boyunca (16 saat) bir karistiricida karistirilmistir. Tiip, 5 dakika boyunca 2000
rpm'de santrifiijlenip ve 4.0 mL silipernatant ¢ekilmis ve 10 mL'lik bir polietilen
santrifiij tiipiine aktarilmis ve 43 °C’ de kuruyana kadar birakmislardir. Kurutulmus
oziitl, 1.0 mL %15 metanol igerisinde yeniden ¢o6ziindiiriip, 0.45 um filtreden
stizmiislerdir. HPLC kromatografik kosullari: Gradient eliisyonda mobil faz A;
metanol ve mobil faz B; fert-butyl methyl ether (TBME) kullanmislardir.
Kromatografik kosullar: Kolon 6zellikleri; YMC S-3 (150 mm x2 mm, 3 um), kolon
firm1 sicakligr 30 °C, dedektor; DAD dedektér, dalga boyu; 450 nm’ dir. Her iki
siyanojenik glikozitin seviyeleri meyvelerin yesil asamasinda ¢ok diisiikken,
olgunluk agamasinda ayni seviyede olduklarini tespit etmislerdir. Olgun (mor)
meyvelerde, amigdalin igerigi 43 ila 129 mg/kg arasinda ve prunasin igerigi, 5-19

mg/kg arasinda degistigini tayin etmislerdir.

Senica ve ark., (2019), Azerbaycan, Rusya, Sirbistan ve Slovenya’ dan alinan elma
tohumlarindaki amigdalin seviyelerinin 8 aylik depolama siiresince degisimlerini
arastirmiglardir. Ekstraksiyon islemi; elma tohumlar1 ¢ekirdekleri el ile c¢ikarilip ve
igerisinde s1v1 azot olan bir havanda ezilmistir ve 0.5 ml tohum hamuru 10 ml'lik bir
vidali kapakli tiipe alinmistir. Numuneler 2,5 ml metanol / su (70:30, v/v) ile

ekstrakte edildi. Amigdalin miktarlarint HPLC- MS yontemiyle tayin etmislerdir.
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Fenolik bilesikler ilk once bir kiitle spektrometresi ilizerinde tanimlanmistir. MS
negatif iyon modunda c¢aligtirllmistir. Baslica 6zellikleri sunlardir: kilcal sicaklik 250
°C, kaynak gerilimi; 4 kV, akis hizi; 0,6 mL/dk, enjeksiyon hacmi; 10 uL’ dir. HPLC
kromatografik kosullar: Gradient eliisyonda mobil faz A: % 0.1 formik asit, % 3
asetonitril (ACN) ve % 96.9 ¢ift damitilmis su (v / v / v); mobil faz B: % 0.1 formik
asit, % 3 c¢ift distile su ve % 96.9 ACN (v / v / v). Kolon 6zellikleri; Phenomenex
C18 (150 mmx 4,6 mm, 3 pm), kolon firmn1 sicakligi 25 °C, dedektdr; DAD dedektor,
dalga boyu; 280 ve 350 nm, akis hizi; 0,6 ml/dk, enjeksiyon hacmi; 10 pl’ dir.
Amigdalin miktarlart Azerbaycan igin; 852.59+27.12 ila 1466.15+31.23 png/g
arasinda, Rusya igin; 577,34+ 12,67 ila 745,28 + 58,25 ng/g arasinda, Sirbistan i¢in
521,66 +27,03 ila 834,13 + 18,94 pg/g arasinda ve Slovenya icin 499,66 +27,47 ila
996,14 + 74,07 pg/g arasinda bulunmustur.

Kiprovski ve ark. (2018), 9 c¢esit tath kirazda fenolik bilesiklerin tayinini
gerceklestirmistir. Ekstraksiyon islemi; 0,15 g liyofilize edilmis ve 6giitlilmiis tath
kirazlar, bir ultrasonik banyoda %3 formik asit ve %1 2.6-di-tert-butil-4-metilfenol
iceren 3 mL metanol ile 1 saat ekstrakte edildi. Meyve oOzleri 10 dakika
santrifiijlendi, Macherey-Nagel tarafindan iiretilen Chromafil AO-20/25 poliamid
filtresinden siiziildi ve bir siseye aktarildi. HPLC kromatografik kosullari: Mobil faz
A; cift damitilmis su igerisinde % 0,1’ lik formik asit ¢ozeltisi, mobil faz B;
asetonitril icerisinde % 0,1’ lik formik asit ¢ozeltisi. Kolon 6zellikleri; Gemini C18
(150 mm x 4,6 mm, 3pum, Phenomenex), kolon firm1 sicakligs 25 °C, dedektor; akis
hizi; 0,6 mL/dk, dalga boyu; 280, 350 ve 530 nm, enjeksiyon hacmi; 20 pL. Tath
kirazlarda tayin edilen amigdalin miktarlari; 38,4+ 4,8 ila 8927,9+ 3434,1 mg/kg

olarak bulunmustur.

Ghiulai ve ark. (2006), erik ve kayis1 gibi meyve cekirdeklerinin HPLC ile amigdalin
tayinini yapmislardir. Bunun i¢in ekstraksiyon yontemi olarak petrol eteri ile soxhlet
ekstraksiyonu tercih etmiglerdir. Kolon olarak Supelcosil LC-18 kullanmislardir.
Mobil faz i¢in, metanol:su (15:85 v/v) karigimi kullanilmislardir. Sonug¢ olarak

meyve ¢ekirdeklerinde 7 ila 24 mg/kg arasinda amigdalin miktarlarina ulagsmislardir.
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Zhao (2012), kaysi, seftali ve erik gibi meyve ¢ekirdeklerinde amigdalin tayini i¢in
ince tabaka kromatografisi (TLC) yontemini kullanmislardir. Toz haline getirdikleri
ornekleri once 5 mL metanol ile dziimledikten sonra 55 °C’ de sicak suyla30 dakika
ekstrakte etmisleridir. Elde edilen amigdalin miktarlart; kayis1 i¢in % 0.11- % 3.26,
seftali icin % 0.13- % 3.73, erik i¢in % 0.28- % 4.91 ve ac1 kayis1 i¢in % 0.39 -% 5.1

olarak bulmuslardir.

Tablo 16. Calismamizda Elde Edilen Veriler ile Literatiirdeki Diger Calismalardan

Elde Edilen Verilerin Karsilastirmasi

Calismamizdan Elde Edilen
Meyve Amigdalin Ekstraksiyon | Ekstraksiyon Analiz Referans Amigdalin Miktar1 (%2
Cekirdekleri Solventi Metodu Metodu Sitrik Asit ile Mikrodalga
Destekli Ekstraksiyon)
0.18 Soxhlet Miao ve
Kayist m’ ) Metanol HPLC ark., 1,21 mg/g
g8 (2013)
— Reflux Koo ve
Kayisi 11(1)’ } 8 A)‘}Afiltmk HPLC ark., 1,21 mg/g
g8 > (2005)
Kayist 14.37 1,21 mg/g
mg/g
Kiraz 3.89 Reflux 2,03 mg/g
mg/g
Nektarin 0.12 Bolarinwa 0,042 mg/g
mg/g % 78,5
17,49 Etanol HPLC ve ark, 40,01 mg/g
Erik ’ (2014) >
mg/g
Elma 2,96 13,21 mg/g
mg/g
Armut 1,29 0,16 mg/g
mg/g
1,1 mg/g Havanda 1,21 mg/g
Kayist ila 32,6 doverek
mg/g 6ziimleme
arasi 55°C’ de Zhao,
2,8 mg/g Metanol sicak suda TLe (2012) 40,01 mg/g
Erik ila 49,1 30 .dk
mg/g bekletilerek
arasl
2?1am6g(§g SlliaETE O(iia Arrézola 65,21 mg/
Acibadem Metanol ginca HPLC ve ark., <1 MEe
mg/g bekletilerek
(2012)
arasi
UHPLC- Lee ve
Actbadem 40,1 ) Kat1 Fa'z (ESDQq ark., 65,21 mg/g
mg/g Ekstraksiyo Q (2013)
nu MS/MS
Kayisi mog’?;?la Petrol eteri Soxhlet HPLC Gh;‘ﬂii ve 1,21 mg/g
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0,024 (2006)
mg/g
arast
0,003 40,01 mg/g
mg/g ila
Erik 0,24
mg/g
arast
26,27 Ultrasonik Poyraz
Acibadem me/e Etanol Banyo HPLC (2013) 65,21 mg/g
1,02 Ultrasonik 1,21 mg/g
Kayis1 o .
mg/g %70 Banyo HPLC Senica ve
. 0,73 Metanol ark. (2016) 2,03 mg/g
Kiraz
mg/g
0,52 Ultrasonik 13,21 mg/g
Elma m%/f; " 770 pame ppLc | Semicave
’ Metanol ark. (2019)
mg/g
arast
0,04 Ultrasonik 2,03 mg/g
mg/g ila Banyo Kiprovski
Kiraz 8,93 Metanol HPLC ve ark.
mg/g (2018)
arasi

Yapilan literatiir karsilastirilmasina gore; Bolarinwa ve ark., (2014) reflux yontemi
ile kayis1 ve armut ¢ekirdeklerinde daha iyi sonuglar elde etmistir. Kiraz i¢in reflux
ve ultrasonik banyo ekstraksiyonlari denenmis olup elde edilen sonuglarin
mikrodalga destekli ekstraksiyondan elde ettigimiz sonuclar ile uyumlu oldugu
goriilmistiir. Elma icin reflux ve ultrasonik banyo ekstraksiyonlar1 denenmis ancak
en iyi sonuglarin mikrodalga destekli ekstraksiyon ile ¢alismamizdan elde edildigi
gozlemlenmistir. Erik igin reflux ve soxhlet ekstraksiyonlari denenmis olup yine
mikrodalga destekli ekstraksiyonundan daha yiiksek verim elde edildigi goriilmiistiir.
Acibadem icin klasik ekstraksiyon, soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraksiyonlari
denenmis olup mikrodalga destekli ekstraksiyondan elde edilen sonuglarin daha iyi
oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, bu c¢alismaya gore; acibadem c¢ekirdegine
uygulanan cesitli ekstraksiyonlar sonucunda % 2 sitrik asit ile mikrodalga
ekstraksiyonu en iyi sonuglar1 vermis olup bu yontem diger meyve ¢ekirdeklerine de
uygulanmistir.  Ote yandan, metanol kullanilarak gerceklestirilen soxhlet
ekstraksiyonundan da yiiksek sonuglar elde edilmis olmasina ragmen soxhlet
ekstraksiyonunun hem siiresinin ¢ok uzun hem de metanoliin toksik bir ¢oziicii
olmasindan dolayr mikrodalga tercih  edilmesi

ekstraksiyonunun avantaj

saglayacaktir.
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Ek 1: Kongre Bildirisi
Poster sunumu: 1. International Balkan Chemistry Congress Eyliil 2018, Edirne

TV INTERNATIONAL BALKAN CHEMINTRY CONGRESY
1720 Sepeember 2018, Edirne, TURKIYE

ANALYTICAL CHEMISTRY POSTER SESSION

(M27-PS6-20340) Extraction optimization of amygdalin and determination of amount of
fruit kernel by high performance liquid chromatography

Bisra Nagihan Oztick, Dilek Bilgic Alkaya, Serap Ayaz Seyhan

Marmara Umversity
buyra. n octurkfidhotma! com

The healthy cells in our body (except muscle and nerve cells) have the skill of divissbelity. But their abilities are
limited. They can not be divided endless. However, the cancer cells lose this consciousness, begin 1o divide
uncontrollably and mcrease. Cancer cells form tumors (masses) by accumulating and tumors destroy normal
tissues. Chemotherapy treatment which includes anti-cancer drugs 1 applied to destroy cancer cells or get under
control of these cells that arc growing tp. However, as a result of chemotherapy, healthy cells as well as
cancerous cells are damaged and other side effects also ocour. It isatmed to treat cancer with natural ways to
manimize all of these negative effects. Amygdalin (C3;H,,NO,;) s the most commonly encountered cyanogenic
di-glycosde found in plants belonging to the genus Prunus of the Rossceae famuly. Amygdalin is one of the
natural sources aguinst cancer that has not been fully proven in medically. is a glycossde commonly found in
cyanogenic plants, especially in fruit kernels such as apricot, bitter almond, cherry. apple, plum, pear. It has been
reported that amygdaline, which gives batter taste to fruits, may cause lethal poisoning when o is taken in
excessive amount by oral route, besides it plays a role against carcinoma in the body when taken at certain rates.
In this study, the most appropriate extraction solvent and method will be determined in bitier almond ( Semen
Amygdali amarum) kemel by using different extraction solvents and metheds for determimation of amygdalin
and condstions will be optimazed. For thss purpose, extraction methods will be used such as orbital shaker,
ultrasonic and soxhlet extruction a the same time extraction solvents such as methanol, cthanol, acetonitrile and
cther. The amygdalin m the varions frut kernels will be extracted by the determined extraction method and
quantitatively determined by using high performance liquad chromatography (HPLC), The best chromatographic
conditions such as cofuma peoperties, dedector, column temperature, wavelerght, flow mte and injection volume
will be determined. As @ result of thas study: it & thought that these fruit kemels may provide natural support for
cancer when appropriate levels of consumption are determaned.

Keywords: Amygdalin, HPLC, extraction, fruit, kernel
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