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KISALTMALAR ve SIMGELER LIiSTESI

ABTS : 2,2-Azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)
ASE : Hizlandirilmis solvent ekstraksiyon cihazi

BHA : Biitillenmis hidroksi anisol

BHT : Butillenmis hidroksi toluen

CH3;CN - Asetonitril

CUPRAC : Bakar(IT) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi
di-KQA’ler . dikafeoil kinik asit izomerleri

DAD : Diod serili dedektor

DMF : Dimetilformamid

DPPH’ : DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

ESI-Q-TOF :Elektrospray iyonlasmali kuadrupol wugus zamanl

LC/IMS kromatografi kiitle spektrometrisi

EtOAC . Etil asetat

FCR : Folin-Ciocalteu reaktifi

FRAP : Demir(I11) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

FT-IR : Fourier transform IR spektrofotometresi

GC/MS : Gaz kromatografisi / kiitle spektroskopisi

GC/FID : Gaz kromatografisi / alev iyonizasyon dedektorii

GPx - Glutatyon peroksidaz

HPLC : Yiiksek performansli sivi kromatografisi

ICs0 : Radikalin % 50’sinin inhibisyonunu saglayan madde
konsantrasyonu

KAE : Katesin esdegeri

KA : Kafeik asit

KLA - Klorojenik asit

Nc : Neokuproin

NO : Azot monoksit
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: Trifloroasetik asit

: Toplam flavonoid bilesikler
: Toplam fenolik bilesikler

: 2,4,6-tris(2-pridil)-s-triazin
: 6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit
- Ultraviyole

: kiitle/ytik

: Alikonma zamani

: Maksimum dalga boyu
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OZET

Achillea grandifolia Friv. Bitkisinin Icerdigi Flavonoidlerin Saptanmas1 ve
Antioksidan Aktivitelerinin Incelenmesi

Duygu Taskin

Yrd. Dog. Dr. Dilek Bilgi¢ Alkaya
Analitik Kimya Anabilim Dali

Amag: Bu doktora tez ¢alismasinin amaci Achillea grandifolia bitkisinin ¢igek,
yaprak ve govde kisimlarindan hazirlanan metanol, etanol, etil asetat ve aseton
ekstrelerinin igerdigi fenolik bilesikleri analiz etmektir. Ayrica bitkinin bu kisimlari
ile yapilan dogal yiin boyama sonrasi yiin iizerinden ekstre edilen boyarmaddelerin
kalitatif ve kantitatif olarak analizini gerceklestirmek ve bitkinin ¢igek, yaprak ve
govde kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin farkli yontemlerle antioksidan
kapasitelerini incelemektir.

Gerec ve Yontem: Bitkinin icerdigi fenolik bilesikleri analiz etmek amaciyla yiiksek
performansli sivi  kromatografisi-diod dizisi dedektor (HPLC-DAD) ve sivi
kromatografi kuadropol ugus zamanli kiitle spektrometrisi (LC-QTOF/MS)
yontemleri kullanildi. Bitkinin igerdigi dogal boyarmaddelerin kalitatif ve kantitatif
analizleri HPLC-DAD yontemi ile yapildi. Bitkinin farkli kisimlarindan hazirlanan
etanol ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri, bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan
kapasite yontemi (CUPRAC), demir(lll) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite
yontemi (FRAP), troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi (TEAC), DPPH
(2,2—difenil-1—pikrilhidrazil) radikali giderme kapasitesinin tayini ve metal kelati
olusturma kapasitesi yontemleri kullanilarak karsilastirmali olarak incelendi. Ayrica
bitkinin tasidig1 toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlari katesin ve kersetine
esdeger olarak tayin edildi.

Bulgular ve Sonuclar: A. grandifolia bitkisinin flavonoidlerden kersetagetin 3,6-
dimetil eter, luteolin-7-O-glikozit, rutin, kersetin, luteolin; fenolik asitlerden kafeik
asit, salisilik asit, klorojenik asit ve dikafeoil kinik asitlerini icerdigi tespit edildi.
Ayrica bitkinin farkli kisimlarmin antioksidan kapasiteleri karsilastirmali olarak ilk
kez tarafimizdan incelendi.

Anahtar Sozciikler: Achillea grandifolia, dogal boyarmadde, fenolik bilesikler, LC-
QTOF/MS, antioksidan kapasite.



SUMMARY

Identification of Flavonoid Compounds and Investigation of Antioxidant
Activity of Achillea grandifolia Friv.
Duygu Taskin

Thesis Advisor: Asst. Prof. Dilek Bilgi¢c Alkaya
Department of Analytical Chemistry

Aim: The aim of this thesis is the analysis of the phenolic compounds of Achillea
grandifolia flowers, leaves and stems after extraction with methanol, ethanol, ethyl
acetate and aceton. Wool dyeing properties of the parts of this plant were examined
by the identification and quantification of the dyestuffs in the extracts of dyed wool.
The ethanolic extract of flowers, leaves and stems were examined using various

antioxidant capacity methods.

Materials and Methods: Liquid chromatography quadrupole time of flight mass
spectrometry (LC-QTOF/MS) and HPLC-DAD methods were used for identification
of the phenolic compounds of different parts of plant. Natural dyestuffs of plant were
analysed by HPLC-DAD. The ethanolic extracts of different parts of the plant were
examined using cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC), ferric ion reducing
antioxidant power (FRAP), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical
scavenging activity, trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) and metal
chelating capacity methods. Also, total phenolic and total flavonoid contents of

ethanolic extract were determined as catechin and quercetin equivalents.

Results and Conclusions: A. grandifolia contain quercetagetin 3,6-dimethyl ether,
luteolin-7-O-glucoside, rutin, quercetin and luteolin as flavonoids, caffeic acid,
salicylic acid, chlorogenic acid and dicaffeoylquinic acids as phenolic acids. The

antioxidant capacity of the plant was investigated for the first time.

Key Words: Achillea grandifolia, natural dyestuff, phenolic compounds, LC-
QTOF/MS, antioxidant capacity.



1. GIRIS ve AMAC

Tarihin ¢ok eski donemlerinden beri dogadaki bazi bitki, bocek, deniz
kabuklularinin ve metal oksitlerinin boyama ve pigment yapiminda kullanildigi
bilinmektedir (Enez, 1987). XIX. yiizyil ortalarina kadar tekstil boyamada kullanilan
baslica renklendiriciler bu dogal boyarmaddelerdi. Fakat 1856 yilinda William Henry
Perkin tarafindan ilk sentetik boyarmadde olan moveinin bulunmasiyla birlikte dogal
boyarmaddelerden sentetik boyarmaddelere dogru bir yonelme olmustur. XIX.
yiizyilin ikinci yarisinda bir yandan yeni boyarmaddeler bulunurken 6te yandan
bitkilerdeki boyarmaddelerin sentezi gergeklesmistir. Boyarmaddelerin biiyiik
miktarlarda ve ucuz olarak sentezi XIX. yilizyilin sonunda dogal boyamacilig1 biiyiik
Olciide ortadan kaldirmistir (Cakalgéz ve Eltez, 2014). Ancak son yillarda ¢evreye
gosterilen hassasiyet sentetik boyalara goére cevre acisindan ve insan sagligi

acisindan daha giivenilir olan dogal boyalara karsi olan ilgiyi tekrar arttirmistir.

Bitkisel boyarmaddeler, dogada yetisen otsu ya da gali tiirii bitkilerin kok, kabuk,
yaprak, ¢igek ya da tohumlarindan gesitli yontemlerle elde edilen boyarmaddelerdir
(Mert ve Baslar, 1992). Ulkemizde bitkisel boyarmadde kaynag: olarak, yosunlar ve
likenler, otlar, c¢alilar, agagciklar, yumrular, kokler ve agaglar gibi pek cok bitki
bulunmaktadir (Olmez, 2005). Giiniimiizde sentetik boyarmaddelerin insan sagligina
zarar verdigi bilindiginden dogal boyarmaddelere olan talep tiim Diinyada artis

gostermektedir.

Oksijen molekiilleri yasam icin vazgecilmez olmakla birlikte, hiicre solunumu ve
normal metabolizma olaylari sirasinda saglik agisindan son derece zararli olan reaktif
oksijen tiirlerini olustururlar. Aerobik organizmalarda bu molekiillerin zararh
etkilerine engel olan antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir (Kopani ve ark.,
2006). Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu zarar1 ya yok eder ya
da azaltirlar. Bu savunma sistemlerinin, oksidan madde karsisinda yetersiz kaldigi
durumlarda ise disaridan antioksidan etkili maddelerin alinmasi gerekmektedir.
Sentetik antioksidanlarin prekarsinojen lezyonlara ve kansere neden olan ko-
karsinojen gibi etkilere sahip oldugu belirtilmistir. Ornegin, gida katki maddesi
olarak kullanilan butillenmis hidroksi anisol (BHA) ve butillenmis hidroksi toluenin

(BHT) kronik firtikerde alevlenmelere neden oldugu bazi aragtirmacilar tarafindan
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aciklanmistir (Calisir ve Caliskan, 2003). Bu nedenle zararli oldugu bilinen sentetik
antioksidanlarin yerine dogal antioksidan kaynaklarinin kullanimi saglik agisindan

onem kazanmaktadir.

Bitkilerin tedavi amagl kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir. Achillea tiiri
bitkiler de, tarihte Yunan savasgt Achilles’in Truva Savasi sirasinda yaralanan
askerlerini iyilestirmesi amagli kullanilmistir. Bu nedenle Achillea cinsi adini
Achilles’den almistir (Issabeagloo ve ark., 2012). Roma imparatorlugu zamaninda
yasamis Yunanli hekim Dioscorides Achillea tiirlerini dizanteri i¢in kullanmustir.
Ayrica Cin tibbinda Achillea tiirleri diaforetik, tonik ve anti-hipertansiyon olarak
kullanilir. Achillea tiirleri Anadolu'nun en 6nemli yerli bitkileri arasindadir ve bu

bitkilerden hazirlanan ¢ay karin agris1 ve gaz giderici olarak kullanilmaktadir

(Saeidnia ve ark., 2011).

Achillea tiirlerinin analjezik ve antienflamatuar, eritrosit ve 16kosit koruyucu
(Demirci ve ark., 2009); antispazmodik (Karamenderes ve ark., 2003); antioksidan
ve antimikrobiyal (Turkoglu ve ark., 2010); antihelmintik, antialerjik, kolagog,
antibakteriyel (Moradkhani ve ark., 2011); antiiilser, karaciger koruyucu ve
anksiyolitik (Applequist ve Moerman, 2011) etkilere sahip oldugu kanitlanmustir.
Ayrica Achillea tiirleri igerdikleri flavonoidlerinden dolayr dogal boyamacilikta
kullanilabilmektedir (Kiumarsi ve ark., 2009). Bu familyada ugucu yag, iniilin ve
lateks en sik rastlanan bilesiklerdir. Ayrica seskiterpen laktonlar, alkaloitler
(senecio), esterler (piretrinler); saponozitler ve kumarinlere de bu familyada
saptanmustir. Igerdikleri bilesikler nedeniyle Achillea tiirii bitkilerin ¢ogu eczacilikta,
gida endiistrisinde ve lateksinden dolay1 da diger sanayi alanlarinda kullanilmaktadir
(Tanker ve ark., 2007).

Achillea grandifolia bitkisi tizerinde yapilan literatiir taramasinda herhangi bir
antioksidan kapasite ve boyarmadde analizi ¢alismalarina rastlanilmamistir. Bu
doktora tez ¢alismasinda ilk olarak A. grandifolia bitkisinin ¢igek, yaprak ve gévde
kisimlarmin igerdigi fenolik maddelerin HPLC ile analizi, daha sonra bitkinin bu
kisimlariyla yiin boyamalarinda hangi boyarmaddelerin yiine tutunduklarinin
saptanmasi ve boyama sonrasi yiin lizerinden ekstre edilen boyarmaddelerin HPLC-
DAD sistemi ile kantitatif olarak belirlenmesi amaglandi. Ayrica bitkinin ¢igek,

govde ve yaprak kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin toplam fenolik ve
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toplam flavonoid miktarlar1 belirlenerek, bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan
kapasite yontemi (CUPRAC), demir(lll) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite
yontemi (FRAP), troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi (TEAC), DPPH
(2,2—difenil-1—pikrilhidrazil) radikali giderme kapasitesinin tayini ve metal kelati
olusturma aktivitesi yontemleri kullanilarak bitkinin antioksidan kapasitesinin
saptanmast ve boylece dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilmesinin
arastirtlmas1 ve bitkinin ¢igek, yaprak ve govdesinden maserasyon yontemi
kullanilarak hazirlanan etanol ekstrelerinin tasidigi fenolik bilesiklerin HPLC
sistemiyle kalitatif ve kantitatif analizleri yapilarak fenolik bilesikler ile antioksidan

kapasite arasindaki iliskinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1 Asteraceae (Compositae) familyasi

Yeryiiziinde 1000'e yakin cins ve 20.000 kadar tiir ile temsil edilen, ¢icekli
bitkilerin en zengin familyasidir. Yurdumuzda 130 kadar cinsi, 1100 den fazla tiirii
yetismektedir (Tanker ve ark., 2007).

Bitkilerin ¢ogu otsudur, c¢ali veya aga¢ formunda olanlarin sayist azdir.
Yapraklar ya alternan veya oppozit dizilmis ya da hepsi tabandadir. Cigekleri,
kapitulum denilen ¢i¢cek durumunda toplanmislardir. Etraflarinda ¢anak yapraklarina
benzeyen braktelerden meydana gelen ortak bir brakte ortiisii (involukrum) bulunur.
Kapitulumlarda tek ¢igekler kurs seklinde yassilasmis veya konimsi yiikselmis ekzen
tepesinde toplanmiglardir. 5 pargalt olan ¢igeklerin sekilleri ¢cok degisik olmakla
beraber, erdisi veya bir cinsli aktinomorf veya zigomorftur. Canak yapraklari, yaprak
seklinde gelismez, ya tily ya da pul seklini alarak "Papus” meydana getirir. Tag
yapraklar1 5 gamopetalden meydana gelir. Erkek organlar 5, serbest, filamentleri ta¢
yapraklari ile birlesmistir. Ovariyum 2 karpelli, alt durumlu ve bir tohum taslaklidir.
Meyva akendir. Familya bitkilerinin ¢ogu Compositae tipi salgi tiiyili ve Ortii tiiyleri
tagir (Karamanoglu, 1977).

2.1.2 Civanpercemi tiirleri (Achillea sp.)

Achillea tiirleri kapitulumlar1 kiiglik, orta ¢igekleri tubular, kenar ¢igekler ligulat
cok wyillik otsu bitkilerdir (Karamanoglu, 1977). Achillea cinsinin, Tirkiye
florasi’'nda 5 seksiyonda toplanmis 58 takson ile temsil edilen 50 tiirii bulunur.
Bunlarm 31°i Anadolu’ya endemiktir. Ulkemizde civanpergemi, pireotu, yilan ¢igegi,
ormaderen, biyiican, kilicotu ve coban kirpigi olarak bilinir. Achillea tiirleri
seskiterpen lakton, lignan ve flavonoid igerigi bakimindan oldukga zengindirler
(Ertas ve ark., 2014).



2.1.2.1 Achillea grandifolia Friv.

Bitki ince rizomlu, rizomlar siiriiniicii.
Govde 40-100 cm, giir, dik, tek ya da
birka¢ tane, diiz, dallanmamis ya da
yukar1 dogru hafifce dallanmis,
silindirik, boyuna ¢izgili, pubessent.
Yapraklar homomorfik, oblong’dan
genisge ovat’a kadar, 8-13 x 3-8 cm,
tek diizlemli, sapsiz, derince
pinnatifid’ten  pinnatisekt’e  kadar,
segmentler 4-6 ¢ift, 1,5-5 x 0,5-2 cm,
oblong’dan lanseolat’a kadar, loplara
boliinmis, loplar kuneat’dan
lanseolat’a kadar, subakut, pubessent

ve = nokta seklinde salgili. Cigek

durumu sap1 2-6 mm.

Resim 1. Achillea grandifolia (www.rightplants4me.co.uk, Erisim Tarihi: 21 Subat 2015)

Kapitulum 80-200 ya da daha fazla, korimbus 5-11 mm genisliginde. Involukrum
oblong’dan genis¢e obovoid’e kadar, 3,5-4,5 X 2,5-3 mm. Fillariler 4 sirali, soluk
renkli, pubessent; distakiler lineer-lanseolat, 1,5-2 x 0,5-0,7 mm, akut, darca seffaf
kenarly; igtekiler oblong, 3,5 x 1 mm, akut’dan obtus’a kadar. Palea lanseolat, 3-3,5 x
0,7 mm, akut, zarsi, seffaf kenarli, piloz. Dilsi ¢i¢ekler 4-5 adet, beyaz, 4-5 x 2- 2,5
mm, lamina yar eliptik, 1,5-3 X 1-2,5 mm, u¢ kism1 hafif¢e 3 krenat; tiipsii ¢igekler
yaklasik 10-20 adet, sar1, 3 x 0,5 mm, ovaryum 1,5 mm. Aken oblong-oblanseolat,
1,5-1,75 x 0,5 mm, punktat, kahverengimsidir (Arabaci, 2006).

2.2. Achillea Tiirleri Uzerine Yapilan Arastirmalar

Achillea millefolium bitkisinden kastisin izole edilmis ve bu etken maddenin
anti-timor etki gosterdigi ispatlanmistir (Haidara ve ark., 2006). Baska bir ¢alismada
apigenin, apigenin-7-O-glukozit, luteolin, luteolin-7-O-glukozit ve rutin igerdigi

kromatografik yontemlerle ispatlanmistir (Kocevar ve ark., 2008). Ayrica Achillea



millefolium bitkisinin antihemorajik, analjezik, kontraseptif, abortif, emenagog ve

antispermatojenik etkisinin oldugu da in vivo olarak ispatlanmistir (Montanari ve

ark., 1998).

Achillea clavennae tiiriinde flavonollerden sentaureidin, penduletin, kastisin ve
artemetin; guanaloid halkasi tagiyan artesanin ve 9-a-asetoksi-artesanin gibi 8 tane
seskiterpen lakton bilesigi; lignanlardan sesamin ve kumarinlerden de isofraksidin

bilesikleri izole edilmistir (Trifunovic ve ark., 2006).

Achillea depressa bitkisinden seskiterpen lakton ve flavonoid (salvigenin

sirsimaritin) bilesikleri izole edilmistir (Trifunovic ve ark., 2004).

Achillea falcata bitkisinden 3-B metoksi-iso-seko-tanapartholid, tanafillin, iso
seko-tanapartholid ve 8-hidroksi-3-metoksi-iso-seko-tanapartholid seskiterpen lakton
bilesikleri izole edilmistir (Ghantous ve ark., 2009). Ayrica baska bir ¢alismada bu
bitkinin toprakiistii kismimdan monoterpen bilesikler olan 3,7-dihidroksi-3,7-dimetil-
1,5-oktadien ve 3,6-dihidroksi-3,7-dimetil-1,7-oktadien; seskiterpen lakton bilesik
olan sintenin ve flavonoid bilesikler olan 5-hidroksi-6,7,3’,4’-tetrametoksiflavon ve
5-hidroksi-6,7,8,3’,4’-pentametoksiflavon bilesikleri izole edilmistir (Bruno ve ark.,
2003).

Achillea sibirica subsp. mongolica bitkisinden kersetin-3-O-glikozit, salvigenin,
6-hidroksi kamferol 3,6,7,4’-tetrametileter, Kkersetagetin 3,6,7,4’-tetrametileter,
kersetagetin 3,6,7,3”,4’-pentametileter; Achillea latiloba bitkisinden ise 6-hidroksi
kamferol 3,6,4’-trimetileter, kersetagetin 3,6,4’-trimetileter, kemferol 3,4’-
dimetileter, kersetin 3,3’-dimetileter izole edilmistir (Vetschera ve Wollenweber,
1999).

Achillea ageratum bitkisinden 5,4'-dihidroksi-3,7-dimetoksiflavon, penduletin

krisosplenetin, hispidulin ve ageratriol tiirevleri izole edilmistir (Vieira ve ark.,

1997).

A. setacea tiriinden visenin-2, isosaftosid, saftosid, viteksin, orientin,
izoorientin, rutin ve luteolin-7-O-glikozit, apigenin-7-O-glikozit ve apigenin izole
edilmistir (Marchart ve Kopp., 2003).



Achillea nobilis bitkisinin metanol ekstresinden orientin, izoorientin, viteksin,
izosaftosid, luteolin-7-O-B-glukuronid, luteolin-4’-O-B-glukopiranosid, luteolin-6-C-
apiofuranosil-(1’’—2°’)-glukopiranosid,  kersetin-3-O-metileter, kersetin-3-O-
metileter-7-O-B  glukopiranosid,  kersetin-3-O-[a-arabinopiranosil-(1’>’—6"")-p-

glukopiranosid] izole edilmistir (Krenn ve ark., 2003).

Achillea crithmifolia, Achillea clypeolata bitkilerinin toprak iistii kisimlarindan
ve Achillea distans bitkisinin gi¢ek baslarindan terpenoit, seskiterpen ve seskiterpen
lakton bilesikleri ¢esitli kromatografik metotlar ile izole edilmistir (Todorova ve ark.,
1998; Todorova ve ark., 2007).

Achillea roseo-alba ve A. collina bitkilerinden 8a-asetoksi-(ahillisin), 8a-
angeloksi- ve 8a-tigloksi-3-oksa-10-epi-artabsin bilesikleri; Achillea millefolium
bitkisinden de 8-asetil- ve 8-angeloilgelolid bilesikleri izole edilmistir (Blay ve ark.,
2000).

A. ligustica bitkisinden matrikarin, 5-hidroksi-5,6-sekokaryofillen-6-on ve bir
stereoisomer seskiterpen guaianolide (3a-kloro-4p, 10B-dihidroksi-1pB, 2p-epoksi-
50,7aH-guai-11(13)-en-12,6 a-olid izole edilmistir (Mahmoud ve ark., 2012).

Achillea vermicularis bitkisinde ahilleanon, vermikulon, vermikularon, oleonolik

asit, B-sitosterol, B-amirin bilesikleri izole edilmis ve NMR ile yapilar1 belirlenmistir

(Ahmad, 2005).

A. collina ve A. pratensis tiirlerinin igerdigi seskiterpen laktonlar i¢in yeni bir
HPLC-UV metodu gelistirilmistir. A. collina tiiriiniin apolabil proazulen, A. pratensis

tiirlinlin de polar 6desmanolid igerdigi saptanmustir (Glasl ve ark., 2002).

Achillea millefolium subsp. millefolium Afan. tiiriiniin metanol ekstresi ve ugucu
yaglarmim in vitro olarak antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
Bitkiden elde edilen ugucu yagindan GC-MS ile 36 tane bilesik (major madde olarak
oOkaliptol, kamfor, a-terpineol, B-pinen, ve borneol) bulunmustur (Candan ve ark.,
2003).



Achillea collina Becker ex Rchb tiiriinden klorojenik asit ve 3,5 ve 4,5-di-O-
kafeoil kinik asit asit igerdigi HPLC sistemi ile belirlenmistir ve bu asitlerin DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali tizerine antioksidan aktivite gosterdigi

saptanmustir (Giorgi ve ark., 2009).

Achillea ligustica bitkisinin vejetatif ve ¢igek kisimlarinin ugucu yaglari gaz
kromatografisi / alev iyonizasyon dedektorii (GC/FID) ve GC-MS ile incelenmis ve
fazla miktarda linalol, viridiflorol, B-pinen, 1,8-sineol ve terpinen-4-ol bulunmustur.
Ayrica bu c¢alismada ugucu yaglarin DPPH, ABTS radikal siipiiriicii ve B-karoten
agartma metodu ile antioksidan etkisi ve mikro-dilusyon yontemi ile de
antimikrobiyal etkisi incelenmis ve giiglii bir aktiviteye sahip oldugu ispatlanmistir

(Maggi ve ark., 2009).

Achillea biebersteinii ve A. wilhelmsii tiirlerinin ekstraksiyon kosullar1 optimize
edilmis ve gram pozitif, gram negatif bakterilere karst antimikrobiyal etkisi
calistlmistir. Bu bitkilerin belli pH’daki metanol ekstrelerinin toplam fenolik ve
toplam flavonoid miktarlar sirasiyla gallik asit ve katesin referansina karsi verilmis,

ayrica DPPH antioksidan etkisine de bakilmistir (Bashi ve ark., 2012).

Bagka bir ¢alismada, Elazig’da dogal olarak yetisen iki Achillea L. (Achillea
wilhelmsii ve A. schischkinii) tiiriinden su distilasyonu ile elde edilen ugucu yaglar
GC ve GC-MS ile analiz edilmistir. Achillea wilhelmsii’de ana bilesenler olarak
kamfen (% 7,9), 1,8-sineol (% 6,6), kamfor (% 48,2), borneol (% 10,3) ve 3-
siklohekzan-1-ol (% 14,2) bilesikleri analiz edilmistir. A. schischkinii bitkisinde ise,
1,8-sineol (% 14,5), linalool L (% 8,9), kamfor (% 12,9), isosiklositral (% 7,6),
borneol (% 10,9) ve karyofillen oksit (% 6,3) bilesikleri tespit edilmistir (Bagc1 ve
ark., 2008).

Achillea tiirti bitkilerin fitokimyas1 ve tibbi ozellikleri iizerine bir derleme
calismasi yapilmis ve bu tirlerin flavonoidler, fenolik asitler, kumarinler,
terpenoidler ve steroller igerdigi tespit edilmis ve bu tiirlerin yara iyi edici,
Ostrojenik, antidiyabetik, antispermatojenik, antiiilser, sitotoksik, antispazmodik,
antienflamatuar etkileri in vivo ve in vitro olarak kanitlanmigtir (Saeidnia ve ark.,
2011).
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2.3. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler aromatik halkaya direkt bagli bir veya birden fazla hidroksil
grubu igeren aromatik bilesiklerdir. Bu tanima gore en basit fenolik maddenin bir
hidroksil grubu igeren benzen yani fenol oldugu ve diger fenolik maddelerin

benzenden tiiredigi bilinmektedir.

Fenolik bilesikler genellikle zayif asitlerdir. Doymamis alifatik alkollerde
bulunan -OH grubu ile fenolik -OH gruplar1 kiyaslandiginda fenolik -OH gruplarinin
daha asidik oldugu goriilmektedir. Yani fenoller alkollerden daha asidiktir. Bu
sebeple fenolde bulunan -OH grubundan bir proton ayrilmasiyla olugan fenoksit
iyonu iizerindeki negatif yiik delokalizasyonu (konjiigasyonu) sonucu birgok
mezomerik yapimin olusumudur. Alkollerde bdyle bir delokalizasyon miimkiin
olmamaktadir. Sonug olarak fenoller, pKa’s1 16-19 olan alifatik alkoller ile pKa’s1 4-
5 olan karboksilik asitlerin arasinda yer alan, pKa’st 10 olan zayif bir asittir

(Vermerris ve Nicholson, 2006).

Bitkilerin temel bilesiklerinden olan fenolik bilesikler veya polifenoller
bitkilerde en fazla bulunan yapilardan biri olup, bitki aleminde 8000'den daha fazla
fenolik yapimin varligi bilinmektedir (Tsao, 2010). Fenolik maddeler bitkilerin
yaprak, govde, ¢igek ve meyve gibi canli dokularinda glikozitler seklinde, odunsu
dokularinda aglikonlar seklinde ¢ekirdeklerinde ise her iki formda da bulunmaktadir

(Y1ldiz ve Baysal, 2010).

Tablo 2.1°de gorildigi tizere fenolik bilesikler karbon iskeletlerine gore
flavonoidler ve flavonoid olmayan bilesikler olmak {izere iki gruba ayrilir.
Flavonoidler, Cg-C3-Cs iskeletiyle karakterize edilir ve heterosiklik yap1
farkliliklarina gére smniflandirilirlar. Ornek olarak flavonol, flavon, flavanon,
flavanol, antosiyanidin ve isoflavonlar verilebilir. Flavonoid olmayanlar ise ¢ok daha
fazla g¢esitlilik gostermekte ve basit fenoller, hidroksibenzoik asitler,

hidroksisinnamik asitler, kumarinler ve digerleri 6rnek olarak verilebilir.
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Tablo 2.1 Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi (Lallemand ve ark., 2012).

. Karbon iskeleti Bilesik sinifi
.i: Cs Basit fenoller
< |GGy Hidroksibenzoik asitler
ﬁ Cs-C, Asetofenonlar, fenilasetatlar
s Cs-C5 Hidroksisinnamik asitler, fenilpropenler, kumarinler,
E Cs-Cy kromonlar
o Cs-C1-Cs Naftakinonlar
% Cs-C,-Cs Ksantonlar
§ (Cs-Cs), Stilbenler, antrakinonlar
é‘ (Co)n Ligninler
(Co-Co)n:Glikoz Katesol melaninler
(C6-Cs)n Hidrolize tanenler
. Cs-C3-Cq Flavonoller
ﬁ Cs-C3-Cs Flavonlar
E’ Cs-C3-Cq Flavanonlar
E Cs-C3-Cs Flavanoller
g Cs-C3-Cq Antosiyanidinler
S Cs-C3-Cs Isoflavonlar
= (C6-C5-Cs) Biflavonoidler
(Cs-C3-Co)n Kondanse tanenler (katesin polimerler, proantosiyanidinler)

2.3.1 Flavonoidler

Flavonoidler sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince “sar1” anlamina gelen “flavus”
sozclgiinden adimi almiglardir (Kahraman, 2002). Flavonoidler iki fenil halkasinin
propan zinciri ile birlesmesinden olusan difenilpropan (Cg-C3-Cs) iskeletine sahip,
dogal kaynaklarin en genis sinifin1 olusturan bilesiklerdir. Su ana kadar 6000’in
tizerinde farkli yapida flavonoid belirlenmistir ve bu say1 giin gegtikce de artmaktadir

(Marais, 2006).

Flavonoidler A ve B olmak iizere 2 benzen halkas1 igerirler ve bu benzen
halkalar1 oksijen igeren ve bir piren halkast olan C halkasi ile birbirine baglanirlar
(Erlund, 2004). Bu halkalara baglanan ¢esitli fenolik hidroksil gruplari, bu yapilarin
antioksidan aktivite gostermelerini saglar. Farkli tiirdeki bitkilerde veya ayni bitkinin
degisik kisimlarinda bulunan flavonoidlerin biiyiik yapisal farkliliklar: vardir (Rijken
ve ark., 2005). Sekil 2.1°de bir flavonoid grubunun genel yapis1 goriilmektedir.
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Sekil 2.1 Flavonoidlerin genel yapist

Flavonoidler, UV spektrumunda, biri uzun digeri kisa dalga boyunda olmak
tizere iki absorpsiyon bandi gostermektedir (Sekil 2.2). Bant I uzun dalga boyundadir
ve bu band B halkasiyla yani sinnamoil grubu ile ilgilidir. Bant II ise daha kisa dalga
boyundaki banttir ve flavonoid yapisinda bulunan A halkasi yani benzoil grubu ile
iligkilidir. A ve B halkasina baglanan substituentler absorpsiyon bantlarinda
batokromik ve hipsokromik kaymaya sebep olurlar ve bu faklilik flavonoidlerin

yapilarinin aydinlatilmasinda kolaylik saglamaktadir (Gattuso, 2007).

A

Band Il ' Band |

Benzoil Sinnamoil RSN

Sekil 2.2 Flavonoidlerde bant I ve bant II’yi veren gruplar

Flavonoidlerin yapisinda en yaygin hidroksil substituenti bulunur ve genellikle
bu hidroksit gruplart 3, 5, 7, 3°, 3, 4’ ve/veya 5’ pozisyonlarinda metillenir,
asetillenir, stilfatlanir veya prenillenir. Bitkilerde flavonoid glikozitleri O veya C
glikoziti seklinde bulunurlar: O glikozitler dogada C glikozitlere gore daha
yaygindir. Flavonoid O glikozitler, aglikonun bir veya daha fazla hidroksil grubuna
sekerlerin baglanmasiyla olusurlar ve bu glikozit tiirleri genellikle C-3 ve C-7
pozisyonlarinda bulunan hidroksil gruplarina baglanirlar. C-glikozitler ise, aglikonun
karbonuna baglanan sekerleridir ve genellikle bu seker molekiilleri C-6 ve C-8

pozisyonlarina baglanirlar (Sekil 2.3) (Rijke, 2006; Lakhanpal, 2007).
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Sekil 2.3 Flavonoid yapilarinda substituentlerin en yaygin yerlesme pozisyonlari

(Marais, 2006; Harmandar ve Bilaloglu, 2006).
2.3.1.1 Flavonoidlerin siniflandirilmasi

Flavonoidlerde bulunan fenil halkalarinin propan zincirine farkli konumlardan
baglanmasiyla ve baglanma sonucunda propan zincirinin farkli sekillerde
halkalasmas: ile flavonoidler alt simiflara ayrilirlar. Alt smiflara ayrilan
flavonoidlerin bu gruplar igerisinde ¢esitlenmesi ise fenil gruplarina baglanan metil
ve hidroksil gruplarmin sayist ve pozisyonu ile olmaktadir. Sekil 2.4’te

flavonoidlerin alt gruplarinin formiilleri verilmistir (Harmandar ve Bilaloglu, 2006).

Flavon Flavonol
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Flavanon Antosiyanidin

Isoflavon Neoflavonoid
O OH O
I
(@]
Kalkon

Sekil 2.4 Flavonoidlerin siniflandiriimasi
2.3.1.2 Flavonoidlerin farmakolojik etkileri

Flavonoidlerin  antioksidan,  diiiretik,  antidiyabetik,  hepatoprotektif,
antispazmodik, Ostrajenik, antimutajenik, antimikrobiyal ve kardiyovaskiiler sistem
tizerine (damar genisletici) etkileri oldugu kanitlanmistir (Yager ve ark., 2008).
Flavonoidlerin ayn1 zamanda antiviral, anti-inflamatuvar, antialerjik etki gosterdigi

saptanmistir (Cook ve Samma, 1996).
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Bitkilerde bulunan flavonoid ve fenolik asitlerin  antihepatotoksik,
antiosteoporotik, antiiilser, immunomodiilator, antiproliferatif etkiye sahip oldugu

belirtilmistir (Plazonic ve ark, 2009).

Yapilan bagka bir c¢alismada enginarda bulunan flavonoidlerden luteolin,
sinarozit, skolimozit, sinarotriozitin idrar soktiiriicii ve safra diizenleyici etkisi

oldugu belirtilmistir (Merigli, 1989).

Flavonoidlerin farmakolojik etkileri {izerine bir derleme yapilmis ve
flavonoidlerin  noérodejeneratif  rahatsizliklarda  kullanildigini,  antibakteriyal,
antialerjik, sitotoksik, antitimor ve vasodilator etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica bu
bilesiklerin lipit peroksidasyonunu, trombosit ¢okmesini, kapiler permeabilitesini ve
kirtlganligini, siklooksijenaz ve lipoksijenaz  enzimlerini inhibe ettigi tespit
edilmistir (Sandhar ve ark., 2011).

Flavonoidler ayni zamanda onemli antioksidan kaynaklaridir. Flavonoidler
stiperoksit radikalini, hidroksil radikalini ve singlet oksijeni temizler, peroksil
radikalini ve alkoksil radikalini yakalar, lipid peroksil zincirini kirar. Siklooksigenaz
ve lipooksigenaz enzimlerini inhibe eder. Demir ve bakir gibi gegis metalleri ile kelat
olusturur. Protein kinaz enzimini inhibe eder ve laktat transportunu engeller.
Flavonoidlere bu antioksidan 6zelligi B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu, C
halkasindaki 4-okzo grubu ile elektron delokalizasyonu i¢in gerekli olan 2-3 cifte
bagi ve son olarak da 3 ve 5 pozisyonlarinda bulunan, radikal yakalama kapasitesi
yiikksek ve metalleri kelatlamaya yarayan hidroksil gruplarindan ileri geldigi
soylenmektedir (Sekil 2.5) (Kahraman, 2002).

Sekil 2.5 Flavonoidlere antioksidan 6zellik kazandiran gruplar
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Hidroksil gruplarmin diizenlenmesindeki degisiklik ve hidroksil gruplarina
glikozit  yapilariin  baglanmasi  flavonoidlerin  antioksidan  aktivitelerini
distirmektedir. Flavonollerle ilgili yapilan bir calismada kersetinin en yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ancak, kersetinin 3-hidroksil
grubuna rutinoz sekerinin baglanmasiyla olusan rutinin oldukg¢a diisiikk aktiviyete
sahip oldugu belirtilmistir. Bagka bir ¢aligmada ise kersetin, siyanidin, pelargonidin
ve peonidinin glikozit yapilarinin aglikonlarindan daha diisiik aktiviteye sahip oldugu
ve eklenen ikincil glikozit yapilarinin aktiviteyi daha fazla azalttigi bulunmustur.
Antioksidan etkinin bu azalist karbonhidrat kisminin sebep oldugu sterik etkiyle

aciklanmaktadir (Sahin, 2011).

2.3.2 Flavonoid olmayan bilesikler
2.3.2.1 Fenolik asitler

Dogal olarak olusan fenolik asitler bir aromatik halka ve 3 karbon yan zincirine
bagli fenilpropanoid smifi bilesiklerdir. Fenolik asitler ¢ogunlukla serbest halde
bulunmayip, bu asitlerin karboksil gruplar1 aminoasitler, karbonhidratlar, glikozitler
veya proteinlerle reaksiyona girer. Ayrica fenolik asitlerin fenolik hidroksil gruplar
da ¢ok aktif olup, sekerlerle birleserek glikozitleri olusturmaktadirlar (Plazonic,
2009).

Bitkilerde bulunan fenolik asitlerin belirlenmesi amaciyla; sivi kromatografi-
kiitle spektrometresi (LC-MS), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS),
ince tabaka kromatografisi (ITK) ve kapiler elektroforez (CE) gibi pek ¢ok teknik
uygulanmistir. Bununla birlikte ters faz sivi kromatografisi (RP-HPLC) fenolik asit

analizinde kullanilan en yaygin yontemdir.

Fenolik asitler, sinnamik asitler (hidroksisinnamik asitler) ve benzoik asitler
(hidroksibenzoik asitler) olmak iizere iki grupta incelenmektedir. Hidroksisinnamik
asitler Cg-Cs fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina baglanan -OH
grubunun konumu ve yapisina gore farkli 6zellik gosterirler (Nizamlioglu ve Nas,

2010).

Hidroksisinnamik asitler hemen hemen her bitkide bulunan fenolik bilesiklerin

biiyiilk bir smifin1 olustururlar (Plazonic ve ark., 2009). Bir¢ok bitkide bir
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hidroksisinnamik asit olan klorojenik asit ve klorojenik asitin farkli alt gruplar ile
izomerleri bulunmaktadir (Clifford ve ark., 2006). Klorojenik asit, kafeik asit ve
kinik asitin esteridir (Sekil 2.8). Birgok bitki kinik asit kismmin 3, 4 ve 5
pozisyonlarinin esterlesmesi ile klorojenik asit iiretir, 1 konumundaki esterlesmeye
az rastlanir, fakat bazi Asteraceae familyasina ait tiirlerde 1-agil klorojenik asit
bulunmustur (Plazonic ve ark., 2009). Kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit,
Klorojenik asit, rosmarinik asit gibi asitler hidroksisinnamik asitler grubuna 6rnek

olarak verilebilir (Perrone ve ark., 2008).

o~

OH
HO OH
Sekil 2.6 Kafeik asitin yapisi Sekil 2.7 Kinik asitin yapisi
O OH
o Xy
I
= OH
OH
OH

Sekil 2.8 Klorojenik asitin yapisi Sekil 2.9 Salisilik asitin yapisi

Hidroksibenzoik asitler Cs-C; fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda ¢ok
az miktarlarda bulunurlar. Salisilik asit, hidroksibenzoik asit, gallik asit, prokatesik
asit gibi asitler hidroksibenzoik asitler grubuna 6rnek olarak verilebilirler (Robbins,
2003).
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2.3.2.2 Fenolik asitlerin farmakolojik etkileri

Klorojenik asit ve kafeik asitin in vitro olarak kanserojen ve mutajenik bazi azot
reaksiyonlarini inhibe ettigi ve ozellikle, klorojenik asitin de in vitro olarak DNA
hasarmi engelleyebildigi ispatlanmistir (Plazonic ve ark., 2009). Rosmarinik asit,
Klorojenik asit ve sinarinin Cu(II) ve Fe(IIl) ile kompleks olusturdugu; ayni zamanda
prokatesik asitin Cu(Il) ve Fe(Il) ile ferulik asitin ise Fe(II) ile kompleks olusturdugu
ispatlanmistir (Psotova, 2003).

Yapilan bir caligmada enginarda bulunan en énemli fenolik asitin sinarin oldugu
belirtilmis, ayrica bu sebzenin yapraklarinda 1-3-orto-dikafeoil kinik asit, 1-4-orto-
dikafeoil kinik asit, kafeik asit, klorojenik asit, neoklorojenik asit ve kriptoklorojenik
asit bulundugu belirtilmistir. Sebzede bulunan sinarin molekiiliiniin antihepatotoksik
etkili, dispeptik hastaliklar1 bertaraf ettigi, agrilar1 kestigi, bas donmesini ve

kasintilar1 azalttig1 belirtilmistir (Mericli, 1989).

Fenolik asitlerin kanser ve koroner kalp hastaliklar1 gibi 6liimciil hastaliklara
karst koruyucu etki gosterdiklerinden dolayr son yillarda c¢alisma sahasi
geniglemistir. Ayrica fenolik asitlerin anti-allerjik, antienflamatuvar, antimikrobiyal,
antioksidan, antitrombotik ve vasodilator olmak {izere pek ¢ok etkisi oldugu
kanitlanmis ve bu yararl etkilerinin temel sebebinin antioksidan 6zellik gostermeleri

oldugu rapor edilmistir (Tuncel ve Yilmaz, 2010).

Yapilan bir ¢alismada Caucalis platycarpos L. i¢cin HPLC-DAD ve elektrosprey
iyonizasyon kiitle spektrometri yontemleri ile flavonoid aglikonlari, fenolik asitler ve
flavonoid glikozitlerinin analizi i¢in duyarli bir yontem gelistirilmistir. Bu bitkide
kafeoil kinik asit izomerleri (CQA), p-kumaroilkinik asitler (p-CoQA), feruloil kinik
asit (FQA), dikafeoil kinik asit (diCQA), luteolin-7-O-rutinosit, apigenin-7-O-
rutinosit, luteolin, apigenin, krisoeriol ve Kkrisoeriol-7-O-rutinosit bilesikleri
tanimlanmistir. Bu fenolik bilesikleri i¢eren bitkinin su ekstresinin antitimor aktivite

gosterdigi belirtilmistir (Plazonic ve ark., 2009).

2.4. Dogal Boyarmaddeler

Boyarmaddeler, fiziksel veya kimyasal bir siire¢ sonucu baska bir madde ile

reaksiyona girerek maddeyi renklendirme niteligine sahip dogal veya sentetik
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maddelerdir (Fessenden ve ark., 2001). Boyarmadde ile boya birbirinden farkli
ifadelerdir. Boya; uygulandigi yilizeye tutunur ve mekanik yolla cikabilir.
Boyarmadde ise boyandig1 materyal iizerine kimyasal baglarla baglanir ve mekanik
yolla ¢ikmaz. Bir maddenin boya niteligini almasi i¢in igerisinde kromofor denilen
doymamis karakterdeki renk verici gruplari bulundurmasi yeterlidir. Boyarmadde
icerisinde ise; hem kromofor, hem de oksokrom adi verilen renk arttirici ve

boyarmaddenin elyafa baglanmasini saglayan gruplar bulunmalidir (Erdik ve ark,

2000).

Dogal boyarmaddeler, dogada bazi bitkiler, hayvanlar, likenler ve mantarlar
tarafindan sentezlenen maddelerdir ve tarih 6ncesi zamanlardan beri tekstil, seramik
desenleri ve duvar resimleri gibi bir¢ok alanda kullanilmiglardir (Cardon, 2007).
Fakat, dogal kaynakli boyarmaddelerin saglanmasinin mevsimlere bagli olusu,
bitkisel kokenli bircok boyarmaddenin dogal boyalara biitiiniiyle esdeger olarak
sentez edilebilmesi, sentetik boyarmaddelerin bitkilerde bulunabilen ve boyama
islemi iizerine olumsuz etkilerde bulunan yan maddeleri igermemesi, dogal boyalarla
seri liretimde belli bir standartin tutturulmasimin giicliikleri gibi etkenler sentetik
boyarmaddelerin kullanimini hizla yayginlastirmistir (Enez, 1987). Dogal boyalarin
dezavantajli oldugu yonlerden digerleriyse iiretimlerinin az olmasi ve ayni renk
tonunun tekrarlanma zorlugudur (Tutak ve Benli, 2008). Bu sebeplerden dolay1
ozellikle 19. ylizyilin ortalarinda sentetik boyarmaddelerin ard arda gelistirilmesi
sonucunda dogal boyarmaddeler anlamlarimi yitirmistir. Fakat zamanla yapilan
caligmalar sentetik boyarmaddelerin ¢ogunun azo boyarmaddelerinden olustugunu
gostermistir. Azo boyarmaddeleri, belli kosullar altinda rediiktif yolla bozunarak
kanserojen etkili arilamin bilesiklerini meydana getirdiklerinden dolayr oldukca
zararli maddelerdir. Giinimiizde ise dogal boyarmaddelerin kullanimi, sentetik boyar
maddeler gibi saglik agisindan risk olusturmadigi ve cevre Kkirliligine sebep
olmadigindan dolay:1 tekrar giindeme gelmistir. Sentetik boyarmaddelerden daha
diisiik renk haslikli ve daha yiiksek fiyatli olmasina karsin dogal boyarmaddelerle
boyanmus tekstil materyallerine Ulkemizdeki ilgi giin gectikge artmaktadir.

Dogal boyarmaddelerin biiyiik bir boliimii bitkilerden elde edilmektir. Bitkisel

boyarmaddeler, aromatik benzen halkasi, karbonil, karboksil ve hidroksil grubu
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iceren zayif asit Ozelligindeki maddelerdir ve mordanli boyarmaddeler sinifina

girerler (Ddlen, 1992).

Literatiirde tarihi tekstil eserlerinde bulunan dogal boyarmaddelerin spektral ve
kromatografik yontemlerle analizine iliskin ¢alismalar bulunmaktadir ve bu
calismalarin ¢ogunun amact boyanmis drneklerin ne ile boyandigi ve hangi donemde
boyandigint agiga c¢ikarmaktir. Yapilan bir ¢alismada miizelerden alinan tekstil
orneklerinin boyarmadde analizleri HPLC-DAD yontemiyle yapilmistir. Sonug
olarak Orneklerin lakkaik asit, kermesik asit, munjistin ve indigotin icerdigi
saptanmistir. Bu dogal boyarmaddelerin kanitlanmasi sonucu toplanan orneklerin
boyandig1 donemin tarihsel bilgiler 1s181nda 19. yy’in sonu ve 20. yy’in bast oldugu

sonucuna ulasilmistir (Kareem ve ark., 2011).

Istanbul Topkapr miizesinden 15. ve 17. yy’a ait oldugu bilinen tarihi tekstil
ornekleri alinmis ve boyarmadde analizleri yapilmistir. Bu ¢alismanin sonucuna
gore, 11 adet bitki ve bocek boyarmaddeleri HPLC-DAD yontemi ile saptanmistir
(Yurdun ve ark., 2011).

Flavonoidlerin dogal boyarmadde olarak kullanimlart ¢ok eskilere dayanir.
Misir’da bulunan 4. ve 12. yiizyildan kalma yiin, ipek gibi arkeolojik tekstil
tirlinlerinde bulunan flavonoidler HPLC-DAD yontemiyle saptanmistir (Gawrys ve
ark., 2003).

Yapilan bir calismada tarihi sanat eserinden alinan orneklerin boyarmadde
analizleri HPLC-UV-Vis—ESI MS kullanilarak farkli polaritelerde 29 boyarmadde
tanimlanmistir. Bunlardan major olanlar karminik, kermesik, flavokermesik ve
ellajik asit ile luteolin, apigenin, genistein ve indigotin olarak bulunmustur (Lech ve
Jarosz, 2011) .

Indigofera tinctoria L. ve aspir (Carthamus tinctorius L.) ile boyanmis yiinlerin
HPLC-DAD-MS ile boyarmadde analizleri yapilmistir. Bunun igin Oncelikle
bitkilerin dimetil siilfoksit (DMSQO) ve dimetilformamid (DMF) ile ekstraksiyon
kosullar1 sicaklik ve zaman agisindan incelenmistir. Sonug¢ olarak bitkilerde
indigotin, kartamin ve safflomin A maddeleri bulunmus ve bu boyarmaddelerin
kromatografik olarak uygun ekstraksiyon kosullar1 saptanmistir (Mantzouris ve ark.,

2014).
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Deniz kabuklulart ile yapilan bir ¢aligmada Rapana venosa tiiriinde bulunan yedi
adet indigo tiirevi boyarmaddenin bir arada ayrilmasi i¢in HPLC-DAD ile ters fazl
bir yontem gelistirilmis ve 6,6-dibromoindirubin ve 6,6’-dibromoindigotin

boyarmaddelerinin bulundugu belirlenmistir (Demirbag ve ark., 2014).

Reseda luteola L. bitkisi ve Dactylopius coccus Costa bocegi ile boyanmis tekstil
materyallerinin ~ boyarmaddeleri HPLC-DAD  yontemiyle  incelenmistir.
Kromatogramlarin sonucuna gore bitkide minor flavonoid olan krisoeriol (3-O-
luteolin metil eter), major flavonoid olarak luteolin, diosmetin ve apigenin
bulunmustur. HPLC-DAD, HPLC-MS and NMR teknikleri ile bocekte kermesik,
flavokermesik ve karminik asit bulunmus ve ayrica flavokermesik asit-7-C-glikozit
oldugu diisiiniilen bir yapt ve karminik asitin izomeri oldugu diisiiniilen bir yap1
belirlenmistir.  Bu  izomerinin  karminik asitte  bulunan sekerin  farkli

stereokimyasindan kaynaklandigi diistiniilmistiir (Peggie ve ark., 2008).

Justicia spicigera Schldt Orta Amerika ve Meksika’da tarih 6ncesi donemden
beri mor renk kaynagi olarak kullanilmis bir bitki tiiriidiir. Bu bitkinin UV-Vis ve
Fourier transform infrared spektrofotometresi (FT-IR) ve piroliz-gaz kromatografi-
kiitle spektrometre  (PY-GC/MS) teknikleri ile hem spektroskopik hem de
kromatografik yontemlerle kimyasal yapisi incelenmistir. Sonug¢ olarak UV-Vis
absorpsiyon spektrumunda maksimum dalga boyu 581 nm olan antosiyaninler ve

polar yapidaki hidroksi benzoik asitler bulunmustur (Morales ve ark., 2012).

Indigo ve indigo tiirevi boyarmaddelerle ilgili bu zamana kadar yapilmis
calismalar derlenmis ve bir bibliyografi yaymlanmistir. Bitkisel ve hayvansal
kaynakl1 indigo boyarmaddelerinin kimyas1 ve hazirlanisi ile ilgili bilgiler derlenerek

verilmistir (Cooksey, 2012).

Ters fazli HPLC diod dizili dedektér (RP-HPLC-DAD) sistemi ile 4. yy’dan 12.
yy’a kadar tarihlenen Varsova Ulusal Miizesi’nden toplanan 6rneklerin boyarmadde
analizleri yapilmistir. Boyarmadde ekstraksiyonlari 1lik piridin ve etanol igeren HCI
cozeltileri ile gerceklestirilmistir. Analiz sonucu antrakinon tiirevi boyarmaddelerden
alizarin, karminik asit ve purpurin, flavonoid boyarmaddelerinden ise luteolin,
apigenin, ellajik asit, gallik asit, lakkaik asit A ile B ve indigotin bulunmustur. Asidik

ekstraksiyon metanol yerine etanol kullanilarak gergeklestirilmis bu sayede daha
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yiikksek kaynama noktasina sahip olan etanol ekstresinden daha fazla verimde

boyarmadde ekstre edilebilmistir (Gawrys ve ark., 2003).

Antik Masir tekstil materyallerindeki boyarmaddeler HPLC sistemiyle fluoresans
dedektorii kullanilarak kolon sonrasi tiirevlendirmeyle analiz edilmistir. Fluoresans
sinyalinin giiciinii arttirmak i¢in aliiminyum (AI*), galyum (Ga*"), indiyum (In®") ve
¢inko (Zn®*) kullamlmustir. En yiiksek fluoresans siddeti Ga(lll) ile elde edilmistir.
Sonug olarak gallik asit, hematoksilin, karminik asit, ellajik asit, kersetin, luteolin,
kamferol, ramnetin, alizarin, munjistin ve purpurin boyarmaddeleri bu metotla tayin

edilmistir (Surowiec ve ark., 2003).

Iskogya’da bulunan miizeden 17. yiizyila ait 81 adet 6rnek alinip HPLC-DAD ile
boyarmadde analizleri yapilmistir. Ornekler DMF ile ¢dziiniip, analiz sonucunda
antrakinon tlirevi boyarmaddelerden alizarin, purpurin ve karminik asit;
flavonoidlerden luteolin, apigenin, morin, Kkersetin, kamferol ve indigoidlerden ise

indigotin boyarmaddeleri tanimlanmistir (Surowiec ve ark., 2006).

Rubia tinctorium L., Curcuma longa L., Alkanna tinctoria ve Matricaria
chamomilla tiirii bitkileri ile Dactylopius coccus Costa tiirii dogal boya boceklerinin
ekstrelerinde bulunan fenolik bilesiklerden alizarin, kurkumin, karminik asit C18

kolonda HPLC ile tanimlanmis ve miktar tayinleri yapilmistir (Bener ve ark., 2010).

Yapilan bir ¢alismada LC-DAD-MS ile Reseda luteola L. ile boyanmis hali
ornegi igin en iyi ekstraksiyon ¢6ziiciisiiniin etilendiamin tetraasetik asit disodyum
tuzu/dimetilformamid (Na;EDTA/DMF) (1:1, h/h) oldugu saptanmis ve bu kosulda 9
adet flavon tiirevi boyarmadde bulunmustur. Ornekteki mordan analizleri ise indiiktif
olarak eslestirilmis plazma-kiitle spektrometresi (ICP-MS) ile yapilmis ve mordan
olarak aliiminyum ve koyu tonlarin eldesi i¢inde demir metallerinin kullanildig:

saptanmistir (Manhita ve ark., 2011).

2.4.1 Dogal boyarmaddelerin siniflandirilmasi

Biyolojik kaynagina gore dogal boyarmaddeler bitkisel ve hayvansal kokenli
dogal boyarmaddeler olarak siniflandirilir. Hayvansal kokenli boyarmaddeler ise
bocek boyarmaddeleri ve deniz kabuklularindan elde edilen boyarmaddeler olmak

tizere iki grupta incelenir. Dogal boyarmaddeler kimyasal yapisina gore kinonik
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yapidaki boyarmaddeler, indigoidler ve flavonoidler olarak siniflandirilir. Dogal
boyarmaddeler uygulama metotlarina gore ise; direkt, vat ve mordan boyarmaddeler

olarak ayrilir (Rodriguez ve ark., 2010).
» Vat boyarmaddeler

Suda ¢o6ziinmeyen, fakat indirgenlerin etkisiyle suda c¢oziinebilen bilesiklere
doniisebilirler. Elyaf bu bilesigi kendine ¢eker ve oksijenin etkisiyle yiikseltgenme
meydana gelir ve boylece suda ¢oziinmeyen pigmentler olusur bu bilesiklere en i1yi

ornek Isatis tinctoria L.’den elde edilen indigoid tiirevi boyarmaddelerdir.
» Mordan boyarmaddeler

Dogal boyarmaddelerin tekstil liflerine ilgisi yok denecek kadar azdir. Boyama
verimini artirmak i¢in mordan olarak isimlendirilen metal tuzlar1 (KAI(SO,4),.12H,0,

FeSQO,.7H,0, SnCl,.2H,0 gibi) kullanilmaktadir (Zhang, 2001).
» Direkt boyarmaddeler

Direkt boyarmaddeler oOnceden bir islem yapilmaksizin (mordanlama)
boyarmadde ¢ozeltisinden seliiloz veya yiine direkt ¢ekilirler. Elyafin i¢ misellerinde
hi¢bir kimyasal bag meydana getirmeksizin depo edilirler. Renkli kisimda bazik grup
igeren direkt boyarmaddeler sulu ¢6zeltide zwitter iyon seklinde seklinde bulunurlar
(Baser ve Inanic1, 1990).

2.5. Antioksidanlar
2.5.1 Serbest radikaller

Oksijen molekiilii hiicrede enerji iiretilmesinde ¢ok bilyiik 6neme sahiptir ve bu
enerji Uretimi sirasinda viicutta bazi indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlari
olusur. Bu reaksiyonlarin olusumu esnasinda serbest radikal kaynagi olarak bilinen
ve son derece aktif olan ara iriinler meydana gelir. Ortaklanmamis (eslesmemis)
elektron ¢ifti igeren atom ya da atom grubuna serbest radikal denir. Bu radikaller
hiicre solunumu ve normal metabolizma sirasinda agirlikli olarak iiretilen ytliksek
reaktif molekiillerdir (Kopan ve ark., 2006). Radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii
ya da yiiksiiz olabilirler. Metaller ve metal iyonlarinin da ortaklanmamis elektronlar

bulunmalarina ragmen serbest radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal
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olusumunda o6nemli rol oynarlar (Koppenol, 2000). Oksidanlar, radikal ve
nonradikaller (radikal olmayan) olmak {izere iki grupta incelenir (Tablo 2.2).
Hidrojen peroksit, hipoklorit ve azot monoksit radikal olmayan oksidanlarken,
stiperoksit, alkoksil, hidroksil, hiperoksi, peroksil radikalleri ise radikal
oksidanlardandir (Baskin ve Salem, 1997).

Molekiiler oksijen (O3), eslesmemis elektron igeren paramanyetik 6zellikte ve bu
eslesmemis iki elektronu dis orbitalde spinleri aymi yonde olan bir diradikal

molekiildiir.
0104

Molekiiler O, (Baskin ve Salem, 1997)

Molekiiler oksijen diradikal oldugundan dolay1 reaktif oksijen tiirlerini meydana

getirir. Tablo 2.2°de radikal ve radikal olmayan oksidanlar gosterilmistir.

Tablo 2.2 Radikal ve radikal olmayan oksidanlardan bazilarinin reaktiviteleri

Oksidan Indirgenme potansiyeli (E°, V)
Radikaller (bir

elektron)

NO/NO; -0,80
0, ,2H*/H,0, 0,94
HO, ", H'/H,0, 1,06
ROO, H/ROOH 1,00
NO,/ NO, 1,04
RO, H/ROH 1,60
CO;", H'/HCO; 1,78
05—, 2H*/H,0,0, 1,80
HO', H/H,0 2,31
Non-radikaller (iki

elektron)

ONOOH, H'/NO, ,H,0 1,40
HOCI, H'/CI"H,0 1,28
H,0,, 2H*/2 H,0 1,77
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Tablo 2.2 incelendiginde Siiperoksit radikalinin standart elektrot potansiyelinin
orta ylikseklikte bir degeri oldugu goriilmektedir. Buna ragmen siiperoksit radikali
tizerinde ¢ok fazla ¢alisma yapilan bir radikaldir. Bunun sebebi bu radikalin direkt
degil indirekt verdigi zarardir. Bu radikalin asil dnemi hem hidrojen peroksit kaynagi
olmast hem de gecis metallerinin iyonlar1 varhiginda yiikseltgen olarak
davranmasidir. Yine tablodan goriilecegi lizere hidroksil radikali en giiglii radikal
oksidandir (2,31 V). Hidroksil radikali biyolojik sistemde {iretildiginde yag

asitlerinden proton kopararak karbon merkezli organik radikaller (RC’) ve organik

peroksitler (ROQO") gibi yeni radikallerin olusmasina sebep olan ¢ok gii¢lii ve en aktif
radikaldir. Hidrojen peroksit ise bir radikal olmayan oksidandir ve yiiksek aktivasyon
enerjisine sahip oldugundan diisiik reaktiviteye sahiptir. Fakat hidrojen peroksit Fe?*
ve diger gecis metalleri ile Fenton reaksiyonu sonucu ¢ok zararli bir radikal olan
hidroksil radikalini olusturur (Augusto ve Miyamoto, 2011; Yerer ve Aydogan,
2000). Ayrica hidrojen peroksit siiperoksit radikali ile de Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu zararlt hidroksil radikalini meydana getirir (Kohen ve Nyska, 2002). Haber-
Weiss reaksiyonun demirle katalizlenmesiyle de 6nce ferri (Fe3+) stiperoksit ile

reaksiyona girerek ferro (Fe**)’ya indirgenir, sonra fenton reaksiyonu ile H,O,’den

‘OH ve "OH olusur; reaksiyon mekanizmasi su sekildedir (Barbusinski, 2009).

0, +Fe*— 0, + Fe**

H,0,+ Fe”* — OH + ‘OH +Fe** (Fenton reaksiyonu)
Haber-Weiss reaksiyonu:

0O, +H,0,_, 0,,0H + OH

Tablo 2.2°de goriilen tiim radikallere reaktif oksijen tiirleri (ROT) denmektedir.
Onceki yillarda kullanilan serbest oksijen radikalleri terimi yerini ROT terimine
birakmistir. Ciinkii Tablo 2.2°den de goriilecegi lizere yalnizca radikal degil, radikal
olmayan fakat organizma icin potansiyel tehlike unsuru olan oksijen tiirevleri de
bulunmaktadir (Halliwell, 2001). Bu kararsiz ve aktif olan ROT lar hiicre icerisinde
farkl1 organik substratlarla reaksiyona girme egilimindedirler. Hiicresel savunma

mekanizmalari ise bu reaksiyonlar1 engelleme ya da ortadan kaldirma egilimindedir.
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Fakat bazen fazla miktarda oksijen konsantrasyonuna maruz kalma, antioksidan
etkili bilesiklerin yeteri miktarda viicuda alinamamalar1 gibi sebeplerle savunma
mekanizmasinin da ortadan kaldiramayacagi miktarda reaktif oksijen tiirleri olusur ki
bu durum oksidatif stresi ortaya g¢ikarir. Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan
arasindaki dengenin oksidan yoniine kayarak fazla oksidanlarin hiicre hasarina yol

acmasidir (Halliwell, 2012).

Biyolojik sisteme zarar veren ROT’larin disinda reaktif azot tiirleri de (RAT)
bulunmaktadir ve bu tiirlerin en 6nemlisi azot monoksittir. Azot monoksit (NO),
endotel hiicreleri, makrofajlar, notrofiller, hepatositler, néron ve pek ¢ok baska
hiicreler tarafindan sentezlenebilen serbet bir radikaldir (Singh ve ark., 2009). NO
biyolojik sisteme direkt ve indirekt olarak su sekilde zarar vermektedir; direkt olarak
demir igeren proteinlerden demiri gikararak kendisi baglanir, indirekt olarak verdigi
zararda ise NO’nun siiperoksit ya da oksijenle reaksiyona girip basta peroksinitrit
(ONOOH) olmak tizere zararl reaktif iriinler olusturmasidir. Peroksinitrit, nitrit
(NO;) ve nitrat (NO3') olusturmak {izere metabolize edilir ve ayrica azot dioksit
(NO), hidroksil radikali (OH"), nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik iiriinlere
doniisebilir (Ozmen, 2010).

ROT’larin neden oldugu hiicre hasar1 sonucu bir¢ok hastalik tespit edilmistir. Bu
serbest radikallerin yaslanmaya sebep oldugu, ayrica kalp-damar hastaliklari, gesitli
kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama, akciger hastaliklar1 (astim,
kronik bronsit), eklem rahatsizliklar1 (romatizma, kireglenme), bobrek hastaliklari,
sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliga sebep olduguna dair bilgiler

bulunmaktadir (Koca ve Karadeniz, 2003; Pham-Huy ve ark., 2008).
2.5.2 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlardan daha disiik derisime sahip
olsalar dahi substratin prooksidanlar (reaktif oksijen, azot ve serbest radikaller) ile

baglatilan oksidasyon reaksiyonunu engelleyen ve bdoylelikle de prooksidanlarin

sebep oldugu hastaliklar1 6nleyen yararli bilesiklerdir (Halliwell, 2012).

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar ile reaksiyon

mekanizmalarina gore birincil ve ikincil antioksidanlar olmak {izere siniflandirilirlar.
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2.5.2.1 Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

Tablo 2.3’te enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar gosterilmistir. En
onemli enzimatik antioksidan stiperoksit dismutaz (SOD) enzimidir. SOD, siiperoksit
anyon radikalinin hidrojen peroksite doniistimiinii katalizler. Diger 6nemli enzimatik
antioksidanlardan katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri ise agiga
¢ikan hidrojen peroksitin molekiiler oksijen ve suya pargalanmasini saglayarak
hidrojen peroksitin sebep oldugu hidroksil radikalinin zararli etkisini ortadan

kaldirirlar (Helle ve ark., 1997).

Flavonoidler ve fenolik asitler gibi polifenoller, tiamin, riboflavin, a- tokoferol,
askorbik asit gibi vitaminler, salisilik asit, siilfidril gruplari, karotenoid tiirevleri,
glukoz oksidaz, katalaz, peroksidaz gibi enzimler, organik asitler (glukonik, sitrik,
malik asit), Maillard reaksiyonu firlinleri, aminoasitler ve proteinler dogal

antioksidanlardir (Karadal ve Yildirim, 2012).

BHA (biitillenmis hidroksianisol), BHT (biitillenmis hidroksi toluen) ve TBHQ
(t-biitilhidrokinon) gibi sentetik antioksidanlar gidalarin bozunmasini 6nlemek ve raf
omriinii uzatmak icin kullanilmaktadirlar. Baz1 arastirmacilar tarafindan yapilan
hayvan deneylerinde bu sentetik antioksidanlarin toksik etkisinin oldugu tespit
edildiginden dolay1 gida sanayisinde kullanilmamasi gerektigi vurgulanmistir. Bu
sebeple gilinlimiizde dogal antioksidan kaynakli materyaller iizerine yapilan

caligmalarin sayis1 artmaktadir (Tepe ve ark., 2007).

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar viicutta gesitli hastaliklara sebep
olan reaktif oksijen tiirlerini nétralize etmektedirler. Ornegin hidroksil radikali
vitamin C, glutatyon, flavonoidler ve lipoik asit tarafindan; siiperoksit radikali,
vitamin C, glutatyon, flavonoidler ve siiperoksit dismutaz tarafindan, hidrojen
peroksit radikali vitamin C, glutatyon, flavonoidler, beta karoten, vitamin E, koenzim
Q10 ve lipoik asit tarafindan; lipit peroksit radikalleri ise glutatyon peroksidaz,
flavonoidler, beta karoten, vitamin E ve ubikinon (koenzim Q) antioksidanlari

tarafindan nétralize edilirler (Percival, 1998).
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Tablo 2.3 Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar (Rice-Evans ve ark.,
1997)

Enzimatik Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Antioksidanlar Dogal Sentetik

Stiperoksit dismutaz Vitamin C Biitillenmis hidroksianisol
(SOD) o-tokoferol (BHA)
Selenyum bagimli Polifenolik bilegikler Biitillenmis hidroksi toluen
glutatyon peroksidaz Karotenoidler (BHT)
(GPx) Gallik asit tiirevleri
Glutatyon-S-transferaz TerSiyer(_?_igﬂ'}g‘)irOkinon
(GST)
Katalaz Nordihidroguareyetik asit

Glutatyon rediiktaz (GR) (NDGA)

2.5.2.2 Reaksiyon mekanizmalarina gore birincil ve ikincil antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kirici antioksidanlar) otooksidasyonun
baslamasii engelleyen ya da otooksidasyonun ileri asamasini yarida kesen serbest
radikal alicilanidirlar (Niki, 1997). Birincil antioksidanlar, serbest radikaller ile
dogrudan reaksiyona girerek bir elektron ya da bir hidrojen atomunu verirler. Bu
antioksidanlar diisiik konsantrasyonlarda dahi oldukga etkilidirler. Sentetik olan
birincil antioksidanlara 6rnek olarak biitillenmis hidroksianisol, biitillenmis hidroksi
toluen, t-biitil hidrokinon ve dogal olan birincil antioksidanlara ise tokoferoller,

karotenoitler, vitamin C ve vanilin verilebilir (Charles DJ, 2013).

Ikincil (tip-2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar serbest radikalleri
kararll iiriinlere doniistirmez fakat oksidasyon hizini yavaslatirlar. ikincil
antioksidanlar prooksidan metallerle kelat yaparak onlari deaktif hale getirirler.
Ikincil antioksidanlar, oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini
kirarlar. Tkincil antioksidanlara 6rnek olarak sitrik asit, askorbik asit, lesitin, tartarik
asit, EDTA ve p-karoten verilebilir (Koca ve Karadeniz 2003).
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2.5.3 Antioksidan kapasite tayin yontemleri

Reaksiyon mekanizmalarina gore antioksidan kapasite tayinleri baslica iki gruba

ayrilabilir:

1. Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)

2. Tek elektron transferlerine dayanan reaksiyonlar (SET)

Ugiincii bir grup hem HAT hem de SET reaksiyon mekanizmalarini igerir (Huang ve

ark., 2005).
» Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)

HAT mekanizmasina dayanan tayinlerin ¢ogu yarismali reaksiyon Kkinetigini
izler ve kantitasyon kinetik egrilerinden yapilir. HAT’ a dayanan metotlar genellikle
sentetik bir radikal iireticiden, yiikseltgenebilir molekiiler probdan ve bir antioksidan
bilesikten olusur. ORAC (oksijen radikal absorpsiyon kapasite yontemi), TRAP
(toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yontemi) gibi HAT-temelli
metotlarda peroksil radikali (ROQ") iiretmek {izere bir radikal baslatict kullanilir.
Eklenen antioksidan radikaller i¢in ortamdaki substrat ile yarisir. ROO" tercihen
antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Sonugta ROO" ve hedef molekiil arasindaki

reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir (Biiyiiktuncel, 2013).
» Elektron transferine dayanan reaksiyonlar (ET)

ET-dayanan metotlar reaksiyonun esdeger noktasinda bir indikatér gorevi gibi
davranan oksidanin antioksidanla verdigi redoks reaksiyonu tizerine temellenir.
Oksidanin indirgenmis ve ylikseltgenmis formlarmin renkleri farklidir. (Huang ve

ark., 2005). Renk degisiminin derecesi, antioksidan derisimiyle orantilidir:
Oksidan + e’(antioksidan) — indirgenmis oksidan + yiikseltgenmis antioksidan

Folin-Ciocalteu yontemi (FC), troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi
(TEAC), demir (I11) iyonu indirgeyici antioksidan yontemi (FRAP), 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme kapasitesi yontemi, Cu(II)’nin oksidan olarak
kullanildig1 toplam antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC) gibi yontemler ET
temelli antioksidan kapasite yontemleridir (Ndhlala ve ark., 2010).
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2.5.3.1 Folin Ciocalteu fenol reaktifiyle toplam fenolik miktar tayini yontemi

Folin-Ciocalteu  reaktifi (FCR)  molibdofosfotungstik  heteropoliasittir
(3H20.P205.13W03.5M003.10 H,0). Varsayilan aktif merkezi Mo(VI)’dir.

Mo(V1) (sar1) + e-(antioksidandan) — Mo(V) (mavi)

Fenolik bilesikler FCR ile yalmiz bazik kosullar altinda reaksiyona girerler
(Sodyum karbonat ¢ozeltisiyle pH 10’a ayarlanir). Fenolik bir protonun ayrilmasi,
FCR’yi indirgeme yetenegine sahip bir fenolat anyonun olusmasina neden olur. Mavi
renkli kompleks olusumu 765 nm’de spektrofotometrik olarak olgiiliir. (Apak ve ark.,
2013; Biiyiiktuncel, 2013).

Antioksidan + Bazik ¢ozelti (pH=10) + Folin-Ciocalteu reaktifi = Mavi renkli {iriin

2.5.3.2 CUPRAC bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

Bu yontemde 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin veya Nc)’in Cu(Il) ile
olusturdugu bakir(Il)-neokuproin kompleksinin [Cu(ll)-Nc], 450 nm’de maksimum
absorbans veren bakir(I) neokuproin [Cu(I)-Nc] kelatina indirgenme yeteneginden
yararlanarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadir. Cuprac yontemi hem hidrofilik

hem de lipofilik antioksidanlara uygulanabilmektedir (Apak ve ark., 2004).

Sekil 2.10 Cu(l)-Nc kelatinin kimyasal yapisi (Ozyiirek ve ark., 2011)

2.5.3.3 Demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢c yontemi (FRAP)

FRAP yonteminin avantaji elektron-transfer reaksiyonu olmasidir. Burada
Fe(Ill) tuzu, Fe(I)(TPTZ).Cl; (TPTZ=2,4,6-tripiridil s-triazin), oksidan olarak
kullanilir. Diisiik pH da, Fe(III)-TPTZ kompleksi, Fe(ll) formuna indirgenir (Sekil
2.11). Bu kompleks koyu mavi renklidir ve absorpsiyon maksimumu 593 nm’dir

(Benzie ve Strain, 1996).
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Sekil 2.11 Fe(l11) kompleksinin Fe(Il) formuna indirgenmesi

Fe(111) tuzunun redoks potansiyeli (0,70 V) ABTS ’nin redoks potansiyeli (0,68
V) ile benzerdir. Bu yilizden, TEAC ve FRAP yontemleri arasinda pek fark yoktur.
TEAC yontemi, nétral pH’da, FRAP yontemi ise demirin ¢oziiniirliiglini saglamak

icin asidik kosullarda (pH 3,6) ger¢eklestirilir.

FRAP yontemi basit, ucuz ve dayanikli bir yontemdir. Ayrica FRAP yontemi
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin tayini i¢in uygun bir yontemdir. Bu yontem
orijinal olarak plazmanin antioksidan kapasitesini 6lgmek igin gelistirilsede bitki
ekstrelerinin aktivitelerini 6lgmek i¢in de kullanilir (Szollosi ve Varga, 2002).
Yontemin dezavantajlarindan biri glutatyon gibi tiyol iceren antioksidanlarin
Olciilememesidir. Bunun nedeni Fe(III)’iin kimyasal olarak inert olmasina sebep olan
yiiksek spinli yar1 dolu d orbitalleri olabilir. Ayrica diger bir neden FRAP yontemi
ile fizyolojik olmayan pH’da c¢alisilmasidir. Diger bir dezavantaji1 ise reaksiyonunun
spesifik olmamasidir: redoks potansiyeli 0,70 V’dan daha diisiik potansiyele sahip, in
vivo olarak antioksidan oOzellik gostermeyen herhangi bir bilesik bile demiri

indirgeyebilir (Biiytiktuncel, 2013).

2.5.3.4 Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi (TEAC)

Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi (TEAC) ilk olarak Miller ve
arkadaglar tarafindan gelistirilmistir (Miller ve ark., 1993). Troloks [(£)-6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit] (Sekil 2.12), E vitamininin suda ¢6ziiniir
esdegeridir (Re ve ark., 1999). Troloks canli sistemlerde dogal olarak bulunan bir
bilesik olmamakla birlikte pek ¢ok antioksidan kapasite tayin yonteminde standart

madde olarak kullanilir. Genellikle belli bir konsantrasyon araliginda troloks
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antioksidan olarak kullanilarak bir caligma grafigi hazirlanir ve bilinmeyen

antioksidanin kapasitesi bu grafikten troloks esdegeri olarak degerlendirilir.

HO

(0]
o) 4

OH
Sekil 2.12 Troloks molekiiliiniin kimyasal yapisi

Kromojenik bir redoks radikali olan ABTS [2,2-azinobis (3- etilbenzotiyazolin
6-siilfonat)] ayn1 zamanda kararli bir radikaldir. Hem suda hem organik ¢oziiciilerde
¢cozlindiigiinden hem hidrofilik hem de hidrofobik antioksidan kapasite tayininde
kullanilabilmektedir (Biiyiiktuncel, 2013). Antioksidanlar varliginda ABTS™ radikal
katyonunun absorbansinda belirli bir siire i¢indeki azalmadan yararlanarak toplam
antioksidan kapasitesi troloks cinsinden bulunur. Bu nedenle bu yonteme “troloks

esdegeri antioksidan kapasite yontemi” (ABTS/TEAC) ad1 da verilir.
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Sekil 2.13 ABTS™ katyon radikalinin antioksidan maddelerle verdigi reaksiyon
(Oliveira ve ark., 2014).

Orjinal yontemde ABTS radikal katyonu, H,O; ile metilmiyoglobinin reaksiyona
girmesiyle olusan ferrilmiyoglobin ile ABTS arasindaki etkilesimden olusmaktadir.
ABTS™ radikal katyonunun Karakteristik absorpsiyon spektrumu 660, 734, 820
nm’de maksimum vermektedir (Rice-Evans ve Miller, 1984; Pellegrini ve ark.,1999).
Orjinal TEAC yonteminde analiz edilen maddenin (antioksidanin) ABTS radikalini
indirgeme yetenegi Olgiilmektedir. Ancak bu madde ferrilmiyoglobini de
indirgeyebilir. Modifiye edilen TEAC yonteminde (Re ve ark., 1999), ABTS’nin
potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu ABTS™ radikal katyonu olugmaktadir
(Sekil 2.13). Yani sisteme antioksidan ilave edilmeden once radikal katyonu
olusturulmaktadir. Orjinal metotta ise antioksidan varliginda radikal meydana
gelmektedir (Van den Berg ve ark., 1999). Olusan radikal katyonu oda sicakliginda
ve karanlik ortamda iki giin dayaniklidir. Gelistirilen metodun orijinal metottan farki
hem lipofilik hem hidrofilik antioksidanlara uygulanabilmesi ve bir dekolorizasyon
(renk giderimi) yontemi olmasidir. ABTS radikali fizyolojik bir radikal
olmadigindan in vivo deneylerde dogru bir etki gostermez. Ancak TEAC deneyi
Klinik ¢aligmalarda uygunluk gosterir (Wang ve ark., 2004).

2.5.3.5 DPPH radikali giderme aktivitesinin tayini

Bu metot 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikalinin antioksidanlar
tarafindan siipiiriilmesi esasina dayanmaktadir. DPPH radikalinde bulunan azot
atomu antioksidan maddenin hidrojeni ile reaksiyona girerek elektronunu giftlestirir
(Sekil 2.14). Boylece DPPH radikalinin 517 nm’deki molar absorpsiyon katsayisi
9660°tan 1640°a diiser ve sonu¢ olarak radikal indirgendiginden mor olan rengi

sartya doniisir. DPPH radikalinin verdigi sinyal antioksidanin konsantrasyonu ve
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reaksiyon zaman ile iligkilidir. Metanol veya etanolde ¢6ziinmiis DPPH radikaline
antioksidan ilave edildikten sonra absorbansdaki azalma 515-528 nm araliginda
Olctiliir. Reaksiyon karistminin absorbansinin diismesi yiiksek serbest radikal
giderme aktivitesinin gostergesidir. DPPH yontemi flavonoidlerin, kumarinlerin,
antosiyaninlerin ve diger fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin

belirlenmesinde kullanilir (Azeez ve Adaramoye, 2014; Giridhari ve Manasi, 2011).

DPPH’in % 50’sinin inhibisyonunu saglayan ekstre ve standart madde
konsantrasyonu ICsg olarak tanimlanir. Bu deger ¢alisilan konsantrasyonlara karsi %
serbest radikal giderme aktivite degerlerinin y eksenine yerlestirilmesi ile elde edilen
kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanir ve sonuglar 1Cso = mg/mL olarak verilir.
DPPH radikali ile antioksidan arasinda gergeklesen reaksiyon Sekil 2.14°de
gosterilmistir (Son ve Lewis, 2002).

N = )
Mo 0 H i, .
Q e L HAOH—— Nl TAC
A o7
+ N,
/N;__t -
o’ © 0
DPPH 517nm(mor) (DPPH)H sar1

Sekil 2.14 Antioksidanlarin DPPH ile radikal siipiirme reaksiyonlari

DPPH, organik ¢6ziiciilerde 6zellikle etil alkolde ¢oziinebilen bir radikaldir. Bu
durum ABTS ile karsilastirildiginda hidrofilik antioksidanlarin antioksidan aktivite
Olctimlerinde simirlamalar getirmektedir (Wojdylo ve ark., 2007). Ayn1 zamanda bu
yontem plazma antioksidan kapasitesinin Ol¢lilmesinde uygun degildir. Ciinki

plazma proteinleri metanol veya etanol varliginda ¢okelti olustururlar (Kedare ve
Singh, 2011).
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2.5.3.6 Metal kelat1 olusturma kapasitesinin tayini

Metal kelat1 olusturma kapasitesi yontemi, Fe? iyonlarini baglamak tizere giiclii
bir demir kelatlayici olan ferrozin reaktifi ile ortamda bulunan metal baglayici
bilesiklerin yarismasina dayanir. Kelatlama giicii yiiksekse kirmizi renkli
Fe?*/ferrozin  kompleksinin  olusumu  engellenir. Bu  yontemde  belli
konsantrasyonlarda hazirlanan ekstre veya standart EDTA ¢ozeltisine Fe** cozeltisi
eklenir. Daha sonra bu karigima ferrozin eklenir ve referansa karsi ¢ozeltilerin

absorbanslar1 562 nm’de UV spektrofotometrede okunur (Dinis ve ark., 1984).

Ferrozin — Fe** kompleksi olusumunu engelleme ylizdeleri asagidaki formiile

gore hesaplanir:
% Kelatlama Aktivitesi = [(Ao— A1) / Ag] X 100 ]
Ao : Kontrol reaksiyonunun absorbansi,

A : Bitki ekstreleri ve standart ¢ozeltilerin absorbansi
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Bitkisel Materyaller

Achillea grandifolia bitkisi Mayis 2011 tarihinde Kocaeli ilinin Kartepe
ilgesinden yaklasik 1520-1625 metreden toplanmis ve teshisi Prof. Dr. Ertan Tuzlaci
tarafindan gerceklestirilmistir. Bitki drnegi Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Herbaryumunda MARE 14583 kodu ile saklanmaktadir.

3.2. Arastirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler
3.2.1 Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Ramnetin, klorojenik asit, kafeik asit, trifloroasetik asit (TFA), neokuproin,
katesin, 2.,4,6-tris(2-pridil)-s-triazin ~ (TPTZ), ABTS (2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit, ferrozin [3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-4',4"'-
disulfonik asit sodyum tuzu], Folin Ciocalteu reaktifi (FCR), 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH), biitillenmis hidroksi toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol
(BHA), troloks [(+)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit] ve a-
tokoferol (Toc), FeCl3.6H,0, FeS0,4.7H,0, FeCl,, NaEDTA, gallik asit,
CuS04.5H,0 Sigma’dan (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya),
askorbik asit, kloroform, diklorometan, etil asetat, etil alkol, sodyum karbonat,
amonyak, asetonitril (CH3CN) ve hidroklorik asit Merck KGaA’dan (Darmstadt,
Germany) satin alinmistir. Kullanilan tiim kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik

safliktadir.

3.2.2 Cozeltilerin hazirlanmasi
3.2.2.1 Toplam fenolik madde miktar: tayinininde kullanilan ¢ézeltiler

Folin-Ciocalteu ayirac1 (FCR-fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSQy,) ticari sekli
ile kullanildi.

% 2’lik Sodyum karbonat (Na,CO3) ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 2,0 g Na,COs5 tartildi
ve bir miktar distile suda ¢6ziindiikten sonra 100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve

distile su ile hacmine tamamlandi.
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3.2.2.2 Toplam flavonoid miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler

% 10’luk aliiminyum Kkloriir ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 5,0 g AICl3 50 mL’lik balon
jojeye konuldu ve bir miktar distile su ile ¢oziildiikkten sonra yine distile su ile

hacmine tamamlandi.

% 5’lik Sodyum nitrit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2,5 g NaNO; 50 mL’lik balon jojeye
konuldu ve bir miktar distile su ile ¢oziildiikten sonra yine distile su ile hacmine

tamamlandi.

1,0 M NaOH ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2,0 g NaOH 50 mL’lik balon jojeye konuldu

ve bir miktar distile su ile ¢6ziildiikten sonra yine distile su ile hacmine tamamlandi.

3.2.2.3 DPPH serbest radikali giderme kapasitesinde kullanilan ¢ozelti

6,0.10'5 M DPPH ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 2,4 mg DPPH tartildi ve 100 mL etil
alkolde ¢oziildii.

3.2.2.4 Troloks esdegeri antioksidan kapasite yonteminde kullanilan ¢ozeltiler
(TEAC)

70 mM ABTS™ stok c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,3841 g 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) amonyum tuzu tartildi bir miktar distile suda

¢oziildii ve yine distile suyla 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlandi.

2,45 mM potasyum peroksodisiilfat (K,S,0g) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,0662 ¢
potasyum peroksodisiilfat tartildi, distile suda ¢oziildii ve 100 mL’lik balon joje ile

hacmine distile su ile tamamlanda.

75 mM fosfat tamponu (pH 7,4) hazirlanmasi: 1,0207 g KH,PO, ve 4,2588 ¢
Na,HPO, 300 mL distile suda ¢6ziildi. pH’1 1,0 N HCI ve 1,0 N NaOH ile 7.4’e

ayarlandi. Cozeltinin hacmi distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

3.2.2.5 Demir(I11) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yonteminde kullanilan
cozeltiler (FRAP)

40 mM HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 820 uL der. HCI (% 37°lik) 250 mL”’ lik balon

jojede distile su ile hacmine tamamlandi.

38



10 mM TPTZ ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,0312 g TPTZ, 10 mL 40 mM HCl’de 50

°C “deki su banyosunda ¢6ziindii.

20 mM FeCl3.6H,0 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,5406 g FeCl3.6H,0 tartildi, bir

miktar suda ¢6ziildii ve 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlandi.

300 mM asetat tamponu (pH 3,6) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 3,1 g NaCH3COO.3H,0
tartild1 ve bir miktar distile suda ¢oziindi, lizerine 16 mL glasiyel asetik asit eklenip

1L’1ik balon jojede yine distile suyla hacmine tamamlandi.

3.2.2.6 Metal kelati olusturma kapasitesi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

5,0.10° M ferrozin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,0616 g ferrozin tartildi, bir miktar

distile suda ¢oziildii ve 25 mL’lik balon jojede distile su ile hacmine tamamlandi.

2,0.10° M FeCl, ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,0254 g FeCl, tartildi, distile suda

¢oziildii ve 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlandi.

3.2.2.7 Bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yonteminde kullanilan

cozeltiler (CUPRAC)

7.5.10° M neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) ¢6zeltisinin hazirlanmasi:
0,0780 g neokuproin tartildi, bir miktar etanolde ¢oziiliip 50 mL’lik balon jojede yine

etanol ile hacmine tamamlanda.

1,0 M amonyum asetat (NH4Ac) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 3,85 g NH4Ac tartildi, bir

miktar distile suda ¢oziiliip 50 mL’lik balon jojede distile suyla hacmine tamamlanda.

1,0.10% M bakir(Il) siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0) ¢ézeltisinin hazirlanmasi:
0,1248 g CuS0O4.5H,0 tartild1, bir miktar distile suda ¢6ziiliip 50 mL’lik balon jojede

distile suyla hacmine tamamlandi.

3.3. Cahismada Kullanilan Cihazlar

HPLC (Schimadzu LC-20AT)

LC- QTOF/MS (Agilent technologies 6530)

Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu cihazi (Dionex ASE 100)

Ultraviyole-goriiniir bolge spektrofometresi (UV-Vis), (Shimadzu UVmini—1240)
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Evaporator ( Rota Evaporator- Heidolph V'V 2000)

Calkalamali su banyosu (Memmert WB 14 termostatli)

Otomatik pipetler (20-200 uL, 100-1000 uL) (pipet4U ve Witeg, Almanya)
Hassas terazi (Denver)

Manyetik karistiricili 1sitici (WiseStir MSH-20A, Kore)

pH-metre (Jenco-6179)

Vorteks (Bio vortexVV1)

Ultra saf su cihazi (Millipore Milli-Q RG)

3.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
3.4.1 HPLC ¢ahisma kosullar:

Schimadzu HPLC sistemi (LC-20 AT)

Waters Nova-Pak C18 kolon, 4 um (3,9 x 150 mm) 30 °C’de korundu.

Mobil faz: A fazi1 H,O - % 0,1 TFA; B faz1 CH3CN - % 0,1 TFA

Toplam akis hizt: 0,5 mL/dk

Enjeksiyon miktart: 20 pL

HPLC’de ayirim igin kullanilan gradient eliisyon profili Tablo 3.1°de goriilmektedir.

Tablo 3.1 HPLC’de kullanilan gradient eliisyon profili (Halpine, 1996).

Zaman(dk) | Akis izt (mL/dk) | H,0-%0,1TFA | CH,CN-%0,1TFA
0,0 05 95 5

1,0 05 95 5

20 05 70 30

25 05 40 60

28 05 40 60

33 05 5 95

35 05 5 95

40 05 95 5
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3.5 Sivi Kromatografi Kuadropol Ucus Zamanh Kiitle Spektrometresi (Q-TOF
LC/MS)

Kiitle spektrometrisi ¢ok az miktarda (pikogram diizeyinde) madde kullanilarak
yap1 analizinin yapilabildigi bir yontemdir. Bununla beraber kiitle spektrometresi sivi
ya da gaz kromatografina baglanarak yalniz saf maddelerin degil karisimlarin da
analizine olanak saglar. Kiitle spektrometresi, molekiiliin buharlastiriimast,
iyonlastirilmast ve olusan iyonlarin kiitle/yiik (m/z) degerlerine gore ayrilarak
kaydedilmesi i¢in gelistirilmis bir yontemdir (Erdik, 1993). Spektrometrede
olusturulan iyonlarin ¢cogu tek yiiklii oldugu i¢in m/z orani iyonun kiitlesine esittir.
Omek ilk &nce iyon kaynaginda iyonlastirilir. Iyon kaynagmin ciktist kiitle
analizoriine gitmek iizere hizlandirilan negatif iyon akimidir. Kiitle analizoriiniin
gorevi gelen iyon akimini analit iyonlarinin m/z oranina gére ayristirmaktir (Skoog,
1998). Kuadrupol kiitle analizorii elektrot olarak calisan dort paralel silindirik

¢ubuktan olusur.

3.5.1 Q-TOF LC/MS ¢alisma sartlari

Siv1 kromatografi kuadropol ugus zamanl kiitle spektrometresi Q-TOF-LC/MS
sisteminde (Agilent 6530, CA, Amerika) elektrospray iyonlastirict (ESI) kaynagi
(G6530B modeli, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) kullanilmistir.
Gradient programi HPLC-DAD sisteminde kullanilan eliisyon metoduyla aynidir.
Analiz i¢in negatif iyon modlar1 kullanildi ve kiitle araligi ise 100-1000 m/z’ye kadar
calisildi. ESI-Q-TOF-LC/MS’te galisma parametreleri su sekilde optimize edildi:
kapiler voltaj1 3500V, kurutucu gaz sicakligr 350 °C, kurutucu gaz akis hiz1 8 L/dk,

sprey gaz basinci 2 bar ve son plak dengeleme -500 V’dur.

3.6. Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu (ASE) Calisma Kosullar:

0,5 g bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlar tartildi ve iizerine 0,5 g diatom
toprak eklenerek karistirilarak filtre kagidina sarildi, ekstraksiyon hiicresine

yerlestirildi. Tablo 3.2’deki kosullarda ekstraksiyonlar gerceklestirildi.
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Tablo 3.2 Hizlandirllmis ¢oziicii ekstraksiyonu (ASE) galisma kosullar

Sicaklik 40°C
Statik zaman 5dk
Temizleme hacmi % 60
Yikama zamani 100 s
Statik devir 3

3.7. A. grandifolia Bitkisinin Icerdigi Boyarmaddelerin Ekstraksiyon
Kosullarimin Belirlenmesi

Bitkinin ¢icek, yaprak ve govde kisimlarinin igerdigi boyarmaddelerin
ekstraksiyonu i¢in en uygun sicaklik ve siireyi saptayabilmek amaciyla bitkinin her
bir kismindan mL’sinde 0,25 mg bitki igeren ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢dzeltiler, 100
°C’deki su banyosunda 5, 10, 15, 30, 45 ve 60 dk arasinda bekletildi. Siiresi biten
ekstreler musluk altinda sogulutup, siizge¢ kagidindan siiziilerek UV-goriiniir bolge
spektrofotometresinde 200-500 nm araliginda spektrumlari alindi. Ekstraksiyon igin
yeterli siirenin 30 dk oldugu anlasildi ve daha sonra en uygun sicaklik kosulunu
belirlemek igin 50 °C, 75 °C ve 100 °C’deki su banyolarinda ayn1 konsantrasyondaki
bitkinin farkli kisimlar1 30 dk ekstrakte edildi. Ekstreler sogutulduktan sonra siizgeg

kagidindan siiziiliip 200-500 nm araliginda spektrumlar1 alindi.

3.8. Antioksidan Kapasite Tayininde Kullanilan Ekstrelerin Hazirlanmasi

Achillea grandifolia bitkisinin toprak istii kisimlar1 gélgede kurutulduktan sonra
cigek, yaprak ve govde kisimlarina ayrildi ve dgiitiicii ile toz haline getirildi. Bitkinin
yaprak kismindan 36,1921 g, cicek kismindan 36,2692 g, gévde kismindan ise
35,0429 g tartildi. Bitkinin bu kisimlar1 oda sicakliginda iiger hafta boyunca arada
sirada karigtirilarak masere edildi. Daha sonra elde edilen ekstrelerin ¢oziiciileri
evaporatorde 40-50 °C’de diisiik basing altinda uguruldu. Elde edilen ekstrelerin

miktart ve verimi Tablo 3.3’te gdsterilmistir.
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Tablo 3.3 A. grandifolia bitkisinden elde edilen ekstrelerin miktarlar1 (g) ve %
verimleri

Bitki kisimlari Ekstrelerin miktarlar1 (g)  Ekstrelerin
verimleri (%)

Cigek 3,2548 8,97

Yaprak 1,9579 5,41

Govde 0,9117 2,6

3.9. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Miktarlarimin

Belirlenmesi
3.9.1 Toplam fenolik madde miktar tayini

Ekstrelerdeki toplam fenolik madde miktart Folin-Ciocalteu ayiraci (FCR)
kullanilarak tayin edildi (Oztiirk, 2008).

50-200 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden 1 mL alinarak iizerine
45 mL distile su eklendi. Bu karisima 1 mL FCR ve 3 dk sonra 3 mL % 2’lik Na,COg3
¢ozeltisinden ilave edildi. Karisim ara sira karigtirilarak oda sicakliginda 2 saat
bekletildikten sonra meydana gelen mavi rengin absorbansi referansa karsi 760

nm’de Ol¢iildii. Deney ii¢ kez tekrarlanarak absorbanslarin ortalamasi alindi.

Katesinin Folin-Ciocalteau yontemiyle hazirlanan Kkalibrasyon egrisinin

hazirlanmasi

Katesinin standart dogru denkleminin elde edilebilmesi i¢in once katesinin 100
ug/mL‘lik stok ¢ozeltisi etanol ile hazirlandi. Bu ¢6zeltinin etanol ile seyreltilmesiyle
konsantrasyonlar1 2,5, 5,0, 10, 25 ve 50 pg/mL olan standart ¢ozeltiler elde edildi.
Hazirlanan ¢ozeltilerin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteau ayiraci
kullanilarak tayin edildi. Cozeltilerin absorbanslar1 760 nm’de referansa karsi
oOlgtildii. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar1 standart katesin grafiginden
elde edilen dogru denklemi kullanilarak pg katesin esdegeri seklinde belirlendi (Sekil
3.1).
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Absorbans = 0,0081 katesin (ng) — 0,0042  (R%* 0,9993)

0.54
0.4+
0.3+
0.2+

0.1+

Absorbans(760 nm)

0.0 T T |
0 20 40 60

Konsantrasyon(ug)

Sekil 3.1 Katesinin Folin-Ciocalteau yontemiyle hazirlanan kalibrasyon egrisi

3.9.2 Toplam flavonoid miktar tayini

Bitki ekstrelerinin toplam flavonoid miktarlar1 kersetine esdeger olarak
aliminyum kloriir renk 6l¢iim yontemiyle belirlendi. Bitkinin ¢igek, yaprak ve govde
kisimlarindan 2,0 1,0 ve 0,5 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan etanol
ekstrelerinin herbirinden 0,5 mL alinarak 2 mL distile su ile karistirildi. Daha sonra
karisimin tizerine % 5,0 (a/h)’lik NaNO; ¢o6zeltisinden 0,15 mL eklendi ve bu
karisim 6 dk bekletildi. Ardindan karigimin tizerine 0,15 mL % 10’luk AICl3 ¢6zeltisi
eklendi ve 6 dk inkiibasyondan sonra karisima 2 mL % 4,0 (a/h)’lik NaOH ¢6zeltisi
ilave edildi. Son olarak karigimin toplam hacmi 5 mL’ye distile su ile tamamland1 ve
bunu takip eden 15 dk sonunda alkali ortamda pembe renkli flavonoid-aliiminyum
kompleksinin maksimum absorbans yaptigi 510 nm’de referans c¢ozeltiye karsi

absorbans degerleri olgiildii. (Samatha ve ark., 2012).

Kersetinin kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

Kersetinin kalibrasyon egrisinden dogru denkleminin elde edilebilmesi igin
oncelikle kersetinin 10 mg/mL‘lik stok ¢6zeltisi etanol ile hazirlandi. Bu ¢6zeltinin
etanol ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlart 0,125-2,0 mg/mL araligindaki ¢6zeltiler
elde edildi. Cozeltilere toplam flavonoid miktar tayin metodu uygulandiktan sonra

olusan renklerin absorbanslar1 510 nm’de referans ¢ozeltiye kars1 kaydedildi.
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Ekstrelerin toplam flavonoid miktarlar1 standart kersetin grafiginden elde edilen

asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:

Absorbans = 1,5460 kersetin (mg) + 0,2210 (R?: 0,9904)

2.01

€

c 1.54

o

i

2

2 1.01

3

2 °

@ 051

o]

< 4
0.0 T T 1

0.0 0.5 1.0 15
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Sekil 3.2 Kersetinin kalibrasyon egrisi

3.10. Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri
3.10.1 Bakur(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC)

Ekstrelerin bakir(IT) iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi Apak ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen yonteme gore yapildi (Apak ve ark., 2004).

Bir deney tiipii igerisine 10 mM bakir (II) ¢ozeltisi, 7,5 mM neokuproin (Nc)
¢ozeltisi ve 1,0 M amonyum asetat (NH;AC) tampon ¢ozeltisinden sirasiyla 1’er mL
eklendi. Uzerine 0,05; 0,10; 0,25 mg/mL konsantrasyonlardaki bitkinin cicek, yaprak
ve govdesinden 1’er mL eklendi ve 0,1 mL de EtOH (bitki ekstrelerinin hazirlandigi
¢oziicii ortami) ¢oziictisi eklendi. Toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde
hazirlandiktan sonra tiipler agz1 kapali olarak oda sicakliginda 30 dk reaksiyonun
olugmas1 i¢in bekletildi. Siiresi biten her bir 6rnegin, icerisinde bitki ekstresi yerine
EtOH igeren referans ¢ozeltiye karsi, olusan Cu(I)-Nc kelatinin renginin karakteristik

dalgaboyu olan 450 nm’de absorbanslari 6l¢iildii.
ImL Cu(ll) + ImL Nc + ImL NHsAc + 1mL bitki ekstresi + 0,1 mL EtOH

Vioplam = 4,1 mL
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Troloksun kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

Troloksun kalibrasyon egrisinden dogru denkleminin elde edilebilmesi igin
oncelikle troloksun 4,0 uM 10 mL‘lik stok ¢ozeltisi etanol ile hazirlandi. Bu
cozeltinin etanol ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 0,025-0,25 pM araligindaki
cozeltiler elde edildi. Cozeltilere CUPRAC metodu uygulandiktan sonra olusan
renklerin absorbanslar1 450 nm’de referans ¢ozeltiye karsi kaydedildi (Sekil 3.3).

Ekstrelerin CUPRAC degerleri troloks grafiginden elde edilen asagidaki esitlik

kullanilarak belirlendi:

Absorbans = 3,5858 troloks (uM) - 0,0072 (R?: 0,9994)
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Sekil 3.3 Troloksun kalibrasyon egrisi

3.10.2 Demir (111) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (FRAP)

FRAP ayiraci, 25 mL 300 mM asetat tamponu (pH 3,6), 2,5 mL TPTZ ¢ozeltisi
(10 mM TPTZ’nin 40 mM HCI’deki ¢ozeltisi) ve 2,5 mL 20 mM FeCl;.6H,0 nin
karistirilmasi ile hazirlandi ve 37 °C de 30 dk bekletildi. FRAP ayiracinin 3,8 mL ‘si,
0,5; 1,0; 2,0 mg/mL konsantrasyonlardaki bitkinin ¢icek, yaprak ve govdesinden
0,2’ser mL veya 0,2 mL askorbik asit standart1 ile karistirilarak, ekstre yerine etanol
konularak hazirlanan referansa karsi absorbans artis1 4. dakikada 593 nm’de dSlgiildii.

(Benzie ve Strain, 1996).
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FeSO,’iin kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

FeSO,4’tin dogru denkleminin elde edilebilmesi igin oncelikle FeSO4’iin 2,0 M
50 mL‘lik stok ¢ozeltisi distile suyla hazirlandi. Bu ¢ozeltinin su ile seyreltilmesiyle
konsantrasyonlari 62,5-1000 uM’lik ¢ozeltileri elde edildi. Cozeltilere FRAP metodu
uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslar1 593 nm’de referans ¢ozeltiye

kars1 kaydedildi (Sekil 3.4).

Ekstrelerin FRAP degerleri FeSO, grafiginden elde edilen asagidaki esitlik

kullanilarak belirlendi:

Absorbans = 1,675 FeSOy4 (uM) - 0,1216 (R?: 0,9983)
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Sekil 3.4 FeSO,’iin kalibrasyon egrisi
3.10.3 Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi (TEAC)

ABTS katyon radikali, 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiozin-6-sulfonik asit) amonyum
tuzu (ABTS?)’nun peroksodisiilfatla oksidasyonu sonucu meydana gelir. 7 mM
ABTS amonyum tuzu suda c¢oziildi ve 2,45 mM potasyum peroksodisiilfatla
reaksiyona sokularak hazirlanan ABTS™ stok c¢ozeltisi oda sicakliginda koyu mavi
bir renk meydana gelmesini saglamak igin 14 saat bekletildi. ABTS™ stok ¢ozeltisi,
734 nm’de absorbansi 0,702 olacak sekilde % 99’11k etanol ile seyreltilerek ABTS™

calisma ¢ozeltisi hazirlandi.

2-0,25 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden ve 1,0-0,125 mg/mL

konsantrasyonlarda etanol ile hazirlanan BHA ¢ozeltilerinden 40°ar pL alinarak, 4
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mL ABTS™ calisma c¢ozeltisi ilave edildi ve renkte meydana gelen azalma

spektrofotometrik olarak 734 nm’de etanole kars1 6. dk’da kaydedildi.

Ekstre ve standart madde yerine 40 pL etanol (% 96’lik) kullanilarak ayni
sartlarda kontrol ¢6zeltisi hazirland1 ve 734 nm’de etanole karsi absorbansi 6l¢iildii.

Deney ti¢ kez tekrarlanarak absorbanslarin ortalamasi alind1 (Wojdylo ve ark., 2007).

% ABTS radikal katyonu giderici aktivitesi asagida verilen formiil ile

hesaplanda.
% ABTS radikal katyonu giderici aktivitesi = [(Ag — A1) / Ag] % 100]
A, : Kontrol reaksiyonunun absorbansi,

A; : Bitki ekstreleri ve standart ¢ozeltilerin absorbansi

Troloks’a TEAC yontemi uygulanarak dogrusalliginin belirlenmesi

Troloksun standart dogru denkleminin eldesi i¢in Oncelikle troloks’un 10
mM’lik stok ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢o6zeltinin 75 mM’lik fosfat tamponu (pH 7,4)
ile seyreltilmesiyle 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1,0 mM konsantrasyonlardaki olan ¢ozeltiler
elde edildi. Cozeltilere TEAC deneyi uygulandiktan sonra renkte meydana gelen
azalma spektrofotometrik olarak 734 nm’de 6. dakikada 6lgtildi ve troloks’un ABTS
radikal katyonu giderici kapasite yiizdeleri hesaplandi. Deney ii¢ kez tekrarlandi ve
bulunan degerlerin ortalamalari alinarak en kiigiik kareler yontemiyle troloksun

kalibrasyon egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde edildi (Sekil 3.5).

Absorbans = 37,22 troloks (mM) + 1,66 R?: 0,9986
50~
S~
§o\° 404
S 3
= E 304
= X
R
wn =
E 3
2 a 10'
0 1 T 1
0.0 0.5 1.0 15

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.5 Troloksun kalibrasyon egrisi ve dogru denklemi
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3.10.4 DPPH (2,2—difenil-1-pikrilhidrazil) radikali giderme kapasitesinin tayini

Bitkinin ¢igek, govde ve yaprak kisimlarindan etanol ile 4,00-0,125 mg/mL
konsantrasyon araligindaki ekstreler hazirlandi. Standart ¢6zelti olarak askorbik asit
ile BHT kullanildi. Bu standart ¢ozeltilerin ise 0,5-0,025 mg/mL konsantrasyon
araligindaki ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan her bir ekstreden 0,1’er mL alinarak
iizerine 3,9 mL 6,0.10° M DPPH c¢ézeltisi ilave edildi. DPPH ¢ozeltisi ilave edilen
ekstreler ve standart ¢ozeltiler karistirildiktan sonra oda kosullarinda ve karanlikta 30
dk bekletildi. Orneklerin absorbanslar1 517 nm’de spektrofotometrede etanole kars
olgiildii. Ornek ve standart madde yerine 0,1 mL etanol kullanilarak aym sartlarda
kontrol ¢ozeltisi hazirlandi. Her bir deney ti¢ kere tekrarlandi ve absorbanslarin

ortalamasi alind1 (Padmanabhan ve Jangle, 2012).

ICs50 degeri hesaplanmadan 6nce % DPPH radikali giderme kapasitesi asagida

verilen formiil ile hesaplandi:
% DPPH Radikali Giderme Kapasitesi = [(Ao — A1) / Ag] x 100 ]
Ay : Kontrol ¢6zeltisinin absorbansi,
A1 : Bitki ekstreleri ve standart ¢ozeltilerin absorbansi

Baslangic DPPH™ derisiminde % 50 azalmaya neden olan ekstre ve standart
madde konsantrasyonu ICsg olarak tanimlanir. 1Csy degeri ¢alisilan konsantrasyonlara
kars1 % serbest radikal giderme kapasite degerlerinin grafige gecirilmesi sonucu elde

edilen dogru denklemi ile mg/mL olarak hesapland.

3.10.5 A. grandifolia bitkisinin metal kelati olusturma kapasitesinin tayini

50 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan ekstrelerden ve standart EDTA
cozeltisinden 200’er puL bir deney tiipii igerisine alindi, tizerine 50 pL FeCl, (2 mM)
¢ozeltisi ve 350 pL distile su ilave edildi. Son hacim 4 mL olacak sekilde etanol ilave
edildi. Daha sonra 200 pL ferrozin (5 mM) ¢ozeltisi eklenerek 30 s vorteksde
karistirildi ve reaksiyonun tamamlanmasi i¢in oda sicakliginda 10 dk bekletildi.
Siiresi dolan ¢o6zeltilerin 562 nm’deki absorbansi1 6rnek hari¢ geriye kalan ¢ozeltiden
(50 uL FeCly, 350 uL distile su, 3400 uL etanol, 200 pL ferrozin) olusan referansa
kars1 kaydedildi. Kontrol ¢6zeltisinin absorbansi ise O0rnegi igermeyen karisimin

etanole kars1 gdsterdigi absorbans degeri olarak kaydedildi (Bakir ve Ozmen, 2012).
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Ferrozin—Fe?* kompleksi olusumunu engelleme yiizdeleri asagidaki formiile gore

hesaplanacaktir.
% Kelatlama aktivitesi = [(Ao — A1)/Ao] x 100 ]

Ay : Kontrol reaksiyonunun absorbansi,

A1 : Bitki ekstreleri ve standart ¢ozeltilerin absorbansi
3.10.6 Istatistiksel hesaplamalar

Calisma sonucunda elde edilen veriler ii¢ paralel testin ortalamasi =+ standart
sapmasi olarak verildi. En kii¢lik kareler yonteminin kullanildig1 dogrusal regresyon
analizi egim, intersept ve korelasyon katsayilarinin kareleri ile degerlendirildi. Bu

islemler i¢in Microsoft Excel ve Graphpad Prism 5 programlarindan yararlanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Standart Maddelerin HPLC Kromatogramlari ve Spektrumlar:

Biitiin standart maddeler metanol/su (2:1) ¢ozeltisinde ¢oziilerek, 1,0/0,45 pm’lik
enjektor uclu mikro filtreden siiziildi ve HPLC’de analiz edildi. Asagida

standartlarin kromatogramlar1 ve spektrumlari verilmistir.

DaD1 G, Sig=350,4 Ref=off OUYGUDUY0O0063 0
maL ]
an ]
60 kersetagetin 3,6-dimetileter
[}
] &
40 o
1 [}
EU—_
L L A | — - - 1 - T - T T T T 1
0 10 20 30 40 mi

Sekil 4.1 Kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin kromatogrami

DADL, 25.658 (178 mAU, - ) of DUY00069.D

mAU
160 =
140 -
120 -
100 -
80
60 -
40 -
20 -
0-

‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
200 300 400 500 600 700 nn

Sekil 4.2 Kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin spektrumu
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Sekil 4.3 Salisilik asit standartinin kromatogrami
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Sekil 4.4 Salisilik asit standartinin spektrumu
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Sekil 4.5 Luteolin-7-O-glikozit standartinin kromatogrami
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Sekil 4.6 Luteolin-7-O-glikozit standartinin spektrumu

53



mAU

1350nm,4nm (1.00)

250 |
200
150

100 |

11.235

[
10.0

T
15.0

I
20.0

T
25.0

Sekil 4.7 Klorojenik asit standartinin kromatogrami
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Sekil 4.8 Klorojenik asit standartinin spektrumu

54

nm



mAU
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Sekil 4.9
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Rutin standartinin kromatogrami
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Sekil 4.10 Rutin standartinin spektrumu
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Sekil 4.11 Kersetin standartinin kromatogrami
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Sekil 4.12 Kersetin standartinin spektrumu
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Sekil 4.13 Luteolin standartinin kromatogrami
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Sekil 4.14 Luteolin standartinin spektrumu
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Sekil 4.15 Kafeik asit standartinin kromatogrami
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Sekil 4.16 Kafeik asit standartinin spektrumu
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4.2. A. grandifolia Bitkisinin Farkh Kisimlarinin I¢erdigi Fenolik Bilesiklerin
HPLC-DAD Sistemiyle Kalitatif Analizi

Bitkinin yapraklari, govdesi ve ¢igek kisimlari ayrildi ve bir 6giitiicii ile ince toz

haline gelinceye kadar 6giitiildii.

4.2.1 Bitkinin govde, yaprak ve c¢icek kismimin hizlandirilmis ¢oziicii
ekstraksiyonu (ASE) yontemiyle hazirlannms metanol ekstrelerinin HPLC

sonuclari

Bitkinin 6giitiilmis ¢igek, yaprak ve govde kisimlarindan 0,5 g tartildi ve
tizerine 0,5 g diatom toprak eklenip karistirilarak filtre kagidina sarildi, ekstraksiyon
hiicresine yerlestirildi. Bitkinin farkli kisimlar1 ASE’de metanol ile 40 °C’de 3 kez
ekstrakte edildi. Elde edilen ekstreler doner buharlastiricida uguruldu ve geriye kalan
artiklar ise metanol/su (2:1) ¢ozeltisinde ¢oziildii ve 1,0/0,45 um’lik enjektor uglu
mikro filtreden gegirilerek HPLC’de analiz edildi. Bitkinin sirasiyla gévde, yaprak
ve ¢icek kisimlarindan hazirlanan metanol  ekstrelerinin @ 350 nm’deki
kromatogramlar1 ve bu kromatogramlardaki piklere ait spektrumlar ile standart

maddelerin spektrumlarinin karsilastirilmasi verilmistir (Sekil 4.17-4.26).
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Sekil 4.17 Bitkinin gdvdesinden ASE yontemiyle hazirlanan MeOH ekstresinin
kromatogrami
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Sekil 4.18 ‘tr: 11,169 (govde); ‘klorojenik asit standartinin spektrumu
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Sekil 4.19 Bitkinin yapragindan ASE yontemiyle hazirlanan MeOH ekstresinin
kromatogrami
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Sekil 4.20 ‘tr: 11,173 (yaprak); :klorojenik asit standartinin spektrumu
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Sekil 4.21 Bitkinin ¢i¢eginden ASE yontemiyle hazirlanan MeOH ekstresinin
kromatogrami
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Sekil 4.22 ‘tr: 11,231 (gigek); ‘klorojenik asit standartinin spektrumu

mAU
250 ] 16.45/ 1.00 0.8764
4 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\rutinsonn.jcm/ 0.30

150

100

Sekil 4.23 ‘tr: 16,448 (gigek); ‘rutin standartinin spektrumu
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Sekil 4.24 'tr:17,323(cicek); ‘luteolin-7-O-glikozit standartinin spektrumu
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Sekil 4.25 'tr:24,212(¢igek); ‘luteolin standartinin spektrumu
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Sekil 4.26 '1r:24,984 (¢igek); ‘kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin
spektrumu
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4.2.2 Bitkinin yapragindan soxhlet aparati ile hazirlanan etanol ekstresinin

HPLC sonuclar

Bitkinin ogiitiilmiis yaprak kismindan 1,0 g tartilip etanol ile soxhlet aparati
kullanilarak 85-90 °C araliginda yaklasik 7 sa boyunca ekstrakte edildi. Elde edilen
ekstrenin ¢6ziiciisii evaporatérde uguruldu ve geriye kalan artik ise metanol/su (2:1)
¢ozeltisinde ¢ozildi, 1,0/0,45 pum’lik enjektor uglu mikro filtreden gegirilerek
HPLC’de analiz edildi. Bitkinin yapragindan elde edilen etanol ekstresinin
kromatogrami1 ve bu kromatogramdaki piklere ait spektrumlar ile standart maddelerin

spektrumlarinin karsilastirilmasi asagidaki sekillerde verilmistir.
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Sekil 4.27 Bitkinin yapragindan soxhlet aparati kullanilarak hazirlanan EtOH
ekstresinin kromatogrami
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Sekil 4.28 ‘tr: 11,192 (yaprak); ‘klorojenik asit standartinin spektrumu
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Sekil 4.29 ‘tr: 16,435 (yaprak); ‘rutin standartinin spektrumu

mLl

124.99/1.00

520

[
o
e

e e T B e A B B e e e L e e e e N L S m
200 =00 400 00 &00 T00 nm

Sekil 4.30 'tr:24,988(yaprak); ‘kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin
spektrumu

4.2.3 Bitkinin cicek, yaprak ve govde kisimlarindan soxhlet aparati ile

hazirlanan etil asetat ekstresinin HPLC sonuclari

Bitkinin 6giitiilmiis ¢igek, yaprak ve govde kisimlarindan 1,0’er g tartildi ve etil
asetat (EtOAC) ile soxhlet aparati kullanilarak ekstrakte edildi. Elde edilen ekstreler
evaporatorde uguruldu ve geriye kalan artiklar ise metanol/su (2:1) ¢ozeltisinde
¢ozildi ve 1,0/0,45 pm’lik enjektor uglu mikro filtreden gegirilerek HPLC’de analiz
edildi. Bitkinin sirasiyla, yaprak, ¢igek ve govde kisimlarinin etil asetat ile hazirlanan
ekstraksiyonlar1 sonucu elde edilen ekstrelerin kromatogramlart ve bu
kromatogramlardaki piklere ait spektrumlar ile standart maddelerin spektrumlarinin

karsilagtirilmasi asagidaki Sekil 4.31-4.44°de verilmistir.
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Sekil 4.31 Bitkinin yapragindan soxhlet aparati kullanilarak hazirlanan EtOAc
ekstresinin kromatogrami
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Sekil 4.33 ‘tr: 12,239 (yaprak); ‘kafeik asit standartinin spektrumu

65



mAU
3500 ].24.28/ 1.00 0.9582
1€ :\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\kersetin.jcm/ 1.24

2000
1500 | |

10003

620

L L
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4.34 ‘tr: 24,279 (yaprak); :kersetin standartinin spektrumu
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Sekil 4.35 ‘tr: 25,005(yaprak); ‘kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin
spektrumu
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Sekil 4.36 Bitkinin ¢i¢eginden soxhlet aparati kullanilarak hazirlanan EtOAc
ekstresinin kromatogrami
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mAU

7111.18/ 1.00 0.9196
1500 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\klorojenik asit.jcm/ 0.65
1250{‘
1000{‘
750
500
250

] g g

0 © ~
2(‘)0‘ ‘30‘0‘ ‘40‘0‘ ‘5(‘)0‘ ‘60‘0‘ ‘760‘ —
Sekil 4.37 'tr:11,176 (cigek); ‘klorojenik asit standartinin spektrumu

mAU
112.54/ 1.00 0.9418
2500 "] C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\kaf eik asit sey...jcm/ 1.25

1500 |

2 a0 a0 s & w0 m
Sekil 4.38 'tr:12,539 (¢igek); ‘kafeik asit standartinin spektrumu

mAU
~17.29/ 1.00 0.9328
F:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\Luteolin-7-O-glikozit.jcm/ 12.91

k | O O O O | O O O O | O O O O | O O O O | O O O O | O O O O |
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4.39 'tr:17,288(¢icek); ‘luteolin-7-O-glikozit standartinin spektrumu

67



mAU

124.22/ 1.00 0.9781

491

:@ ‘\LabSolutions\Data\duy gu\D OKTORA\luteolinSON.jcm/ 10.65

622

Sekil 4.40 ‘tr: 24,221(¢igek);

(R R e B
700 nm

‘luteolin standartinin spektrumu

mAU
] %.98/ 1.00
[~

3500
3000

2500/ |

Sekil 4.41 :
spektrumu

mAU

: 24,983(¢icek); . kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin

550 {BOOnmAnm (1.00)

11.363

19.049

Sekil 4.42 Bitkinin goévdesinden soxhlet aparati kullanilarak hazirlanan EtOAc

ekstresinin kromatogrami
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mMA

U
111.36/ 1.00 0.9210

1507—'1(::\LabSqunons\Data\duygu\DOKTORA\horOJemk asit.jcm/ 0.06
125
100
75
50
25
i o o o .
0; = 0 © ﬂj\,_,—ﬂm_ﬁ
200 300 w0 500 60 70  m
Sekil 4.43 ‘tr: 11,363(govde); : klorojenik asit standartinin spektrumu
mAU
{22.11/ 1.00 0.9251
*uC)?:\LabSqutions\Data\duy gu\DOKTORA\salisilik asit.jcm/ 0.07

150 4|8

— . —
200 300 a0 500 600 700 nm
Sekil 4.44 ‘tr: 22,104 (govde); - salisilik asit standartinin spektrumu

4.2.4 Bitkinin cicek, yaprak ve govde kisimlarindan ASE ile hazirlanan etanol

ekstrelerinin HPLC sonuglar:

Bitkinin 6giitiilmiis ¢igek, yaprak ve gdvde kisimlar etanol ile ASE’de 40 °C’de

3 kez ard arda ekstrakte edildi. Elde edilen ekstreler evaporatorde uguruldu ve geriye

kalan artiklar ise metanol/su (2:1) ¢ozeltisinde ¢oziildii ve 1,0/0,45 um’lik enjektor

uclu mikro filtreden gegirilerek HPLC’de analiz edildi. Bitkinin sirasiyla govde,

yaprak ve c¢icek kisimlarindan ASE kullanilarak hazirlanan etanol ekstrelerinin

kromatogramlar1 ve bu kromatogramlardaki piklere ait spektrumlar ile standart

maddelerin spektrumlarinin karsilastirilmasi asagidaki sekillerde verilmistir.
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mAU
450 —1350nm, 4nm (1.00)

18.636

i
8
11.064

12.801

g
2.515

- 28.194

O S T T B B B By By B
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25, 30.0 35.0 40.0 min

Sekil 4.45 Bitkinin govdesinden ASE kullanilarak hazirlanan EtOH ekstresinin
kromatogrami

mAU
11.07/ 1.00 0.9643
1 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\klorojenik asit.jcm/ 0.45
1000 —
750+
500
250
1 o o~
4 ot ~N
0 [ %) ~
200 300 400 500 600 700 nm
Sekil 4.46 ‘tr: 11,064 (govde); : klorojenik asit standartinin spektrumu

mAU
417.22/ 1.00 0.9552
600 (;:\LabSqutions\Data\duygu\DOKTORA\Luteolin—?—O—inkozit.jcm/ 2.86

658

Sekil 4.47 tre 17,216 (gbvde); ‘luteolin-7-O-glikozit  standartinin
spektrumu
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mAU
1350nm,4nm (1.00)

~ [T}
4507 3 S
400 & S
350
300
250 o
1 © < ~
© o o
200 o q =1
1 < < o
1 [N ‘v D o R
150 ] = | S8 l
] = ‘u ‘ S5 “'
100 | | 18 I
: | e ol S ‘H W R
1 ‘\ - IS ot ‘ ®
50-] o NIREK | il
] — S Ul I
1 VJ NN R R’V\WMJU ‘.f;
o SR AP,
T o T R B AR B oy e e
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Sekil 4.48 Bitkinin yapragindan ASE kullanilarak hazirlanan EtOH ekstresinin
kromatogrami

mAU
2000 {11,16/.1:00.0:9571
1 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\Klorojenik asit.jcm/ 0.80
1750

1250—?
1000

750

432
620
758

Sekil 4.49 ‘tr: 11,162 (yaprak); : klorojenik asit standartinin spektrumu

mAU
2250 124.21/ 1.00 0.8207

1 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\kersetinson.jcm/ 20.34

2000{“‘

1750 -
1500
1250 -

1000 4}

Sekil 4.50 ‘tr: 24,214 (yaprak); : kersetin standartinin spektrumu
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mAU
+24.97/ 1.00
o

2 ]
200 300 400 500 600 700 nm
Sekil 4.51 ‘tr: 24,214 (yaprak); . kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin
spektrumu
mAU
1350nm,4nm (1.00) >
R <
600 0
00
200
%0- S o
200 4 %‘% &
100 @ TN S
] [ &= W 3
Og_L_A—J\_,J‘ \\’—‘R—;/\NA\,R’/
'1007\““\HH\HH\HH\HH\‘H‘\HH\HH\HH_\
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Sekil 4.52 Bitkinin ¢igeginden ASE kullanilarak hazirlanan EtOH ekstresinin
kromatogrami

mAU
111.14/ 1.00 0.9348

1000; C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\klorojenik asit.jcm/ 0.44

- | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I |
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4.53 ‘tr: 11,138 (gigek); - klorojenik asit standartinin spektrumu
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mAU

116.83/ 1.00 0.9765

30007—S(‘Z:\LabSqutions\Data\duygu\DOKTORA\rutinson.jcm/ 1.38

2500 7 \

20007

1500—?

o

-
200 %0 40  s0  eo 70  m

Sekil 4.54 ‘tr: 16,831 (gigek); : rutin standartinin spektrumu

mAU

3000 ] 17-33/1.00 0.9629

"] C:\LabSolutions\Data\duy gu\D OKTORA\Luteolin-7-O-glikozit.jcm/ 13.78

200 300 400 500 600 700 nm
Sekil 4.55 ‘trt 17,328  (cicek); ‘luteolin-7-O-glikozit  standartinin
spektrumu

mAU

124.26/ 1.00 0.9533
{C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\luteolinSON.jcm/ 8.52

L L |
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4.56 ‘tr: 24,263 (gigek); . luteolin standartinin spektrumu

73



mAU
{g5.097 1.00
3500 -

200 300 400 500 600 700 nm
Sekil 4.57 ‘tr: 25,093 (gigek); ‘kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin
spektrumu

4.2.5 Bitkinin cicek, yaprak ve govde kisimlarindan maserasyon yontemiyle

hazirlanan etanol ekstrelerinin HPLC sonuglari

Bitkinin o6gitilmis ¢icek, yaprak ve govde kisimlari etanol ile tger hafta
boyunca ¢oziiciileri renksiz hale gelinceye kadar maserasyona birakildi. Elde edilen
ekstrelerin ¢oziictileri siiziildiikten sonra evaporatérde uguruldu ve kalintt metanol/su
(2:1) cozeltisinde c¢oziildi ve 1,0/0,45 pm’lik enjektér uglu mikro filtreden
gecirilerek HPLC’de analiz edildi. Bitkinin sirasiyla yaprak, ¢icek ve govde
kisimlarmin etanol ekstrelerinin kromatogramlari ve bu kromatogramlardaki piklere
ait spektrumlar ile standart maddelerin spektrumlarinin karsilastirilmas: agagidaki

Sekil 4.58-4.69°da verilmistir.

mAU

700 {350nm,4nm (1.00)

18.668

Sekil 4.58 Bitkinin yapragindan maserasyon yontemiyle hazirlanan EtOH ekstresinin
kromatogrami
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mAU
111.08/ 1.00 0.9829
1 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\Klorojenik asit.jcm/ 0.98

2250
2000
1750 7‘

1500

Sekil 4.59 ‘tr: 11,076 (yaprak); - klorojenik asit standartinin spektrumu

mAU
1000 ] 24.20/ 1.00 0.9357
] (‘::\LabSqutions\Data\duygu\DOKTORA\kersetinson.jcm/ 8.98

Sekil 4.60 ‘tr: 24,204 (yaprak); : kersetin standartinin spektrumu

maLl
225D—E 24 96/ 1.00
2DDD—E
1?50—E|
1SDDé
1250—5 |
1DDD—§
?SD—f
SDDE

230-1

347

=
od
fix]}

544
556

o

e T B e e e e o e L s B e e L e e e e e e
200 300 400 200 GO0 Foo nm

Sekil 4.61 ‘tr: 24,958 (yaprak); . kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin
spektrumu
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mAU
1350nm,4nm (1.00) ~
500 §
400
™
300 | Q ~
~ ©
- o
! \ ‘ — ﬁ
200 N “ )
<
S 7
4 —
100 KN ‘ Jo o
j 3 ‘ QL ©
I |0 5 R
I 28 | = RS RS
ol Se o MWV N
| | | | ' | | | |
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 400  min

Sekil 4.62 Bitkinin ¢iceginden maserasyon yontemiyle hazirlanan EtOH ekstresinin
kromatogrami

mAU
111.07/ 1.00 0.9749
1 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\klorojenik asit.jcm/ 0.30

200 300 400 500 600 700 s }1m
Sekil 4.63 ‘tr: 11,072 (gigek); : klorojenik asit standartinin spektrumu
mAU

2500 | 17.23/ 1.00 0.9897
4 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\Luteolin-7-O-glikozit.jcm/ 11.32
N

200 300 400 500 600 700 nm
Sekil 4.64 tre 17,233 (gigek); ‘luteolin-7-O-glikozit  standartinin
spektrumu
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mAU
124.15/ 1.00 0.9504
1250 ] C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\luteolin sey..jcm/ 0.57

1000 |

k | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I |
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4.65 ‘tr: 24,147 (gigek); ‘luteolin standartinin spektrumu

mAU
2250,: 24.97/ 1.00

Sekil 4.66 ‘tr: 24,972 (¢igek); ‘kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin
spektrumu

mAU
1350nm,4nm (1.00)
200

18.677

175
150 ]
125
100

75

19.677

] o
50 o
1 N
25-] S
] @
1 o
0

Sekil 4.67 Bitkinin gdvdesinden maserasyon yontemiyle hazirlanan EtOH ekstresinin
kromatogrami
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mAU
411.07/ 1.00 0.9458
1 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\klorojenik asit.jcm/ 0.14

658

200 300 400 500 600 700 nm
Sekil 4.68 ‘tr: 11,069 (govde); : klorojenik asit standartinin spektrumu
mAU

117.24/ 1.00 0.9773
400’: C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\Luteolin-7-O-glikozit.jcm/ 1.86

200 300 400 500 600 700 nm
Sekil 4.69 ‘tr: 17,241 (govde); :luteolin-7-O-glikozit  standartinin
spektrumu

4.2.6 Bitkinin c¢icek, yaprak ve govde kisimlarindan soxhlet ile hazirlanan

aseton ekstrelerinin HPLC sonugclar:

Bitkinin ogiitiilmiis ¢igek, yaprak ve govdesinin 1’er gramlik kisimlari tartilds,
aseton ile soxhlet aparati kullanilarak ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrelerin
¢oziiciileri evaporatorde uguruldu ve ekstreler metanol/su (2:1) ¢ozeltisinde ¢oziildii,
1,0/0,45 pum’lik enjektdr uclu mikro filtreden gecirilerek HPLC’de analiz edildi.
Bitkinin sirasiyla ¢igek, yaprak ve govde kisimlarindan hazirlanan aseton
ekstrelerinin kromatogramlar1 ve bu kromatogramlardaki piklere ait spektrumlar ile
standart maddelerin spektrumlarnin karsilastirilmas: asagidaki Sekil 4.70-4.80’de

verilmisgtir.
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mAU

100 _/350nm,4nm (1.00) <
1 ©
@
i
o
] N
75+ ~
| |
%] Q¢
o
] 0 P?\’@'n
i « | o
o ‘ es)
25 o o ‘ 3 ; 213
1 © % RERN SIS
28 | ~00
=@ | & WL o
rH N | \ ‘ N /\
1 [ = “\/\J \ | \
0 |UJV___,\4‘\J\.,_J\‘ e \/
T A

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min
Sekil 4.70 Bitkinin ¢igeginden soxhlet kullanilarak hazirlanan aseton ekstresinin
kromatogrami

mAU
{11.06/ 1.00 0.8962
1 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\klorojenik asit.jcm/ 0.05

100

200 300 200 500 600 700 m
Sekil 4.71 ‘tr: 11,060 (gigek); : klorojenik asit standartinin spektrumu

mAU
{12.38/ 1.00 0.8547
100+ C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\kaf eik asit sey...jcm/ 0.05

20 0 40 0 60 70
Sekil 4.72 ‘tr: 12,388 (¢igek); : kafeik asit standartinin spektrumu
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mAU
]17.25/ 1.00 0.9589
1C:\LabSolutions\Data\duy gu\D OKTORA\Luteolin-7-O-glikozit.jcm/ 2.53

N S m
Sekil 4.73 tr:17,249  (¢igek); :luteolin-7-O-glikozit  standartinin
spektrumu
mAU
4501 24.12/ 1.00 0.9328
jC:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORAI\luteolin sey..jcm/ 0.20
400 |
1|
2 w0 w0 so | o | 10 m
Sekil 4.74 'tr:24,123 (¢igek); ‘luteolin standartinin spektrumu
mAU
50024.95/ 1.00
o
200 300 w00 500 600 700 m
Sekil 4.75 '1r:24,946 (¢igek); ‘kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin

spektrumu
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mAU

35-1350nm,4nm (1.00) )
] S
1 < <
30f ~ g
1 e
1 (30
25 \
] N
] N S
20+ 5 S
] F' 8 |
15 = & |
1 N 5
] ‘ |~ g ©
104 3 ‘\ & p
] S ~ \ V) ‘ ‘ M/MJ\\J‘ ﬂ\ Hm
. 0 33 a3 |V \ I
51 o S8 = W il
1 B REPN (I \ ‘ MU
i L N
ot— S MW
0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 400  min

Sekil 4.76 Bitkinin yapragindan soxhlet kullanilarak hazirlanan aseton ekstresinin
kromatogrami

mAU
411.04/ 1.00 0.9648
90 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\sey .klorojenik asit.jcm/ 0.58

‘ 600 700 m
Sekil 4.77 ‘tr: 11,037 (yaprak); - klorojenik asit standartinin spektrumu

mAU
124.17/ 1.00 0.9500
1 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\kersetinson.jcm/ 2.77

Sekil 4.78 ‘tr: 24,167 (yaprak); : kersetin standartinin spektrumu
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mAU
40072492/ 1.00

B x| o sk e e m
Sekil 4.79 ‘tr: 24,923 (yaprak); ‘kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin
spektrumu

AL

g —F50nm dnm (1,007
25 §
20
15
10 L
] ” klorojendk asit
N EE E @ 5

0.0 4.0 0.0 15.0 200 250 0.0 20 40.0 min

Sekil 4.80 Bitkinin govdesinden soxhlet kullanilarak hazirlanan aseton ekstresinin
kromatogrami

4.2.7 A. grandifolia bitkisinin hidrolizi ve HPLC sonuclar:

Bitkinin c¢icek, yaprak ve govdesinin 1’er gramlik kisimlari tartildi ve bu
kisimlar1 0,1 M 100 mL HCI ile hem oda sicakliginda hem de 60 °C de 30 dk
boyunca ekstrakte edildi. Aynm islemler 1,2 M HCI ile de yapildi. Ayrica bitki
metanollii ortamda da hidroliz edildi; bunun i¢in 1’er gramlik bitkinin farkli kisimlari
son derisimi % 95 metanol 1,2 M HCl olacak sekilde oda sicakliginda ve 60 °C’de 30
dk boyunca ekstrakte edildi. Elde edilen hidrolizatlar su buharinda kapsiilde
ucuruldu. Geriye kalan kalinti metanol/su (2:1) ¢ozeltisinde ¢oziildi ve 1,0/0,45

pm’lik enjektor uclu filtreden gecirilerek HPLC’de analiz edildi.
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0,1 M ve 1,2 M HCI ile hidroliz edilmis bitkinin farkli kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin HPLC ile yapilan analizi sonucu elde edilen kromatogramlar1 ve bu
kromatogramlardaki piklere ait spektrumlar ile standart maddelerin spektrumlarinin
karsilastirilmas1 asagidaki sekillerde verilmistir. Ayrica bu ¢alismada bitkinin farkl
kisimlarindan elde edilen hidrolizatlarda 8,73. ve 6,33. dk’larda iki pik tespit edilmis
fakat yapilart belirlenememistir. 8,73. dk’da gelen pikin bir fenolik asit tiirevi oldugu

distiniilmektedir.

mAU
1350nm,4nm (1.00)
1500

19.686

18.707

1250

24.188

25.843

£24.986

~26.14

Sekil 4.81 0,1 M HCI (60 °C) ile bitkinin ¢icek kismindan elde edilen hidrolizatin
kromatogrami

mAU
141.17/ 1.00 0.8963
1& \LabSolutions\Data\duy gu\D OKTORA\klorojenik asit.jcm/ 1.47

655

S
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4.82 ‘tr: 11,172 (gigek); - klorojenik asit standartinin spektrumu
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mAU
»r12.57/ 1.00 0.9075

PC:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\kaf eik asit sey...jcm/ 1.29

& e ‘400 s00  e0 700  mm
Sekil 4.83 ‘tr: 12,568 (gigek); : kafeik asit standartinin spektrumu
mAU
124.18/ 1.00 0.9949
1 8:\LabSqutions\Data\duygu\DOKTORA\IuteoIin.jcm/ 1.10
3500 -
2 a0 w0 s0 e 70  m
Sekil 4.84 'tr:24,188 (¢igek); ‘luteolin standartinin spektrumu
mAU
[350nm,4nm (1.00)
300 “l\
)
0 N
] [ ‘H
0 | F
‘ [
| P
h M | (“\
7 H “ | A “} \
0] ‘ 1 N N “ ”\/J“WJW \
LSt N |
0,4)}“‘_/\/‘
_50\ [ | | | | |
0.0 50 10.0

Sekil 4.85 1,2 M HCI (60 °C) ile bitkinin ¢icek kismindan elde edilen hidrolizatin
kromatogrami
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mAU
[350nm,4nm (1.00)

175+ ‘
150
125+

100

75+

ol |

,
Y Al [ \
“ IR WML,
25 w‘ ;U‘V\V “
I
74/\0\_/\_/\/

0

_25,
0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Sekil 4.86 0,1 M HCI (60 °C) ile bitkinin yaprak kismindan elde edilen hidrolizatin
kromatogrami

mAU
3500 | 41.18/ 1.00 0.9086
iﬁ‘:\LabSqutions\Data\duy gu\DOKTORA\klorojenik asit.jcm/ 1.41

3000

2500

672

200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4.87 ‘tr: 11,180 (gicek); : klorojenik asit standartinin spektrumu

mAU
125 -{350nm,4nm (1.00)
100+

75+

Sekil 4.88 1,2 M HCI (60 °C) ile bitkinin yaprak kismimndan elde edilen hidrolizatin
kromatogrami
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mAU
7350nm,4nm (1.00)
100;
75;
o |
| |
25-] | ] N \
] ‘ \‘h\'\/“\’\ﬁ/\/\/\,\J N
] ‘\\\/W
i |
of /1
L By B By B By B By B B B Bt
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Sekil 4.89 0,1 M HCI (60 °C) ile bitkinin gévde kismindan elde edilen hidrolizatin
kromatogrami

mAU
1350nm,4nm (1.00)

175 ‘
150 ‘
125

100 ‘
1 I

‘ "\
75 “, H “ |
| I N

A

507 l\ I W m‘\‘\ .
L | Vet Uiy
25—: ‘\‘ Iy v
0,:4,_/‘\\1’\—/‘—/‘/
-25-]
oo so 1o 150 200 280 300 330 400  min

Sekil 4.90 1,2 M HCI (60 °C) ile bitkinin yaprak kismindan elde edilen hidrolizatin
kromatogrami
mAU

18.73/ 1.00 0.9677
2250 - C:\LabSolutions\Data\duy gu\\DOKTORA\kafeik asit sey...jcm/ 1.17

1750

666

L e T e e
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4.91 ‘tr: 8,73 (cigek); . kafeik asit standartinin spektrumu
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4.3. A. grandifolia Bitkisinin Icerdigi Boyarmaddelerin Ekstraksiyonu I¢in

Gerekli Kosullarin Spektrofotometrik Olarak Incelenmesi

Bolim 3.7°de anlatildigr gibi hazirlanan tim 6rneklerin spektrumlart 200-500
nm araliginda alindi ve maksimum absorbansin gerceklestigi dalga boyu olan 319
nm’de Olgiilen absorbans degerleri incelendiginde bitkinin ¢igek, yaprak ve
govdesiyle farkli siirelerde yapilan denemelerde en uygun ekstraksiyon siiresinin 30
dk oldugu goriildii. Ayrica yine 319 nm’deki absorbanslar incelendiginde boyama
banyosu i¢in en uygun sicakligin 100 °C’de oldugu anlasildi ve bdylelikle boyama
banyosunun sicakligi ve siiresi tespit edildi. 319 nm’de sicaklik ve zamana karsi
kaydedilen absorbans degerleri Tablo 4.1 ile 4.2°de ve Sekil 4.92-4.97°de verilmistir.

Tablo 4.1 Bitkinin ekstraksiyonu igin gerekli siirenin belirlenmesi

Zaman(dk) 10 15 30 45

Cicek 0,469 0,513 0,543 0,423
Yaprak 0,617 0,509 0,692 0,491
Govde 0,372 0,338 0,570 0,535

Tablo 4.2 Bitkinin ekstraksiyonu i¢in uygun sicakligin belirlenmesi

Sicakhk (°C) Cicek  Yaprak Govde

50 0,414 0,505 0,468
75 0,374 0,617 0,479
100 0,543 0,692 0,570

87



Abs.

1.000 -

0,285 . .
200,00 200,00 400,00 500,00

Sekil 4.92 A.grandifolia bitkisinin yapraklariyla yapilan ekstraksiyon islemi i¢in en
uygun siirenin belirlenmesi amaciyla 5-45 dk siirelerle 100 °C’deki su banyosunda
bekletilen ekstrenin spektrumu

Abs.

1,000 -

0.000

0,285
200,00 200,00 400,00 500,00
nm

Sekil 4.93 A.grandifolia bitkisinin govdesiyle yapilan ekstraksiyon islemi igin en
uygun siirenin belirlenmesi amaciyla 5-45 dk siirelerle 100 °C’deki su banyosunda
bekletilen ekstrenin spektrumu

88



Abs

1.000

0,000

0,285
200,00 200,00 400,00 500,00
nm.

Sekil 4.94 A.grandifolia bitkisinin ¢igcek kismiyla yapilan ekstraksiyon iglemi i¢in en
uygun siirenin belirlenmesi amaciyla 5-45 dk siirelerle 100 °C’deki su banyosunda
bekletilen ekstrenin spektrumu

Abs

1.000 -

0.000

-0.285 L
200,00 300,00 400,00 500,00
nm.

Sekil 4.95 A. grandifolia bitkisinin ¢igek kismiyla yapilan ekstraksiyon islemi igin en
uygun sicakligin belirlenmesi amaciyla 50-100 °C’deki su banyosunda 30 dk
bekletilen ekstrenin spektrumu
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Abs.

1.000

0,000

0,285 L
200,00 200,00 400,00 500,00
nm

Sekil 4.96 A.grandifolia bitkisinin yaprak kismiyla yapilan ekstraksiyon islemi igin
en uygun sicakhigin belirlenmesi amaciyla 50-100 °C’deki su banyosunda 30 dk
bekletilen ekstrenin spektrumu

3,350

Abs.

1.000 -

200,00 4000 50000
m

Sekil 4.97 A.grandifolia bitkisinin gévde kismiyla yapilan ekstraksiyon islemi igin
en uygun sicakhigin belirlenmesi amaciyla 50-100 °C’deki su banyosunda 30 dk
bekletilen ekstrenin spektrumu

4.3.1 A. grandifolia bitkisi ile direkt dogal yiin boyama islemi

Bolim 3.7°de anlatildign tizere spektrofotometrik olarak kosullari belirlenen
boyama banyosunda dogal yiin boyama islemi gergeklestirildi. Bunun i¢in 1,0 g yiin
tartild1 ve iizerine bitkinin ¢icek, yaprak ve govde kisimlarindan 2,0 g ilave edilerek
100 °C’deki su banyosunda 30 dk boyunca ara sira karistirilarak boyama yapildi.
Boyanmis yiinler iyice yikanarak golgede kurutuldu.
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4.4. Bitkiyle Boyanmus Yiinden Ekstre Edilen Boyarmaddelerin HPLC ile
Analizi

4.4.1 Boyarmaddelerin yiinden ekstre edilebilmesi icin gerekli zamanin
kromatografik olarak belirlenmesi

Bitkinin c¢igegi, yapragi ve govdesiyle boyanmis yiin drneklerinden 0,2 g tartildi
ve agzi kapakli bir deney tiipline alindi, iizerine 2 mL dimetilformamid (DMF)
eklenip 1 dakika vortekste karistirildi ve 100 °C’deki su banyosunda 5, 15 ve 30 dk
boyunca ekstrakte edildi. Daha sonra ekstreler sogutuldu ve 1,0/0,45 pm’lik enjektor
uclu filtreden gegirilerek 20 ul’leri HPLC’ye enjekte edildi. 5 dk sonucunda elde
edilen DMF ekstresinin HPLC analizi incelendiginde tanimlanabilecek miktarda bir
pikin olmadig1 goriildii ve bunun {izerine, 15 ve 30 dk siireli ekstreler licer kez
HPLC’ye enjekte edilerek bitkinin farkli kisimlarinda bulunan boyarmaddelerin bu
siirelerde gostedigi pik alanlarinin ortalamalar1 g6z Oniine alinarak bir tablo
olusturuldu. Tablo 4.3’¢ gore, bitkinin ¢icek ve gdovde kisimlari igin en uygun
boyarmadde ekstraksiyon siiresinin 15 dakika; yaprak kismi igin ise 30 dakika
oldugu belirlendi. Bu ekstraksiyon siireleri goz Oniine alinarak bitkide bulunan
boyarmaddeler HPLC ile tanimlandi ve daha sonra boyarmaddelerin kantitatif
analizleri yapildu.

Tablo 4.3 Bitkide bulunan boyarmaddelerin yiin {izerinden ekstraksiyonu i¢in gerekli
siirenin belirlenmesi

Boyarmaddeler | Cicek ( A) Yaprak (A) Govde(A)
15 dk 30 dk 15 dk 30 dk 15 dk 30dk
Rutin 335991 | 310909 65040 74814
Luteolin-7-O- 4346666 | 4023432 | 224481 241638 87112 86529
glikozit
Luteolin 7345191 | 6389455
Kersetin 1250520 | 1276682
Kafeik asit 160039 172602
Klorojenik asit 249571 697937
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4.4.2 Boyarmaddelerin HPLC ile kalitatif analizi
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Sekil 4.98 Bitkinin gi¢ek kismiyla boyanmis yiiniin DMF ekstresinin kromatogrami

mAU
116.42/ 1.00 0.8813
] C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\rutin.jcm/ 0.17

644

5 B B B B By ey
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4.99 ( 'tr:16,420 (¢igek); ‘rutin standartinin spektrumu)

mAU
8317.29/ 1.00 0.8928
2500 siC:\LabSolutions\Data\duy gu\D OKTORA\Luteolin-7-O-glikozit.jcm/ 11.64

2000 | |

662

b | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I |
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 4.100 ( 'tr:17,290 (gicek) ‘luteolin-7-O-glikozit  standartinin
spektrumu)
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mAU
124.20/ 1.00 0.9951
BC:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\luteolin sey ..jcm/ 1.22

e o e e e e
Sekil 4.101 ( 'tr:24,190 (¢igek) :luteolin standartinin spektrumu)
mAU
124.98/ 1.00
1000i
200 300 400 500 600 700 nm
Sekil 4.102 ( 'tr:24,980 (gicek) - kersetagetin 3,6-dimetil eter standartinin
spektrumu)
mAU
407:350r1m,4nm (1.00)
o
wl

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Sekil 4.103 Bitkinin govde kismiyla boyanmig yiiniin DMF ekstresinin
kromatogrami
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mAU
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Sekil 4.104 ( tr:17,317  (gbvde) ‘luteolin-7-O-glikozit standartinin
spektrumu)
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Sekil 4.105 Bitkinin yaprak kismiyla boyanmig ylinin DMF ekstresinin
kromatogrami

mAU
116.49/ 1.00 0.8313
250\ LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\rutin.jcm/ 0.14

726

Sekil 4.106 ( 'tr:16,494 (yaprak) : rutin standartinin spektrumu)
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mAU
300 17.37/ 1.00 0.9754
1 C:\LabSolutions\Data\duy gu\D OKTORA\Luteolin-7-O-glikozit.jcm/ 1.34
150

100
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Sekil 4.107 ( 'tr:17,372  (yaprak) . luteolin-7-O-glikozit standartinin
spektrumu)
mAU

600-{24.28/ 1.00 0.9506
4 C:\LabSolutions\Data\duy gu\DOKTORA\kersetin.jcm/ 0.21

200 300 400 500 600 700 nm’
Sekil 4.108 (__ :tr:24,285 (yaprak)  : kersetin standartinin spektrumu)
700" 25.007 1.00
200 300 400 500 600 700 nm’
Sekil 4.109 (_ :tri24,995 (yaprak)  : kersetagetin 3,6-dimetil eter

standartinin spektrumu)
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4.4.3 Boyarmaddelerin HPLC ile Kantitatif Analizi

Bitkinin yapragiyla boyanmis yiinden 0,1960 g; ¢icegiyle boyanmis yiinden
0,2291 g ve govdesiyle boyanmis yiinden 0,2108 g tartild1 ve agz1 kapali bir deney
tiptine alindi, tizerine 2 mL dimetilformamid (DMF) eklenip 1 dakika vortekste
karistirldi ve 100 °C’deki su banyosunda 15 dakika ve 30 dk boyunca ekstrakte
edildi. Daha sonra ekstreler sogutulduktan sonra direkt olarak 1,0/0,45 pm’lik
enjektor uglu filtreden gegirilerek 20 pl’si HPLC’ye enjekte edildi. Bitkide bulunan
boyarmaddelerin miktarlar1 Tablo 4.16’da verilmistir.

4.4.3.1 Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi

Bitkinin cicek, yaprak ve govdesinde bulunan boyarmaddelerin miktarlarini
belirlemek amaciyla kalitatif olarak belirlenen her bir referans maddenin belli
konsantrasyon araligindaki dogrusalligini belirlemek i¢in 5 farkli konsantrasyonda
cozeltileri hazirlandi. Standart madddelerden tiger kez enjeksiyon yapildi ve
maddelerin maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyunda alanlarinin ortalamalarini
alip ¢ farkli kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bu Kalibrasyon egrilerinin en kiigiik
kareler yontemiyle dogru denklemleri hesaplandi. Her bir kalibrasyon egrisi ve her
bir enjeksiyona ait alanlar, alanlarin ortalamalari, standart sapmalar1 (SD) ve bagil

standart sapmalar1 (RSD) Tablo 4.4-4.15 ile Sekil 4.110-4.115°de verilmistir.
Dedeksiyon limitinin (LOD) ve kantitatif tayin limitinin (LOQ) belirlenmesi
Referans maddelerin LOD ve LOQ degerleri asagidaki formiillerle hesaplandi.

LOD= 3S/N (Sinyal/Giiriiltii)

LOQ = 10S/N (Sinyal/Giriiltii)
> Kafeik asit

Kafeik asitin kalibrasyon egrisinin dogrusalligini belirlemek igin 500 pg/mL

konsantrasyonda 10 mL’lik stok ¢6zelti hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden 1 mL alinarak
10 mL’lik balon jojede MeOH:H,0 (2:1, h/h) ile seyreltilerek 50 ug/mL’lik standart
¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 ve 4,0 mL alip 5 mL’lik balon

jojelere aktarildi ve MeOH:H,O (2:1, h/h) ile hacmine tamamlandi. Standart
cozeltilerin 20 pL’leri 3 kez HPLC’ye enjekte edildi. Herbir konsantrasyon degerine
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karsilik gelen kafeik asitin pik alanlarinin ortalama degerleri grafige gecirilerek
kafeik asit dl¢ii egrisi olusturuldu. Tabloda pik alanlar1 (Ag, A,, As ve ortalamasi (A),
standart sapma (s), ve bagil standart sapma (s/Ax100) degerleri dzetlenmistir.

Tablo 4.4 Kafeik asitin 5,0-40 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan o6lgii
egrisi

Kons.(ug/mL) A A, Az A SD RSD
40 10925893 11058983 10991998 10992291 66545 0,60
30 7906556 8246307 8086028 8079630 169965 2,10
20 5225539 5198296 5242628 5222154 22358 0,42
10 2571438 2613763 2605060 2596754 22351 0,86
5 1283998 1274593 1275110 1277900 5287 0,41

Tablo 4.5 Olgii egrisinin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 SD RSD
a 274019 280481 277222 3231 1,16

171716 211709 181500 50504 26,82
R? 0,9991 0,9992 0,9995

Konsantrasyona karsi ortalama alan degerleri grafige gecirildiginde elde
edilen dogru denklemi A=277241C-188308, korelasyon katsayismin karesi R? =
0,9994 olarak bulundu.

12000000 -
y=277241x- 188308
2 _
10000000 - R*=0,9994
8000000 -
6000000 -
4000000 -
2000000 -
O T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Sekil 4.110 Kafeik asitin 5,0-40 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6lgii
egrisi
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Kafeik asitin dedeksiyon limiti 1,10 pg/mL, kantitatif tayin limiti 3,36 pug/mL

olarak bulunmustur.

> Klorojenik asit

Klorojenik asitin 0l¢ii egrisinin dogrusalligin1 belirlemek igin 500 pg/mL
konsantrasyonda 10 mL’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden 1 mL alinarak
10 mL’lik balon jojede MeOH:H,0 (2:1, h/h) ile seyreltilerek 50 pg/mL’lik standart
¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ve 3,0 mL alip 5 mL’lik balon
jojelere aktarildi ve MeOH:H,0 (2:1, h/h) ile hacmine tamamlandi. Bu standart seri
¢ozeltilerin 20 pL’leri 3 kez HPLC’ ye enjekte edildi. Herbir konsantrasyon degerine
karsilik gelen klorojenik asitin pik alanlarinin ortalama degerleri grafige gecirilerek
Klorojenik asit 6lgii egrisi olusturuldu. Tabloda pik alanlari (A1, Az, Az ve ortalamasi
(A), standart sapma (s), ve bagil standart sapma (s/Ax100) degerleri 6zetlenmistir.

Tablo 4.6 Klorojenik asitin 5,0-30 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii
egrisi

Kons.(ug/mL) A Az As A SD RSD
30 11934782 11789972 12112243 11945665 161410 1,35
20 7816429 7896746 7858318 7857164 40170 0,51
15 5659352 5796068 5746230 5733883 69189 1,20
10 3717929 3813408 3813468 3781601 55142 1,46
5 1827290 1713437 1870487 1803738 81130 4,49

Tablo 4.7 Olgii egrisinin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 SD RSD
a 406177 403033 410276 3631 0,89
b 307678 111469 284274 30813 11,02

R? 0,9995  0,9998 0,9994

Konsantrasyona kars1 ortalama alan degerleri grafige gecirildiginde elde edilen
dogru denklemi A= 406496 C-279519, korelasyon katsayisimin karesi R? = 0,9998

olarak bulundu.
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14000000 -

12000000 | y = 406496x- 279519
RZ=0,9998

10000000 -

8000000 -

6000000 |

4000000 -

2000000 -

0

Sekil 4.111 Klorojenik asitin 5,0-30 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii
egrisi

Klorojenik asitin dedeksiyon limiti 0,46 ug/mL, kantitatif tayin limiti 1,38
pug/mL olarak bulunmustur.

> Rutin

Rutinin 6l¢ii egrisinin dogrusalligini belirlemek igin 500 pg/mL konsantrasyonda
10 mL’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 1 mL alinarak 10 mL’lik balon
jojede MeOH:H,O (2:1,h/h) ile seyreltilerek 50 pg/mL’lik standart ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 0,5, 1,0, 1,5, 2,5 ve 3,0 mL alip 5 mL’lik balon jojelere
aktarildt ve MeOH:H,O (2:1, h/h) ile hacmine tamamlandi. Bu standart seri
¢ozeltilerin 20 pL’leri 3 kez HPLC’ ye enjekte edildi. Her bir konsantrasyon
degerine karsilik gelen rutin pik alanlarinin ortalama degerleri grafige gegirilerek
rutinin 6l¢ii egrisi olusturuldu. Tabloda pik alanlar1 (A, A;, Az ve ortalamasi (A),

standart sapma (s), ve bagil standart sapma (s/Ax100) degerleri 6zetlenmistir.

Tablo 4.8 Rutinin 5,0-30 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi

Kons.(pg/mL) A A, As A SD RSD
30 1969335 1977584 1982091 1976337 6468 0,32
25 1534046 1560321 1549127 1547831 13185 0,85
15 973976 980930 988796 981234 7414 0,75
10 643877 652030 654580 650162 5590 0,85
5 315202 315218 311012 313810 2423 0,77
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Tablo 4.9 Olgii egrisinin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 SD RSD
64270 64843 64810 321 049
5307 5114 4653 336 568

R2 0,991 0,9974 0,9962

Konsantrasyona karsi ortalama alan degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

dogru denklemi A= 64641C-5024,6 korelasyon katsayisinin karesi r* = 0,9966 olarak

bulundu.
2500000 -
2000000 - y=64641x-5024,6
RZ=0,9966
1500000 -
1000000 -
500000 -
O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Sekil 4.112 Rutinin 5,0-30 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi
Rutinin dedeksiyon limiti 2,15 pg/mL, kantitatif tayin limiti 6,53 pg/mL olarak

bulunmustur.
> Luteolin

Luteolinin  dlgli  egrisinin  dogrusalligi1  belirlemek i¢in 500 pg/mL
konsantrasyonda 10 mL’lik stok ¢6zelti hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden 1 mL alinarak
10 mL’lik balon jojede MeOH:H,0 (2:1,h/h) ile seyreltilerek 50 pg/mL’lik standart
¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 0,5, 1,0, 2,5 ve 4,0 mL alip 5 mL’lik balon
jojelere aktarildi ve MeOH:H,0 (2:1, h/h) ile hacmine tamamlandi. Bu standart seri
cozeltilerin 20 pL’leri 3 kez HPLC’ ye enjekte edildi. Her bir konsantrasyon
degerine karsilik gelen luteolin pik alanlarinin ortalama degerleri grafige gecirilerek
luteolinin ol¢ii egrisi olusturuldu. Tabloda pik alanlari (A1, A, Az ve ortalamasi (A),

standart sapma (s), ve bagil standart sapma (s/ Ax100) degerleri dzetlenmistir.
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Tablo 4.10 Luteolinin 5,0-50 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi

Kons.(ug/mL) A, A, A A SD RSD
50 10134020 10127263 10045315 10102199 49378 0,48
40 8371983 8412337 8302418 8362246 55602 0,66
25 4904420 4910044 4929752 4914739 13302 0,27
10 2075054 2068442 2086644 2076713 9213 0,44
5 1036099 1042726 1024531 1034452 9208 0,89

Tablo 4.11 Olgii egrisinin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 SD RSD
a 204463 204711 202374 1283 0,62
b 11728 10315 16000 2959 23,34
0,9986 0,9983 0,9989

RZ

Konsantrasyona kars1 ortalama alan degerleri grafige geg¢irildiginde elde edilen
dogru denklemi A=203849C-2013,9 korelasyon katsayisinin karesi R? = 0,9986

olarak bulundu.

12000000 -
y=203849x-2013,9
10000000 RZ = 0,9986

8000000 +
6000000 +

4000000 -

2000000 -

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Sekil 4.113Luteolinin 5,0-50 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan ¢l egrisi

Luteolinin dedeksiyon limiti 2,22 pg/mL, Kkantitatif tayin limiti 6,75 pg/mL

olarak bulunmustur.
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> Kersetin

Kersetinin  olgli  egrisinin  dogrusalligim1  belirlemek i¢in 500 pg/mL
konsantrasyonda 10 mL’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 1 mL alinarak
10 mL’lik balon jojede MeOH:H,0 (2:1,h/h) ile seyreltilerek 50 pg/mL’lik standart
¢oOzeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 0,5, 1,5, 2,5 ve 4,0 mL alip 5 mL’lik balon
jojelere aktarildi ve MeOH:H20 (2:1, h/h) ile hacmine tamamlandi. Bu standart seri
cozeltilerin 20 pL’leri 3 kez HPLC’ ye enjekte edildi. Her bir konsantrasyon
degerine karsilik gelen kersetin pik alanlarinin ortalama degerleri grafige gecirilerek
kersetinin 6l¢ii egrisi olusturuldu. Tabloda pik alanlar1 (A1,Az, Az ve ortalamasi (A),

standart sapma (s), ve bagil standart sapma (s/ Ax100) degerleri 6zetlenmistir.

Tablo 4.12 Kersetinin 5,0-50 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi

Kons.(ug/mL) A A As A SP ResD
50 8196544 8097969 8095833 8130115 57538 0,70
10 5074732 6003331 6059705 6012589 43236 0,71
. 3088429 3997980 4009658 3998689 10632 0,26
15 2215516 2190484 2210856 2205619 13312 0,60
c 638020 630948 624206 631058 6907 1,09

Tablo 4.13 Olgii egrisinin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 SD RSD

a 163603 162507 162931 552 0,33

b 214644 203540 199085 8012 3.89
0,9946 0,9961 0,9969

RZ

Konsantrasyona karsi ortalama alan degerleri grafige gecirildiginde elde edilen
dogru denklemi A= 163014C-205756, korelasyon katsayisimin karesi R?=0,9959

olarak bulundu.
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Sekil 4.114 Kersetinin 5,0-50 ug/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi

Kersetinin dedeksiyon limiti 3,83 pg/mL, kantitatif tayin limiti 11,62 pg/mL
olarak bulunmustur.
> Luteolin-7-O-glikozit

Luteolin-7-O-glikozit 6l¢ii egrisinin dogrusalligint belirlemek i¢in 500 pg/mL
konsantrasyonda 10 mL’lik stok ¢6zelti hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden 2 mL alinarak
10 mL’lik balon jojede MeOH:H,0 (2:1,h/h) ile seyreltilerek 100 pg/mL’lik standart
¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 0,5, 1,0, 1,5, 2,5 ve 3,75 mL alip 5 mL’lik balon
jojelere aktarildi ve MeOH:H,0 (2:1, h/h) ile hacmine tamamlandi. Bu standart seri
cozeltilerin 20 pL’leri 3 kez HPLC’ ye enjekte edildi. Her bir konsantrasyon
degerine karsilik gelen luteolin-7-O-glikozit pik alanlarinin ortalama degerleri
grafige gegirilerek luteolin-7-O-glikozitin Ol¢ii egrisi olusturuldu. Tabloda pik
alanlar1 (A1, A,, Az ve ortalamasi (A), standart sapma (s), ve bagil standart sapma
(s/Ax100) degerleri dzetlenmistir.

Tablo 4.14 Luteolin-7-O-glikozitin 10-75 pg/mL kons. araliginda hazirlanan 6l¢i
egrisi

Kons.(ug/mL) A A; As A SD RSD
75 1262606 1281044 1261628 1268426 10938 0,86
50 807871 811213 816489 811857 4345 0,53
30 464621 472187 471661 469489 4224 0,89
20 301340 306649 309049 305679 3944 1,29
10 167423 167823 168247 167831 412 0,24
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Tablo 4.15 Olgii egrisinin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 SD RSD
a 17010 17230 16962 142 0,84
b 28584 29720 22178 4066 15,16
R 0,0981 0,9979 0,088

Konsantrasyona karsi ortalama alan degerleri grafige gecirildiginde elde edilen
dogru denklemi A= 17067C-26827, korelasyon katsayisinin karesi R = 0,9983

olarak bulundu.

1400000 -
y=17067x—26827/
1200000 - R?=0,9983

1000000 -
800000 -
600000 -

400000 -

200000

0

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Sekil 4.115 Luteolin-7-O-glikozitin 10-75 ug/mL konsantrasyon araliginda
hazirlanan 6l¢ii egrisi

Luteolin-7-O-glikozit dedeksiyon limiti 3,45 pug/mL, kantitatif tayin limiti 10,46
pg/mL olarak bulunmustur.
Standart maddelerin kalibrasyon egrilerinden en kiiciik kareler yontemiyle elde

edilen dogru denklemine bitkide bulunan boyarmaddelerin pik alanlarmin

ortalamalar1 yerlestirilerek miktarlar1 hesaplandi (Tablo 4.16).
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Tablo 4.16 Bitkide bulunan boyarmaddelerin miktarlari

Boyar Cicek Yaprak Govde

maddeler A Kons. A Kons. A Kons.
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Rutin 335991 | 5,28+0,58 74814 1,24+ 0,07

Luteolin-7-O- | 4096666 | 241,61+0,79 | 251638 | 16,32+0,83 | 87112 | 6,68+0,2

glikozit 4

Luteolin 7045191 | 34,56+1,04

Kersetin 1276682 | 9,09+0,49

Kafeik asit 172602 | 1,30+0,01

Klorojenik asit 697937 | 2,40+0,32

4.4.4 Bitkinin Farkh Kisimlarindan Maserasyon Yontemiyle Hazirlanan EtOH
Ekstresinde Bulunan Fenolik Maddelerin HPLC Ile Kantitatif Analizi

Bitkinin antioksidan kapasite tayini ile fenolik madde miktar1 arasindaki iliskiyi
saptayabilmek amaciyla maserasyon yontemiyle hazirlanan etanol ekstresinde
bulunan fenolik maddelerin kantitatif analizi yapildi. Bunun i¢in bitkinin ¢icek,
yaprak ve govde kisimlarindan mL’sinde 2,0 mg bitki igeren ¢ozeltiler hazirlandu.
Standart maddelerin kalibrasyon egrilerinden en kiigliik kareler yontemiyle elde
edilen dogru denklemine bitkide bulunan fenolik maddelerin pik alanlarinin

ortalamalar1 yerlestirilerek miktarlar1 hesaplandi.

Tablo 4.17 Bitkinin farkli kisimlarinda bulunan fenolik maddelerin miktar

Fenolik Cigek Yaprak Govde

Bilesikler 3 Kons. A Kons. A Kons.
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

Rutin 584981 9,13+0,05

Luteolin- | 1292646 77,31+1,52 13962 | 2,39+0,03

7-O-

glikozit

Luteolin 697198 3,43+0,37

Kersetin 195921 2,46+0,03

Klorojenik | 277471 1,37+0,01 | 292062 1,41+0,04 | 111830 | 0,96+0,01

asit
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4.5. Elektrospray Iyonlasmah Kuadropol Ucus Zamanh Sivi Kromatografi
Kiitle Spektrometrisi (ESI-Q-TOF LC/MS)

HPLC-DAD yontemi kullanilarak ekstrelerde bulunan bilesikler ile standart
maddelerin alikonma zamanlarina ve ayn1 dalga boyundaki spektrumlarinin iist iiste
bire bir ¢akismasina bakilarak bitkide bulunan fenolik bilesikler analiz edildi. Bu
bilesiklerin molekiil agirliklarini tespit etmek ve dolayisiyla yapilarmi teyit etmek
amactyla Yildiz Teknik Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi (Merklab)’nde bulunan LC-QTOF/MS cihazi kullanildi. Ayrica hedef
bilesigin daha oOnce belirlenen alikonma zamanlari goz Oniline alinarak target
programi yardimyla bilesikler MS/MS’e gonderilip fragment iyonlarinin kiitleleri de
tespit edildi. Boylelikle bitkide bulunan tiim fenolik bilesiklerin ve o bilesiklere ait
fragmentlerinin molekiil agirliklar1 hem standart maddelerin verdigi fragmentlerle
hem de literatiir bilgileriyle karsilastirildi. Daha 6nce spektrumlari ile tanimlanan
fenolik bilesiklerin yapilarinin dogrulugu Q-TOF LC/MS/MS sistemi kullanilarak da
desteklenmis oldu. Bu sistem sayesinde yapilari belirlenen bilesiklerin alikonma
zamanlari, molekiil ve parcalanma iriinlerinin agirliklari, kapali formiilleri Tablo

4.18°de gosterilmistir.
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Tablo 4.18 HPLC-DAD ve LC-QTOF/MS kullanilarak A. grandifolia’nin igerdigi
fenolik bilesiklerin karakterizasyonu

Bilesikler

Salisilik asit

Kersetagetin
3,6-dimetil
eter

Luteolin

Luteolin-7-
O-glikozit

Kafeik asit

Klorojenik
asit

Rutin
Kersetin
di-O-kafeoil
kinik asit
di-O-kafeoi
Ikinik asit

AZ.
(dk)

22,12

24,67

23,60

17,02

11,66

10,99

16,46
24,02

18,19

19,10

Ma

138,12

346,28

286,24

448,37

180,16

354,31

610,52
302,23

516,45

516,45

Mol.
yapisli

C7HsOs

C17H1408

C15H1006

CZlHZOOll

CyH50,

C16H1509

C27H30016
ClSH 1007

C25H24012

C25H24012

m/z
deneysel

137,0244

345,0616

285,0405

447,0933

179,0329

353,0878

609,2080
300,8512

515,1277

629,0977
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m/z
teorik

137,0284

345,0565

285,0368

447,0876

179,0350

353,0913

609,1875
300,9021

515,1113

629,1022

Amax
(nm)

237, 303

258, 350

252, 347

255, 354

217,234,
323

218,
235, 325

255, 353
254, 370

216,234,
327

216,234,
327

Fragment
iyonlari

137

330, 315,
287

133, 151,
175, 199,
217
285

135

191, 179

301
151, 121

353,191,
179

itk Sisie]
179



4.5.1 ESI-Q-TOF LC/MS analiz sonuglari

x10 1 |-ESI Product lon (22.124 min) Frag=175.0V CID@5.0 (137.0000[z=1] -> **) ETIL ASETAT GOVDE TMSMS 2901..

351 137.0284
. 0]

OH
OH

14 137.2161

1368 137 1372 1374 1376 1378 138 1382 1384
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.116 Bitkide bulunan salisilik asit molekiiliiniin MS spektrumu

x10 2 |-ESI Product lon (11.658 min) Frag=175.0V CID@5.0 (179.0350(z=1] -> **) ASETON CICEK WTTFA ACN TARG NEG MSMS..

135.0263 44.0493

HO
OH

179.8381

1 146.8725 <>| 189.3960
1 |

15 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.117 Bitkide bulunan kafeik asit molekiiliiniin MS/MS fragmentleri
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%102 |-ES! Product Ion (10.991 min) Frag=175.0V CID@10.0 (353.0903 -> **) ETANOL CICEK 45 MIN NEG WTTFA ACN NEG MSMS.d
9 191.0569 161.8447
8 HO COH
7 @ i
HO™ ™y (o} #
6- OH oM
5 OH
4 174.0610
3 179.L304
353.0913
2 *
2420221
141350419 157-0259‘ hzogsgso 281.5648 3297282 370.5171
0- | | | ‘ v [

T T T : T T T T T T : T : T ; T T - T T
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.118 Bitkide bulunan klorojenik asit molekiiliiniin MS/MS fragmentleri

x104 |-ESI Product lon (23.594 min) Frag=175.0V CID@20.0 (285.0477[z=1] -> **) ETANOL CICEK 45 MIN NEG WTTFA ACN NEG MSM..

1562.1514

133.8924

2 110.3298

1.6 86.2711

1.24 67.7712

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.119 Bitkide bulunan luteolin molekiiliiniin MS/MS fragmentleri
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x104

1.3

1.2
1.14

0.9+
0.8+
0.7+
0.6+
0.5+
0.4+
0.3
0.2+
0.1

0/ I

287.0143

58.0422

315.p060

298.8985

326.0216

30.0505

345.

330.p322

v

15.0243

339.8502

¢

-ESI Product lon (24.672 min) Frag=175.0V CID@10.0 (345.0698 -> **) ETANOL CICEK 45 MIN NEG WTTFA ACN NEG MSMS.d

565

Ll

285 290

205 300 305 310 315

320

325

330

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

33 340

345

350

Sekil 4.120 Bitkide bulunan kersetagetin 3,6-dimetil eter molekiiliiniin MS/MS
fragmentleri

w1

24
2.2
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15
14
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ns
0E
0.4
nz

2743200

| .‘u Lduly

3031642

2010234

-E51 Product lon (16462 min] Frag=173.0% C10@3.0[603.0000[2=1] - ) YAPRAK ETANOL TR 5SS 23012015 4

4600243

41,7407

T YT |I‘|H|I]u bl |

T

EDSTETS

*

arkaaz
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BG2.27E3
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24EI EEEI EBEI 00 32EI 34EI SEEI SBEI -4EIIZI 42EI 4-14] -4EIZI -43EI SIZIIZI 52EI 54EI SEEI SBEI EEIEI BEEI E4EI EEEI
Counts ws. Mazsto-Charge [miz)

Sekil 4.121 Bitkide bulunan rutin molekiiliiniin MS/MS fragmentleri
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x10 3 |-ESI Product lon (19.099 min) Frag=175.0V CID@20.0 (515.1277[z=1] -> **) ETANOL CICEK 45 MIN NEG WTTFA ACN NEG MSM..

353.0831 o
6 ?53— 162.0282

51 335.6495
173.0444
1

380.0648

2.5+ 324.1679

1.59 5151113

" 135.0465 284.9955 378.19148

¢

0.5 459.7806 L

0L wl JJ a L] l P et Vl M . .

| | | I | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.122 Bitkide bulunan dikafeoil kinik asit molekiiliiniin MS/MS fragmentleri

x10 4 |-ESI Product lon (18.189 min) Frag=175.0V CID@10.0 (629.1214[z=1] -> **) ETANOL CICEK 45 MIN NEG WTTFA ACN NEG MSM..

1.6+ 515.1111

1
1.4

129 353.0821

1

0.8
0.6

04

629.1022

179.0379 430.4424 1 681.4402

0 o . . . ’. Y

150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

0.2

Sekil 4.123 Bitkide bulunan dikafeoil kinik asit + TFA molekiiliiniin MS/MS
fragmentleri
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x10 2 |-ESI Product lon (24.027 min) Frag=175.0V CID@1.0 (301.0000[z=1] -> **) YAPRAK ETANOL TMSMS 29012015.d

45 300.9021
.

054 303.1115 318.5813
0l Ll Lu JIL]. all L L L Ll L 1 | |v L |

204 206 2908 300 302 304 306 308 310 312 314 316 318 320 32 324 3%6 328

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.124 Bitkide bulunan kersetin molekiiliiniin MS spektrumu

x10 3 |-ESI Product lon (17.019 min) Frag=175.0V CID@20.0 (447.1010[z=1] -> **) ETANOL CICEK 45 MIN NEG WTTF..

162.0503

5.5+ 285.p373
447.9876

05 227.0226 256.0341 327.0513 375.5103

04 ) |

406.0065 466.5153

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.125 Bitkide bulunan luteolin-7-O-glikozit molekiiliiniin MS spektrumu
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Bitkide bulunan fenolik bilesiklerin her biri farkli kolliizyon enerjisi ile tamamen
kendi kimyasal yapisina gore fragmentler verirler. Referans maddelerin ayni
alikonma zamanlarinda iist iiste verdikleri spektrum yardimiyla maddenin yapisini
bildigimiz ve LC/MS ESI(-)’de de yine aym gradient programda ayni alikonma
zamanlarinda goriilen negatif yiiklii molekiillerin kiitlelerini ve fragment iyonlarini
hem standartlarla hem de literatiirle kiyaslayarak maddelerin kesin teshisi
yapilmistir. Sekil 4.116’da molekiil kiitlesi 138,123 g/mol salisilik asitin MS
spektrumunda bir protonunu kaybetmis negatif yiikli molekiiliiniin kiitlesi olan
137,0284°1 vermistir. Sekil 4.117°de bitkinin ¢icek kismindan hazirlanan aseton
ekstresinde bulunan kafeik asit molekiiliiniin MS/MS fragmentlerini vermektedir.
Sekil 4.126°da goriildiigii gibi kafeik asit molekiiliinden 44,0493 molekiil agirligina

sahip CO, molekiilii ayrilmig ve 135,0463 fragment iyonunu olusturmustur.
HO T cCoo HO e
:@/\/ -CO; _ :@/\
HO 9

[M-H]” m/z 179 m,z 135

Sekil 4.126 Kafeik asit molekiiliiniin pargalanma iiriinii (Santos ve ark, 2013).

Sekil 4.118’de bitkinin ¢igek kisminin etanol ekstresinde HPLC-DAD sistemiyle
bulunan klorojenik asit molekiiliintin MS/MS fragmentleri verilmistir. Klorojenik
asitin molekiil agirligr 354,31 g/mol iken bir protonu kopmus molekiilii 353,0913°1
vermigtir. Klorojenik asitin kafeoil kisminin molekiilden ayrilmasiyla 191,0569;
kinik kisminin ayrilmasiyla da 179,0304 molekiil kiitleli fragment iyonu olusmustur
(Sekil 4.127).
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HO coo"

[M-H]" m/z 353

m/z179

Sekil 4.127 Klorojenik asit molekiiliiniin par¢alanma iiriinleri

Sekil 4.119°da luteolin molekiiline ait MS/MS fragmentleri verilmektedir.
Luteolin molekiilii 286,24 molekiil kiitlesine sahiptir ve 285,0368 iyonunu

parcalamistir.
OH
151
oH
D /
| m/z
HO 0 e 241: [M-H-CO,)
| > 217: [M'H‘ C02'24]
199: [M-H- C0O,-24-H,0]
175: [M-H- CO,-24-H,0-24]
OH o |
133

[M-H] m/z 285

Sekil 4.128 Luteolin molekiiliiniin par¢alanma tiriinleri

Sekil 4.120’de bitkinin ¢i¢ek kisminin etanol ekstresinde bulunan kersetagetin
3,6-dimetil eter molekiiliiniin MS/MS fragmentleri goriilmektedir. Molekiil kiitlesi
346,28 g/mol olan kersetagetin 3,6-dimetil eterin MS spektrumunda bir proton
kaybetmis iyonik haldeki molekiil kiitlesi ise 345,0565 dir. Kersetagetin 3,6-dimetil
eter molekiilinden CHj; ayrilip 330,0322, C,Hg ayrilip 315,0060 molekiil kiitleli

fragmentlerini vermistir. Ayrica Kkersetagetin 3,6-dimetil eter molekiiliinden
114



metoksiflavonoidlerde sikga goriilen (CH3),CO kaybi sonucu 287,0143 fragmenti
goriilmiistiir (Sekil 4.129).

m/z

330: [M-H-CHs]

315: [M-H-CH3-CH;]
287: [M-H- CH5-CH5-CO]

[M-H]" m/z 345

Sekil 4.129 Kersetagetin 3,6-dimetil eter molekiiliiniin par¢alanma {irtinleri

Sekil 4.121°de bitkinin yapraginin etanol ekstresinde bulunan rutin molekiiliine
ait MS spektrumu verilmistir. Rutin 610,52 g/mol molekiil agirligina sahiptir ve MS
spektrumunda 609,1875 iyonik molekiiliiniin pargalandigr gorilmiistiir. Rutin
(kersetin-3-O-rutinozit) Kkersetin aglikonuna seker baglanmasiyla olusmus bir
molekiildir ve MS/MS fragmentinde de seker kisminin ayrilmasiyla kersetin
aglikonunun 302,236 g/mol molekiil agirligindan bir proton kaybederek 301,0234
g/mol molekiil agirligindaki fragmentini vermistir (Sekil 4.130).

OH
HO o] O
O e
HO
Ho S o

oH O
HsC -0
HO
HO

[M-H]” m/z 609

Sekil 4.130 Rutin molekiiliiniin pargalanma {irtinii

Sekil 4.122°de di-O-kafeoil kinik asit molekiiliiniin MS spektrumunda 353 ve
173 fragmentleri goriilmektedir. Sekil 4.131°’de 353 fragmenti M-H-kafeoil; 173
fragmenti ise M-H-kafeoil-kinik molekiil iyonlarinin ayrilmasiyla meydana gelmistir
(173; kinik asit-H"-H,0).
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[M-H] m/z 353
[M-H] m/z 515

HO T Coo”
HO ;

m/z 179

m/z 191

Sekil 4.131 di-O-kafeoil kinik asit molekiiliiniin pargalanma iirtinleri (Schiitz ve ark,
2005).

Sekil 4.123’de 515 prekiirsor iyonunun pargalandigi di-O-kafeoil kinik asit
molekiiliine mobil fazda kullanilan TFA’min molekiil kiitlesi olan 114’{in
baglanmasiyla 629 iyonu parcalanmistir. Dolayisiyla di-O-kafeoil kinik asit
molekiilii 629 iyonu ile belirmistir. Bunun gibi aranan bir molekiil kiitlesi yerine o
molekiile mobil faz olarak kullanilan bir ¢oziiciniin eklenmesi LC-MS’te
miimkiindiir. Buradaki 629 iyonu aslinda 515 prekiirsér iyonunun ve dolayisiyla

dikafeoil kinik asitin yap1 izomerlerinden birinin par¢alanmasina aittir.

Sekil 4.124’de bitkinin yaprak kisminin etanol ekstresinde bulunan kersetin
molekiilin MS spektrumu goriilmektedir. Kersetin 302,236 molekiil kiitlesine
sahiptir ve MS spektrumunda kersetin molekiilii bir proton kaybetmis 300,9021
molekiil kiitleli iyonu parcalanmistir. Sekil 4.125°de bitkinin ¢icek kisminin etanol
ekstresinde bulunan 447 iyonuna ait MS/MS fragmenti gorilmektdir. 448,37 mol
kiitleli luteolin-7-O-glikozit molekiiliinden glikoz kismi ayrilip luteolin aglikonundan
bir protonun ayrilmasiyla olusan 285,0373 mol kiitleli iyonu goriilmektedir (Sekil

4.132).
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OH
OH
O -glikoz
HO O O D] >
HO" “OH
OH OH O

[M-H] - m/z 447

Sekil 4.132 Luteolin-7-O-gikozit molekiiliiniin pargalanma triinii

45.2 Achillea grandifolia bitkisinin icerdigi fenolik maddelerin molekiil

‘T 0
OH :@/\/\
OH HO

Klorojenik asit Kafeik asit

formiilleri

Rutin Luteolin-7-O-glikozit
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OH

Salisilik asit Kersetin

Luteolin Kersetagetin 3,6-dimetil eter

Sekil 4.133 A. grandifolia bitkisinde bulunan fenolik bilesenlerin molekiil formiilleri

4.6. Bitkinin Cicek, Yaprak ve Govde Kismindan Hazirlanan FEtanol

Ekstrelerinin Antioksidan Kapasite Sonuglari

Bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarindan maserasyon yontemi kullanilarak
hazirlanan etanol ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri asagidaki yontemlerle
karsilastirmali olarak incelenmistir. Ayrica, bu kisimlarin igerdigi toplam fenolik ve
flavonoid madde miktarlar1 belirlenerek bitkinin igerdigi fenolik bilesikler ile

antioksidan kapasite arasindaki korelasyon incelenmistir.

4.6.1 Bakar(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini (CUPRAC)

Bitkinin ¢icek, yaprak ve gévde kisimlarindan elde edilen ekstrelerin 0,05-0,25
mg/mL konsantrasyon araliindaki CUPRAC degerleri (uM TEAC) Tablo 4.19°da
karsilastirmali olarak verilmistir. Cigek ekstresi her ti¢ konsantrasyonda da yaprak ve
govde ekstrelerine gore yiiksek oranda Cu(Il)’yi Cu(I)’e indirgeme giiciine sahiptir.

Ekstrelerin CUPRAC degerleri kiyaslandiginda en yiiksek kapasiteyi sirasiyla ¢igek,
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yaprak ve govde ekstrelerinin gosterdigi saptandi. Bu sonuglara gore ¢igcek ekstresi
Cu(ll)’nin Cu(I)’e indirgeme potansiyelinin yiiksek olmasindan dolayr dogal

antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Tablo 4.19 Bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarmin CUPRAC degerleri (uM
TEAC)

CUPRAC degeri (uM TEAC)

Ekstre | 0,05 mg/mL 0,1 mg/mL 0,25 mg/mL

Cicek 0,0570+0,001 | 0,0929+0,002 0,2032+0,004

Yaprak | 0,048+0,0006 | 0,066+0,001 0,157+0,002

Govde 0,014+0,0006 | 0,0297+0,0007 | 0,0610+0,002

4.6.2 Demir (111) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (FRAP)

Bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarindan elde edilen ekstrelerden
hazirlanan 0,2 ve 0,1 mg o6rnek iceren ¢ozeltilerin FRAP degerleri Tablo 4.20°de
karsilastirmali olarak verilmistir. Cicek ekstresi her iki konsantrasyonda da yaprak ve
govde ekstrelerine gore yiiksek oranda Fe(III)’iin Fe(Il)’e indirgeme giicline sahiptir.
Ekstreler ve standartin FRAP degerleri kiyaslandiginda en yiiksek aktiviteyi sirasiyla
askorbik asit, ¢icek, yaprak ve govde ekstrelerinin gosterdigi saptandi (Sekil 4.134).
Bu sonuglara gore ¢igek ekstresinin Fe(IlI)’tin Fe(Il)’e indirgeme potansiyelinin
yiiksek olmasindan dolayr dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi

distiniilmektedir.
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Sekil 4.134 Bitkinin c¢icek, yaprak ve govde kisimlarmmin FRAP degerleri (uM
FeSO,4/0,2 mg ekstre)

Tablo 4.20 Bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarmin FRAP degerleri (uM
FeSO,)

FRAP degeri (uM FeSO,)
Ekstre ve Standart madde | 0,2 mg 0,1 mg
Cicek 0,59+ 0,05 0,26+ 0,01
Yaprak 0,47 £0,01 0,17 +0,01
Govde 0,3247 £0,006 | 0,16 £0,001
Askorbik asit 2,118 £ 0,003 2,116+0,002

4.6.3 Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi (TEAC)

A. grandifolia bitkisinin ¢icek, yaprak ve gévde kismindan hazirlanan etanol
ekstrelerinin ve BHA standartinin farkli konsantrasyonlarda ABTS katyon radikalini
giderme kapasitelerinin yiizdesi Tablo 4.21’de verilmistir. 0,08 mg Yyaprak
ekstresinin ABTS katyon radikalini siipliriicii aktivitesi ¢igek ve govde ekstrelerinden

daha yiiksek oldugu tespit edildi. 0,04 mg, 0,02 mg ve 0,01 mg cicek ekstresinin
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yaprak ve govde ekstrelerinden daha yiiksek radikal siipiiriici aktivite gosterdigi
saptandi. Biitiin konsantrasyonlarda govde ekstresinin en diisiik aktivite gosterdigi

belirlendi.

0,02 mg’da hem ekstrelerin hem de standartin radikal siipiiriicii aktiviteleri
kiyaslandiginda en yiliksek aktiviteyi sirasiyla BHA, cicek, yaprak ve govde
ekstrelerinin gosterdigi tespit edildi.

Tablo 4.21 Bitkinin farkli kisimlarmin ve standartlarin ABTS katyon radikali
stiptirticti kapasite ytizdeleri (%)

ABTS " siipiiriicii kapasite yiizdeleri (%)
Ekstre (M9) ek Yaprak | Govde | BHA
0,08 43,96 47,40 14,28
0,04 25,23 20,38 6,14
0,02 13,34 7,28 2,42 96,02
0,01 5,38 1,17 0,42 58,20

Cicek, yaprak ve govde kisimlarinin konsantrasyona bagli ABTS radikalini
stiptlirticii kapasite ylizdeleri arasinda ¢izilen kalibrasyon egrisi ve egrinin dogru

denklemi ile korelasyon katsayilar1 Sekil 4,135-4,137°de gosterilmistir.

R?=0,9924

al
S

Y=538,6x+1,644

w B
S 9

ABTS Radikali
Giderme Yiizdesi(%)
N
o

o
g

0
0.00

0.04 0.06 0.08 0.10

Ekstre miktari (mg)

0.02

Sekil 4.135 Cigek ekstresinin ABTS katyon radikalinin siipiiriicii kapasite yiizdeleri
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Sekil 4.136 Yaprak ekstresinin ABTS katyon radikalini siipiiriicii kapasite yiizdeleri

R?=0,9996
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Giderme Yiizdesi(%)
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Sekil 4.137 Govde ekstresinin ABTS katyon radikalini siipiiriicti kapasite yiizdeleri
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Bitkinin farkli kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin ve standartlarin 1Csg
degerleri (mg/mL) Tablo 4.22’de ve Sekil 4.138’de verilmistir. 1Csp degeri ile
antioksidan kapasite arasindaki ters oranti géz Oniine alindiginda, yaprak ekstresinin
cicek ekstresinden, cicek ekstresinin ise govde ekstresinden daha yiiksek ABTS
katyon radikalini siipiiriicii aktivite gosterdigi tespit edildi. Ekstreler ve BHA nin
ABTS katyon radikalini siipiiriicii aktiviteleri kiyaslandiginda en yiiksek aktiviteyi
sirastyla BHA, yaprak, ¢icek ve govde ekstrelerinin gosterdigi tespit edildi.

0,04; 0,02 ve 0,01 mg ekstre igeren ¢ozeltilerin ABTS katyon radikalini
stiptiriicii  kapasitelerinin yilizdeleri karsilastirildiginda ¢igcek ekstresinin radikal
stiptiriicti kapasite ylizdesinin diger ekstrelerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ancak 0,08 mg ekstre igeren ¢ozeltiler kendi aralarinda kiyaslandiginda yaprak
ekstresinin radikal siipiiriicii yiizdesinin daha yiiksek oldugu goriiliir. Biitiin
konsantrasyonlar baz alinarak hesaplanan ICsy degerlerine bakildiginda ise yaprak
ekstresinin diger ekstrelere gore daha giiglii antioksidan kapasite gosterdigi tespit
edilmistir. Bu sonuglara gore, antioksidan caligmalarinda tiim konsantrasyonlara
bagli olarak hesaplanan ICsy degerlerine gore antioksidan kapasite sonuglarinin
yorumlanmasi Onerilmektedir. Bitki ekstrelerinin TEAC degerleri Tablo 4.23’de
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore bitkinin yaprak kismiyla hazirlanan ekstrenin
TEAC degeri diger ekstrelerden daha yiiksek ¢ikmistir. Bu sonug ICso degerleriyle
dogrusal bir iligkinin oldugunu gostermistir.

Tablo 4.22 A. grandifolia bitkisinin farkli kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin ve
standartlarin ICsq degerleri (mg/mL)

Ekstre ve standartlar | 1Csy Degerleri (mg/mL)
Cicek 2,24+ 0,05

Yaprak 2,10+0,03

Govde 6,66+ 0,57

BHA 0,23+ 0,01
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Sekil 4.138 Cigek, yaprak, gévde ve standartlarin ICsg degerleri
Tablo 4.23 Bitki ekstrelerinin TEAC degeri olarak antioksidan kapasiteleri

Ekstre mM TEAC / mg ekstre

Cicek 14,25 + 0,03

Yaprak 15,38 £ 0,03
Govde 4,25+ 0,02

4.6.4 DPPH radikali giderme kapasitesinin sonuclar:

A. grandifolia bitkisinin ¢icek, yaprak ve gévde kismindan hazirlanan etanol
ekstrelerinin serbest radikal giderici etkileri DPPH radikali kullanilarak tayin edildi.
Bu calismadan elde edilen sonuglar BHT ve askorbik asitin DPPH radikali giderme
kapasiteleri ile karsilastirildi.

Cicek, govde, yaprak ve standartlarin farkli konsantrasyonlardaki DPPH
radikalini stipiiriicii kapasite yiizdeleri Tablo 4.24’te gosterilmistir. Cigek, yaprak ve
govde ekstrelerinin 0,2-0,0125 mg ornek iceren g¢ozeltileri kiyaslandiginda biitiin
konsantrasyonlarda ¢icek ekstesinin govde ve yaprak ekstresinden, yaprak
ekstresinin ise govde ekstresinden daha fazla DPPH radikalini siipiiriicii aktivite
gosterdigi tespit edildi. Ayrica standart olarak kullanilan BHT ve askorbik asitin
0,05-0,0125 mg o6rnek igeren ¢ozeltilerinde DPPH radikalini siipiiriicii aktiviteleri
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karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde biitiin
konsantrasyonlarda askorbik asitin BHT’den daha yiiksek aktivite gosterdigi
saptandi. Cicek, yaprak ve govde ekstreleri ile standartlarin 0,05 mg 6rnek igeren
cozeltileri karsilastirildiginda DPPH radikalini siipiiriicii kapasite ylizdelerinin

asagidaki sirada oldugu goézlends;
Askorbik asit > BHT > ¢igek > yaprak > govde

Tablo 4.24 Bitkinin farkli kisimlarinin ve standartlarin DPPH radikali siipiiriicii
kapasite ytizdeleri (%)

DPPH radikali siipiiriicii kapasite yiizdeleri (%0)
Ek —
stre Cigek | Yaprak | Govde BHT Askorbik asit
(mg)
0,2 89,25 71,73 27,36
0,1 43,46 29,92 14,34
0,05 18,82 16,11 8,96 63,92 96,32
0,025 10,78 8,32 5,06 34,075 | 95,22
0,0125 6,07 5,71 3,82 17,94 52,76

Cicek, yaprak, govde ve standartlarin konsantrasyona bagli DPPH radikalini
stipiiriicti kapasite yiizdeleri arasinda ¢izilen kalibrasyon egrileri ve dogru denklemi

elde edilerek korelasyon katsayilar1 hesaplanarak Sekil 4.139-4.143’de gosterilmistir.

125



100+ y=448,8x-1,1042

R’=0,9979

o)
i

o)
e

N
g

N
o
1

O 1 1 1 1 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Ekstre miktari (mg)

DPPH Radikali Giderme Yiizdesi(%)

Sekil 4.139 Cigek ekstresinin DPPH radikali siipiiriicii kapasite yiizdeleri
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Sekil 4.140 Yaprak ekstresinin DPPH radikali siipiiriicii kapasite yiizdeleri
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Sekil 4.141 Govde ekstresinin DPPH radikali siipiiriicii kapasite yiizdeleri
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Sekil 4.142 BHT standartinin DPPH radikali siipiiriicti kapasite yiizdeleri
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Sekil 4.143 Askorbik asit standartinin DPPH radikali stiptiriicii kapasite yiizdeleri

Bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin ve
standartlarin 1Csp degerleri, konsantrasyonlara karst % serbest radikal giderme
kapasite degerlerinin grafige gegcirilmesiyle elde edilen kalibrasyon egrilerine ait
dogru denklemlerinden mg/mL olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar asagidaki
Tablo 4.25°de verilmistir.

ICso degeri ile antioksidan kapasite arasindaki ters orant1 g6z oniine alindiginda,
cicek ekstresinin yaprak ve govde ekstresinden, yaprak ekstresinin ise govde
ekstresinden daha gii¢liit DPPH radikalini siipiiriicii aktivite gosterdigi tespit edildi.
Standartlar kendi arasinda kiyaslandiginda askorbik asitin BHT standartindan daha
giiclii radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu gozlendi. Ekstrelerin radikal siipiiriicii
kapasiteleri standartlar ile kiyaslanarak antioksidan kapasite siralamalar1 asagida

verilmistir. Askorbik asit > BHT > ¢igek > yaprak > govde

Bitkinin ¢icek ekstresinin serbest radikali siipiiriicii kapasitesi standartlar ile
kiyaslandiginda bu ekstrenin dogal bir antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegini

diistindiirmektedir.

128



Tablo 4.25 A. grandifolia bitkisinin farkli kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin ve
standartlarin 1Cs degerleri (mg/mL)

Ekstre ve standartlar ICso degerleri (mg/mL)
Cigek 1,14 +0,01
Yaprak 1,45+ 0,02
Govde 4,95 + 0,03
BHT 0,37 +0,01
Askorbik asit 0,13 + 0,006
6-
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Sekil 4.144 Cigek, yaprak, gévde ve standartlarin 1Csg degerleri
4.6.5 Bitkinin metal kelati olusturma kapasitesinin sonuclar:

Cigek, gévde ve yaprak ekstrelerinin metal kelati olusturma kapasiteleri 0,2 mg
EDTA iceren c¢ozelti ile karsilastirmali olarak Tablo 4.26 ve Sekil 4.145°de
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore ¢icek ekstresinin govde ve yaprak ekstresine
gore daha yiiksek kelat olusturma kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir.
Ekstrelerin ve standartin metal kelatlama yiizdeleri kiyaslandiginda en yiiksek metal
kelat1 olusturma kapasiteleri sirasiyla EDTA, cicek, gévde ve yaprak ekstresi oldugu
tespit edildi.
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Tablo 4.26 Bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarinin metal kelatlama yiizdeleri
(%)

Ekstre ve Standart madde 1,0 mg 0,2 mg
miktari
Cigek 95,83+1,18
Yaprak 10,00+4,70
Govde 42 50+1,17
EDTA 95,42+2,14
$1501
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Sekil 4.145 Bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarinim metal kelatlama yiizdeleri
4.6.6 Toplam fenolik madde (TPC) miktar: tayini Sonuclar:

A. grandifolia’nin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarindan hazirlanan EtOH
ekstrelerinin 200 pg/mL, 100 pug/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonlardaki toplam
fenolik madde miktarlar1 pg katesin esdegeri olarak belirlendi. Ekstrelerin toplam
fenolik madde miktarlar1 kendi igerisinde kiyaslandiginda en zengin toplam fenolik
madde miktar1 sirasiyla gigek, yaprak ve govde ekstresinde bulundugu tespit edildi
(Tablo 4.27 ve Sekil 4.146).
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Tablo 4.27 Toplam fenolik madde miktar1 (ug KAE)

Konsantrasyon | Cicek Yaprak Govde
(ug/mL)

200 21,50+ 0,34 17,02+0,01 11,67+0,89
100 12,17+ 0,50 9,86+0,81 6,94+0,24
50 6,36+0,61 5,16+0,01 3,48+0,12
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Sekil 4.146 A. grandifolia’dan hazirlanan EtOH ekstrelerinin toplam fenolik madde

miktarlari

4.6.7 Toplam flavonoid madde (TFC) miktari tayini Sonuglari

A. grandifolia’nin ¢icek, yaprak ve govde kisimlarindan hazirlanan 0,5-2,0
mg/mL konsantrasyonlardaki ekstrelerin toplam flavonoid madde miktarlari mg

kersetin esdegeri olarak belirlendi. Ekstrelerin toplam flavonoid madde miktarlar

kendi igerisinde kiyaslandiginda en zengin toplam flavonoid

cicek, yaprak ve govde ekstresinde bulundugu tespit edildi (Tablo 4.28 ve Sekil

4.147).
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Tablo 4.28 Toplam flavonoid madde miktar1 (mg kersetin esdegeri)

Konsantrasyon | Cigek Yaprak Govde
(mg/mL)
2,0 0,159+ 0,007 0,156+0,02 0,099+0,02
10 0,089+ 0,04 0,044+0,02 0,035+0,02
0,5 0,059+0,01 0,014+0,01 0,006+0,01
0.20- _
E3 cicek
B3 yaprak
0.15- y"p
E govde

0.10-

0.05-

Toplam flavonoid miktari
(mg kersetin)

0.00 -t

Sekil 4.147 A. grandifolia’dan hazirlanan EtOH ekstrelerinin toplam flavonoid

madde miktarlari

4.6.8 Antioksidan kapasite yontemleri ile toplam fenolik ve flavonoid madde

miktarlar arasindaki iliskinin belirlenmesi

Bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarindan hazirlanan EtOH ekstrelerinin
antioksidan kapasite yontemleri ile toplam fenolik ve toplam flavonoid madde

miktarlar1 arasindaki iligkinin regresyon denklemi ve korelasyon katsayisinin karesi

Tablo 4.29°da verilmistir.
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Tablo 4.29 Antioksidan kapasite yontemleri ile toplam fenolik ve flavonoid madde
arasindaki iligki

Cicek Yaprak Govde
Denklem R? Denklem R? Denklem R?

TPC/DPPH | y=4,5905x- 0,9973 y=4,7847x - | 0,9734 | y=2,277x- 0,9790
10,284 11,849 0,1162

TPC/TEAC | y=5,7438x- 0,9816 y=5,9481x— 0,9907 | y=2,6302 x - | 0,9823
0,5225 3,8877 1,0753

TPC/Frap y=0,0229x 0,9835 y = 0,0153x 0,8686 | y=0,0181x+ 0,9648
10,0318 +0,1037 0,0665

TPC/Cuprac | y =0,0072x 0,9984 y = 0,0070x 0,9824 | y =0,0042x 0,9999
+0,0088 + 0,0058 + 0,0006

TFC/DPPH | y=3312,7x- 0,9966 y=1442 Ax+ 0,9739 | y=971,93x + | 0,9852
9,5462 7,8275 49177

TFC/TEAC | y=3601,7x- 0,9880 y=3227,7x — | 0,9822 | y =1575,2x - | 0,9999
2,3123 6,0409 1,6908

TFC/Cuprac | y =4,7017x 0,9996 y=3,263x + | 0,9720 | y=2,2889x+ 0,9999
+ 0,0165 0,0262 0,0061

TFC/Frap y=22,658x- 0,9958 y=8,3224x + | 0,8574 | y=10,356x + | 0,9914
0,2508 0,2132 0,1584
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5. TARTISMA ve SONUC

Tibbi bir bitki olan A. millefolium bitkisinden hazirlanan metanol ekstresinden
flavonoidlerden rutin, luteolin 7-O-glikozit, luteolin 4’-O-glikozit, apigenin 7-O-
glikozit, apigenin 4’-O-glikozit, fenolik asitlerden ise klorojenik asit, 1,3-
dikafeoilkinik asit, 1,4-dikafeoilkinik asit, 3,4-dikafeoilkinik asit ve 3,5-
dikafeoilkinik asit semipreperatif HPLC ile izole edilmis ve yapilar1t NMR ve
spektral yontemlerle aydinlatilmistir (Vitalini ve ark., 2011). Portekiz’de yapilan bir
calismada A. millefolium bitkisinin metanol ekstresinin DPPH radikali siiptiriicii
kapasitesi incelenmis ve sonuclar Slovenya, Litvanya ve Tiirkiye’de yapilan
calismalarla kiyaslanmistir; buna gore bu ililkelere nazaran bitkinin daha diisiik
DPPH radikalini siipiirdiigii, bunun da bitkinin yetistigi toprak, iilkeler arasi hava
durumu farkliliklar1 gibi sebeplerden kaynaklanabilecegi disiintilmiistiir (Dias ve
ark., 2013). Bagka bir ¢alismada A. millefolium bitkisinin igerdigi fenolik bilesikler
katt faz ekstraksiyonu yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemiyle
incelenmistir ve bitkide bulunan dikafeoilkinik asitlerin koleretik ve flavonoidlerin
ise antispazmodik etki gosterdigi saptanmistir (Benedek ve ark., 2006). A.
millefolium bitkisinden % 40 etanolle maserasyon yontemiyle elde edilen ekstrenin
icerdigi major fenolik bilesiklerin HPLC ile kalitatif ve kantitatif analizleri yapilan
baska bir ¢alismada bitkinin rutin, luteolin 7-O glikozit, luteolin, klorojenik asit ve
apigenin igerdigi bulunmustur (Trumbeckaite ve ark., 2011). A.millefolium bitkisi
tizerine tandem MS yontemi kullanilarak bir ¢alisma yapilmigs ve bitkinin 1-
kafeoilkinik asit, 3 kafeoilkinik asit, 4 kafeoilkinik asit, 5 kafeoilkinik asit, 5-
feruoilkinik asit, 1,5-/3,5-/3,4-/4,5-di kafeoilkinik asit ve 1-kafeoil 3-feruoil kinik
asit igerdigi bulunmustur (Jaiswal ve ark., 2011). Baska bir ¢aligmada A. millefolium
bitkisinin metanol ekstresinde apigenin, luteolin, klorojenik asit, apigenin heksoz,
luteolin heksoz, kersetin heksoz, dikafeoilkinik asit igerdigi ve rutin ya da luteolin
diglikozit oldugu diisiiniilen yapilar ESI-MS ile belirlenmistir ve bu metanol
ekstresinin vazoprotektif etkisinin oldugu kanitlanmistir (Dall'Acqua ve ark., 2011).
A. collina bitkisinin yaprak ve govdelerinden hazirlanan metanol ekstresinde 5-O-
kafeoilkinik asit (klorojenik asit), 3,5 ve 4,5 di-O-kafeoilkinik asit preparatif HPLC
ile izole edilmis yapilart NMR ve ESI-MS ile aydinlatilmistir (Giorgi ve ark., 2009).
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A. grandifolia bitkisi {izerine yapilan literatiir taramasinda 3 ¢alismaya rastlandi;
A. grandifolia bitkisinin ugucu yaginda major bilesik olarak askaridol (% 15,5),
kamfor (% 15,6), borneol (% 5,2), tuyon ve 1,8-sineol bulunmustur (Radulovic ve
ark., 2010; Hanlidou ve ark., 1992). Diger bir ¢alismada A. grandifolia bitkisinin
yaprak ve govde kisimlarinin aseton ekstrelerinden 6-hidroksiflavon ve 6-
hidroksiflavonol’un metil eter aglikonlar1 izole edilmis ve spektral yontemlerle
yapilarinin aydinlatildigi gortlmistiir (Wollenweber ve ark., 1986). A. grandifolia
bitkisi lizerine yukarida belirtilen bu caligmalarin disinda herhangi bir literatiir
bilgisine rastlaniimamistir. Bu ¢alismada ise bitkinin yaprak, govde ve cicegiyle
farkli ekstraksiyon yontemleri (maserasyon, soxhlet, ASE) kullanilarak hazirlanan
metanol, etanol, etil asetat ve aseton ekstrelerinin igerdigi fenolik bilesikler HPLC-
DAD ve LC-QTOF/MS yontemleri ile analiz edildi.

Bitkide bulunan fenolik bilesikler standart maddelerin HPLC-DAD ile elde
edilen kromatogram ve spektrumlar1 yardimiyla identifiye edilip, LC/MS-MS
yontemiyle de her bir standartin verdigi fragmentlerin kiitlelerine bakilarak konfirme
edildi. Bitkinin ¢igek, yaprak ve gévde kisimlarinda 18,08, 18,71 ve 19,70. dk’larda
goriilen piklerin HPLC-DAD ile analizleri sonucu elde edilen spektrumlarinin iist
iste bire bir cakistig1r goriildii ve bu sonu¢ bu bilesiklerin birer yapi izomerisi
oldugunu diisiindiirdii. LC/MS-MS sonuglari ise bu bilesiklerin birer dikaffeoil kinik
asit izomerleri oldugunu gosterdi. Bu yap1 izomerleri sadece LC/MS-MS yontemiyle
identifiye edildi.
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Sekil 5.1 18 ve 19. dk’larda gelen piklerin spektrumlarinin kafeik asit ve klorojenik

asit standartlarinin spektrumlari ile {ist tiste ¢akistirilmast
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Sekil 5.2 Bitkide bulunan fenolik bilesiklerin kromatogrami

Bitkinin ¢i¢ek kisminda, kersetagetin 3,6-dimetil eter, luteolin-7-O-glikozit,
rutin, luteolin, kafeik asit ve klorojenik asit; yapraginda kersetagetin 3,6-dimetil eter,
luteolin-7-O-glikozit, rutin, kersetin, kafeik asit ve klorojenik asit; gévdesinde ise,
klorojenik asit ve salisilik asit bulundu. Salisilik asit tibbi bir bitki olan A.
millefolium disinda ilk kez bu Achillea tiiriinde bulundu ve halk arasinda Achillea
tirti bitkilerin agr1 kesici olarak kullanilmasimin nedeninin salisilik asit i¢eriginden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Tablo 5.1 Bitkinin farkli kisimlarinda bulunan fenolik bilesikler

Bilesikler GICEK YAPRAK GOVDE
Luteolin +
Kersetagetin3,6- + +
dimetileter
Kersetin +
KLA + - +
KA + +
SA +
Luteolin 7-O-gli + + +
Rutin + +
Di-KQA'ler o + +
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A. grandifolia bitkisinin igerdigi glikozit yapilardan rutin ve luteolin 7-O-glikozit
varhigimi teyit etmek amach bitki asitli ortamda hidroliz edildi. Sekil 4.81-4.91°de
goriildiigii tizere 24. dk’larda gelen luteolin ve kersetin aglikonlarinin hidroliz sonrasi

sekerlerinin parcalanmasiyla miktarlarinda artis gézlendi.

A. grandifolia bitkisinin ¢icek, yaprak ve govde kisimlari ile aliiminyum(III),
kalay(II), demir(Il) ve bakir(Il) metal tuzlar1 kullanilarak yiin boyama yapildi fakat
boyanmis yiinlerin asit hidrolizatlar1 HPLC yo6ntemiyle analiz edildiginde herhangi
bir pike rastlanilmadi. Bu problemin ortaya c¢ikmasi bize bu bitkinin direkt
boyarmadde kaynagi olabilecegini diislindiirdii. Bu tezimizi ispatlamak i¢in metal
tuzlar1 kullanilmadan bitkinin &giitiilmis cicek, govde ve yaprak kisimlari 100
°C’deki su banyosunda yiin ile belli bir siire bekletildiginde bitkinin yiinii direkt
boyadig1 gozlemlendi. Bunun iizerine, direkt boyarmadde kaynagi oldugu anlasilan
bitki kisimlartyla yiin boyamanin gerceklestirilecegi boyama banyosu sicaklik ve
stire agisindan spektrofotometrik olarak optimize edildi. Elde edilen sonuglara gore
bitkiden boyarmaddelerin ekstraksiyonu igin yeterli stirenin 30 dk, sicakligin ise 100
°C oldugu saptandi. Bu kosullarda boyanmis yiinlerden boyarmaddelerin DMF ile
ekstre edilebilmesi i¢in gerekli siireye ise kromatografik olarak karar verildi.
Boyanmis yiinlerin HPLC yontemiyle kalitatif olarak boyarmadde analizleri yapildi
ve bu analizlerin sonucunda kersetagetin 3,6-dimetil eter, luteolin-7-O-glikozit, rutin,
kersetin, luteolin, kafeik asit ve klorojenik asit igerdigi tespit edildi. Ayrica bitkinin
icerdigi boyarmadelerin miktarlar1 HPLC’de referans maddelerin kalibrasyon
egrilerinden en kiiclik kareler yontemiyle elde edilen dogru denklemleri kullanilarak
kantitatif olarak analiz edildi. Buna gore, bitkinin yapraginda bulunan
boyarmaddelerin miktarlar1 0,0189 pg rutin/mg yaprak, 0,2492 pg luteolin-7-O-
glikozit/mg yaprak, 0,1388 pg kersetin/mg yaprak, 0,0198 ug kafeik asit/mg yaprak,
0,0366 pg klorojenik asit/mg yaprak olarak bulundu. Bitkinin gigeginde bulunan
boyarmaddelerin miktarlar1 0,0690 pg rutin/mg ¢igek, 3,1583 pg luteolin-7-O-
glikozit/mg c¢icek, 0,4518 pg luteolin/mg c¢icek olarak hesaplandi. Bitkinin
govdesinde bulunan boyarmaddelerin miktarlar1 0,0947 pg luteolin-7-O-glikozit /mg
govde olarak bulundu.

Yapilan bir calismada ¢6ziiciliniin polaritesinin bir flavonoid olan kersetinin

antioksidan aktivitesi ile iliskisi incelenmis; ¢oziicii olarak etanol, metanol ve %10
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etanol/su ile hazirlanan kersetin ekstrelerinin DPPH yontemiyle antioksidan etkisine
bakilmis ve etanoliin en yiiksek aktivite gosterdigi ve dolayisiyla ¢dziiciiniin
polaritesinin artmasiyla kersetinin aktivitesinin azaldigi saptanmistir. Bunun sebebi
¢oOziicii ile kersetin molekiilii arasindaki hidrojen baginin kersetinin hidrojen verme
egilimine gore degismesi olarak agiklanmistir (Pinelo ve ark., 2004). Bu galismada
bitkinin ¢igek, yaprak ve govde kisimlarindan farkli ¢oziiciilerle hazirlanan
ekstrelerin HPLC analizleri incelendiginde ve ¢oziicii ile aktivite arasindaki iliski de
gozoniine alindiginda antioksidan kapasite tayini i¢in en iyi ¢0ziliciiniin etanol
olduguna karar verildi. Bitkinin farkli kisimlarinin etanol ekstresinde bulunan fenolik
bilesiklerin HPLC yontemiyle kantitatif analizi yapildi ve antioksidan kapasite ile
fenolik bilesikler arasinda dogrusal bir iligskinin oldugu tespit edildi. HPLC
sonuclarina gore bitkinin ¢iceginde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 4,565 ng
rutin/mg ¢igek, 38,655 ug luteolin-7-O-glikozit /mg ¢igek, 1,715 pg luteolin /mg
cicek, 0,685 pg klorojenik asit/mg cigek; yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin
miktarlar; 1,230 pg luteolin /mg yaprak, 0,705 pg klorojenik asit/mg yaprak;
govdesinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlari ise 1,195 pg luteolin-7-O-glikozit
/mg govde, 0,480 g klorojenik asit/mg govde olarak hesaplandi.

Bitkinin cicek, yaprak ve govde kisimlar1 etanol ile maserasyona birakildi ve
elde edilen ekstrelerin toplam fenolik miktarlar1 katesine, toplam flavonoid miktarlar
ise kersetine esdeger olarak tayin edildi. Ayrica ekstrelerin bakir(II) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC), demir(lll) iyonu indirgeyici antioksidan
kapasite yontemi (FRAP), troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi (TEAC),
DPPH (2,2—difenil-1—pikrilhidrazil) radikali giderme kapasitesinin tayini ve metal
kelat1 olusturma kapasitesi yontemleri kullanilarak antioksidan kapasiteleri ilk kez
kendi aralarinda ve standart olarak kullanilan askorbik asit, BHA, BHT ve EDTA ile
kiyaslandi. Elde edilen sonuglara gore bitkinin ¢i¢cek kismi TPC, TFC, CUPRAC,
FRAP, DPPH ve metal kelati olusturma kapasitesi yontemlerinde en yiiksek, yaprak
kismi ise TEAC yonteminde en yiiksek antioksidan kapasite gosterdi. Bunun
sebebinin  TEAC yonteminin lipofilik bilesiklerin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde kullanilan bir yontem oldugundan, dolayisiyla bitkinin yapraginda
bulunan ve polar ¢oziicilerde ¢6ziinebilen klorofil b molekiiliinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Bitkinin icerdigi toplam flavonoid ve fenolik
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madde miktarlar1 ile antioksidan kapasite yontemleri arasindaki korelasyon incelendi.
Elde edilen sonuglara gére FRAP yontemi ile toplam flavonoid ve fenolik madde
arasinda diisiik korelasyon oldugu tespit edildi. Bunun sebebinin bitkide bulunan
fenolik bilesiklerin disindaki diger bilesiklerin de demiri indirgeme potansiyelinin

olabilecegi diisliniilmektedir.

Calismamizin sonucu olarak biitlin antioksidan kapasite tayin ydntemleri
karsilastirildiginda bitkinin 6zellikle ¢igek kisminin sitotoksik etkisi incelendikten
sonra dogal bir antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica

bu bitki direkt dogal boyarmadde kaynagi olarak kullanilabilir.
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