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YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFISI (YBSK) YONTEMI iLE
MEYVE SULARINDA HESPERIDIN VE NEOHESPERIDIN TAYIiNi

OZET

Bu calismada, farmakolojik agidan bir ¢ok etkiye sahip bir biyoflavonoid olan
hesperidin ve izomeri olan neohesperidinin, turunggil tiirlerine ait bazi taze ve
ticari meyve sularindaki miktar tayini, yeni bir yontem uygulanarak Yiiksek
Basingli Sivi Kromatografi (YBSK) teknigi ile tayin edilmistir. Akis hizi
1 mL.dak" olan asetonitril : su (23:77, h/h) hareketli faz sistemi kullamilmustir.
Sinyaller UV-spektrofotometrik dedektor kullanilarak 280 nm’de kaydedilmistir.
Yontemin kesinligi ve dogrulugu bu sinyallerle gosterilmistir. Gelistirilen yontem
ile her iki maddenin ayrimi ve tayini basariyla saglanarak taze ve ticari turunggil
tirlerine ait meyve sularina uygulanabilirligi gosterilmistir. Hesperidin ve
neohesperidinin meyve sularindaki miktar tayini i¢in gelistirilen yontemin hizli,

ucuz ve kolay uygulanabilir bir yontem oldugu sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Hesperidin, neohesperidin, YBSK, miktar tayini
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DETERMINATION OF HESPERIDIN AND NEOHESPERIDIN IN
FRUIT JUICES USING HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHIC (HPLC)METHOD

ABSTRACT

In this study, hesperidin which has numerous pharmacological properties as a
bioflavonoid and its isomer neohesperidin were quantitatively determined using a
novel High Pressure Liquid Chromatography ( HPLC ) method in some fresh and
commercial fruit juices. A solution of acetonitrile:water (23/77, v/v) has been
used as mobile phase which was pumped at a flow rate of 1.0 mL/min™. Signals
were detected at 280 nm using UV-spectrophotometric detector and the precision
and accuracy of the method have been demonstrated using these signals. Since
both substances have been successfully seperated and determined using the
developed method, application to some fresh and commercial fruit juices of citrus
species has also been shown. It is concluded that the method proposed in this
study is fast, cheap and easy to apply for the determination of hesperidin and

neohesperidin in fruit juices.

Keywords : hesperidin, neohesperidin, HPLC, quantative determination
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GIRIS ve AMAC

Flavonoidler, bitkinin biitiin bdliimlerinde dogal yollarla olusan ikincil
metabolitler olarak, genis bir kimyasal bilesik grubunu olusturmaktadirlar. Hem
serbest halde hem de glikozit halinde biyolojik olarak aktif bilesikler icinde ¢ok
onemli bir sinifi temsil ederler. Flavonoidlerin pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip
olmasi1 sebebiyle “ bioflavonoidler ” olarak da adlandirilmaktadirlar. Vitamin P
olarak da adlandirilan biyoflavonoidler kilcal damar biitinligi ile gegirgenligini
arttiran esansiyel bilesikler oldugu belirtilmistir. Cesitli bitkilerde bulunan baslica
biyoflavonoidler hesperidin, sitrin, rutin, flavonlar, flavonoller, katesin ve
kesretindir.

Hesperidin, turuncgiller arasinda tatli portakal ve limonda bulunan baslica
flavonoiddir. Olgunlagsmamus taze portakal meyvesinin yas agirliginin % 14’ iinii
olusturur ve genellikle vitamin C ile birlikte bulunmaktadir. Ik olarak bir Macar
bilim insani turunggillerin kabuk flavonoidlerinin kilcal kanamalar1 6nledigini ve
iskorbite bagl kilcal gegirgenlik {izerindeki etkilerini agiklamistir (Garg ve ark.,
2001).

Hesperidinin damar biitiinliigiinii arttirici, kilcal damar gegirgenligini ve kolay
yaralanma egilimini azaltici 6zelligi oldugu belirtilmistir (Uchiyama ve ark.,
2005; Nogata ve ark., 2006). Diyetteki eksikligi kol ve bacaklarda anormal kilcal
sizintiya, agriya ve gii¢siizliige yol acan hesperidinin, ayni zamanda geceleri
olusan bacak kramplarinin da sebebi oldugu bildirilmistir (Philp, 2003).
Hesperidin takviyesi 6demi azaltmaya veya sivi birikimine bagli olarak olusan
bacaklardaki asir1 sigkinligi azaltmaya yardimcidir. Hesperidin ve aglikonu olan
hesperetinin antikarsinojenik aktivitesi iizerinde son yillarda pek cok calisma
yapilmistir (Kohno ve ark., 2001; Labib ve ark, 2004; Justesen ve ark.,2000). Bu
calismalarin sonuglari, hesperidinin apoptozisi indiikleyerek antikanser aktivite
gosterdigini ortaya koymustur (Chen ve ark., 2003; Philp, 2003; Knekt ve ark.,
2002; Peng ve ark., 2006; Erlund ve ark., 2001; Tommasini ve ark., 2005). Ayrica
hesperidin serbest radikal siipiiriicii etkisiyle giiglii antioksidan 6zellige sahiptir
(Knekt ve ark., 2002; Kohno ve ark., 2001; Chen ve ark., 2003; Justesen ve
ark.,2000; Del Caro ve ark., 2004). Serbest oksijen radikalleri ve lipid
peroksidasyonundan korunmayi saglayan hesperidinin diger flavonoidlerle
karsilastirildiginda belirgin bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu yapilan bir ¢ok
caligmayla gosterilmistir (Peng ve ark., 2006; Ortuno ve ark., 1997; Nogata ve
ark., 2006; Del Rio ve ark., 2004; 13; Kanaze ve ark., 2003; Vanamala ve ark.,
2006).

Neohesperidin hesperidinin bir izomeri olup greyfurt, turung, eksi portakal,
limonda bulunan bir flavonon glikozitidir (Lee ve Kim, 2003; Peterson ve ark.,
2006b).

Bu calismada, hesperidin ve neohesperidinin Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi
(YBSK) yontemi ile analizi i¢in yeni bir yontem gelistirilmesi ve gelistirilen bu
yeni yontem ile bazi turunggil tiirlerine ait stkma meyve sularn ile Tiirkiyede
tiretilen ticari turunggil meyve sularindaki miktar tayinlerinin yapilmasi
amaclanmustir.



KAYNAK BIiLGiSI
Biyoaktif Bilesikler

Reaktif oksijen tiirlerini (ROT) inaktive eden ve oksidatif hasardan korunmay1
saglayan gidalardaki antioksidanlar biyoaktif molekiiller olarak adlandirilirlar
(Rao ve Agarwal, 1999). Bu biyoaktif bilesikler, bitkisel iiriinlerde ve lipidce
zengin besinlerde kii¢iik miktarlarda dogal olarak meydana gelen ve besin
degerini arttiran bilesiklerdir (Kris-Etherton ve ark.,2002). Bitkisel kaynakli
biyoaktif bilesikler flavonoidler, fitodstrojenler, bitki sterolleri, isoflavonlar,
organosiilfiir bilesikler, likopen ve resveratrol’diir (Rao ve Agarwal, 1999; Kris-
Etherton ve ark.,2002). Bu fitokimyasal bilesenlerin, hormonal metabolizma ve
oksidatif hasar iizerine etkilerinin, sahip olduklar1 kemopreventif aktiviteden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Rao ve Agarwal, 1999). Epidemiyolojik bulgular
da cesitli kanser tiirleri ve kardiyovaskiiler hastaliklarda meyve ve sebze agirlikli
diyetlerin koruyucu rolii oldugunu gostermistir (Rao ve Agarwal, 1999;
Giovannucci,1999; Kris-Etherton ve ark.,2002; Matos ve ark., 2000).

Flavonoidler

Sebze ve meyvelerce zengin bir diyetin kronik hastaliklardan korunmada yardimci
oldugu uzun yillardir bilinmektedir (Vanamala ve ark., 2006; Peterson ve ark.,
2006a). Bu koruyucu etkide rol oynayan bilesikler, bir ¢ok caligmanin konusunu
olusturmustur. Bunlardan biri olan flavonoid adi verilen bu fenolik bilesiklere
giderek artan bir ilgi s6z konusudur. Flavonoidler {izerine yapilan aragtirmalar iki
grup flavonoid ilizerinde yogunlasmistir. Bunlar flavonoller ve izoflavonlardir.
Flavononlar yani Citrus flavonoidleri daha az ilgi gérmiislerdir. Oysa ki bunlar
digerlerine oranla diyetle daha fazla alinmakta ve belirli biyolojik aktiviteler
gostermektedirler (Erlund ve ark., 2001). Flavonoidler bitkide dogal olusan, diisiik
molekiil agirlikli, sekonder metabolitler olarak genis bir grubu olustururlar (Chen
ve ark., 2003; Garg ve ark., 2001). Bitkinin tiim boliimlerinde; meyve, tohum,
cicek ve aga¢ kabugunda bulunabilirler. Hem serbest halde hem de glikozitler
halinde biyolojik aktif bilesikler iginde 6nemli bir smifi temsil etmektedirler.
Flavonoidler Cs-C3-Cs difenilpropan yapisindadir ve fenil gruplari arasindaki ticli
karbon kopriisii, oksijenle halka olusturmaktadir. Degisik flavonoidler arasindaki
farklar; baglanan hidroksil gruplarinin sayisindan, doymamislik derecesinden ve
ticlii karbon oksidasyon diizeyinden kaynaklanmaktadir (Garg ve ark., 2001).

Flavonoidler yapisal olarak bes gruba ayrilirlar (Kanaze ve ark., 2004a; Kanaze
ve ark., 2004b).

e Antosiyanidinler

Flavon ve flavonoller

Flavononlar

Katesin ve lokoantosiyanidinler

Proantosiyanidinler

Flavonoidlerin insan fizyolojisi tizerindeki etkilerine iliskin birgcok makale
yayimmlanmistir (Nogata ve ark., 2006). Bir siire kapiller gecirgenlik ve yirtilma



tizerindeki faydali etkilerinden dolayr “P vitamini” olarak da adlandirilan bu
bilesikler i¢in son zamanlarda biyoflavonoidler terimi de kullanilmaktadir (Garg
ve ark., 2001; Tsai ve Liu, 2004; Miyake ve ark., 2003). Cesitli aragtirmacilar,
flavonoidlerin kilcal damarlarin kolay yaralanmalara karsit direncini arttirmak
basta olmak {izere, soguga dayaniklilik saglamak, st solunum yollari
enfeksiyonlari, bronsiyal astim, hemofili, purpura, lilser gibi bazi hastaliklarin
tedavisine ve radyasyon yaralarinin iyilestirilmesine yardimci olmaya kadar
uzanan bir¢ok fizyoterapik 6zellikleri oldugunu belirtmektedirler (Kanaze ve ark.,
2003; Nogata ve ark., 2006; Garg ve ark., 2001).

Turunggil tiirlerinde bulunan flavonoidler flavon, flavonol, flavonon ve
antosiyanidinlerdir. Turunggillerde en fazla tangeritin ve nobiletin gibi baska
hicbir meyvede bulunmayan flavononlar yer almaktadirlar ( Mouly ve ark., 1998).
Turunggil meyvelerinde bulunan diger flavonoidler c¢ogunlukla glikozid
bi¢cimindedirler. Glikozidik yapiy1r olusturan sekerler genellikle ramnoz ve
glikozdur (Belajova ve Suhaj, 2004; Peterson ve ark., 2006b). Bitkisel gidalarda
bulunan flavonon glikozitlerinin en Onemlileri hesperidin, eriodiktiol,
neohesperidin, naringin ve oleuropein’ dir. Turunggil flavonoidlerinin kolestrol
diisiiriicii, antioksidan, antikarsinojen ve antiinflamatuar aktiviteleri s6z
konusudur (Kanaze ve ark., 2004a; Kanaze ve ark., 2004b; Wu ve ark., 2005;
Kohno ve ark., 2001; Del Caro ve ark., 2004; Garg ve ark., 2001).

Hesperidin
Fizikokimyasal ozellikleri

Saf hesperidin uzun saca benzer igneler halinde acik veya koyu sari renkte
bulunur. Erime noktas1 258 - 262'C” ¢ kadar (250 C’ de yumusar) degisir. Molekiil
formiilii CgH340,5 ve molekiil agirligt 610.57 daltondur. Seyreltik alkali ve
piridinde kolayca ¢oziinlir ve temiz sar1 bir ¢ozelti verir. Metanolde ve sicak
glasiyel asetik asitte de ¢oziiniir. Aseton, benzen ve kloroformda ise neredeyse hig
coziinmez. Sudaki ¢oziiniirliigi % 2° dir. Benzer glikozitlerle kompleks kristaller
olusturma Ozelligi vardir. Bu, hesperidinin ¢o6ziiniirliigiinii ve diger fiziksel
ozelliklerini biiylik dlglide etkiler ve saf halde elde edilmesini zorlastirir. Fakat
sicak suyla yikayarak ve % 95 metil alkolle ekstre edilip ve buna takiben
kristalize ederek saflastirilabilir (Garg ve ark., 2001). Hesperidinin sudaki
¢Oziinlirligli az olmakla birlikte, bu ¢oziicliniin hesperidini safsizliklardan
kurtardigr icin kullanildigina isaret edilmektedir. Bu flavononun sudaki
¢Oziiniirligliniin  azligr farmasotik kullanimlarina siirlamalar  getirmektedir
(Tommasini ve ark., 2005). Bir c¢alismada hesperidinin ¢oziiniirligiiniin
transglikozidasyonla arttirilabilecegi ve hesperidinin mono ve diglikozitlerinin
pH 6’da hesperidinden 300 kat fazla ¢oziindiigii rapor edilmistir ( Kim ve ark.,
1999).

Hesperidin bir flavon glikozitidir. Bir aglikon hesperetin veya metil eriodiktiyol
ve buna ek olarak bir disakkarit rutinozdan olusur (Garg ve ark., 2001). a-L-
ramnozil-(1—6)glikoz  formiiliine sahip rutinoz baglica limon ve portakalda
bulunan tatsiz bir disakkarittir. Birer mol ramnoz ve glikozdan olusan hesperidin
ve neohesperidin adli iki izomerden birinin tatsiz digerinin aci olmasinda bu
sekerlerin birbirlerine baglanma bigimleri rol oynamaktadir (Komenati ve ark.,
1996, Grohmann ve ark., 2000).
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Sekil 3. Rutinoz ‘un kimyasal yapis1 [O—a-L-ramnosil-(1—6) glikoz]

Bir ¢ok arastirmaci flavonoid ve karisimlart i¢inden  hesperidin ve/veya
hesperetininin ayrilmast ve miktarmin belirlenmesi icin YBSK ydnteminden
faydalanmiglardir. Bu arastirmalarin ¢ogunda ters faz C-18 kolon ve mobil faz
olarak su, acetonitril, metanol ve kiiciik miktarlarda asitlerle birlikte
tetrahidrofuran kullanilmistir. Dedeksiyon i¢in ise Ultraviyole (UV) detektor ile
280 nm’ de c¢alisilmistir (Mouly ve ark., 1998; Saija ve ark.; 1998; Ross ve
ark.,2000; Del Rio ve ark., 2004; Pupin ve ark., 1997; Vanamala ve ark., 2006;
Kanaze ve ark., 2003; Ross ve ark., 2000; Ortuno ve ark., 1997 ).

Besin Kaynaklar

Hesperidin, Citrus aurantium (turung, eksi portakal), C.sinensis (tath portakal), C.
Paradisi (greyfurt), C.unshiu (satsuma mandalini), C.reticulata (mandalina),
C.limon (limon), C. Aurantifolia (misket limonu) ve Citrus cinsinin (Rutaceae)
diger tiirlerinin kabuklarindan yiiksek miktarlarda izole edilir (Del Rio ve ark.,
2004; Tommasini ve ark., 2005; El-Shafae ve El-Domiaty, 2001; Vanamala ve
ark., 2006; He ve ark., 1997; Kanaze ve ark., 2003; Belajova ve Suhaj, 2004;
Peterson ve ark., 2006a; Peterson ve ark., 2006b; Kanaze ve ark., 2004a;
Uchiyama ve ark., 2005; Kanaze ve ark., 2004b; Philp, 2003; Wu ve ark., 2005;
Tsai ve Liu, 2004; Garg ve ark., 2001).



Limon ve misket limonunun flavonoid tablosu portakala, greyfurt’un ki ise eksi
portakala benzemektedir. Bunlar i¢inde bulunan baslica glikozitlerden biri
hesperidindir (Erlund ve ark., 2001; Peterson ve ark., 2006a). Hesperidinin tath
portakalda %25 oraninda bulunmaktadir ( Peterson ve ark., 2006b). Portakalin
disinda baska familyalara ait bitkilerde de bulundugu (Fabaceae, Betulaceae,
Lamiaceae, Papillionaceae) rapor edilmistir (Garg ve ark., 2001). Sedatif bitkiler
olan Valeriana wallischi ve Valeriana officinalis’de (kediotu) bulunan 2 noroaktif
flavonoidden biridir (Fernandez ve ark., 2005). Ayrica Fractus aurantii’nin
(turung meyvesi) farmakolojik aktivitelerinden de sorumludur (Li ve ark., 2004;
Peng ve ark., 2006). Hong Kong da yetisen bitkiler olan Zanthoxylum avicennae
ve Z.cuspidatum’ da aga¢ kabugunda bulundugu rapor edilmistir (Garg ve ark.,
2001).

Hesperidin  yiiksek  konsantrasyonlarda olgunlagmamig meyvelerde de
bulunmaktadir ve konsantrasyonu depolanma sirasinda artmaktadir. Epikarp,
mezokarp, endokarpda dagilimi ve turung meyve sularinda tespit edilmigtir
(Kawaguchi ve ark., 1997). C.sinensis’ in  olgun meyvelerinin degisik
dokularindaki hesperidin dagilimi ve konsantrasyonu radioimmunoassay metodu
ile ol¢iilmiis ve yiiksek seviyelerde albedoda, membranlarda ve siinger dokuda
bulunurken, suyunda ve tohumunda daha az miktarlarda bulunmustur.
Konsantrasyonu, olgunlasmamis meyvede daha fazladir (kuru agirlikta % 40).
Ancak olgun tath meyvenin kabuk, etli kismi1 ve posasinda kuru agirlikta % 2
iken suyunda sadece % 0.02 - % 0.06 arasindadir. Hesperidinin biiyiik bir kismu
(>90) islenen iirlinlerde, az bir miktar1 ise suyundadir. Portakal kabugu suyundaki
katilar ve melaslar hesperidin ve diger ¢6zlinmeyen flavonoidlerce zengindir. Bu
nedenle hesperidinin ¢ogu kabuklardan veya diger kati {irlinlerden ekstre
edilmelidir (Grohmann ve ark., 2000). Hesperidin igerigi acisindan sikma meyve
sulariyla tiim meyve arasinda belirgin bir fark gézlenirken, sikma meyve sulart ile
tilkketilen ticari meyve sular1 arasinda ¢ok farklilik gézlenmemistir (Peterson ve
ark., 2006b). Tohumlarda, 1sikla artan tohumlanma esnasinda hesperidin
liretiminin arttig1 one siiriilerek germinasyondan sonra hesperidin igeriginin artisi
tespit edilmistir (Barthe ve ark., 1988).

Farmakokinetigi

Flavononlarin absorpsiyonu ve kinetik davranislartyla ilgili ¢ok az bilgi
bulunmaktadir (Erlund ve ark., 2001). Oral alimda barsak epitelinden absorbe
edilmektedir. Hesperidin, tek basina absorbe olmazken glikolizasyonu sonucu
absorbe edilebilir hale gelir (Kim ve ark., 1999). Genel olarak besinlerdeki
flavonoidlerin ince barsak florasinda bulunan bakteriler tarafindan degredasyona
ugratildig1 ve kolona ulastig1 diisiiniilmektedir. Flavonoid glikozitlerini hidrolize
eden bakteri cinsleri saptanmig ve aglikonlarin kalin barsaktan absorpsiyonlar: da
kabul edilmistir (Justesen ve ark.,2000). Hesperidin barsaktaki bakteri
enzimlerince hidrolize edildikten sonra absorbe edilmektedir. Aglikonu olan
hesperetine konjuge olur. Bu aglikon idrar ve plazmada glukronit ve
stilfoglukronit halde bulunur. Siilfoglukronit ve ¢ok az da serbest aglikon halinde
idrarla atilir (Tommasini ve ark., 2005; Kanaze ve ark., 2004a; Kanaze ve ark.,
2004b ; Tsai ve Liu, 2004).



Turunggil iiriinlerinden hesperidinin oral absorpsiyonunu degerlendirmek igin
yapilan bir ¢alismada 25 yasindaki saglikli beyaz erkeklere 500 mg ilag, suda ve
esit miktalardaki portakal ve greyfurt suyunda verilmistir. Oral verilen her form
mide-barsak kanalindan emilirken kiimiilatif {riner geri alim diisiik bir
biyoyararlanim gostermistir (%25° den az). Aglikon, hesperetin, hem idrarda hem
plazmada tespit edilmistir (Ameer ve ark., 1996).

Hesperidin glikozitlerine karsi intestinal gecirgenlik ince barsak epiteli modeli
icin barsak epitel hiicreleri (Caco-2) hiicre kiiltiirii kullanilarak aragtirilmistir.
Diistik ¢oziiniirliigline bagli olarak, hesperidin Caco-2 tek katli tabakadan
gecemezken, glikozitleri zamana ve doza bagimli davramis gostererek
gecebilmislerdir. Bu gegirgenligin paraselliiler yolla olustugu diisiiniilmektedir
(Kim ve ark.,1999).

Hesperidin ve hesperetini iceren 6 flavonoidin metabolizmasi, oral uygulama
yapilan sicanlarda incelenmistir. Idrarda goriillen baslica metabolik iiriin az
miktarda m-kumarik asit ve aglikonlarla birlikte hidroksi fenil propiyonik asittir.
Aglikonlar glukronik asitle konjuge ve serbest halde bulunurlar. Intestinal
kanaldaki absorpsiyon demetoksilasyonla takip edilerek dehidroksilasyonla m-
hidroksi fenil propiyonik asit olusumuna yol agmaktadir. Bu c¢alisma, ayrica
tavsanlarda, sicanlarda ve insanda hesperetinin hesperidinden daha ¢abuk absorbe
edildigini gostermektedir. Insanlarda hesperidin metabolizmasi belirgin farklilik
gostermektedir. Idrar metaboliti olarak, 3-hidroksi-4-metoksifenilhidrakrilik asit
olugsmustur. Bu da hesperetinin piran halkasinin bu hidrakrilik asidi olusturmak
icin boliindiigiinii gostermektedir. Cok az miktarda da hesperetinin glukronidi
tespit edilmistir (Garg ve ark., 2001). Hesperidin, barsaktaki bakteriler tarafindan
aglikonu  olan  hesperetine  alfaramnidaz = ve  betaglikozidaz  veya
endobetaglikozidaz enzimleriyle déniismektedir. Insan barsaginda olusan bu
metabolitin antiplatelet aktivitesinin ve sitotoksisitesinin ana bilesikten daha ¢ok
oldugu belirtilmektedir (Kim ve ark., 1998).

Greyfurt ve portakal suyundaki hesperetin ve naringeninin idrarla atilimi ve
plazma kinetiklerini arastirmak icin bir ¢calisma yapilmistir. Meyve sularini igen
saglikli deneklerin kan ve idrar Ornekleri toplanmig, elektrokimyasal
dedeksiyonla YBSK’ de analiz edilmislerdir. Bu ¢aligsmada, bireysel farkliliklarin
hesperetin biyoyararlanimmi Onemli oranda etkiledigi bulunmustur. Hayvan
calismalari, hesperidin iceren Daflon-500 mg® adl1 ilacin alimindan 96 saat sonra
tamamen atildigini gostermektedir (Meyer, 1994).

C14 hesperidin metilkalkon’ un (suda ¢oziiniir, dogal hesperidinin semi-sentetik
tiirevi) reabsorpsiyon ve atilimiyla ilgili siganlar lizerinde yapilan bir ¢aligmada,
10 mgkg" dozda oral yoldan verilen maddenin 1-2 saat iginde absorbe oldugu
gozlenmistir. Kan profilleri ilacin iyi bir biyoyararlanima sahip oldugunu
gostermektedir. Oral uygulamadan sonra idrarla atilim fasyal atilimdan daha
diisiiktiir. Ancak i.v. yolla uygulamada, kiyaslanabilir diizeye gelmektedirler.
Atilim her iki yolda da uygulamadan sonraki ilk 24 saatte gerceklesmektedir
(Garg ve ark., 2001).



Farmakolojik Etkileri
Damar Sistemi Uzerine Etkileri

Hesperidin, varis ve damar yirtilmalariyla sonuglanan, kolay yaralanma ve damar
gecirgenligi  sorunlarim1  iceren kan damar bozukluklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Garg ve ark., 2001). Hesperidin kilcal damarlarin gecirgenlik ve
kolay yaralanma ozelligini azaltmaktadir (Uchiyama ve ark., 2005; Nogata ve
ark., 2006). Ayrica vaskiiler biitiinliigli arttirmakta ve kilcal gecirgenligi
azaltmaktadir (Garg ve ark., 2001). Diyetteki eksikligi kol ve bacaklarda anormal
kilcal sizintiya, ac1 ve zayifliga ve bacak kramplarina yol agabilir (Philp, 2003).
Ayrica kapiller antihemorajik 6zelligi de saptanmistir (Garg ve ark., 2001).
Hesperidin vendz tonusu ve mikrosirkiilasyonu arttirarak vendz iilserlerin
iyilesmesine yardimci olmaktadir. Kronik vendéz bozukluklar ve hemoroid
tedavisinde  kullanilan  hesperidin, = operasyon  sonrast  olusabilen
tromboembolizmden korunmay1 saglar ( Knekt ve ark., 2002; Peng ve ark., 2006;
Kanaze ve ark., 2003; Del Rio ve ark., 2004; Tommasini ve ark., 2005; El-Shafae
ve El-Domiaty, 2001).

Yapilan bir ¢calismada hesperidinin kalsiyum kanallarini bloke ettigi gosterilmistir
(Morita ve ark., 1992). Hesperidinin belirgin bir antihipertansif ve diiiretik
etkinligi de saptanmigtir (Chen ve ark.,, 2003; Uchiyama ve ark., 2005).
Hesperidin bu etkisi kan reolojisini etkileyen enzim sistemleri {izerindeki
etkisinden kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak pek ¢ok flavonoidin siklik
adenozin mono fosfat (sSAMP) fosfodiesterazin inhibitérii olmasi nedeniyle
diiiretik etki olusturduklar diisiiniilmektedir (Garg ve ark., 2001). Intraperitoneal
(i.p.) hesperidin-5-glikozit uygulamasi, farelerde yiiksek oranda yag iceren diyetle
birlikte total kolestrol seviyesini belirgin bir bigimde diistiriirken, serum trigliserit
seviyesini etkilememistir (Tommasini ve ark., 2005; Nogata ve ark., 2006; Ortuno
ve ark., 1997; Kanaze ve ark., 2003). Bu nedenle hesperidin-5-glikozit’ in
hiperlipidemi tedavisinde kullanilmas1 yarar saglamaktadir. Hesperidinin bu
belirgin  aktivitesi  hepatik  kolestrol  katabolizmasint  arttirmasindan
kaynaklanmaktadir (Philp, 2003; Miyake ve ark., 2003; Peng ve ark., 2006;
Ortuno ve ark., 1997; Kanaze ve ark., 2003; Del Rio ve ark., 2004; Tommasini ve
ark., 2005; El-Shafae ve El-Domiaty, 2001).

Antienflamatuar Etkileri

Hesperidinin belirgin antiinflamatuar ve analjezik etkileri oldugu saptanmistir.
Prostaglandin 2 (PG;) ve Prostaglandin 2a (PGy,)’nin sentezini inhibe etmektedir.
Kolitli farelere uygulanan hesperidin ise kolonik hasar1 azaltmistir (Garg ve ark.,
2001). Bunun, hesperidinin  antioksidan  aktivitesinden kaynaklandig:
diisiiniilmektedir (Del Rio ve ark., 2004; Tommasini ve ark., 2005; Uchiyama ve
ark., 2005; Chen ve ark., 2003; Knekt ve ark., 2002; Kohno ve ark., 2001).

Enzimler Uzerindeki Etkisi

Mukopolisakkarit hiyaliironik asidi depolimerize eden enzim hiyaliironidazdir.
Konnektif doku baglantilarinda 6zellikle hiyaliironik asit i¢eren intrafibrilator
cimento maddesinde rol oynadig1 bilinmektedir. Kilcal duvarlarin gegirgenligini
dengelemede ve dokular1 desteklemede rol oynamaktadir. Hiyaliironidaz,
hiyaliironik asidin yikimini saglayarak doku gegirgenligini arttirir. Farelerde, izole



edilmis  konnektif —membranlarda yapilmis bir ¢alismaya dayanarak,
hiyaliironidazin permeabilite arttiric1 aktivitesinin fosforillenmis hesperidin ile 15
dakika veya fazlasinda ortadan kalkabildigi tespit edilmistir. Hesperidin
hiyariilonidaz aktivitesini ortadan kaldirmakla birlikte membran biitiinliigiinii de
saglamis ve tedavi edilmemis normal membranlarin gecirgenligini de azaltmigtir
(Garg ve ark., 2001).

Hesperidin hiyariilonidazdan bagka, insan akrosinini de in vitro olarak inhibe
etmistir. Ayrica fare serumunda aldozrediiktaz ve alkalin fosfataz1 da inhibe edici
etkisi bulunmustur. Ancak ksantin oksidazi inhibe etmemistir. Revers trinskriptaz
enzimi tizerinde de inhibitor etkisi olmadig1 gézlenmistir (Garg ve ark., 2001).

Arasidonik asidin non-enzimatik lipid oksidasyonunda ve enzimatik
oksidasyonunda  siklooksijenaz enzimini stimule etmektedir. Ancak 1,5
lipooksijenazin Citrus bioflavonoidlerince inhibisyonu da rapor edilmistir
(Malterud ve Rydland, 2000). Hesperetin, lipolizi indiikleyen epinefrini inhibe
etmis fakat fosfodiesteraz i¢in ayni belirgin inhibe edici aktiviteyi gostermemistir
(Jeong ve ark., 1999).

Hesperidin ve diosmin hem ayr1 ayr1 hem de kombine halde sicanlarda
graniilomaya kars1 kullanildiginda prostaglandinleri inhibe etmislerdir (Damon ve
ark., 1987).

Hesperidinin ¢esitli biyolojik etkilerinin, yapisal olarak adenozin trifosfata (ATP)
benzerligi nedeniyle ATP ile aynm1 enzimatik bolgelere baglanmak igin
yarigmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Vanamala ve ark., 2006).
Greyfurt suyu sitokrom P 450 ile metabolize olan ilaglarin metabolizmasini inhibe
etmektedir (Ortuno ve ark., 1997).

Antimikrobiyal Etkisi

Hesperidin ve hesperetin, in vitro olarak pek cok bitki ve hayvan mikroplarina
kars1 enfeksiyondan koruyucu ve bu mikroplarin eslesmesini onleyici 6zellikler
gostermislerdir (Garg ve ark., 2001).

Antibakteriyal Etkisi

Hesperidin ve hesperitinin Helicobacter pylori’nin gelisimini azalttif1 tespit
edilmistir (Knekt ve ark., 2002).

Antifungal Etkisi

Botyrtis  cinerea,Tricoderma  glaucum ve Aspergillus famigatus’a karsi
hesperidinin 1-10 pg arasinda degisen dozlarda antifungal aktivitesi oldugu rapor
edilmistir (Garg ve ark., 2001).

Antiviral Etkisi

Hesperidin viriis-vezikiiler stomatite karsi antihiyaliironidaz aktivitesi sebebiyle
aktif bir antiviral ajan olarak kullanilmistir. Ayrica hesperdinin influenza viriisiine
kars1 da aktif oldugu rapor edilmis ve Herpes simplex’e karsi da zayif bir aktivite
gosterdigi bulunmustur. Bunlar hesperidinin hiicrelerdeki SAMP sentezini stimule
etmesinden ve eslesmeyi Onleyici 6zelliginden kaynaklanmaktadir (Garg ve ark.,
2001). Ayrica eriskin ve ¢ocuklarda sporadik diyare olusturan rotaviriise kars1 da



belirgin bir inhibe edici etki gosterirken, hesperetinin bdyle bir etkisinin olmadigi
goriilmiistiir (Bae ve ark., 2000).

Antifertilite Etkisi

Hesperidin ve tiirevleri ¢ok uzun zamandan beri antifertilite aktiviteleri agisindan
degerlendirilmektedirler. 1948’ de fosforillenmis hesperidinin (PH) sperm enzimi
olan hiyaliironidaz1 inhibe ederek antifertilite etkisi gosterdigi saptanmigtir. Oral
ve i.p. verildiginde PH’ in antifertilite 6zelligini gosterdigi saptanmistir. Hem
erkek hem disi farelere verildiginde beklenmeyen hamilelikleri azalttigi
gozlenmistir. Disilerin menstrual dongiisii ile erkeklerin sperm sayist ve motilitesi
degismemistir. ilag iizerinde yapilan diger calismalar, toksik etkileri olmayan ve
steriliteyi azaltmayan bir oral kontraseptif olarak rol oynadigini ortaya koymustur.
Travma, infeksiyon hastaliklar1 ve sistemik hastaliklarin antifertilite 6zelligini
etkilemedigi gorilmiistiir.

Tavsanlarda PH’ nin vajinal uygulamasiyla da belirgin bir kontraseptif etki
saptanmistir. Hiyaliironidazin yumurtanin folikiil hiicre katmanina spermin
gecirgenligini sagladigi rapor edilmistir (Garg ve ark., 2001).

Antikarsinojenik Etkisi

Son on yilda hesperidin ve aglikonu hesperetinin antikarsinojenik aktivitesi
tizerinde bir ¢ok arastirma yapilmistir. Bu ¢alismalarda, apoptozisi indiikleyerek
antikanserojenik etki gosterdigi tespit edilmistir (Labib ve ark., 2004; Justesen ve
ark.,2000; Chen ve ark., 2003; Philp, 2003; Knekt ve ark., 2002; Kohno ve ark.,
2001; Peng ve ark., 2006; Erlund ve ark., 2001; Tommasini ve ark., 2005).

Erkek fare idrar torbalari iizerinde hesperidin/diosmin kombinasyonu kullanilarak
antikarsinojenik etki incelenmistir. Kombinasyonun, N-biitil-N-(4-hidroksibiitil)
nitrézamin ile indiiklenen karsinojenezisi timor baslangi¢ fazinda 8 hafta boyunca
siiren tedavi sonucunda inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayrica siganlar iizerinde yapilan
bir ¢alismada 500 ppm/kg dozda hesperidinin karsinojenezisi inhibe ettigi tespit
edilmistir (Yang ve ark., 1997). Hesperidinin ayni1 zamanda 4-nitrokkuinolin-1-
oksitle indiiklenen agiz kanserini inhibe ettigi, lezyonlarin sayisini, dil
dokusundaki poliamin seviyelerini ve hiicre proliferasyonunu azalttigi
bulunmustur (Tanaka ve ark., 1994). Bir baska ¢aligmada, tek basina hesperidin
ve diosmin/hesperidin kombinasyonu verildiginde, hem 4-nitrokuinolin-1-oksitle
baslatilan tiimor gelisiminin inhibe oldugu hem de azoksimetanla indiiklenen
sican kolon karsinojenezisine karst kemopreventif etki gelistigi saptanmistir. Bu
sonuglar artan hiicre proliferasyonunun baskilanmasi sonucunda olustugu
bildirilmistir (Tanaka ve ark., 1997).

Hesperidin, subkutan (s.c.) olarak genetik modifikasyonla bagigiklik sistemi
zayiflatilmisg Isvigre farelerine (CD-1) uygulandiginda 7,12-
dimetilbenz(a)antrasen ile indiiklenen tiimor baslangicini 6nlememis, ancak 12-O-
tetradekanol-13-forbol asetat (TPA) indiiklenen tiimor artisini bir kemopreventif
ajan olarak kullanimi sonucu inhibe etmistir (Koyunku ve ark., 1999).



Antimutajenik Etkisi

Hesperetinin antimutajenik aktivitesi Sa/monella typhimurium mutantlar (ters baz
cifti  substitlisyonlart ve c¢ergeve kaymast mutajenleri) kullanilarak
degerlendirilmistir. Citrus flavonoidlerinin antimutajenik aktivitesi {izerinde
yapilan bir arastirmada, hesperidinin Salmonella typhimurium iizerinde
benz(a)piren ile indiiklenen mutasyonlara karst zayif bir antimutajenik etki
gosterdigi bildirilmistir. Sicanlarda N-metil-N-amilnitrézamin ile indiiklenmis
timor olusumuna karsi bir antimutajenik etki gosterdigi saptanmustir (Garg ve
ark., 2001).

Diyetle en ¢ok alinan flavonoidlerin sigan fibroblastlarinda (C3H10T1/2) 3-metil
kolantren ile indiiklenen neoplastik transformasyonu inhibe edici etkileri test
edilirken, hesperidin ve hesperetin bu transformasyonu tamamen inhibe eden
ajanlar olarak saptanmislardir (Franke ve ark., 1998).

B-kripto ksantin ve hesperidin igeren C.unshiu Marc. Satsuma mandalinalarinin
azoksimetanla indiiklenen sigan kolonik adenokarsinomasina karsi hiicre
proliferasyonunu ve enzim detoksifikasyonunu indiiklemesi sebebiyle koruyucu
etki gdsterdigi saptanmistir (Kohno ve ark., 2001).

Hesperidinin, 12-o-tetradekaboilforbol-13—asetat uygulanmis CD-1 farelerinde
timor olusumunu azalttigi ve N-metil-N-amil nitr6z aminle indiiklenen sican
yemek borusu tiimor olusumunu, hiicre ¢ogalmasini azaltarak inhibe ettigi one
stiriilmiistiir ( Chen ve ark., 2003).

Insan meme kanser hiicreleri iizerinde in vitro olarak yapilan bir ¢alismada
hesperetinin kanserli hiicreleri inhibe ettigi saptanmistir. (He ve ark., 1997).

Trombositler ve Hiicre Agregasyonu Uzerine Etkileri

Hesperidinin, insanda trombositler ilizerinde yapilan bir arastirmada epinefrin ve
ADP ile indiiklenen trombosit agregasyonunu 0.08 mg.mL™" konsantrasyonunda
inhibe ettigi bulunmustur. Antitrombotik etkisi de s6z konusu olan hesperidinin,
atlar lizerinde yapilan bir arastirmada eritrositlerin agregasyonunu azalttigi
gbzlenmistir (Knekt ve ark., 2002). Ayrica hamsterlar {izerinde yapilan ¢alismada
hesperidinin antiiskemik etkisi goriilmiistiir (Garg ve ark., 2001).

Ultraviyole Koruyucu Etkisi

Son yillarda oksidatif cilt hasarim1 6nlemek i¢in flavonoidlerin serbest radikal
siiptiriici  olarak kullanilmalar1 {izerindeki arastirmalara hiz verilmistir.
Ultraviyole radyasyonu yiiziinden olusan oksidatif stres cilt kanseri ve giines 15181
maruziyetine bagli yaslanmanin baslaticist olabilmektedir. Bir ¢aligmada topikal
olarak uygulanan hesperetinin, tek basina ve C.sinensis ile birlikte uygulanan ham
ekstresinde diger flavonoidlerle beraber UV-B ile indiiklenmis cilt eritemini yok
edici etkisi arastirllmistir (Garg ve ark., 2001). Model membran olarak
fosfotidilkolin vezikiillerini alarak UV radyasyonuyla indiiklenen peroksidasyon
lizerinde hesperetinin etkisi ¢alisgilmistir. [n vitro olarak insan cildine bu
bilesiklerin niifuz edisi de 6l¢iilmiistiir. Hesperetin yumurta fosfotidilkolini (PC)
igeren lipozomlari, UV radyasyonuyla indiiklenen peroksidayonu ve olusan
serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirarak korumaktadir. Hesperetin ayrica
Stratum korneum tabakasindan da gecebilmektedir. Bir ¢alismada, cilt yiizeylerine
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hesperetin jel formunda uygulandiktan sonra cilt UV-B radyasyonuna maruz
birakilarak reflaktoér spektrometresiyle eritemin boyutlari monitdrize edilmis ve
hesperetin topikal fotoprotektif ajan olarak saptanmistir (Saija ve ark., 1998).

Baska bir calismada, hesperidinin siklodekstrin ve glukanotransferaz ile
transglikozidasyonu saglanmig ve hesperidinle ayni absorpsiyon spektrumundaki
mono ve diglikozitleri hazirlanmistir. Bunlar yiiksek ultraviyole 1s18a maruz
birakildiklarinda UV 1sinlarin1 absorbe eden pigmentlerin rengini stabilize ettikleri
gbézlenmistir. Arastirmacilar renk stabilizatorii olarak yiyecek {riinlerinde
kullanilabilecegini 6nermektedirler (Komenati ve ark., 1994).

Analjezik Ve Antipiretik Etkisi

Hesperidin farelerde s.c. ve ip. uygulama sonucunda analjezik aktivite
gostermistir. Bu etki periferal bir mekanizmayla agiklanmaktadir. Ayrica atesi de
azaltmaktadir. Hesperidin hem histamin hem de prostaglandin salimini inhibe
ederek savunucu bir gastrik faktdor ve asit sekresyonlari ile gastrik mukoza
lezyonlarindan koruyucu bir ajan olarak rol oynamaktadir (Del Rio ve ark., 2004;
Labib ve ark., 2004; Garg ve ark., 2001 ).

Antioksidan Etkisi

Hesperidinin elektron transfer ve proton transfer reaksiyonundaki siiperoksit
radikalini azalttigi bulunmustur. Metal iyonlarinin selatorleri oldugundan serbest
radikal siipiiriicii 6zellikleriyle etkili antioksidanlardir (Knekt ve ark., 2002).
Ayrica karaciger homojenatlarinda stiperoksitle indiiklenen kemoluminesans
sergilemigtir.  Stimule edilmis noétrofillerden reaktif oksijen tiirlerinin agiga
cikmasint da Onlemistir. Hesperidin serbest oksijen radikalleri ve lipid
peroksidasyonundan korunmay1 saglamaktadir (Knekt ve ark., 2002; Kohno ve
ark., 2001; Deng ve ark., 1997; Chen ve ark., 2003; Labib ve ark., 2004;
Justesen ve ark.,2000). Boylece hesperidin diger flavonoidlerle karsilastirildiginda
belirgin bir antioksidan olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Del Caro ve ark., 2004;
Peng ve ark., 2006; Ortuno ve ark., 1997; Nogata ve ark., 2006; Del Rio ve ark.,
2004; Erlund ve ark., 2001; Kanaze ve ark., 2003; Vanamala ve ark., 2006).

Bagisiklik Sistemi Uzerine Etkisi

Hesperidinin bagisiklik sistemini baskilayict aktivite sergiledigi saptanmuistir.
Bakteriyel a-amilazina kargt antikor iiretimini intragastrik uygulamayla
baskilamistir. Baska bir ¢alismada ise, hesperidinin erkek farelerde intragastrik
uygulamayla hiicresel immiiniteyi arttirdig1 gozlenmistir (Garg ve ark., 2001).

Hesperidin en gii¢lii koloni stimule edici faktdr olan CSF’nin (immunomodiilator
aktivitenin gostergesi) indiikleyici aktivitesini doza bagimli olarak gostermistir
(Kawaguchi ve ark., 1999).

Hormonlar Uzerindeki Etkisi

Hesperidin 6strojen seviyelerini dengelemeye yardimci ve buna bagli inflamasyon
ve agriyr azaltict etkiye sahiptir. Yapilan bir calismada, menopozal
semptomlardan sikayetci 94 kadma 1 ay boyunca her giin 900 mg hesperidin, 300
mg hesperidin metil kalkon, 1200 mg C vitamini verilmis ve bir ayin sonunda
sicak basmalarinin hastalarin %53’ iinde, tiim diger semptomlarin da %34’ iinde
azaldig1 goriilmiistiir (Philp, 2003).

11



Hesperidin bir fitoostrojen olup, seks hormonlarina baglh biyolojik cevaplar1 ve
Ostrojen reseptorlerine baglanmayi etkilemektedir (Erlund ve ark., 2001).

Diger etkileri

Hesperidinin antiallerjik, antithemoroidal, kanama durdurucu, yara iyilestirici ve
strese bagli iilsere karsi koruyucu etkisi de vardir (Garg ve ark., 2001 ).

Ayrica hesperidin sedatif ve uyku diizenleyici etkiye de sahiptir. Diazepam ile
sinerjik etki gosterir (Fernandez ve ark., 2005).

Toksisitesi

Genel olarak, hesperidini de igeren Citrus bioflavonoidlerinin hamilelikte bile
giivenli oldugu ve higbir yan etkilerinin olmadigi bilinmektedir. Erkek ve disi
farelerde yapilan bir deney sonucunda PH’ nin organizmaya ve dokulara non-
toksik oldugu, birikim 6zelligi olmadig1 ve higbir alerjik reaksiyona yol agmadigi
saptanmistir. Bu sonuglara dayanarak insanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada,
PH antifertilite ajan1 olarak vitaminler, hormonlar, amfetamin tiirevleri gibi diger
susbstitiisyon faktorleriyle birlikte uygulanmistir. Bunun disinda, travma,
enfeksiyonlar veya sistemik hastaliklar antifertilite etkisini azaltmamistir (Garg ve
ark., 2001 ).

Sicanlarda yapilan bir ¢alismada, 26 hafta boyunca Daflon® 500 mg gastrik
intiibasyonla uygulanmig; oOliim, agirlikta degisimler, standart testlerde
anormalliklere rastlanmamistir (Damon ve ark., 1987). Metil hesperidinin % 5
gibi yliksek oranlarda diyetle birlikte oral yoldan verilmis, ancak farelerde hicbir
mutajenik ve karsinojenik aktivite gdzlenmemistir. Sican ve farelerde hicbir
belirgin toksik etki goriilmemistir. Ayrica hesperidin, giinliik besin alimini, viicut
kilo alimin1 ve besin etkinligini de etkilememistir (Kawaguchi ve ark., 1997).

Insanlarda yapilan bir c¢alismada, hesperidin uygulanan denekler ile plasebo
uygulamasi yapilan denekler karsilastirildiginda hesperidin uygulanan grupta
belirgin yan etkiler goriillmemistir (Meyer, 1994).

Neohesperidin

Neohesperidin greyfurt, turung, eksi portakal ve ponderosa limonlarinda (Citrus
limon var.Ponderosa) bulunan bir flavonon glikozitidir ( Lee ve Kim, 2003;
Peterson ve ark., 2006b). Neohesperidin portakal, mandalin, turung, limon ve aga¢
kavununda (Citrus medica) yaygin olarak bulunan ve tatsiz bir glikozit olan
hesperidinin  ( Cps-H34-Ojs5) bir izomeridir. Neohesperidin, greyfurt ve
mandalinanin tatli ve sulu bir hibridi olan tangeloda en fazla miktarda yer
almaktadir. Eksi portakaldaki neohesperidin miktar1 100 g meyve suyu i¢in 11 mg
aglikona esdegerdir (Peterson ve ark., 2006b). Ozellikle turunglarin karakteristik
aciliginda rolii olan neohesperidin, alkol ve suda ¢oziilebilen bir bilesiktir.
Molekiil esasina gore hazirlanan cozeltileri karsilastirildiginda neohesperidinin
acilig1 naringinin 1/10’u kadardir (Garg ve ark., 2001).

Molekiiliin tasidigr disakkarit ile aciligi arasinda baglanti oldugu bilinmektedir.
Rutinozidler tatsizken, neohesperidozidler acidir. Her iki form da bir mol ramnoz
ve bir mol glikoz tasir ve iki izomerik formu olustururlar. Rutinoz kimyasal olarak
o—L-ramnozil-(1—6) glikoz formiiliine, neohesperidoz ise o—L-ramnozil-(1—2)
glikoz formiiliine sahiptir. Bu farklilik sadece 2 seker iinitesinin konfigiirasyon
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farkliligindan  kaynaklanmaktadir  (Belajova ve  Suhaj, 2004). Aci
neohesperidozidlerin baslica olarak greyfurtta bulundugu goézlenmistir (Garg ve
ark., 2001).

Neohesperidin (hesperetin-7-B-neo hesperidaz) varligit Cynara humilis ve
C.cornigera, olmak fiizere Yunanistan’da yetisen 2 Cynara tiirinde de
bulunmustur (Garg ve ark., 2001). Neohesperidin, hidrokalkonuna kimyasal
olarak doniistiiriilebilmekte ve tatlandirict olarak kullanilmaktadir (Ortuno ve ark.,
1997).

OH 0)

Sekil.4. Neohesperidin’ in kimyasal yapis1 ( Hesperidin i¢in R= ramnoz,glikoz; Neohesperidin

icin R=neohesperidoz)
0] (0]
HO 0]
H
HO HO
(iH » HO OH

OH
Sekil.5. Neohesperidozun kimyasal yapisi [O-a-L-ramnosil-(1—2) glikoz]
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GERECLER
Kimyasal Madde ve Cozeltiler

Hareketli fazlarin ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan asetonitril ve metanol
Merck KGaA (Almanya) firmasinin iirlinii olup YBSK safliktadir. HS, Sigma
(Almanya) ve NHS, Fluka (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Analizlerde kullanilan bidistile su laboratuarimizda tiretilmistir.
Kullanilan Cihazlar

Kullanilan YBSK cihazi, LC 6A model pompa ile birlikte otomatik ornekleyici
model (loop) enjektore sahip SPD-A10 UV degisken dalga boylu detektor ile C-
R7A model integratorii igermektedir (hepsi Shimadzu, Japonya). Cozeltilerin
icerdigi ¢ozlinmemis safsizliklarin ¢oktiiriilmesi amaciyla ise 1-6 model Sigma
(Almanya) marka santrifiij aleti kullamilmistir ve ¢ozeltiler Bandelin Sonorex
(Almanya) model ultrasonik banyo kullanilarak degaze edilmistir. Sivi
kromatografisi i¢in analiz edileceklerin ayrimi ise 5 pm 150 mm x 4.6 mm
Hypersil Cig kolon ile gergeklestirilmistir (Teknokroma, Ispanya). Siizme islemi
icin 0.45 pL’lik membran filtreler (polivinildifloriir (PVDF)) kullanilmis ve
homojenizasyonu saglamak i¢in ¢ozeltiler Heidolph (Almanya) marka ¢alkalayici
ile karistirilmastir.
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YONTEMLER
Hesperidin (HS) ve Neohesperidinle (NHS) Yapilan Analitik Calismalar

Li ve arkadaslar1 (2004), Bulpleurum falcatum L. ve Fractus aurantii (turung
meyvesi) dekoksiyonunun oral uygulamasindan sonra sigan serumunda LC-
MS/MS yontemi kullanarak naringin, HS ve NHS’i tayin etmiglerdir. Waters Oasis
HLB model kat1 faz ekstraksiyon kartuslarindan geg¢irilen internal standart (IS)
eklenmis serum ugurulmus ve mobil fazda ¢oziindiiriilerek enjekte edilmistir.
Hareketli faz olarak asetonitril:su (25:75 h/h) kullanilmistir. Dedeksiyon
fotodiyod dizisi detektorii kullanilarak yapilmistir. Kolon sicakligi 40°C’ a ; akis
hizi ise 0,8mL.dak™ a ayarlanmustir. Kalibrasyon egrisi i¢in 0,2 mg.mL™
konsantrasyonlarinda naringin, HS ve NHS’in metanolde stok soliisyonlari
hazirlanmis ve 20.0 - 500.0 ng.mL™" araliginda olacak sekilde seyreltilmis ve 100
ng.mL™" IS ilave edilmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri 2.0 - 50.0 ng.mL™" araligindaki
konsantrasyonlarinda olacak sekilde hazirlanmistir. Bu yontemde tayin siniri
(LOQ) %20 olmakla birlikte naringin, NHS ve HS i¢in Saptama sinir1 (LOD) 0.7
ng.mL" olarak bulunmustur.

Mouly ve arkadaglar1 (1998), portakal sularinda sivi kromatografisi kullanarak
flavonon glikozitleri (FG) ve polimetoksillenmis flavonlarin (PMF) ayrimini
gergeklestirmislerdir. Standart ¢ozeltiler 50 pg.mL"' HS, 5 pg mL'NHS olacak
sekilde hazirlanmistir. HS su:dimetilformamid (30:70 h/h) ile seyreltilmistir.
Numuneler i¢in, elle sikilmis portakal sular1 ile endiistriyel portakal sular1 (25 ml)
20 ml DMF ile seyreltilmistir. Su banyosunda 90°C’ de 10 dakika tutulup
sogutulduktan sonra 10 dakika santrifuj edilmislerdir. 5 ve 0.45 pum’ lik akrodisk
filtrelerden siiztilip 20 pl hacimde olacak sekilde enjekte edilmislerdir.
Dedeksiyon HS ve NHS i¢in 280 nm’de ; ve maddeler i¢in ise 260-350 nm
araliginda fotodiyot dizisi detektoriiyle yapilmistir. A ¢oziiciisli olarak asetonitril
ve B ¢oziiclisii olarak su asetik asit (96:4) gradiyent profiline sahip mobil faz
kullamlarak ayrilmistir. Kolon sicakhigi 35°C” e ve akis hizi 1.0 mL.dak"ya
ayarlanmistir. Analiz siiresi 60 dakika olup bu yontem icin LOQ degeri 0.1 mg/l
bulunmustur.

Del Rio ve arkadaglar1 (2004), Citrus limon’ da (limon) bulunan HS, diosmin ve
eriositrin flavonoidlerini YBSK’ de tayin etmislerdir. Olgunlagsmamis meyvenin
geng yaprak, kok ve cicekleri, olgun meyvenin flavedo, albedo ve pulp kisimlari
kullanilmistir. Bunlar kurutularak dimetilsiilfoksit (DMSO) ile 30 dakika ekstre
edilmis 6 mg.mL" kuru agirlikta olacak sekilde ayarlamp 0.45 pum’lik naylon
membranlardan siizilmiglerdir. Analiz 35°C’ ye ayarlanmis kolon ve hareketli faz
olarak  su:metanol:asetonitril:asetik asit (15:2:2:1 h/h/h/h)  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Dedeksiyon icin 280 nm’ de UV-goriinlir diyot dizisi
detektorii kullanilmistir. HS’in tiim kiilttirlerdeki baglica flavonoid oldugu tespit
edilmigstir. Cigekte bile yaklagik 100 g kuru agirligin 5 g’ 1 olusturdugu
gbzlemlenmistir.

El-Shafae ve arkadaslar1 (2001), Buchu yapraklarinda (Barosma betulina
bitkisinin yapraklar1 )ve farmasotik dozaj formlarinda (Dioven®, Diosed® ve
Daflon™) HS ve diosmin tayini yapabilmek i¢in gelistirilmis sivi kromatografisi
metodlar1 kullanmiglardir. Tiim kromatografik analizler 345 nm’ de cift 151l
absorbans detektorii kullanilarak 1.5 mL.dak” akis hizinda gerceklestirilmistir.
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Hareketli faz olarak ise metanol-su karistmi (60:40 h/h) kullanilmistir.
Kalibrasyon igin 5-100 pg.mL™ araligindaki derisimlerde metanolde %10 DMSO
kullamilarak hazirlanmis diosmin ve 5-75 pg.mL™ araligindaki derisimlerde ayni
sekilde hazirlanmis HS stok c¢ozeltileri kullanilmistir. 1 g toz haldeki Buchu
yapragi 4 kere 15 dakika siireyle %10 DMSO igeren metanolden gegirilip filtre
edilmistir. Uygun islem basamaklarindan geg¢irildikten sonra elde edilen
numunelerin her birinden 10 ‘ar pl enjeksiyon hacminde YBSK’ a verilmistir. %
bagil standart sapma degerleri %1.9’un altinda olan ¢alismada analiz zamanlarinin
6 dakikanin altinda oldugu belirtilmistir.

Vanamala ve arkadaslar1 (2006), portakal ve greyfurt sularinda degisik biyoaktif
flavonoidleri tayin etmiglerdir. Ters faz YBSK yontemiyle 280 nm’ de UV
detektorle yiiriitiilen ¢alismada mobil faz olarak asetonitril(%70) ve su : asetik asit
(%4 ile baslayip %70’de son bulan) karisimlar1 gradiyent sistemle kullanilmistir.
Kolon olarak Spm’lik C18 kolon kullanilmistir. Calismada HS’in 34,20. dakika da
NHS’in ise 35,17. dakikada gozlendigi belirtilmistir.

He ve arkadaslar1 (1997), eksi portakaldaki 8 flavonoidi YBSK’ a bagh
elektrosprey kiitle spektrometresi (YBSK-ES-MS) ve foto diyod dizisi detektorle
analiz etmislerdir. Gradiyent sistemin ( A ¢6ziiclisli olarak: %0.6 Asetik asit ve B
¢oOziiclisii olarak metanol) kullanildig1 yontemde dedeksiyon 290 nm’ de
gerceklestirilmistir. Kolon olarak Sum’lik 2.1x150 mm C18 kolon kullanilmastir.
Akis hizimn 0.2 mL.dak™ oldugu calismada sicaklik 45°C olarak kontrol
edilmistir. HS ve NHS igin ¢oziicii olarak metanol kullanilmistir. Analizde HS
17.6. dakikada NHS ise 18.5. dakikada gozlenmistir.

Pupin ve arkadaslar1 (1997), Brezilya portakal sularinda flavonon glikozitlerini
UV detektorlii ters faz YBSK yontemi kullanarak tayin etmislerdir. HS’in
dimetilformamid:su (2:1 , h/h) ¢ozeltisinde ¢oziildiigii calismada analiz 280 nm’
de gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak su: asetonitril: tetrahidrofuran: asetik asit
(80:16:3:1 h/h/h/h) kullanilmis ve akis hizi 1 mL.dak™” olarak belirlenmistir.
Kolon olarak ise Sum’lik (250x4.6 mm) C18 Nucleosil kolon kullanilmistir. HS
icin % geri kazanim orani ortalama %106.5 olarak bulunmustur.

Kanaze ve arkadaslar1 (2004b), yaptiklar1 ¢aligmada portakal sular1 ve farmasotik
formiilasyonlardaki diosmin, HS ve naringin miktarlarini hizli bir ters faz YBSK
ile tayin etmislerdir. Calismada rhoifoin internal standart olarak kullanilmis ve
mobil faz tetrahirofuran: su: asetik asit (21:77:2 h/h/h ) olarak belirlenmistir.
Kolon olarak Spm’lik (250x4.6 mm) C8 kolon kullanilmigtir. Flavonoidler
metanol : DMSO (1:1 h/h) ¢ozeltisinde ¢Oziindiiriilmiisler ve 280 nm’ de akis hiz1
0.85 mL.dak™” olacak sekilde analiz edilmislerdir. Analizde HS 12. dakikada
gozlenmistir ve LOQ degeri %15 olarak saptanmustir.

Ross ve arkadaglar1 (2000), 9 ticari greyfurt suyundaki flavonoid miktarlarini
YBSK ile karsilagtirmislardir. Rutinin internal standart olarak kullanildig:
calismada standart flavonoid ¢ozeltileri metanolde hazirlanmistir. Tayin 280 nm’
de UV detektorle ve su-asetonitril’den olusan gradiyent sistemli mobil faz
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Kolon olarak C18 (150x4.6 mm) kolon
secilmistir. Akis hizinin 1 mL.dak™ olarak secildigi caligmada HS 20.62. dakikada
NHS ise 21.46. dakikada alikonulmustur.
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Ortuno ve arkadaglar1 (1997), yiiksek flavonoid igceren portakal kiiltiirlerini ters
faz YBSK yontemi kullanarak tayin etmislerdir. HS ve NHS standartlar1 DMSO’
da ¢oziinmiislerdir. Mobil faz olarak su: metanol: asetonitril: asetik asit (15:2:2:1
h/h/h/h)  karigiminin  kullanildigr c¢alismada akis hizi 1 mL.dak”! olarak
belirlenmistir. Analiz i¢in Sum’lik (250x4 mm) C18 kolon kullanilmstir.
Deteksiyon 280 nm’ de fotodiyod dizisi detektorii ile yapilmistir. HS ve NHS i¢in
alikonma zamanlar1 sirastyla 17.0 ve 19.6 dakikadir.

Belajova ve Suhaj (2004), portakal sularindaki fenolik bilesikleri Cq fenil faz
kolon ve fotodiyod dizisi detektor kullanarak YBSK yontemi ile analiz
etmislerdir. Standart ¢ozeltiler 0.1 mg.mL'1 derisimde olacak sekilde metanolde
¢oziinmiiglerdir. Analiz 285 nm’ de 0.8 mL.dak™' akig hizinda gradiyent sistem  (
0.01 M fosforik asit : metanol (80:20 h/h) ve metanol (%100) karisimlari)
kullanilarak gerceklestirilmistir. HS ve NHS igin alikonma zamanlari sirastyla
27.77 ve 28.19 dakikadir.

Nogata ve arkadaglar1 (2006), portakal tiirlerinin meyve dokularindaki (flavedo,
albedo ve epidermis) flavonoid bilesimlerini bir YBSK yontemi ile tarif
etmiglerdir. Analiz mobil faz olarak gradiyent sistemli sulu 10mM fosforik asit ve
metanol karigimi kullanilarak ve fotodiyod dizisi detektoriiyle 285 nm’ de
yapilmistir. Analiz i¢in kolon olarak C18 RP kolon (250x4.0 mm) kullanilmistir.
Akis hizi olarak 0.6 mL.dak™ secilmis ve kolon sicakligr 40°C e ayarlanmustir.
Analiz zamani ise 90 dakika olarak belirlenmistir.

Tsai ve Liu (2004), anestezi altindaki sicanlarin safra ve kanindaki ekstra seliiler
HS miktarim1 mikrodiyalizle birlikte YBSK metoduyla tayin etmislerdir. Analiz
icin UV detektorle 283 nm’ de ¢alisilmistir. Mobil faz olarak asetonitril : 0.1 M
amonyum asetat karigimu (30:70 h/h) kullamilmustir ve akig hizi 0.05 mL.dak "’a
ayarlanmistir. Ayrrma islemi; Spm 150x1.0 mm C18 ODS-2 mikrobor kolon
kullanilarak yapilmigtir. Analiz zamani 10 dakikadir. Yontem valide edilmistir.

Xia ve arkadaglar1 (2006), Citri Reticulatae’nin (mandalina) perikarpinda semi-
mikro YBSK ile birlikte elektrokimyasal dedeksiyon yontemi kullanarak HS
tayini yapmislardir. Analiz i¢in mobil faz olarak metanol: su: fosforik asit
(40:60:0.5 h/h/h) kullanilmis akis hizi 30 pl/dak ve kolon sicakligi 30°C’ e
ayarlanmigtir. Internal standart olarak mirisetin kullamilmistir. Bitkideki HS
metanolle ekstre edilip mobil fazla seyreltilerek tayin edilmistir. Analizde HS’in
alikonma zamani 15.5 dakika olarak tespit edilmistir. Yontemin bagil standart
sapmasi %3.59’dan az ve HS’in geri kazanim yiizdesi ise %99.83’den fazla
bulunmustur. Yontemde HS icin LOD degeri 3.06 ng.mL'1 olarak bulunmustur.

HS ve NHS’in Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Stok ¢dzeltinin hazirlanmasi i¢in 32.9 mg HS tartilmis ve 50 mL metanolde
coziilerek karistirilmis ve c¢oziinmils gazlarin uzaklastirilmast i¢in 5 dakika
stireyle ultrasonik banyoda tutulmustur. Gerekli seyreltmeler bu stoktan yine
metanol kullanarak yapilmustir.

NHS stoku i¢cin de, 1 mg NHS tartilmis ve 10 mL metanolde ¢oziilerek
karigtirllmis ve ¢Ozlinmiis gazlarin uzaklagtirnlmas: i¢in 5 dakika siireyle
ultrasonik banyoda bekletilmistir. Gerekli seyreltmeler bu stok ¢ozeltiden yine
metanolle yapilmistir.
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Akis hizi, enjeksiyon hacmi taramalarinda ve tekraredilebilirligin incelenmesinde
HS’in 1.5 x 10° M ve NHS’in 2 x 10°® M derisimdeki ¢ozeltileri yukaridaki
stoklardan metanolle seyreltilerek hazirlanmistir.

HS i¢in kalibrasyon ¢ozeltileri son derisimleri 1.00, 1.50, 2.12, 3.18, 4.24 x 10'M
ve 1.5, 2.12, 3.18, 4.24, 530 x 10° M olacak sekilde metanolle seyreltilerek
hazirlanmistir. NHS i¢in ise 1, 2, 3, 4, 5 x 10" Mve 1,2,3,4,5x 10° M son
derigime sahip ¢ozeltiler yine metanolle seyreltilerek hazirlanmistir.

Hareketli Faz Sistemi

Deneyler siiresince kullanilacak hareketli faz asetonitril : su (23:77 h/h) olacak
sekilde 1000 mL hazirlanmistir. Hareketli fazin igerisindeki ¢oziinmiis gazlarin ve
oksijenin uzaklastirilmasi i¢in ultrasonik banyoda 15 dakika tutulmustur. Ayirma
ve miktar tayini islemleri bu ¢ozelti kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Mobil fazin akis
hiz1 1.0 mL.dak ™', enjeksiyon hacmi ise 15 pL olacak sekilde ayarlanmistir.

Numunelerin Hazirlanmasi ve Deteksiyon

Analizi yapilacak 20 6rnekten elle sikilan turunggil tiirlerinin meyvelerinden elde
edilen sular 6ncelikle 1:10 oraninda mobil fazla seyreltilmis ardindan ¢alkalanarak
0.45 pL’lik membran filtrelerden siiziilerek enjeksiyon yapilmistir. Ticari meyve
sularindan bazilar1 6zellikle kolloid yapida olanlar da ayni1 isleme tabi tutulmustur.
Diger ticari meyve sular1 drnekleri direkt 0.45 pL membran filtrelerden siiziilerek
sisteme verilmistir.

Maddelerin maksimum absorbans verdigi dalga boyu literatiirler esas alinarak 280
nm olarak secilmis ve Ol¢limler bu dalga boyunda gergeklestirilmistir (Mouly ve
ark., 1998; Del Rio ve ark., 2004; Pupin ve ark., 1997; Vanamala ve ark., 2006;
Kanaze ve ark., 2003; Ross ve ark., 2000; Ortuno ve ark., 1997)

Yapilan analizlerde pik alanlar1 bulunarak elde edilen veriler iligkili kalibrasyon
denkleminde yerine konularak elle sikilan ve ticari olarak piyasada bulunan
meyve sular1 ¢esitlerinde HS ve NHS in miktar tayini yapilmstir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Optimizasyon

Yontem gelistirme asamasinda, hareketli faz se¢imi igin yiiriitiillen calismalara
oncelikle izokratik hareketli faz sistemlerinin denenmesi ile baslanmistir.
Izokratik sistemler, goreceli basit bilesimleri, kolay hazirlanabilir olmalar1 ve
diizgiin baz cizgisi gibi kromatografik avantajlara sahip olmalar1 nedeniyle analiz
islemlerinde siklikla tercih edilmektedir. Bu diisiinceden yola ¢ikilarak, metanol,
asetonitril, su ve benzeri genel kullanima ait ters faz ¢oziiciilerinden olusan farkli
bilesimlerde bircok hareketli faz denenmis ve sonuglari degerlendirilmistir.
Degerlendirmeler sonucunda %20 — 30 araliginda asetonitril iceren veya benzeri
polariteye sahip hareketli fazlarin maddelerin siiriiklenmesi icin yeterli ¢oziicli
giiclinii sagladig1 gozlenmistir. Analize konu olan bu maddeler, kimyasal yapilar
nedeniyle maksimum absorpsiyonlarin1 UV spektrumda 280 nm dalgaboylarinda
yapmaktadirlar. Yapilan literatiir incelemeleri sonucunda da, maddelerin detekte
edilecegi dalga boyu olarak 280 nm'nin uygun oldugu sonucuna varilmis ve bu
dalga boyu tiim calisma boyunca kullanilmistir (Mouly ve ark., 1998; Del Rio ve
ark., 2004; Pupin ve ark., 1997; Vanamala ve ark., 2006; Kanaze ve ark., 2003;
Ross ve ark., 2000; Ortuino ve ark., 1997).

Akis hizinin belirlenmesi ¢alismalarinda 0.6 —1.4 mL.dak™ arahiginda tutulan akis
hizlarinda standart madde kolona enjekte edilmis ve akis hizi-sinyal iliskileri
incelenmistir. 0,8 — 1,2 mL.dak™" araligindaki degerlerde, akis hizina bagl sinyal
degisiminin en az oldugu tespit edilmistir. HS ve NHS i¢in akis hizina kars1 pik
alan1 grafikleri sekil 6 ve 7’de sunulmustur. Analizde harcanan hareketli faz
sarfiyatinin uygun kosullar altinda en azda tutulmasi i¢in akis hizi olarak 1.0
mL.dak™ se¢ilmistir. Enjeksiyon hacmi calismalari 5-25 pl arasinda yiiriitiilmiis
ve 15 ul olarak secilmistir. HS ve NHS i¢in incelenen enjeksiyon hacimlerine
kars1 pik normalizasyonu grafikleri sekil 8 v 9°da verilmistir. Her iki asamada
kullanilmak iizere 1,5x 10°M HS ve 2x10° M NHS iceren karigim kullanilmustur.

HS-Akis Hiza

30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -

5000 -

Alan

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Akis Hizi

Sekil 6. HS’in Akis Hizi- Pik Alam Grafigi
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NHS-Akis Hiz1

25000 -
20000 -
15000 -
10000 -

5000 -

Alan

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Akis Hizi

Sekil 7. NHS’in Akis Hizi-Pik Alam Grafigi

HS-Enjeksiyon Hacmi

7000 -
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -

Pik Normalizasyonu

Enjeksiyon Hacmi

Sekil 8. HS’in Enjeksiyon Hacmi-Pik Normalizasyonu Grafigi

NHS-Enjeksiyon Hacmi

5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -

Pik Normalizasyonu

Enjeksiyon Hacmi

Sekil 9. NHS Enjeksiyon Hacmi-Pik Normalizasyonu Grafigi

Yiiriitiilen 6n calismalar 1s181nda, izokratik ayirma prensibine gore hazirlanan
hareketli fazin, 1.0 mL.dak ' degerindeki akis hizinin ve 280 nm dalga boyunda
tayininin en uygun analiz parametreleri olduguna karar verilmistir.
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Yukarida belirtilen 6n arastirmalar dogrultusunda yiiriitiilen analizlerde, HS ve
NHS igeren numunenin analizi yaklasik 8.5 dakikada tamamlanmistir. Gelis
zamanlarina gore maddelerin sinyalleri, sirasiyla, HS i¢in 7.1+0.1 NHS igin
8.20+0.1 dakikada detekte edilmistir. Standart maddelere ait kromatogram Sekil
10°da gortilmektedir.
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Sekil 10. Standart maddelere ait kromatogram
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8.0

Validasyon

Yo6ntemin kesinliginin incelenmesi amaciyla HS’in 1.5 x 10° M ve NHS’in 2 x
10 M derisimdeki ¢ozeltileri 10 ayr1 enjeksiyonla ve birbirini takip eden 3 giinde
YBSK ile analiz edilmistir. Pik normalizasyon degerleri kullanilarak yapilan
istatistiksel degerlendirmeler ¢izelge 1°de verilmektedir.
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Cizelge 1. HS Ve NHS’e Ait Giin ici ve Giinler Aras1 Tekrar Edilebilirlik Cahsmalarimm
Istatistiksel Degerlendirmesi

Giin Ici Kesinlik Giinler Arasi
Kesinlik

1.Giin 2.Giin 3.Giin Giinler Arasi

(n=10) (n=10) (n=10) (n=30)

HS NHS HS NHS HS NHS HS NHS

Ortalama | 3264 2144 3337 2206 3190 2303 3264 2218

SS 12.35 19.40 29.86 24.57 43.56 41.40 67.98 72.74
% BSS 0.38 0.90 0.89 1.11 1.36 1.80 2.08 3.27
GA 7.65 12.02 18.51 15.23 27.00 25.66 24.32 26.03

SS: Standart Sapma, % BSS: % Bagil Standart Sapma, GA: Giliven Araligi,
n: Ornek Sayis1

Cizelge 1’den de goriildiigii gibi diisiik % bagil standart sapma degerleri veren
yiiksek tekrar edilebilirlik sonuglar1 elde edilmistir.

Yéntemin dogrulugunun incelenmesi icin HS’in 1.00 x 107 - 422 x 10° M ve
NHS’in 1x 107 M - 5 x 107 M ¢ozeltileri 3 set halinde hazirlanmis ve
enjeksiyonlart yapilmistir. HS ve NHS icin dogruluk deney sonuglart pik
normalizasyonlarina gore sirastyla ¢izelge 2 ve 3’te verilmistir.

Cizelge 2. HS’e Ait Giin I¢i ve Giinler Arasi Regresyon Analizinin Istatistiksel
Degerlendirmesi

Giin I¢i Dogruluk Giinler Arasi
Dogruluk

1.Giin (n=10) 2.Gilin (n=10) 3.Giin (n=10) Giinler Aras1

(n=30)
Egim, a 1.26x10° 1.28x10° 1.22x10° 1.25x10°
Kesim, b 45.85 46.88 44.82 45.85
r 0.9948 0.9948 0.9948 0.9948
Sr 704.42 720.20 688.55 704.40
Se 1.24x10* 1.27 x10* 1.21x10* 1.24x10*
GAgos +8.37 x10’ +8.55 x10’ +8.18 x10’ +8.36 x10’

n: Ornek sayisi, r: Regresyon Katsayisi, Sr: Regresyon Dogrusunun Standart
Sapmasi, Se: Egimin standart sapmasi, GAg s : Giiven Araligi
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Cizelge 3. NHS’e Ait Giin i¢i ve Giinler Arasi Regresyon Analizinin Istatistiksel
Degerlendirmesi

Giin I¢i Dogruluk Giinler Aras1 Dogruluk
1.Giin(n=10) 2.Giin (n=10) 3.Giin (n=10) Giinler Arasi
(n=30)
Egim, a 9.01x10° 9.27x10" 9.68x10° 9.32x10"
Kesim, b 183.66 189.03 197.33 190.00
r 0.9930 0.9930 0.9930 0.9930
Sr 546.97 562.97 587.67 565.87
Se 1.04 x10° 1.07 x10° 1.12 x10° 1.07 x10°
GAqgos 7.00x10® 7.20x10* 7.51x10° 7.23x10*

n: Ornek sayisi, r: Regresyon Katsayisi, Sr: Regresyon Dogrusunun Standart
Sapmasi, Se: Egimin Standart Sapmasi, GAg s : Gliven Araligi

HS ve NHS’in YBSK ydntemiyle saptama sinir1 (Limit of detection, LOD)
degerinin belirlenmesi i¢in pik alanlar1 dikkate alinarak sinyal/giiriiltii = 3 orant,
tayin sinir1 (Limit of quantification, LOQ) degerinin belirlenmesi i¢in pik alanlar
degerlendirilerek sinyal/giiriilti = 10 oran1 kullanilmistir. Yukarida belirtilen
kosullarda yontemin saptama sinir1t HS i¢in 1.85 x 10° M, NHS icin 2.00 x 10° M
olarak ve tayin simri da HS igin 5.60 x 10° M, NHS i¢in 6.07 x 10°® M olarak
bulunmustur.

Yontemin Orneklere Uygulanmasi

Yukarida gelistirilen yontem bazi taze turunggil meyveleri ile bazi ticari meyve
sularina uygulanmistir. Taze turuncgil meyveleri elle sikildiktan sonra elde edilen
meyve sular1 gerekli seyreltmelerden sonra 0.45 pL’lik membran filtrelerden
stiziilerek enjeksiyon yapilmistir. Ticari meyva sularindan turunggiller nektar ile
pargacikli portakal suyu da ayn1 isleme tabi tutulmustur. Diger ticari meyva sulari
ornekleri direkt 0.45 pL. membran filtrelerden siiziilerek sisteme verilmistir.

Calismada ¢esitli kaynaklardan saglanan 20 farkli numunenin analizi belirlenen
kosullarda gerceklestirilmig, analizler sonucu elde edilen kromatogramlarin
bazilar1 agagida verilmistir.

23



Sekil 11. Greyfurt Suyuna Ait Kromatogram
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Sekil 12. Kan Greyfurtu Suyuna Ait Kromatogram

24

ﬂ

f |

|

1

i

A
A

- 8.0



.’ |![ A
.j |-| A | Hs
f ! . [
} | | \ H .!! lil
[ Vi A ' i
R |l |
:r “.,.\ U i || ;' il
| ” Vo || nws
o \_J \ N A
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Sekil 14. Portakal (Washington) Suyuna Ait Kromatogram
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Sekil 15. Porltakal (Slkma)l Suyuna Ait I;romatogram |
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Sekil 16. Kan Portakali - Nar Suyuna (Tc) Ait Kromatogram
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Sekil 17. Portakal (Parcacikli) Nektarina (Tc) Ait Kromatogram
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Sekil 18. %100 Portakal Suyuna (Tc¢) Ait Kromatogram
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Kromatogramlardan elde edilen sonuglara gére her numune igerisindeki HS ve
NHS miktarlar1 ayr1 ayr1 hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4’te verilmistir.

Cizelge 4. Cesitli Taze ve Ticari Meyve Sularindaki HS ve NHS Miktarlar1

Numune HS (ug.mL")  NHS (ug.mL™")
Turunggiller nektar1 (Tc) 44.71 0.31
Havug-portakal nektar1 (Tc) 72.51 0.73
Tropik kokteyl (Tc) 42.14 0.14
Kan portakal1 suyu 230.20 491
Greyfurt suyu 286.96 9.46
Mandalina (satsuma) suyu 145.30 0.00
Mandalina suyu 237.81 0.00
Limon suyu 66.00 6.60
Portakal (sikma) suyu 138.38 0.36
Portakal nektar1 (Tc) 36.17 0.22
Limon sosu (Tc) 481.56 0.00
Nar-kan portakali suyu (Tc) 23.38 0.81
% 100 portakal suyu (Tc) 38.29 0.05
Portakal suyu (pargacikli, Tc) 28.19 0.00
Portakal nektar1 (Tc) 83.61 0.04
Portakal nektar1 (Tc) 30.57 0.00
Portakal-mandalina-ananas nektar1 (Tc) 27.79 0.00
Portakal-mandalina-greyfurt nektar1 (Tc) 164.53 1.63
Portakal (washington) suyu 163.03 0.00
Sirke 0.00 0.00
Tc: Ticari

Numunelerin herhangi bir 6n isleme gerek duyulmaksizin dogrudan baskilama
yoluyla sularinin ¢ikartilmasi ve bagka kimyasal bir islem yapilmadan yalnizca
stizlilerek alete verilmesi madde kaybinin en azda tutulmasi agisindan biiyiik yarar
saglamigtir.
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Cizelge 4’te goriildigii tizere, analiz edilen HS ve NHS miktarlar1 farkli
meyvelerde farkli diizeylerde bulunmaktadir. Sonuglar incelendiginde HS ve
NHS’in taze meyve sularinda daha yiiksek miktarlarda bulundugu goriilmiistiir.
HS’in NHS’e gore daha ¢ok iiriinde bulundugu, turuncgillere aci tadi veren
NHS ’in ise daha ¢ok greyfurt ve limonda bulundugu gézlenmistir. Bu bulgular da
literatiir verileriyle uyusmaktadir.

Cizelgede bazi sonuglar 0.00 pg.mL™" olarak verilmistir. Bu degerlere sahip olan
numunelerdeki ilgili NHS miktarinin mutlak yokluk yerine detekte edilemeyecek
diizeyde az olarak yorumlanmasinin daha saglikli olacagi diistintilmelidir.

Calismaya konu edilen ve insan saglig1 acisindan yararlar1 tartisilamayacak Slgiide
biiylik olan flavonoidlerden olan HS ve NHS, iilkemizde yetisen ve tiiketici
acisindan kolay elde edilebilir turunggillerde yiiksek oranlarda bulunmasi oldukca
sevindiricidir. Ne var ki iilkemizde iiretilen ve tiikketilen tiim gida maddelerinin
profilinin ¢ikartilabilmesi i¢in daha ileri teknolojili calismalara gerek oldugu
aciktir. Bu agidan bakildiginda sunulan ¢alisma uzun bir arastirmanin ancak ilk
basamagini olusturmaktadir.

Toksikolojik ac¢idan degerlendirildiginde ise HS’in siklooksijenaz-2 (COX-2)
inhibisyonu yapma potansiyeli yiiksek oldugundan 6zellikle kronik olarak spesifik
COX-2 inhibitorii nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar1 (koksibler gibi) kullanan
hastalarin siirekli ve yliksek miktarda HS almalar1 COX-2 inhibisyonunun artmast
ve buna bagli istenmeyen etkilerin ortaya ¢ikmasina yol agabilir. Kronik olarak
COX-2 enziminin inhibe edilmesi tromboz gelisimi ve buna bagli inme ve kalp
krizlerini, bobrek ve karaciger yetmezligi gelisim olasiligini arttirmaktadir (Garret
ve FitzGerald, 2004; Davies ve Jamali, 2004; Warner ve Mitchell, 2004; Hirata ve
ark., 2005). HS, sedatif-hipnotiklerle sinerjistik etki gosterdiginden bu tiir ilaglar
kullanan hastalarin yiiksek miktarda HS igeren meyve sularmi tiiketmesi ilaca
bagli olusan etkinin artmasina ve istenmeyen santral etkilerin ortaya ¢ikmasina
neden olabilir (Fernandez ve ark., 2005). Yiiksek miktarda HS alinmasi
antitrombotik etkisinden dolay1 riskli hastalarda tromboz gelisimini Onlerken
pihtilasma problemi olanlarda ve antikoagiilan tedavisi yapilan hastalarda ise
kanama egilimini arttirabilir. Ayrica HS, bagisiklik sistemini baskilayarak antikor
liretimini azalttigindan, 6zellikle bagisiklik sistemi zayiflamis kisilerde bakterilere
kars1 viicut direncinin azalmasina neden olabilir (Garg ve ark., 2001). Bundan
bagka, HS sperm ve yumurtanin birlesmesini engelleyerek zigot olusumunu
onlediginden ¢ocuk yapmaya calisan ciftlerin fazla miktarda narenciye suyu
titketmemeleri Onerilebilir (Garg ve ark., 2001).
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SONUC ve ONERILER

YBSK, yiiksek ayirma giicliniin yan sira, dogruluk ve tekrar edilebilirlik gibi
analizler agisindan oncelik olusturan 6zelliklerinden dolay1r hemen her gesit analiz
icin yaygin olarak kullanilan etkin bir ayirma teknigidir. YBSK kullanim
sonucunda elde edilen sonuglardaki istatistiksel uyum ve kesinlik, bu yonteme ait
dezavantajlar olarak bilinen ¢oziicli maliyeti, yiiksek saflikta ¢6ziicli kullanimi ve
uzun analiz siiresi gibi parametreleri Onemsiz kilmaktadir. Genel olarak,
kullanilan detektorlere de bagli olmak kosuluyla, ¢ok diisiik derisimlerdeki
tayinlere olanak saglamasi da YBSK i¢in ayrica bir iistiinliiktiir. Bu noktada, bilim
diinyasinin son yillarda iizerinde 6nemle durdugu ve gegerliligini giinden giine
arttiran konulardan olan gidalardaki antioksidan ve antikanserojen etkili
bilesiklerin analizleri ve bu maddelerin hangi grup besinlerde hangi miktarlarda
bulundugunun saptanmasi kolaylikla ele alinabilir hale gelmistir.

YBSK teknigi kullanarak antioksidan ve antikanserojen olan HS ve NHS
turunggiller icindeki miktarinin saptanmasi calismalarina yontem gelistirme
asamasi ile baglanmistir. Tayin i¢in 6zgiin bir analiz yonteminin gelistirilebilmesi
icin hareketli faz secimi, uygun analiz kosullarin belirlenmesi, yontem
gecerliliginin arastirilmasi ve gelistirilen yontemin numunelere uygulanmasi gibi
bircok sathada yiiriitiilen ¢aligmalar sonucunda 06zgiin degeri yiiksek ve
uygulamada pratik bir analiz yontemi gelistirilmistir. Bu Onerilen yontem daha
genis tiirlerde ve besin gruplarinda HS ve NHS tayini yapmaya yodnelik rutin
laboratuar ¢alismalarinda uygulanabilir.
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