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OZET
Doktora Tezi

TURKIYE’DE YETISEN PRUNELLA L. TURLERININ FENOLIK BiLESIKLERI
VE ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ INCELENMESINDE ANALITIK
METOTLAR

Saliha SAHIN
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisii
Kimya Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Cevdet DEMIR

Bu tez kapsaminda, Tiirkiye’de yayilisi saptanan Lamiaceae familyasina ait Prunella L.
tirleri (Prunella vulgaris L., Prunmella laciniata (L.) L., Prunella grandiflora L.,
Prunella orientalis Bornm.) i¢in 6rnek hazirlama teknikleri gelistirilmis ve 6rneklerde
bulunan fenolik maddeler, kantitatif olarak HPLC-DAD (yiiksek performansli sivi
kromatografi-diod serili dedektor) ile belirlenmistir. Bununla birlikte HPLC-DAD ile
belirlenemeyen Prunella L. tiirlerinde bulunabilecek muhtemel fenolik maddeler LC-
MS (s1v1 kromatografi-kiitle spektrometri) ile kalitatif olarak belirlenmistir. Ayrica
hazirlanan dort bitki Orneginin tarafimizdan gelistirilen immobilize enzim ydntemle
toplam fenol tayinleri yapilmis, bulunan toplam fenol degerleri Folin ve serbest enzim
yontemleri ile bulunan degerlerle karsilagtinnlmigtir. Bitki Orneklerinin  toplam
antioksidan aktivite tayinleri ABTS [2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)]
ve DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) yontemleri ile yapilmistir. Cok degiskenli
kalibrasyon tekniklerinden PCR (temel bilesen regresyon analizi) ve PLS (kismi en
kiictik kareler regresyonu) ile bitki drneklerinin toplam fenol tayinleri, PLS ve OSC-
PLS (ortagonal sinyal diizeltmesi- kismu en kiiciik kareler regresyonu) ile toplam
antioksidan aktivite tayinleri bagarili bir sekilde yapilmistir. Kemometrik yontemler ile
toplam fenol ve toplam antioksidan aktivite hesaplamalar1 yapilmadan once verilere;
optimize korelasyon diizeltmesi (COW), merkezilestirme, sinyal diizeltme ve
normalizasyon gibi islemler uygulanmistir. Tahmini toplam fenol degerleri Folin
yontemi ile bulunan toplam fenol degerleriyle, tahmini toplam antioksidan aktivite
degerleri de ABTS/DPPH yontemi ile bulunan toplam antioksidan aktivite degerleri
karsilastirilmigtir. Tahmini toplam fenol ve toplam antioksidan aktivite degerlerinin
gercek degerlerle uyumlu oldugu bulunmustur. Toplam fenol ve toplam antioksidan
aktivite degeri yiiksek olan metanol ekstraktlarinin izolasyon caligsmalar1 yapilmistir.
Elde edilen fraksiyon ve ekstraktlarin toplam fenol, toplam antioksidan aktivite tayinleri
ve HPLC-DAD analizleri yapilmistir. Izolasyon ¢aligmalari sonucunda Prunella L.
tirlerinden yiiksek miktarda rutin, rosmarinik asit ve kafeik asit izole edilmistir.
Calismalarimiz, bitkilerdeki antikanser oOzelliklerinin arastirilmasi ¢alismalarinin ilk
basamagini olusturdugu icin gelecekte yapilacak calismalara kaynak olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Lamiaceae, Prunella L., HPLC, toplam fenol, toplam antioksidan
aktivite, immobilize enzim yontemi, ¢ok degiskenli kalibrasyon, izolasyon.
2011, 139 + xiv sayfa



ABSTRACT
PhD Thesis

THE EVALUATION OF PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT
ACTIVITIES OF PRUNELLA L. SPECIES GROWN IN TURKEY
BY ANALYTICAL METHODS

Saliha SAHIN
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Cevdet DEMIR

In this thesis, a sample preparation technique for extraction of Prunella L. species
grown in Turkey (Prunella vulgaris L., Prunella laciniata (L.) L., Prunella grandiflora
L., Prunella orientalis Bornm.) belonging to Lamiaceae family was developed and the
contents of phenolic compounds in Prunella L. were identified by HPLC-DAD (high
performance liquid chromatography-diode array dedector). The phenolic compounds
not determined by HPLC-DAD were qualitatively determined by LC-MS (liquid
chromatography-mass spectrometry). A new immobilized enzymatic method for
determination of total phenolic content of four Prunella L. species was developed. The
results were compared with those obtained by applying the Folin and the free enzymatic
methods. Total antioxidant activities of Prunella L. were determined by ABTS (2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) and DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) methods. Multivariate calibration models relating the chromatographic
profiles with total phenolic content and total antioxidant activity of Prunella L. extracts
were constructed. Correlation optimized warping (COW), smoothing, normalization,
and column centering was employed to analytical signals. The results demonstrated that
the developed PCR (principal component regression) and PLS (partial least squares
regression) multivariate calibration models can successfully predict the total phenolic
content of Prunella L. samples. Also the results demonstrated that the developed PLS
and OSC-PLS (orthogonal signal correction-partial least squares regression)
multivariate calibration models can successfully predict the total antioxidant activity of
Prunella L. samples. The metanol extracts of Prunella L. species exhibited strong
antioxidant properties. Therefore, the phenolic compounds extracted using methanol
were isolated by a lab-scale isolation system. These extracts were further purified using
Sephadex LH-20 column chromatography, resulting in fractions. Total phenol contents,
total antioxidant activities were determined in extracts and fractions. The isolated
compounds were identified as rutin, rosmarinic acid and caffeic acid. This thesis is
considered to be a bases of studies on anticarcinogenic properties of Prunella L. plants
in future.

Keywords: Lamiaceae, Prunella L., HPLC, total phenol content, total antioxidant

activity, immobilized enzymatic method, multivariate calibration techniques, isolation.
2011, 139 + xiv pages
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ONSOZ ve TESEKKUR
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L., Prunella grandiflora L., Prunella orientalis Bornm.) spektroskopik, kromatografik,
kemometrik ve izolasyon calismalar1 Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
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yetistirmesinden dolay1 sonsuza dek onur duyacagim danigsman hocam Sayin Prof. Dr.
Cevdet DEMIR e en igten siikranlarimi sunarim.

Tez izleme komitemde yer alan, her tez gelisme doneminde beni sabirla dinleyen,
caligmalarim stiresince her tiirlii bilimsel destegi gosteren Saymn Prof. Dr. Seref
GUCER’e ve Prof. Dr. Hulusi MALYER e destek ve tavsiyeleri icin tesekkiirii bir borg
bilirim.

Doktora ¢alismalarim siiresince her tiirlii destek, sabir, anlayis ve i¢tenligi gosteren dost
degil kardesim diyebilecegim basta Yiiksek Kimyager Esra ISIK’a ve Aras. Gor. Onder
AYBASTIER e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Gerek doktora gerekse akademik hayatim boyunca idari ve bilimsel olarak her zaman
desteklerini esirgemeyen Sayin Kimya Boliim Baskanimiz Prof. Dr. Necati BESIRLI’ye
ve U.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiinde bulunan ¢ok degerli hocalarima ve
calisma arkadaglarima tesekkiirii borg bilirim.

Tez galismalar1 F-2009/38 nolu proje ile destekleyen U.U. Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu Bagkanligi’na ayrica tesekkiir ederim.

Tez ¢alismalarim boyunca maddi, manevi her tirli desteklerinden ve gostermis
olduklar1 sabir, anlayis, ictenlik ve Ozveriden dolayr hayatta sahip oldugum en
degerlilerim biricik anneme ve babama, sevgili esime, canimin i¢i kizima ve kardesime
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim, iyi ki varsiniz.
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1. GIRIS

Antioksidanlar, viicudumuzdaki kimyasal reaksiyonlar sonucu olusan veya dis etkenler
tarafindan olusturulan ve hiicrelere zarar veren serbest radikalleri etkisiz hale getirerek
kanser dahil pek ¢ok hastaliga neden olabilecek =zincir reaksiyonlar1 Onleyen
molekiillerdir. Gidalarin iiretimindeki degisik ve yapay islemler nedeniyle de viicuda
serbest radikal alimi artarak, bunlarin reaksiyonu sonucu olusan toksik maddeler
viicudumuzda birikmektedir. Viicudumuzda biriken bu toksik maddeleri atmak ve
onlarin zararl etkilerinden kurtulmak i¢in antioksidan maddeler igeren besinler alinmasi
gereklidir. Boylece serbest radikallerin meydana getirdigi hiicre tahribati biiytik 6lcilide
Oonlenmis olur. Bu nedenle antioksidan o6zellikli bilesikleri iceren dogal {iriinlerin

arastirilmasi insan sagligi agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Bilinen ve halen ticari olarak kullanilan sentetik antioksidanlar (butilhidroksi toluen-
BHT, butilhidroksi anisol-BHA, ter-butil hidrokinon-TBHQ gibi) kimyasal yapilarinda
fenolik gruba sahiptirler. Antioksidan etkiden sorumlu yapinin da bu fenolik gruplar
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, son yillarda kimyasal yapisinda fenolik bilesikler
iceren bitki tiirleri ve bitkisel yag ile yapilan ¢alismalar artmistir. Dogal antioksidanlar,
tokoferoller ve polifenolik maddeler olarak bilinmektedir. Polifenolik dogal antioksidan
olarak bilinen ve kullanilan adagay1 (Salvia officinalis) ve biberiyenin de (Rosmarinus
officinalis) bulundugu Lamiaceae familyasi bitkileri zengin fenolik bilesik icerikleri
nedeniyle insan sagligi agisindan oldukc¢a dnemlidir (Tada ve ark. 1996, Kovatcheva ve
ark.1996, Morimoto ve ark. 1994, Sumaryono ve ark. 1991, Bertelsen ve ark. 1995). Bu
nedenle Lamiaceae familyasinda bulunan bitki tiirleri aragtirmacilar tarafindan
antioksidan o6zellikleri ve fenolik madde igerikleri bakimindan yogun bir sekilde
arastirtlmaktadir. Lamiaceae familyasi igerisinde bulunan Prunella L. tiirlerinin de
fenolik bilesikler agisindan zengin oldugu literatiirde belirtilmektedir (Cheung ve Zhang
2008).

Lamiaceae tamilyasinda yer alan Prunella L. tiirleri Avrupa, Akdeniz, Kuzey Afrika,
Amerika ve Avustralya olmak {izere diinyada ¢ok genis bir yayilis gdsteren ¢ok yillik

otsu bitkilerdir. Prunella L. cinsinin Ulkemizde yayilis1 saptanan Prunella vulgaris L.,


http://www.bitkisel-tedavi.com/superantioksidan.htm#a1#a1
http://www.bitkisel-tedavi.com/superantioksidan.htm#a2#a2
http://www.bitkisel-tedavi.com/superantioksidan.htm#a4#a4
http://www.bitkisel-tedavi.com/superantioksidan.htm#a2#a2

Prunella laciniata (L.) L., Prunella orientalis Bornm., ve Prunella grandiflora L.
olmak {izere 4 tiirii bulunmaktadir. Prunella L. tiirleri iizerinde yapilan caligmalarda;
tiirlerin antienflamatuar, antiviral, antikanser, antioksidan ve antihiperglisemik aktivite
ozelliklerine sahip olduklart bulunmustur (Davis ve Tan 1988, Baytop 2000, Psotova ve
ark. 2003, Nolkemper ve ark. 2006, Zheng ve ark. 2007).

Bu calismanin amacz; iilkemizde yetisen Prunella L. tiirlerindeki fenolik maddelerin
kantitatif tayinlerine, antioksidan etkili bilesiklerin izolasyon g¢alismalarina, toplam
fenol ve antioksidan aktivite tayinlerine yonelik yontemler gelistirmektir. Arastirmadan
elde edilen sonuclara gore bitkinin ¢ay olarak kullanilabilirligi ve ekonomik &nemi
konusunda bilgi sahibi olunabilecektir. Bu amacla Prunella L tiirleri, Bursa, Balikesir
ve Antalya illerinden Mayis-Haziran aylarinda toplanarak uygun calisma sartlarinda
muhafaza edilmistir. Farkli polaritedeki ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraktlarda bulunan
fenolik maddelerin kalitatif ve kantitatif tayin caligmalari, ekstraktlarin toplam fenol ve
antioksidan aktivite tayinleri, antioksidan aktivitesi yiiksek olan ekstraktlar icin
izolasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Fenolik maddelerin kalitatif ve kantitatif tayinleri
yiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC) ve sivi  kromatografi-kiitle
spektrometri (LC-MS) teknikleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica kemometrik
yontemlerle toplam fenol ve antioksidan aktivite hesaplamalari yapilarak tahmini
degerler gercek degerlerle karsilastirilmistir. Kemometrik yontemler ile yapilan
calismalar sonucunda toplam fenol ve antioksidan aktiviteye katkisi olan fenolik

maddeler belirlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Fenolik Bilesikler

Aromatik halkaya bagli bir veya birden fazla hidroksil grubu igeren molekiillere fenolik

bilesikler denir. Fenolik bilesikler cok genis ve farkli bilesik siniflarini iceren kimyasal

bilesiklerdir. Bu bilesikler ¢ok farkli sekilde simiflandirilabilmektedirler. Harborne ve

Simmonds (1964) gore fenolik bilesikler molekiilde bulunan karbon sayisina gore

siiflandirilirlar (Cizelge 2.1.1).

Cizelge 2.1.1. Fenolik bilesik siniflar

Karbon sayisi

Sinif

Cs

Ce—Cy

Cs—C;

Ce—Cs

Ce—C5

Cis

Cis

Cis

Cis

Cis

Cis

Ce—C1—Ce, Cs—Co -G
Cs, Cio, Ciq

Cis

Lignan, neolignan
Lignin

Taninler
Filobafenler

Basit fenolikler

Fenolik asitler

Asetofenonlar ve fenilasetik asitler
Sinnamik asitler, sinamil aldehitler, sinamil alkoller
Kumarinler, izokumarinler, kromonlar
Kalkonlar, auronlar, dihidrokalkonlar
Flavanlar

Flavonlar

Flavanonlar

Flavanonoller

Antosiyanidinler, antosiyaninler
Benzofenonlar, ksantonlar, stilbenler
Kuinonlar

Betasiyaninler

Dimerler veya oligomerler

Polimerler

Oligomerler veya polimerler
Polimerler

Fenol, bu bilesik grubunda bulunan en temel bilesiktir (Sekil 2.1.1). Fenolik bilesikler,

alkollere gore daha asidik olmalarina ragmen organik asitlerle karsilastirildiklarinda

zay1f asidik 6zellik gosterirler.



OH

Sekil 2.1.1. Fenol bilesiginin yapisi
2.1.1. Basit fenolikler

Basit fenolik maddeler, substitue fenollerdir. Benzen halkasinda bulunan hidroksil
grubuna gore farkli fonksiyonel gruplar; orto (1,2-), meta (1,3-) ve para (1,4-)
konumlarinda benzen halkasina baglanabilirler. Eger iic fonksiyonel grup 1,3,5
konumlarinda benzen halkasina baglanirsa meta-tri; 1,2,6, konumunda baglanirsa vic-tri

seklinde isimlendirilir (Sekil 2.1.1.1).

OH OH OH OH OH
R R1 f R2
R
orto meta para meta-tri vic-tri

Sekil 2.1.1.1. Basit fenolik maddeler (R, R1, R2 fonksiyonel gruplar)

Basit fenolik maddelere resorsinol (1,3-dihidroksibenzen), ploroglusinol (1,3,5-

trihidroksibenzen) 6rnek verilebilir.
2.1.2. Fenolik asitler
Hidroksibenzoik asitler, fenol bilesigine karboksil grubunun baglanmas ile karakterize

edilirler. p-hidroksibenzoik asit, gallik asit, protokatekuik asit (Sekil 2.1.2.1), salisilik

asit ve vanilik asit (Sekil 2.1.2.2) hidroksibenzoik asitlere 6rnek verilebilir.



) OH O OH O OH
1 HO i OH i OH
OH OH OH

p-hidroksibenzoik asit Gallik asit Protokatekuik asit

Sekil 2.1.2.1. Hidroksibenzoik asitler

Ornegin vanilin, fenol bilesigine bagl karboksil grubunun yerine aldehit grubunun

baglanmasi ile olusan hidroksibenzoik aldehit bilesigidir (Sekil 2.1.2.2).

Ow_OH Oy __OH Os_H
ESOH

7 7

OH CH, OH CH,

Salisilik asit Vanilik asit Vanilin

Sekil 2.1.2.2. Hidroksibenzoik asitler ve hidroksibenzoik aldehitler
2.1.3. Asetofenonlar ve fenilasetik asitler

Fenonlar, C4¢-C, yapisinda olan dogada nadir bulunan bilesiklerdir. 2-hidroksiasetofenon

ve 2-hidroksifenilasetik asit bilesikleri fenonlara 6rnek verilebilir (Sekil 2.1.3.1).

HO
O
@)
OH
OH
2-hidroksiasetofenon 2-hidroksifenilasetik asit

Sekil 2.1.3.1. Fenonlar



2.1.4. Sinnamik asitler

Cs — Cs yapisinda bulunan en yaygin sinnamik asitler; sinnamik, p-kumarik, kafeik,
ferulik, 5-hidroksiferulik ve sinapik asitlerdir (Sekil 2.1.4.1). Sinnamik asitler,
genellikle bitkilerde kuinik, sihikimik ve tartarik asitlerin esterleri halinde bulunurlar.

Ornegin klorojenik asit, kafeik ve kuinik asitin esteridir (Sekil 2.1.4.2).

O OH O OH O OH
= = =
OH
OH OH
Sinnamik asit p-kumarik asit Kafeik asit
O OH O OH O OH
= = =
D T
OH CH, OH CH, CH, OH CH,
Ferulik asit 5-hidroksiferulik asit Sinapik asit

Sekil 2.1.4.1. Sinnamik asitler

@
O OH %

HO OH
OH
OH

OH

Sekil 2.1.4.2. Klorojenik asit



2.1.5. Kumarinler

Kumarinler, Cs — Cs yapisinda olan ve Cs; biriminde heterosiklik oksijen bulunan
bilesiklerdir. Dogada hastaliklara ve zararh etkilere karsi direncli pek ¢ok kumarin
bilesigi bulunmaktadir. Ornegin umbelliferon (Sekil 2.1.5.1), enzim calismalarinda ¢ok

sik kullanilan kumarin bilesigidir.

HO 0O 0O

Sekil 2.1.5.1. Umbelliferon

2.1.6. Flavonoidler

Flavonoidler benzer sekilde siralanmis C;s (Ce-C3-Cg) yapisina sahip bilesiklerdir.
Flavonoidler C halkasindaki degisiklik nedeniyle; kalkonlar, auronlar, flavonoidler
(flavanonlar, flavanonoller, leukoantosiyanidinler, flavonlar, antosiyanidinler ve

antosiyaninler) olmak {izere ii¢ ana gruba ayrilirlar.

2.1.6.1. Kalkonlar

Kalkonlar ve dihidrokalkonlar, dogrusal C;- zincirinde iki halkaya sahiptirler.
Kalkonlarin Cs- zincirinde ¢ift bag bulunurken, dihidrokalkonlarda (Sekil 2.1.6.1.1) bu
cift bag bulunmaz.

OH

OH O
Kalkonlar Dihidrokalkonlar
Sekil 2.1.6.1.1. Kalkonlar



2.1.6.2. Auronlar

Auronlar, (Sekil 2.1.6.2.1) kalkon yapisindaki meta-hidroksil grubunun a karbonu ile
reaksiyonu sonucu olusan bes iiyeli heterosiklik bir yap icerirler. Auronlar, genellikle

bitkilerde bulunan sar1 renkli pigmentlerdir.

Sekil 2.1.6.2.1. Auronlar

2.1.6.3. Flavonoidler

Flavonoidler, iki benzen halkasi (A ve B) ve bu halkalar1 birbirine baglayan, oksijen
iceren piran veya piron halkasindan (C) olusan benzer sekilde siralanmig C;5 (Cs-C3-Co)
yapisina sahip bilesiklerdir (Sekil 2.1.6.3.1). Flavonoidler bitkilerde en fazla glikozit
tiirevleri halinde bulunmalarina ragmen aglikonlar olarak da bulunurlar. Hidroksil
gruplariin her biri ¢esitli fenolik ve alifatik asitlerle agillenebilir ve baz1 karbonlar bir
ya da daha fazla farkli basit karbonhidratla yer degistirebilir. Bitkilerde, flavonoidler
hidroksilleme, metilleme ve en Onemlisi glikolizleme sonucu g¢esitli yapilar da
bulunabilirler (Robards ve Antolovich 1997). Ayrica flavonoid yapisindaki

siibstituentler; benzil, sinamil, hidroksil, izofenil ve metoksil olabilir.

Sekil 2.1.6.3.1. Flavonoidlerin kimyasal yapis1 (R1, R2 fonksiyonel gruplar)



[zoflavonlar, izoflavanonlar ve neoflavonoidler, flavonoid grubunda bulunan diger
bilesik siniflaridir. C¢-C3-Ce yapisina sahip bu bilesiklerde B halkasi, C halkasindaki
heterosiklik oksijen atomuna gore farkli karbon atomlarindan halkaya baglanabilir

(Sekil 2.1.6.3.2).

Izoflavon Neoflavonoid (Dalbergin)
Sekil 2.1.6.3.2. izoflavon ve neoflavonoid yapist
2.1.6.3.1. Flavanonlar

Yapilarinda bir keton grubu igeren flavanonlarda doymamis karbon-karbon bagi yoktur.

Naringenin, flavanon yapisina en uygun ornektir (Sekil 2.1.6.3.1.1).

OH

HO O ‘\\\\\

OH O

Sekil 2.1.6.3.1.1. Naringenin

2.1.6.3.2. Flavanonoller

Dihidroflavonol olarak bilinen flavanonoller, genellikle aga¢ o©zlerinde taninlerin
birlesmesi ile olusurlar. Taksifolin (dihidrokuersitin) bilesigi flavanonollere bir 6rnektir

(Sekil 2.1.6.3.2.1).



OH

OH
OH O
Sekil 2.1.6.3.2.1. Taksifolin
2.1.6.3.3. Leukoantosiyanidinler
Leukoantosiyanidinler, flavan-3,4-cis-dioller olarak isimlendirilmektedirler.

Leukoantosiyanidinler, flavanonollerdeki C; karbonundaki keton grubunun
indirgenmesi ile sentezlenebilirler. Leukosiyanidin ve leukodelfinidin bilesikleri
leukoantosiyanidinlere O0rnek verilebilir (Sekil 2.1.6.3.3.1). Agac¢ yapisinda ¢ok sik

rastlanan bu bilesikler kondense tanninlerin olugsmasinda rol oynarlar.

OH OH
OH OH

OH

OH OH OH OH

Leukosiyanidin Leukodelfinidin

Sekil 2.1.6.3.3.1. Leukoantosiyanidinler

2.1.6.3.4. Flavonlar

Flavonlar yapilarinda keton grubu ve doymamis karbon-karbon bagi igerirler. Genellikle

kapali tohumlu bitkilerde bulunurlar. Dogada en yaygin bulunan flavonlar, kamferol,

kuersetin ve mirisetindir (Sekil 2.1.6.3.4.1).
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OH
OH

OH
OH O OH O
Kamferol Kuersetin
OH
OH
OH
OH O
Mirisetin
Sekil 2.1.6.3.4.1. En yaygin bulunan flavonlar

2.2. Bitkilerde Flavonoller ve Fenolik Bilesikler

2.2.1. Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin biyosentezi

Fenolikler, bir tane hidroksil grubu iceren aromatik halkadan karmasik polimerik
maddelere kadar farkli yapilar olabilmektedirler (Strube ve ark. 1993, Harborne 1994).
Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin biyosentez yollar1 ¢ok iyi bilinmektedir
(Haddock ve ark. 1982, Harborne 1988, Macheix ve ark. 1990, Dixon ve Paiva 1995,
Strack 1997). Baz1 flavonollerin ve fenolik asitlerin biyosentez yollar1 Sekil 2.2.1.1°de
gdsterilmistir. Ikincil bilesiklerin biyosentez ve birikim asamalar1 bitkinin gelisimsel
farklilagma siiresince kontrol altindadir (Macheix ve ark. 1990, Strack 1997). Bu
asamalar 1s1k, 1s1, bitkinin zarar gérmesi gibi dis kaynakli faktorlerden etkilenebilirler
(Bennet ve ark. 1994, Dixon ve Paiva 1995). Fenilalanin, bitkilerde bulunan fenolik
bilesiklerin olugmasinda Oncii olan bir aminoasittir (Macheix ve ark. 1990, Strack

1997). Benzer sekilde hidroksisinnamik asitler ve onlarin koenzim A esterleri, sinnamat
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esterleri ve amidleri; lignin, flavonoidler ve tanninler gibi fenolik bilesiklerin yap1
tagidir (Macheix ve ark. 1990). Fenilalanin/hidroksisinnamat agamalar1 genel olarak
fenilpropanoid metabolizmas1 olarak tanimlanir. Fenilpropanoid metabolizmasi siireci
baslica L-fenilalaninden hidroksisinnamatlara ve onlarin aktif sekillerine kadar olan
reaksiyonlart igerir. Bu silirece 0zgli asamalarda katalizlenen enzimler fenilalanin
amonialaz (FAL), sinnamik asit 4-hidroksilaz (SA4H), ve hidroksisinnamat olan
koenzim A ligazdir (K4L). Bu {i¢ basamak fenolik bilesiklerin biyosentezi igin
gereklidir.

Hidroksisinnamik asitlerin (kafeik, ferulik, 5-hidroksiferulik ve sinapik asit) p-kumarik
asitten olugmasi i¢in iki farkli reaksiyonun gerceklesmesi gerekir: hidroksilasyon ve
metilasyon.  Cok iyi bilinen bitki enzim grubu olan monofenol-monooksijenaz
tarafindan katalizlenerek p-kumarik asite ikinci hidroksil grubunun eklenmesiyle kafeik
asit elde edilir. Kafeik asitin metilasyonu ile ferulik asit; kafeik ve p-kumarik asitin
metilasyonu ile lignin olusumu gerceklesir. Hidroksisinnamik asit tiirevlerinin olusmasi
icin hidroksisinnamoil-KoA ligazlar1 ile katalizlenmis hidroksisinnamat-KoA’larin
olugsmasi gereklidir. Hidroksisinnamat-KoA’lar spesifik fenilpropanoid reaksiyonlarina

girerler.
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OH
FAL
Biyosentez — — - - -
OH
AN
COO

NH, COOH COOH COOH
OH COOH benzoik asit salisilik asit p-hidroksibenzoik asit
HO OH fenilalanin sinnamik asit
SA4H
COOH
gallik asit
HOOC HO
COOH COOH COOH
p-kumarik asit  kafeik asit ferulik asit
COOH
OH pentagalloﬂglukoz 4K
hekzahidroksidifenoil ester OH
lignin
OH
gallotannin
COSKoA
p-kumaril-KoA 3 x malonil-KoA
ellagitannin
KHS OH
hekzahidroksidifenik asit
HO l OH
OH O

kflkon OH

HO 0]
izoflavon~—__ O |

ellagik asit flavon OH O

flavanon (naringenin)

Sekil 2.2.1.1. Hidroksisinnamik asit, hidroksibenzoik asit ve flavonoid biyosentezi
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OH
OH
oo S
O OH HO
OH

OH O

eriodiktiyol
dihidromirisetin OH O .
OH mirisetin

antosiyanidin

OH

HO
OH O
flavanon (naringenin)\

OH
O OH O
HO (0]
O dihidrokuersetin
OH

OH O HO
dihidrokamferol @————

SN i §

flavan-3-ol antosiyanidin kamferol

l

tannin

OH

Sekil 2.2.1.1. (devamm) Hidroksisinnamik asit, hidroksibenzoik asit ve flavonoidlerin
biyosentezi; SA4H, sinnamik asit 4-hidroksilaz; KHS, kalkon sentaz; 4KL, 4-kumarat:
koenzim A ligaz; FAL, fenilalanin amonialaz; Me, metil. (devam). (Haddock ve ark.
1982, Harborne 1988, Hahlbrock ve Scheel 1989, Maas ve ark. 1992, Bennet ve
Wallsgrove 1994, Dixon ve Paiva 1995, Strack 1997)

Hidroksibenzoik asitlere 6zgii biyosentez asamalar1 bitkilerde farklilik gdsterir. Temel
olarak hidroksibenzoik asitler; hidroksisinnamik asitlerin bozunmasi (Macheix ve ark.
1990, Strack 1997) ve gallik asit ile devam eden reaksiyonlar sonucu (Haddock ve ark.
1982) elde edilirler. Hidroksibenzoatlar genel olarak flavonoidlerin bozunmasi sonucu
meydana gelirler (Strack 1997). Ayrica hidroksibenzoik asitlerin metilasyonu ve
hidroksilasyonu ile fenilalanin/hidroksisinnamat asamalarinda analog reaksiyonlarin

meydana geldigi bilinmektedir (Gross 1981, Strack 1997).
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2.2.2. Flavonollerin biyosentezi

Flavonoidlerin biyosentezindeki ana basamak ii¢c molekiil malonil-KoA ile p-kumaril-
KoA’nin yogunlagtirilmast sonucu C;s yapisina sahip kalkon olusumudur (Harborne
1988, Strack 1997). Simdiye kadar analiz edilen kalkon sentezleri i¢in en iyi substrat 4-
kumaril-KoA’dir. Kalkon sentezinden sonraki basamakta kalkon izomeraz ile
katalizlenen kalkonun izomerleserek (2S)-flavanon (naringenin) yapisina doniismesi
meydana gelir (bkz. Sekil 2.2.1.1). Biyosentezde flavanonlar diger flavonlara (apigenin,
vs.) ve izoflavonlara (genistein, vs.) doniistiigli i¢in bu basamakta énem kazanirlar.
Daha sonra flavanon 3-hidroksilaz ile katalizlenerek (2S)-naringenin bilesigi (2R,3R)-
dihidrokamferol bilesigine, (2S)-eriodiktiyol bilesigi ise (2R,3R)-dihidrokuersetin
bilesigine doniigiir (Britsch ve Grisebach 1985). Ayni zamanda enzim flavonol
senteziyle de dihidrokamferol bilesigi kamferol yapisina doniisiir (Spribille ve

Forkmann 1984).

Pek cok flavonoid bitki dokularina aktif olarak etki eden glikozit yapisindadir. Seker
yapisinda ¢ok sik bulunan glikoz, galaktoz, ramnoz, ksiloz ve arabinoz i¢eren yiizlerce
farkl1 yapida glikozit bulunmaktadir (Strack 1997). Glikoliz transferaz enzimi
flavonoidlerin glikolizasyon reaksiyonunu katalizler. Glikozit olusumu flavonoid
konjugasyonuna bagl degildir. Pek ¢ok flavonoid agillenmis seker yapisi igerir. Bu agil
gruplart malonat gibi alifatik asitler veya hidroksisinnamatlardir (Strack 1997).
Agillenme reaksiyonunda seker yapisindaki hidroksil grubu ile asit gruplar1 arasinda

esterlesme reaksiyonu meydana gelir (Markham 1989).

2.2.3. Bitkilerde flavonoid ve fenolik asitlerin islevi

Fenolikler, hiicre c¢eperi kadar biiyilk oneme sahiptirler. (Wallace ve Fry 1994).
Genellikle hiicre ¢eperi yapisinin bir pargasini olustururlar ve mikrobiyal etkilere kars
koruyucu gorev yaparlar. Fenolik flavonoidlerin en 6nemli islevi; antosiyanin, flavon ve
flavonollerin ¢igek ve meyve renklerine olan katkisidir (Harborne 1994). Bu katki,
bitkilerin tozlasmasi i¢in boceklerin ve kuslarin bitkilere olan ilgilerini etkilemektedir.

Bununla birlikte ¢ok iyi bilinen ugucu terpenoidler (toksik suda ¢oziinen fenolikler):
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basit fenolikler, hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitler bitkilerde allelopatik

bilesen olarak gorev alirlar.

Flavonoidlerin ve fenolik asitlerin bitkilerde en Onemli islevi bitkinin savunma
mekanizmasindaki aktif gorevleridir (Britton 1983, Bennet and Wallsgrove 1994).
Bitkinin asir1 UV 1s18ima maruz kalmasi, zarar goérmesi (yaralanma) gibi durumlar
fenolik bilesiklerin biyosentezine neden olmaktadir. Bu nedenle cevresel kosullar
bitkilerde bulunan flavonoid ve fenolik asitlerin miktarini biiyiik dl¢tide etkilemektedir.
Fenolik bilesikler bitkilerdeki hastalik diren¢ mekanizmasina da katkida bulunurlar.
Bitki savunma mekanizmasi iki farkl sekilde gerceklesir: dogrudan toksik etkiler ve
toksik maddelerin lignin gibi hiicre ¢eperi lizerinde aktif ve hizli birikimi (Bennet ve
Wallsgrove 1994). Mikrobiyal etkilesim sonucunda fenolik bilesikler daha kiiclik
molekiil kiitleli bilesiklere doniisiirler. Bu bilesikler bitkilerde az miktarlarda bulunurlar
ve herhangi bir dis tehdit aninda Oncii koruyucu gorevi goriirler. Ayni zamanda
hidroksikumarinler ve hidroksisinnamik asitler de bitkiler i¢in olduk¢a Onem tasirlar.
Bununla birlikte flavonoller de bitki savunma mekanizmasinda gorev alirlar (Bennet ve

Wallsgrove 1994).

Fenolik metabolizmasinda en ¢ok arastirilan c¢evresel faktorlerden biri de 1siktir.
Genellikle 151k flavonoidlerin (6zellikle antosiyanin, flavon ve fenilalanin amonialaz)
biyosentezini etkilemektedir (Britton 1983). Bu yiizden fenolik bilesiklerin fotosentez
hiicrelerine ulasan 11k miktarini azalttig1 diisiiniilebilir. Ayn1 zamanda fenolik bilesikler
(antosiyanin, flavonol glikozit ve hidroksisinnamik asit) ve 1s1k arasindaki iligkiyi
gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir (Britton 1983). Yapilan bir ¢alismada UV ile
bozunma sonucu flavonoid (kamferol tiirevleri) sentezlerinin etkilendigi gorilmistiir

(L1 ve ark. 1993, Lois 1994).

Patojenik organizmalar veya herbivorlar tarafindan bitkinin zarar goérmesi sonucu, bitki
dokularinda flavonoidler, fenolik asitler ve diger fenilpropanoidlerin biyosentezinde
artis goriilmektedir (Britton 1983, Bennet ve Wallsgrove 1994). Yapilan bir ¢calismada
bitkinin stomasinda olusan zarar sonucunda kamferol ve kamferol glikozitlerin

birikiminde azalma goriilmiistiir (Mo ve ark. 1992, Vogt ve ark. 1994). Flavonoidler,
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bitkinin mikrobiyal enfeksiyonunu 6nlemektedirler. Ancak antosiyanin iiretiminde artis
oldugu zaman bitki dokular1 da zarar gérmektedir (Britton 1983). Klorojenik asit, alkil
ferulat esterleri ve hiicre c¢eperine baghi fenolik esterler de bitki savunma
mekanizmasinda dogrudan etkili olabilirler (Halbrock ve Scheel 1989, Bernards ve
Lewis 1992). Ayni1 zamanda basit fenolik asitlerin ve hiicre ¢eperinde bulunan karmasik

tanninlerin de dis tehditlere kars1 engelleyici etkileri vardir (Strack 1997).

2.3. Lamiaceae Familyasi

Tiirkiye Florasinda Lamiaceae familyas1 45 cins 574 tiirle temsil edilmektedir.
Endemizm oranimmin %44 olmasi da bu famiyanin tiirkiyedeki yayilisinin 6nemini
gostermektedir (Davis ve Tan 1988) Ayrica familya iiyelerinin dogal antioksidan
kaynagi olmasi, halk arasinda yaygin olarak c¢ay olarak kullanimlarinin nedenini
aciklamaktadir. Eski caglardan gilinlimiize kadar Lamiaceae familyas1 tiirleri halk
arasinda tibbi ve baharat amaciyla kullanilmistir. Dioscoridis’in Materia Medica adli
eserinde yer alan bitkilerden 40 kadar1 lamiaceae familyasina aittir (Baytop 2000).
Familya ile ilgili 1978-1991 yillar1 arasinda 2889 kimyasal igerikli caligma tesbit
edilmistir (Richardson 1992). Familya tiirleri iizerinde yapilan kimyasal ¢alismalarda
147 farkl flavonoid aglikon tesbit edilmistir. Flavonoidlerin biiyiik ¢cogunlugu flavon
(%60), bir kismi flavonol (%16) ve flavanon (%20) dur. Ayrica az miktarda
dehidroflavonol (%2) ve kalkon (%2) bulunmaktadir (Tomas-Barberan ve Gil 1992)
Aglikon ve glikozitlerin Lamioideae ve Nepetoideae alt familyalarina dagilimi Cizelge

2.3.1’de gosterilmistir.

Lamiaceae familyasinin zengin fenolik bilesiklere sahip 6nemli bir kaynak oldugu
bilinmektedir (Tada ve ark. 1996, Kovatcheva ve ark. 1996, Morimoto ve ark. 1994,
Sumaryono ve ark. 1991, Bertelsen ve ark. 1995). Lamiaceae familyasinda bulunan en
yaygin cinsler sunlardir: Salvia (Adagay1), Rosmarinus (biberiye), Lavandula (lavanta),

Thymus L.(kekik), Mentha L. (nane), Sideritis (Dag cay1) .
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Cizelge 2.3.1. Aglikon ve glikozitlerin Lamioideae ve Nepetoideae alt familyalarina

dagilimi

Aglikon Glikozit
Kimyasal Bilesen/ Lamioideae Nepetoideae Lamioideae Nepetoideae
Alt Familya (%) (%) (%) (%)
Flavon 88 97 80 90
Flavonol 35 38 55 34
Flavanon 11 41 15 38
Dehidroflavonol 5 14 0 3
Kalkon 5 7 0 3

2.3.1. Prunella L.

Lamiaceae familyasinda yer alan Prunella L. tiirleri Avrupa, Akdeniz havzasi, Kuzey
Afrika, Rusya, Dogu Asya, Amerika ve Avustralya olmak iizere diinyada ¢ok genis bir
yayilis gostermektedir (Ahmed ve Ezer, 2008). Bunun yaninda Prunella L. cinsinin
Kuzey Bati Afrika, Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da yayilis gosteren 9 tiirii
bulunmaktadir (Lamaison ve Petitjean-Freytet 1990, Edmonson 1982). Ulkemizde ise
Tiirkiye Florast kayitlarina gore 3 tiirii yayilis gostermekte olup P.grandiflora siipheli
kayit olarak yer almaktadir (Edmonson 1982). Fakat Prof.Dr. Hulusi Malyer ve
arkadaslar1 tarafindan Tirkiye’de varligi belirlenen Prunella grandiflora L da
calismamiza katilmistir. Boylece Prunella L. cinsinin; Prunella vulgaris L., Prunella
laciniata (L.) L., Prunella orientalis Bornm., ve Prunella grandiflora L. olmak {lizere 4
tiiri saptanmis olmaktadir. Sekil 2.3.1.1 (Prunella vulgaris L.), 2.3.1.3 (Prunella
laciniata (L.) L.), 2.3.1.5 (Prunella orientalis Bornm.) ve 2.3.1.7°de (Prunella
grandiflora L.) Tirkiye’deki yayilis haritas1 verilmistir. Ayrica Sekil 2.3.1.2 (Prunella
vulgaris L.), 2.3.1.4 (Prunella laciniata (L.) L.), 2.3.1.6 (Prunella orientalis Bornm.) ve

2.3.1.8°de (Prunella grandiflora L.) Prunella tiirlerinin fotograflar1 gésterilmistir.
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Sekil 2.3.1.2. Prunella vulgaris L. (Tuncay Dirmenci)
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Sekil 2.3.1.4. Prunella laciniata (L.) L. (Tuncay Dirmenci)
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Sekil 2.3.1.6. Prunella orientalis Bornm. (Tuncay Dirmenci)
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Sekil 2.3.1.8. Prunella grandiflora L. (Tuncay Dirmenci)
22

Sekil. 2.3.1.7. Prunella grandiflora Tiirkiye

26"




Prunella L. tiirleri arasinda 6zellikle Prunella vulgaris L., bogaz agrilarin1 hafiflettigi,
yaralarin hizli iyilesmesini sagladigi i¢in 17.yy’dan beri Avrupa’da kullanilan
geleneksel ilaglar icinde 6nemli bir yere sahiptir (Matthiolus 1626). Fenolik bilesikler
acisindan oldukca zengin oldugu disiiniilen Prunella L. tiirleri lizerinde yapilan
calismalarda; bu tiiriin antienflamatuvar (Yesilada ve Sezik 1990, Psotova ve ark.
2003), antiviral (Zheng 1988, Yao ve ark. 1992, Ryu ve ark. 1992, Yamasaki ve ark.
1998, Xu ve ark.1999, Kageyama ve ark. 2000, Liu ve ark. 2002, Chiu ve ark. 2004,
Nolkemper ve ark. 2006), antikanser (Lee ve Lin 1988, Lee ve ark. 1988, Zhang ve ark.
20006), antioksidan (Liu ve Ng 2000, Psotova ve ark. 2005, Skottova ve ark. 2004,
Psotova ve ark. 2006) ve antihiperglisemik (Zheng ve ark. 2007) aktivite 6zelligine

sahip oldugu bulunmustur.

2.3.2. Prunella L. tiirlerinde bulunan flavonoidler ve fenolik bilesikler

Prunella L. tiirleri lizerinde bugiine kadar yapilan fitokimyasal ¢aligmalarin sonucunda
izole edilen ve yapilar1 aydinlatilan fenolik bilesikler ve flavonoidler bulunmaktadir.
Bazi Prunella L. tiirleriyle yapilan ¢alismalarda bitkinin toprak iistii kisimlarinda ve

cigeklerinde bulunan flavonoidler ve fenolik bilesikler Cizelge 2.3.2.1°de 6zetlenmistir.

Bulunan sonuglara gore izokuersetin Prunella laciniata (L.) L. ve Prunella grandiflora
L. ve Prunella vulgaris L. tiirlerinde, rutin ise sadece Prunella vulgaris L. ve Prunella
grandiflora L. tiirlinde bulunan baslica flavonoid olarak belirlenmistir. Hiperozit
bilesiginin ise biitiin Prunella L. tiirlerinde eser miktarda da olsa bulundugu tespit
edilmistir (Lamaison ve Petitjean-Freytet 1990). Yapilan bir ¢alismada Prunella
vulgaris L. tirinde bulunan flavonoid miktar1 %0,14-0,19 olarak tayin edilmigtir

(Dmitruk ve ark. 1985).

Prunella vulgaris L. ve Prunella grandiflora L. tiirlerinden elde edilen metanol
ekstraktlarinda cis ve trans kafeik asit tespit edilmistir (Sendra 1963). Yiiksek basingh
sivi kromatografisi yontemiyle Prunella vulgaris L. tiirlinde kuru 6rnekte rosmarinik
asit %25,7; kafeik asit %0,32 bulunmustur (Skottova ve ark. 2004, Psotova ve ark

2003). Prunella vulgaris L. tiirinde bulunan fenolik bilesiklerden rosmarinik asit
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baslica fenolik bilesik olarak tespit edilmistir (Lamaison ve ark. 1991). Buna karsilik
klorojenik asit miktart Prunella vulgaris L. tiriinde %2, Prunella laciniata (L.) L.
tiiriinde ise %0,1° den az bulunmustur (Lamaison ve Petitjean-Freytet 1990). Yapilan
calismalarda Prunella vulgaris L. tiirlinde %7,9-8,45; Prunella laciniata (L.) L. tiiriinde
%10,15-11,52 ve Prunella grandiflora L. tiriinde ise %3,95-4,31 oraninda tannin tespit

edilmistir (Natherova ve Rezacova 1972).

Prunella vulgaris L. yapraklarindan elde edilen sabit yagin bilesiminde %7 oleik asit,
%9 linoleik asit, %28 miristik asit, %25 palmitik asit, %15 stearik asit ve %13 laurik
asit bulunmustur (Jain ve Saxena 1984). Prunella vulgaris L.’in ugucu yaginin 1,8-
sineol yoOniinden zengin oldugu bulunmustur. Bu bitkinin ugucu yaginda 14 bilesik
tespit edilmis, ana bilesik olarak tayin edilen hekzadekanoik asitin %17,16 oraninda

bulundugu belirtilmistir (Wang ve ark. 1994).
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Cizelge 2.3.2.1. Prunella L. tiirlerinde bulunan flavonoidler ve fenolik bilesikler.

Bilesik ad1 Prunella L. tiirii Kaynak

Flavonoidler

Kamferol Prunella vulgaris L. Saxena ve  Archana 1984,
Lamaison ve ark. 1991

Astragalin Prunella vulgaris L. Zhang ve Yang 1995

(Kamferol-3-glikozit)

Kuersetin

Izokuersetin
(Kuersetin—3-glikozit)

Hiperosit
(Kuersetin—3-galaktozit)

Rutin
(Kuersetin—3-glikoramnozit)

Luteolin

Homoorientin
(Luteolin-6-C-glikozit;
Izoorientin)

Sinarosit

(Luteolin 7-O-D-glikozit)

Prunella vulgaris L.

Prunella vulgaris L.

Prunella grandiflora L.
Prunella laciniata (L.) L.
Prunella vulgaris L.

Prunella grandiflora L.

Prunella vulgaris L.

Prunella grandiflora L.

Prunella vulgaris L.

Saxena ve  Archana 1984,
Lamaison ve ark. 1991, Zhang ve
Yang 1995

Dmitruk ve ark. 1985, Lamaison ve
Petitjean-Freytet 1990

Lamaison ve Petitjean-Freytet 1990

Dmitruk ve ark. 1985, Lamaison ve
Petitjean-Freytet 1990
Sendra 1963, Lamaison ve
Petitjean-Freytet 1990

Dmitruk ve ark. 1985, Lamaison ve
Petitjean-Freytet 1990, Lamaison
ve ark. 1991
Sendra 1963

Dmitruk ve ark. 1987

Fenolik bilesikler

Rosmarinik asit

Kafeik asit

p-kumarik asit

Klorojenik asit

Taninler

Prunella vulgaris L.

Prunella vulgaris L.

Prunella vulgaris L.

Prunella vulgaris L.

Prunella laciniata (L.) L.

Prunella vulgaris L.
Prunella laciniata (L.) L.
Prunella grandiflora L.

Lamaison ve ark. 1991, Wang ve
ark. 2000, Psotova ve ark. 2003,
Skottova ve ark. 2004

Sendra 1963, Lamaison ve ark.
1991, Psotova ve ark. 2003,
Skottova ve ark. 2004

Wang ve ark. 2000

Lamaison ve Petitjean-Freytet 1990

Natherova ve Rezacova 1972
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2.4. Analitik Yontemler

Gilinlimiizde bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin analizi i¢in ¢ok sayida calisma
yapildigin1 gérmekteyiz. (van Sumere ve ark. 1978, Waterman ve Mole 1994, Harborne
1998). Bu calismalardan da goriildiigii gibi fenolik bilesiklerin analizinde ilk basamag1
ekstraksiyon igslemi olusturmaktadir (Sekil 2.4.1).

Bitkil
}t itkiler

— . Ye
ﬁ-\l',. oidalar ' L)

1L
On islem
Santrifiijleme
Filtrasyon
Homojenizasyon
1l

Ekstraksivon
Dogrudan ekstraksiyon
Sivi-smvi ekstrakstyon
Cozicd ekstraksiyonu
Sokslet
Matriks-kat faz ekstraksiyonu
Kati-faz mikro-ekstraksivonu

il

Temizleme
¢ Kolon kromatografisi
e Kati-faz ekstraksiyon
4L

Enstriimentaliz analizler
e Gaz kromatografisi
e Sivi kromatografisi
e Digerleri

-
e

Sekil 2.4.1. Bitkilerde ve gidalarda bulunan flavonoidlerin tayin yontemleri (de Rijke ve
ark. 2006).
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Ekstraksiyon islemi bitkinin tiirine, tayin edilmek istenen fenolik bilesiklere ve
kullanilan analitik yonteme gére degisim gdstermektedir (Lee ve Widmer 1996). Ornek
hazirlama isleminde bitkinin ezilmesi, 6giitiilmesi veya preslenmesi bitkinin ylizey
alaninin artmasina neden olur, bdylece kullanilan ekstraksiyon ¢6zeltisi ile bitkinin daha
cok etkilestigi goriiliir. Ayn1 zamanda fenolik bilesiklerin glikozitleri ve esterleri analiz
edilirken 6rnek hazirlama basamaginda alkali, asit ve enzimatik hidroliz yapilmaktadir

(Waterman ve Mole 1994).

2.4.1. Ekstraksiyon ve hidroliz islemleri

Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin kimyasal yapisi en basit yapidan en karmagik
yapiya (fenolik asitler, fenilpropanoidler, antosiyaninler ve taninler) kadar degisim
gostermektedir. Bu fenolik bilesiklerin karbonhidratlar, proteinler ve bitkinin diger
boliimleri ile olusturduklar1 kompleksleri de bulunmaktadir. Bu nedenle bitkiden elde
edilen ckstraktlar ¢oziicii karisgimlarinda c¢oziinebilen farkli smif fenolik bilesikleri
icerebilmektedir. Fenolik bilesiklerin analizi sirasinda ekstraktta bulunmasi istenmeyen
vakslar, yaglar, terpenler ve klorofiller gibi bilesikler de olabilir. Bu istenmeyen
bilesiklerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in kat1 faz ekstraksiyon teknigi ve asite dayali
fraksiyonlama islemleri yapilabilir. Fenolik bilesiklerin ¢oziiniirligli ¢6ziiciiniin
polaritesine, fenoliklerin polimerizasyon derecesine ve fenoliklerin diger bilesiklerle
olan etkilesimine gore degisir. Metanol, etil alkol, aseton, su, etil asetat, az miktarda
kullanilan propanol, dimetilformamid ve bunlarin birlesimleri fenolik bilesiklerin

ekstraksiyonu i¢in siklikla kullanilir (Antolovich ve ark. 2000).

2.4.1.1. Flavonoller

Flavonoidler genellikle bitkilerden metanol, etil alkol, su ve birlesimleri kullanilarak
ekstrakte edilirler. Ama bazi durumlarda c¢oziiciilerin asitlendirilmesi gerekebilir.
Yiiksek performanslt sivi kromatografisi ile yapilan analizlerde flavonoid glikozitlerin
aglikonlara (Sekil 2.4.1.1.1) doniisebilmesi i¢in azot ortaminda ekstraktlar HCI ile
muamele edilirler. Yapilan bir calismada flavonoidlerin bitkiden %62,5 (h/h) su-
metanol karigtmi kullanilarak ekstrakte edildigi goriilmektedir. 6 M HCI ile 1:4
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oraninda asitlendirilen ekstraktin azot gazi ortaminda 90 °C’de 2 saat tutulmasiyla
flavonoid glikozitlerin ekstraksiyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir (Mattila ve
ark. 2000). Dondurulmus meyve ve sebzelerden katesin ekstraksiyonu i¢in su-metanol

(%70-90, v/v) ¢oziicii karigimlart da kullanilmistir (Arts ve ark 2000).

HO
OH
0 Oo. _O
| O OH
OH OH
O OH

Aglikon — 5 ¥ <« Glikozit 5

A

Sekil 2.4.1.1.1. Flavonoid glikozitlerden luteolin-7-O-glikozit yapisi.

Flavonol glikozitlerin referans maddeleri olmadig: icin kantitatif analizlerini yapmak
zorlagir. Ama yapilan caligmalarda meyvelerde 30 farkli flavonol glikozit tayin
edilmistir (Macheix ve ark. 1990). Yapilan bir ¢alismada gidalarda bulunan flavonol
glikozitlerin aglikonlarina doniismesini  saglayan hidroliz isleminin kolaylikla
kullanildigin1 gérmekteyiz (Hertog 1994, Robards ve Antolovich 1997). Glikozitlerin
asit/alkali hidroliz hizlar1 kullanilan asit/baz giiciine, sekerin yapisina ve sekerde
bulunan flavonoid ¢ekirdeginin pozisyonuna gore degisir. Glukuronitler bag kopmasiyla

sonlanan asit hidrolizinde glikozitlere gore daha dayaniklidirlar (Hertog 1994).

Flavonoid O-glikozitlerin monosakkaritlerle arasindaki bagin kopmasma dayanan
enzimatik hidroliz teknigi de hizli sonuca ulagsmamizi saglayan bir diger hidroliz
teknigidir. Insan plazmasinda bulunan bazi flavonollerin B-gluronidaz ve siilfataz

enzimleri kullanilarak hidrolizi gergeklestirilmistir (Erlund ve ark. 1999).
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2.4.1.2. Fenolik bilesikler

Bitki matriksinden fenolik asitlerin ekstraksiyonu sirasinda en ¢ok kullanilan organik
coziicliler; etil asetat (Azar ve ark. 1987), dietil eter (Ferndndez de Simén ve ark
1990,1992), metanol ve sudur (Kuninori ve Nishiyama 1986, Torres ve ark. 1987,
McRae ve ark. 1990). B-glukozidaz (Kanes ve ark 1993) ve hidrosinnamoil-kuinat
esteraz (Goupy ve ark. 1990) enzimleri kullanilarak da fenolik asitlerin hidrolizi
yapilabilmektedir. Bununla birlikte fenolik bilesiklerin analizinde en ¢ok kullanilan

hidroliz teknikleri asit ve alkali hidrolizdir (Lee ve Widmer 1996).

Asit hidrolizi 2 saat veya daha fazla slirede 6rnegin HCI ile 1sitilmasi sonucu yapilabilir
(Kuninori ve Nishiyama 1986). Benzoik asit ve sinnamik asit esterlerinin hidrolizi alkali
ortamda oda kosullarinda 4-24 saat siiresince (Seo ve Morr 1984) veya azot gazi
ortaminda 60 °C’de 90 dk boyunca NaOH ile muamele edilerek yapilmistir (Kuninori ve
Nishiyama 1986). Yapilan bir ¢alismada fenolik bilesiklerin (ellagik asit,
hidroksibenzoik asit, hidroksisinnamik asit, flavonol ve flavan—3-ol) asit ve alkali
hidroliz teknikleri karsilagtirilmigtir. Asit hidrolizinden elde edilen 6rnekteki fenolik
bilesik miktar1 alkali hidrolizden elde edilen 6rnek miktarina esit bulunmustur (Rommel

ve Wrolstad 1993).

Krygier ve ark. (1982) oda sicakliginda metanol-aseton-su (7:6:7, h/h/h) karigimlarini
kullanarak yag tohumlarindan serbest ve esterlesmis fenolik asitleri izole etmislerdir.
Ayni zamanda bitkinin sulu fazi asitlendirildikten sonra fenolik asitler dietil eter ile
ekstrakte edilmistir. Sulu fazda bulunan esterlesmis fenolik bilesiklerin serbest hale
gecmesi icin ekstrakt 4 M NaOH ile bazik yapilmistir. Daha sonra elde edilen bazik
ekstrakt dietil eter ile ekstrakte edilmistir. Sirasiyla metanol-aseton-su ile yapilan
ekstraksiyon islemi sonucu elde edilen kalinti, ¢éziinmeyen bagl fenolik asitleri serbest
hale gecirmek i¢in azot gazi ortaminda 4 M NaOH ile muamele edilmistir. Yapilan bu
caligmada alkali ortamda yapilan hidroliz ile hidroksisinnamik asit tiirevleri
miktarlarinda kayiplar oldugu belirtilmistir. Bununla beraber bir baska calismada
ortama askorbik asit (%1) ve etilendiamintetraasetik asit (10 mM) eklenmesi ile fenolik

asitlerin bozunmasinin engellenebilecegi vurgulanmistir (Nardini ve ark. 2002). Fenolik

29



bilesiklerin ekstrasiyon islemi i¢in farkli miktarda su igeren etil alkol, aseton ve
kloroform ¢6ziicli karigimlar1 da kullanilmaktadir (Antolovich ve ark. 2000, Kozlowska
ve ark. 1983). Hiicre ¢eperine bagli fenolik bilesikler icin de farkli alkali hidroliz
yontemleri gelistirilmistir (Hartley ve Morrison 1991, Rodriguez-Arcos ve ark. 2002).
[lk olarak hiicre ¢eperinden izolasyon yapilmistir (Parker ve Waldron 1995). Daha sonra
sirastyla 0,1 M NaOH (1 saat, 25 °C), 0,1 M NaOH (24 saat, 25 °C), 1 M NaOH (24
saat, 25 °C), ve 2 M NaOH (24 saat, 25 °C) ile ekstrakte edilmistir. Her bir alkali
ekstrakt pH<2 olacak sekilde HCI ile asitlendirilip sonra da serbest fenolik bilesikleri

elde etmek i¢in li¢ kez etil asetat ile muamele edilmistir.

Biitiin bu calismalardan da goriilmektedir ki fenolik bilesiklerin asit ve alkali hidrolizi
icin farkli miktarlar, siireler ve sicakliklar kullanilmaktadir. Genellikle bitkilerde veya
meyvelerde bulunan fenolik bilesiklerin kantitatif tayininde ekstraksiyon ve hidroliz

sartlar1 her zaman optimize edilmelidir (Lee ve Widmer 1996).

2.4.2. Kromatografik teknikler

Fenolik bilesiklerde bulunan farkli yapisal gruplar1 tayin etmek ig¢in kullanilan
yontemlerin dayandigi temel ilkeler birbirinden farklidir. Gaz kromatografisi ve yliksek
performanslt sivi kromatografisi teknikleri fenolik bilesiklerin hem ayrilmasi hem de
kantitatif tayininde yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogal antioksidan kaynakli ve
fenolik madde icerigi ylksek Lamiaceae tfamilyasi ile yapilan fenolik madde analizleri
caligmalarinda gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) (Proestos ve ark. 2006,
Gherman ve ark. 2000, Fiamegos ve ark. 2004) ve yiiksek performansl sivi
kromatografi-kiitle spektrometrisi (HPLC-MS) (Kivilompolo ve ark. 2007, Zgorka ve
Glowniak 2001, Sefiorans ve ark. 2000, Dorman ve ark. 2003, 2004, Dastmalchi ve ark.
2007, Areias ve ark. 2001, Kosar ve ark. 2005) tekniklerinin basarili bir sekilde
kullanildig1 goriilmektedir.
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2.4.2.1. Flavonoller

1950’11 ve 1960’11 yillarda flavonoidlerin analizi i¢in kagit kromatografisi teknikleri
gelistirilmistir (Markham 1982, Robards ve Antolovich 1997). Ancak 1970’li yillarda
kagit kromatografisi yerini, pek ¢ok bilesigin ayni anda analizi i¢in ucuz ve kullanigh
teknik olan ince tabaka kromatografisine birakmistir (Robards ve Antolovich 1997,
Harborne 1998). Bu tekniklerde kullanilan durgun faz ve ¢oziicii se¢imi flavonoid ve
flavonoid siiflarina gore degismektedir. Hidrofilik flavonoid olan flavonoller, poliamid
ve mikrokristral selilloz durgun faz kullanilarak ince tabaka kromatografisi ile
ayrilmiglardir (Robards ve Antolovich 1997). Ince tabaka kromatografisi giiniimiizde

halen flavonoid siniflarinin tayininde kullanilmaktadir (Lee and Widmer 1996).

Flavonoidler ve diger fenolik bilesiklerin gaz kromatografisi ile yapilan analizindeki tek
dezavantaj bilesiklerin sahip oldugu sinirli uguculuk 6zellikleridir. Bununla birlikte
siyah ¢ayda bulunan flavonollerin analizi GC-MS ile yapilmistir (Finger ve ark. 1991).
Gaz kromatografisi tekniginin avantaji izomer bilesiklerin kiitle dedektorii kullanilarak
olusan parcalanma iiriinlerine gore tayin edilebilmesidir (Mouly ve ark. 1993, Schmidt

ve ark. 1994).

Flavonoidlerin analizinde kullanilan HPLC de son 20 yilda gelistirilen diger bir
tekniktir. Bu teknik, bitkilerde bulunan flavonoidlerin analizine baska bir boyut
kazandirmistir. HPLC tekniginin sahip oldugu bazi avantajlar vardir:
e Diger kromatografik tekniklerle karsilastirildiginda flavonoid karisimlarin
¢Oziinlirligl arttirilmastir.
e Tek analiz ile hem kalitatif hem de kantitatif tayin yapilabilmektedir (Harborne
1988, Markham 1989).

Yapilan ¢alismalarda normal-faz kromatografisinin flavonoidlerin (flavon, flavonol,
flavanon aglikon) ayrilmasinda kullanildig: belirtilmistir (Galensa ve Herrmann 1980).
Bu c¢alismada flavonoid asetatlar1 LiChrosorb Si60 kullanilarak benzen-asetonitril,
benzen-ctil alkol ve izooktan-etil alkol-asetonitril ¢oziicti karisimlari ile izokritik olarak

312 ve 270 nm de tayin edilmislerdir (vande Casteele ve ark. 1983). Ters-faz
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kromatografisi de flavonoller ve flavonoid gruplarinin ayrilmasinda tercih edilir. Ters-
faz kromatografisinde genellikle durgun faz olarak C;g kolon (3—5 um), mobil faz
olarak da su, metanol ve asetonitril ve bunlarin birlesimleri kullanilir. Flavonoidlerin ve
diger fenolik bilesiklerin ayrilmasini saglamak i¢in mobil faz i¢ine kii¢iik miktarlarda da
olsa asetik asit, formik asit ve fosfat tamponlar1 katilmaktadir (Lamuela-Raventos ve

Waterhouse 1994, Merken ve Beecher 2000).

2.4.2.2. Fenolik bilesikler

Fenolik asitlerin kantitatif analizi i¢in yapilan ince tabaka kromatografisi
uygulamalarinda durgun faz olarak selilloz ve silika tabakalar, mobil faz olarak
hidrokarbon karisimlari (toluen, diokzan ve benzen) ve polar organik modifierler olarak
aseton, butanol, etil alkol ve asetik asit kullanilarak basarili sonuglar elde edilmistir
(Azar ve ark. 1987, Regnault-Roger ve ark. 1987, Srisuma ve ark. 1989, Agbor-Egbe ve
Rickard 1990). HPLC ile yapilan analizlerde; tayin edilen maddelerin, durgun faz
tarafindan adsorbe edildikten sonra, uygun ¢oziicii karisimlart kullanilarak iyi bir ayrimi
saglanabilir. Bu nedenle oOrnek ekstraktinin goriintiilenebilmesi i¢in ince tabaka

kromatografisi, HPLC’ye gore daha avantajlidir (Lee and Widmer 1996).

Bitkilerde bulunan fenolik asitlerin analizi i¢in GC ve HPLC teknikleri
kullanilmaktadir. Flavonollerin tayinlerinde oldugu gibi sivi  kromatografisi
tekniklerinden terz-faz sivi kromatografisi teknigi daha c¢ok tercih edilmektedir. HPLC
tekniklerinde kullanilan ¢oziiciiler su, metanol ve asetonitrildir. Mobil fazin pH’1 ve
iyonik siddeti, protonlama ve c¢ozliinmeye bagli olarak fenolik bilesiklerin
alikonmalarini etkilemektedir (Marko-Varga ve Barcelo 1992). Ornegin iyonlagmasini
arttirilabilmek i¢in yapilan pH degisimleri sonucu ters-faz ayrimda alikonma siiresi
azalir. Bu nedenle; fenolik ve karboksilik asitlerin iyonlagmasini baskilamak ve
¢Oziiniirliigl arttirmak icin asetik asit (%2-5), formik asit, fosforik asit ve trifloroasetik

asit (%0,1) mobil faza eklenir.
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2.4.3. Flavonollerin ve fenolik asitlerin belirlenmesi ve tayini

Fenolik bilesikler UV bolgede absorpsiyon yaptiklari icin, HPLC ile analizlerinde
kullanilan en yaygin dedektdrler UV ve UV-goriiniir bolge dedektorleridir (Lee and
Widmer 1996, Robards and Antolovich 1997). Fenolik bilesik smiflar1 farkli dalga
boylarinda maksimum absorbans yaptiklar1 i¢in analizleri sirasinda tek dalga boyu
kullanimi yeterli degildir (Delage ve ark. 1991). Pek ¢ok benzoik asit tiirevi 246292
nm araliginda maksimum absorbansa sahiptir. Ancak gallik asit ve siringik asit sirastyla
271 ve 275 nm’de absorpsiyon yapmaktadirlar (Torres ve ark. 1987). Hidroksisinnamik
asitler, UV bolgede iki farkli dalga boyu araliginda (225-235 nm, 290-330 nm)
maksimum absorpsiyona sahiptirler (Ribereau-Gayon 1972). Sinnamik asit tiirevleri,
254 nm’de yiiksek absorpsiyon yapabilen benzoik asit tiirevlerinin hicbir girisim etkisi
olmadan 320 nm’de tayin edilebilmektedir. Bununla birlikte hem sinnamik hem de
benzoik asitlerin tayini i¢in alternatif olabilecek diger dalga boyu da 280 nm’dir
(Pussayanawin ve Wetzel 1987). Flavonol aglikonlarinin tayini 350-370 nm araliinda,
flavan—3-ol ve flavonol glikozitlerin tayini de 280 nm dalga boyunda yapilmaktadir

(Robards ve Antolovich 1997).

Flavonoidlerin ve fenolik asitlerin analizinde diod serili dedektorlerinin fazla
kullanilmasinin sebebi; bu dedektorler ile ara vermeden enjeksiyon yapilip on-line
spektrum elde edilebilmesidir (Justesen ve ark. 1998). Bu durum fenolik bilesiklerin
spektroskopik analizlerinde kolaylik saglamaktadir. UV dedektdrlerinin tek dezavantaji
floresans dedektorler kadar duyarli ve segici olmamasidir. Bununla birlikte floresans
dedektorler, fenolik bilesiklerin tayinlerinde ¢ok yaygin kullanim alanina sahip

degildirler (Lee and Widmer 1996).

Diisiik potansiyel degerlerinde ylikseltgenme-indirgenme 6zelligi olan bilesikler igin
elektrokimyasal dedektorler ¢ok duyarhidir. Az miktardaki fenolik bilesiklerin
tayinlerinde UV dedektorler ile karsilagtirildiginda, elektrokimyasal dedektorler artan
bir oneme sahiptirler (van Sumere 1989, Akasbi ve ark. 1993). Elektrokimyasal
dedektorler, sebzelerde bulunan flavonoller ve fenolik asitlerin tayinlerinde basarili bir

sekilde kullanilmiglardir (Chiavari ve ark. 1988). HPLC-MS, ugucu olmayan fenolik
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bilesiklerin tayinleri i¢in kullanilan hizli ve gilivenilir bir yontemdir. Bu ydntemde
iyonlagsma basamagindan dnce arayiizey sistemlerinin kullanilmasi ile sivi mobil fazin
ortamdan uzaklastirilmast saglanir. Yapilan calismalarda cayda (Kiehne ve Engelhardt
1996) ve tibbi bitkilerde (Pietta ve ark. 1994) bulunan flavonol glikozitlerin tayinlerinde
termosprey sivi kromatografisinin kullanildig1 goriilmektedir. Yiiksek performansh sivi
kromatografi-elektrosprey ~ iyonlagsma-kiitle  spektrometrilerin ~ (HPLC-ESI-MS)
kullanimi; biiyiik, kararsiz ve oldukg¢a polar olan bilesiklerin tayinlerinde kolaylik
saglamaktadir (Careri ve ark. 1998). Cayda bulunan flavonoidlerin tayinlerinde HPLC-
ESI-MS kullanilmigtir (Poon 1998). Flavonoidlerin tayinlerinde atmosferik basing
iyonlagma-kiitle spektrometri (API-MS) teknikleri de yaygin olarak kullanilmaktadir
(Justesen ve ark. 1998).

Yapilan pek ¢ok ¢alismada standart ve referans maddelerin yardimiyla 6rnekte bulunan
flavonoidlerin tayini i¢in MS ve UV dedektdrlerin birlikte kullanildigini goriilmektedir.
Standarti olmayan bilinmeyen maddelerin analizi i¢in ikili kiitle spektrometrileri
(MS/MS veya MS") kullanilmaktadir. Kullanilan bu iki teknigin temelini yapisal
karakterizasyon olusturur. Sivi  kromatografi-kiitle  spektrometrisi  (LC-MS)
analizlerinde atmosferik basing-elektrosprey iyonlasma (API/ESI)-negatif modunun
kullanilmast duyarliligi arttirmaktadir. Bununla birlikte API/ESI-pozitif modunun
kullanilmast da yaygindir. Giiniimiizde flavonoidlerin analizinde GC-MS kullaniminin
yaygin olmasinda ragmen flavonoidlerin uguculuk o6zellikleri analizleri sinirli hale
getirmektedir. Flavonoidlerin uguculugun az olmasi halinde tiirevlendirme yapilmasi
gerekmektedir. Tiirevlendirme islemi zaman alici bir islemdir. Bu yiizden flavonoidlerin
analizinde LC-MS, GC-MS’e gore daha kullanigli, hizli1 ve duyarlt bir tekniktir. Cizelge
2.4.3.1’de LC-MS ile yapilan bazi ¢calismalar 6zetlenerek gosterilmistir.
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Cizelge 2.4.3.1. LC-MS ile yapilan flavonoid analizleri

Ornek Flavonoid Iyonlasma Mobil faz Kaynak
modu
Genista 16 tane flavon— ve izoflavon— ESI(-) Asetonitril, Ma ve ark.
tinctora glikozit(—malonatlar) ve asetik asit 2003
aglikonlar
Leguminosae  1zoflavon— ve flavonol-glikozit- APCI(-) Metanol, de Rijke ve
(4 tiir) (di)malonatlar ve amonyum ark. 2004
flavonol (di)glikozitler format
Scutellaria Vogonin—5-0-glikozit, vogonosit,  ESI(—) Asetonitril, Wu ve ark.
baicalensis baikalin, vogonin, amonyum 2004
norvogonin, kirisin—6-C-arabinoz- asetat
8-C-glikoz,
kirisin—6-C-glikoz-8-C-arabinoz
Ginkgo Rutin, kuersitrin, kuersetin, ESI(-) Asetonitril, Dubber ve ark.
biloba kamferol, izoramnetin, formik asit 2005
tabletleri kuersetin—glikozit
Hypericum 50 tane flavonol, flavanon, flavon, ESI(+) Metanol, Tolonen ve
perforatum, katesinler ve antosiyaninler formik asit ~ Uusitalo 2004
Rhodiola

rosea, kirmizi
iizlim sarabi,
portakal suyu,

yesil cay

Kirmizi 49 tane izoflavon—glikozit- ESI(+) Asetonitril,  Klejdus ve ark.

yonca malonatlar ve —asetatlar, su 2001
glikozitler ve aglikonlar

Helichrysum 6 tane kalkon, flavonol ve flavanon =~ APCI(+) Asetonitril,  Carini ve ark.

stoechas amonyum 2001

format

2.4.4. Spektroskopik teknikler

Bitkilerin toplam fenol, toplam antosiyanin ve antioksidan aktivite tayinleri yaygin

olarak spektroskopik teknikler kullanilarak yapilmaktadir.

2.4.4.1. Toplam fenol tayinleri

Bitkilerin toplam fenol igerikleri, bitkinin antioksidan Ozelliginin belirlenmesinde

onemli bir parametredir. Bitki ve gida matrikslerinde yapilan toplam fenol tayinlerinde
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ylksek performansli sivi kromatografisi yaninda Folin-Ciocalteu yontemi de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde fenolik bilesikler arasinda higbir fark olmaksizin
kolorimetrik yiikseltgenme/indirgenme 6l¢iimleri gereklidir. Folin-Ciocalteu reaktifi ile

fenolik bilesikler arasinda gergeklesen reaksiyonunun mekanizmasi kisaca soyledir:
Fenol + Bazik ¢ozelti + Folin-Ciocalteu reaktifi = Mavi renkli iiriin

Folin-Ciocalteu reaktifi heteropolifosfotungtat-molibdat iceren bir oksidasyon
belirtecidir. En son olusan mavi tiriin, P,W30s ~ *den HyP,W1306" kadar olan tungstat
serisindeki 1, 2, 4 ve 6 elektronlu reaksiyon firiinleri ile H2P2M0180626"den
H6P2M0180626' kadar olan molibdat serisindeki 2, 4 ve 6 elektronlu reaksiyon iirlinleri
karistmindan olusur. Bu yontem daha onceki yillarda sarap endiistrisinde yaygin
kullanilird1. ilk olarak 1927 yilinda kesfedildi ve 1965 yilinda Singleton ve Rossi
tarafindan modifiye edildi. Folin-Ciocalteu yontemi polimerizasyon derecesinden
bagimsiz duyarli ve kantitatif bir yontemdir. Bu yontem Lamiaceae familyasinda
bulunan bitkilerin toplam fenol tayinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Wojdylo ve

ark. 2007).

Bitki ekstraktlarinda toplam fenol tayini dl¢iimlerinde Folin-Ciocalteu yontemi yaninda
enzimatik yontemde kullanilabilir (Stevanato ve ark. 2004). Bu yontemde hidrojen
peroksit varliginda horseradish peroksidaz enzimi yiikseltgenir. Yiikseltgenen bu
enzimin fenoller (antioksidanlar) ile reaksiyona girmesi sonucu fenoksil radikalleri
olusur. Bu radikallerin 4-aminoantipirin yapisindaki aromatik amin grubuna saldirmasi

sonucu kuinon-imin renkli iiriinii elde edilir (Sekil 2.4.4.1.1).

Sty
\ OH HRP ﬁ
' O
@N | + +2H,0, \ + 4H,0
NH,
(e}

4-aminoantipirin Fenol Kuinon-imin  renkli
tirtinii
Sekil 2.4.4.1.1. Enzimatik yontem mekanizmas1 (HRP: Horseradish peroksidaz enzimi)
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Genel olarak horseradish peroksidaz enziminin segiciligi az olmasina ragmen, gergekte
pek cok sayida fenolik bilesiklerle aromatik donér molekiillerini olusturmak tiizere
reaksiyona girmektedir (Adam ve ark. 1999, Veitch ve Smith 2001). Ayn1 zamanda
fenol B halkasini i¢eren flavonoidler (Chan ve ark. 1999) ve polifenoller (Galati ve ark.
2002) ariloksi  radikalleri  olusturmak iizere  peroksidaz/H,O, varli§inda
yiikseltgenebilirler. Yapilan ¢caligmalarda fenolik bilesiklerin para konumunda hidroksil
gruplart bulundugu zaman, 4-aminoantipirin ile reaksiyonun orto konumunda
gergeklestigi belirtilmistir (Fiamegos ve ark. 2000). Fenolik bilesiklerin oksidasyonu
icin alternatif yontem enzim katalizli oksidasyon yontemidir. Enzimlerin farkli siniflar
bu reaksiyonu katalizler. Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Uluslar Arasi Birligi
Adlandirma Komitesine gore bu enzimler oksidoreduktaz sinifinin E.C. 1 boliimiinii
olusturur. Fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyen ii¢ temel enzim sinifi
sunlardir: oksijeni elektron alici olarak kullanan oksireduktazlar (E.C. 1.10.3),
peroksidazlar (E.C. 1.11.1) ve monofenol monooksijenazlar (E.C. 1.14.18.1). E.C.
1.11.1 smifin1 olusturan peroksidazlar, hidrojen peroksiti fenolik maddeleri
yiikseltgemek icin elektron alict olarak kullanirlar. Horseradish peroksidaz (E.C.
1.11.1.7), manganez peroksidaz (E.C. 1.11.1.13) ve diarilpropan peroksidaz (E.C.
1.11.1.14) peroksidaz sinifi enzimlerdir. Bu enzimler hemoproteinlerdir. Fenolik
maddelerin oksidasyonu sirasinda, hidrojen peroksit peroksidaz enziminin aktif kismini
yiikseltger, aktif bolgeye baglanan fenolik maddenin yiikseltgenmesi ile enzim

indirgenmis haline geri doner.

Enzimatik toplam fenol tayini yontemlerinde kullanilan horseradish peroksidaz enzimi
yabanturpu koklerinden (Amoracia rusticana) izole edilir. Dort adet distlfiir kopriisii
iceren tek zincirli polipeptit ve %18 karbonhidrat iceren bir glikoproteindir. Molekiil

agirlig1 44000 Da’dir (33890 Da polipeptit zinciri, 9400 Da karbonhidrat zinciri).

2.4.4.2. Toplam antosiyanin tayini

Bitkilerde ve gidalarda toplam antosiyanin tayini pH farki yontemi kullanilarak
spektrofotometrik olarak yapilir (Giusti ve Wrolstad 2001). Uygulanan ydntemde

potasyum klorlir ¢ozeltisi ve sodyum asetat tamponu kullanilarak antosiyanin
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pigmentlerinin pH degeriyle degisen renk ve siddetlerine gore absorbans degerlerinin
degisimi esas alinarak miktar tayini yapilir. Antosiyaninler pH 1,0’de renkli oksonyum

ya da flavilyum, pH 4,5’da ise renksiz karbinol yapisinda bulunurlar.

2.4.4.3. Antioksidan aktivite tayinleri

Antioksidanlar, yiikseltgenebilen bir substrata (6rnegin; lipid, protein, DNA vb.) gore
diisiik konsantrasyonlarda bulundugunda dahi o substratin oksidasyonunu geciktirebilen
ya da engelleyebilen maddelerdir. Geleneksel olarak antioksidanlar iki sinifa
ayirabiliriz: birincil/zincir kirici antioksidanlar ve ikincil/koruyucu antioksidanlar.

Zincir kirilma mekanizmasinda bir lipid (L) radikaliyle reaksiyon sonucu radikal

baslatimi1 ya da peroksil (LOO") veya alkoksil (LO*) radikalleriyle reaksiyon sonucu

radikal ilerlemesi basamaklari durdurulmus olur.

L+ AH — LH + A4-
LOO -+ AH — LOOH + A4-
LO +4H — LOH + 4-

Diger taraftan, ikincil antioksidanlar lipid vb. substratlarin oksidasyon hizini
yavaslatirlar. Ornegin, metal selatlayicilar Fe(I)’yi baglayarak hidroksil radikalleri

olusturan Fenton tipi reaksiyonlar1 engelleyebilir:

Fe’* + H,0, — Fe’" +-OH + OH~

Antioksidanlarin ¢ok ve cesitli olusu, sebze-meyve matrikslerinden ayrilmalarini ve
bireysel kantitatif tayinlerini giiglestirir. Ayrica antioksidanlarin esglidiim icinde
davranarak birbirlerinin etkisini arttirmalar1 da s6z konusudur. Bu nedenle, toplam
antioksidan diizeyini dogrudan bitkisel ekstraktlarda ve biyolojik sivilarda olgebilecek
giivenilir yontemlere ihtiya¢ vardir. Antioksidan tayinlerinde reaksiyon tiirline gore

siniflandirma yapilabilir (Apak ve ark. 2007):
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e Elektron transferine dayanan yontemler

e Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler

Hidrojen atomu transferi esasl tayinlerin biiylik bolimii yarigmali reaksiyon kinetigine

dayalidir. Burada antioksidan ve substrat, azo bilesiklerinin 1s1l bozunmasindan

tiretilmis olan peroksil radikalleri (ROO") igin yarisirlar:

ROO® + AH — ROOH + A4°
ROO® + LH — ROOH + L’

Antioksidan (4H)’mn tiiketimi pahasina lipid (LH) oksidasyonu engellenir. Diger
taraftan elektron transferi esasli yoOntemler, indirgendiginde renk degistiren
yiikseltgenlerin indirgenmesi yardimiyla antioksidanlarin aktivitesini 6lgerler. Bu olay
bir absorbans artis1 veya azalis1 seklinde olabilir. Renk degisiminin derecesi, baslangi¢
ornegindeki toplam antioksidan konsantrasyonu ile iligkilidir. Gergekte elektron ve
hidrojen atomu transferi esasl reaksiyonlar birbirleriyle i¢ icedir ve aralarinda asilmaz

siirlar yoktur.

Elekton transferine dayanan baslica yontemler: Folin, ABTS ve DPPH yontemleridir.
Bir 6rnegin indirgeme kapasitesi onun radikal siipiirme yetenegi ile dogrudan iliskili

olmamakla beraber, bu antioksidanlar i¢in ¢ok 6nemli bir parametredir.

2.4.4.3.1. ABTS yontemi

Saf bilesiklerin toplam antioksidan aktivite Ol¢limleri i¢in kullanilan ABTS [(2,2'-
azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit)] radikal katyonunun elde edilmesi
(Wolfenden ve Willson 1982) spektrofotometrik yontem temeline dayanir (Rice-Evans
ve ark. 1996, Miller ve Rice-Evans 1996). Mavi/yesil renkte olan ABTS™" radikali,
ABTS ve potasyum persiilfat arasindaki reaksiyon sonucu olusur. Bu radikal katyon 645
(Miller ve ark. 1993), 734 (Rice-Evans ve Miller 1994) ve 815 nm’de (Miller ve Rice-
Evans 1996) maksimum absorbansa sahiptir. Hazirlanan ABTS radikali {izerine

antioksidanlarin eklenmesiyle antioksidan aktivitenin zamanina ve biiyiikliigline,
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antioksidan konsantrasyonuna ve reaksiyon siiresine bagli olarak ABTS katyonunun
miktar1 azalmaktadir. Reaksiyon sonunda ABTS radikal katyonunun % inhibisyon
degeri, standart olarak kullanilan Trolox esdegerinde hesaplanan konsantrasyon ve

zamanin fonksiyonu olarak tayin edilir.

Antioksidan aktivite ¢alismalarinda Lamiaceae familyasinda bulunan bitkilerin dogal
antioksidanlar kaynagi olarak potansiyel olusturdugu belirtilmistir. Bu g¢alismalarda
Lamiaceae familyasinda bulunan bitkilerin antioksidan aktivite caligmalar1 ABTS
yontemiyle basarili bir sekilde yapilmistir (Erkan ve ark. 2008, Dastmalchia ve ark.
2008, Yesil-Celiktas ve ark. 2007).

2.4.4.3.2. DPPH yontemi

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikali (DPPH) 1958 yilinda Blois tarafindan bulunan
antioksidan aktivite dl¢limlerinde yaygin olarak kullanilan kararli bir radikaldir. Alkol
ortaminda mor renkte olan bu radikal 517 nm’de maksimum absorbansa sahiptir. DPPH
radikali ile antioksidanlar arasindaki etkilesim sonucu radikalin absorbans degeri azalir.
Bilesiklerin antioksidan aktivite 6lglimleri bu absorbans azalmasina dayanilarak yapilir.
DPPH radikali ile antioksidan arasinda gerceklesen reaksiyon (Son ve Lewis 2002)
Sekil 2.4.4.3.2.1°de gosterilmistir.

qye Swe

N OH NH o=
O,N NO, O.N NO,
+ - +
NO, NO,
517 nm (mor) (Antioksidan) sari

Sekil 2.4.4.3.2.1. Antioksidanlarin DPPH ile radikal siiplirme reaksiyonu
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DPPH, organik c¢oziiciilerde 6zellikle etil alkolde ¢oziinebilen bir radikaldir. Bu durum
ABTS ile Kkarsilastinlldiginda hidrofilik antioksidanlarin  antioksidan aktivite
Ol¢iimlerinde simirlamalar getirmektedir. Bu radikalde ABTS gibi Lamiaceae
familyasinda bulunan bitkilerin antioksidan aktivite c¢aligmalarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Wojdylo ve ark. 2007).
2.4.5. Fenolik bilesiklerin antioksidan o6zelligi

Fenolik asitlerin ve flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri aromatik halkaya baglanan
hidroksil grubu sayisina ve hidroksil gruplarinin pozisyonuna gore degisiklik
gostermektedir (Cuvelier ve ark. 1992). Sinnamik asit tiirevlerinin antioksidan
aktivitelerinin benzoik asit tiirevlerinden daha fazla oldugu belirtilmistir ve bu durum
sinnamik asitlerin propenoik asit (-CH=CH-COOH) kismimin benzoik asitlerin
karboksil gruplarindan (-COOH) daha fazla antioksidan etkiye sahip olmasiyla
aciklanmistir (Cuvelier ve ark. 1992). Ayrica fenolik bilesiklerin orto ya da para
posizyonlarindaki hidroksil gruplarmin hidrojen atomlarin1 serbest radikallere daha
kolay vermesi (De Heer ve ark. 1999) ve birbirleriyle etkilesimde olmalar1 antioksidan
aktivite iizerinde meta pozisyonunda bulunan hidroksil gruplarina gére daha fazla etkili
oldugu belirtilmistir (Sroka ve Cisowski 2003) (Sekil 2.4.5.1). Yapilan ¢alismalarda
benzoik ve sinnamik asit tiirevlerinin, flavonollarin ve antosiyanidinlerin aromatik
halkaya bagli hidroksil grubu sayisi arttikga antioksidan aktivitelerinin arttigini

gostermektedir (Fukumoto ve Mazza 2000).

R1 R2
o) 9
. (b

Hidroksisinnamik asitler Hidroksibenzoik asitler

Sekil 2.4.5.1. Hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik asitlere serbest radikal siipiirme
ozelligi veren yapilar
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Flavonoidlere antioksidan aktivite 6zelligi kazandiran yapilar belli bir sayi, diizen ve
fenol halkasinda bulunan hidroksil gruplarinin yapisal konjugasyonunu igerir (Miller ve
ark. 1997). Flavonoidlerin serbest radikal siipiirme potansiyelleri karakteristik bazi
yapilarin bulunmast ile tayin edilir. Bu yapilar (1) B halkasinda bulunan 3,4-dihidroksil
grubu, (2) C halkasinda bulunan 3 numarali karbona bagli OH grubu ve 4 numaral
karbonla ¢ift bag yapan oksijen (3) A halkasinda bulunan 5 numarali karbona bagli OH
grubudur (Sekil 2.4.5.2).

Sekil 2.4.5.2. Flavonoidlere serbest radikal siiplirme aktivitesi 6zelligi veren
karakteristik yapilar

Hidroksil gruplarinin diizenlenmesindeki degisiklik ve hidroksil gruplarina glikozit
yapilarinin baglanmasi flavonoidlerin antioksidan aktivitelerini diisiirmektedir (Rice-
Evans ve ark. 1996). Flavonollarla ilgili yapilan bir ¢alismada kuersetinin en yliksek
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ancak, kuersetinin 3-hidroksil grubuna glikozit
yapisinin baglanmasiyla olusan rutin yapisinin olduke¢a diistik aktiviyete sahip oldugu
belirtilmistir. Bagka bir ¢alisma da ise kuersetin, siyanidin, pelargonidin ve peonidinin
glikozit yapilarinin aglikonlarindan daha diisiik aktiviteye sahip oldugu ve eklenen
ikincil glikozit yapilarinin aktiviteyi daha fazla azalttigi bulunmustur (Sekil 2.4.5.3).
Antioksidan etkinin bu azalis1 karbohidrat kisminin sebep oldugu sterik etkiyle

agiklanmaktadir.
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- o Kuersetin-3, 4'-O-diglikozit
Kuersetin-3-glikozit

Sekil 2.4.5.3. Antioksidan aktiviteyi azaltict yonde etki eden glikozit ve diglikozit
yapilar

Coziciilerin  sahip oldugu ozellikler, flavonoidlerin antioksidan aktivitelerini
etkilemektedir. Ornegin 2,2-azobis(2-amidinopropan) hidrofilik radikali ile hidrofilik
ortamda (su) bulunan naringin, narirutin, naringenin, neoerisitrin gibi flavonoidler
antioksidan Ozelligi gosterirler. Buna karsilik 2,2-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) gibi
lipofilik radikali ile lipofilik ortamda bulunan bu flavonoidler prooksidant &zelligi
gosterirler (Finotti ve Di Majo 2003). Polar bir ¢oziicii i¢inde suyun hidroksil
iyonlarindan daha kararli ve asidik iyonlar igeren flavonoidler antioksidan 6zelligi
gosterirler. Polar olmayan ¢oziiciilerde ise flavonoidler su ile reaksiyona girmezler ve
ROO" serbest radikali sadece —OH ve -OCHj; gruplari reaksiyona girer (Finotti ve Di
Majo 2003).

Yapilan bir caligmada ¢oziiciiniin polaritesi arttik¢a kuersetinin antioksidan aktivitesi
azaldig belirtilmistir. Bunun sebebi ¢oziicii ile kuersetin arasindaki hidrojen baginin
kuersetinin hidrojen verme egilimine gére degismesidir (Pinelo ve ark. 2004). Ayni
zamanda kuersetinin antioksidan aktivitesi, 37 °C’de etil alkol, metanol veya etil alkol-
su ¢ozeltilerinde inkiibasyonu siiresince degisiklik gostermektedir. Kuersetinin etil alkol
ortaminda gercgeklestirdigi en yaygin reaksiyon polimerizasyon olmakla birlikte suda en

fazla gergeklestirdigi reaksiyon oksidatif ayrilmadir (Pinelo ve ark. 2004).

Cozelti ortaminin pH degeri de antioksidan aktiviteyi etkilemektedir. Cayda bulunan

katesinler i¢in yapilan bir ¢alismada B halkasinda bulunan orto-trihidroksil gruplarinin
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ve flavan-3-ol iskeletinde 3 pozisyonundaki galloil kisminin radikal siipiirme
aktivitesinden sorumlu oldugu ve ¢ok genis pH aralifinda etkilerinin fazla oldugu tespit
edilmistir (Nanjo ve ark. 1996). Antioksidan olan kafeik, klorojenik ve gallik asitin
bazik ortamda kararli olmadiklar1 bilinmektedir (Friedman ve Jurgens 2000). Ayni
zamanda elma suyuna eklendiginde klorojenik asit i¢in asidik ortamin daha uygun
oldugu bulunmustur. (-)-Katesin , (-)-epigalokatesin, ferulik asit, rutin ve trans-sinnamik

asit pH 3—11 araliginda daha kararlidir.

2.5. lzolasyon

Bir organik molekiiliin yap1 analizi i¢in en kolay yol, hidrojen ve karbon atomlar1 tiirline
ve sayisina bakmak ve/veya fonksiyonel gruplart aramak yerine tiim yapisina birden
bakmaktir. Kiitle spektrometrisi, glinlimiizde mevcut spektroskopik yontemler arasinda
kimyaciya molekiiliin tiim yapis1 hakkinda bilgi veren ve ¢ogu kez molekiil kiitlesinin
ve molekiil formiiliiniin de bulunmasini saglayan bir yontemdir. Bu yontem pahali olusu
ve Ozel kullanim teknigi gerektirdigi i¢in kizil 6tesi ve niikleer magnetik rezonans
(NMR) spektrometrilerinin aksine ancak biiyiik arastirma gruplart tarafindan
kullanilmaktadir. Bununla beraber; MS ile ¢ok az miktarda (pikogram) madde
kullanilarak yap1 analizi yapildigi gibi, GC ve LC tekniklerine baglanarak da
karigimlarin analizi yapilmaktadir. GC-MS ve LC-MS gibi ikili tekniklerle birlikte
LC/UV-DAD, LC/MS, LC/MS/MS ve LC/NMR gibi tekniklerde organik madde yap1

tayinlerinde ve izolasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

Biyolojik orneklerden flavonoid ve flavonoid metabolitlerinin izolasyonu, kalitatif ve
kantitatif analiz i¢in ¢ok biiyiik 5nem tasimaktadir. izolasyonu gergeklestirebilmek igin,
biyolojik matriksin kompleks olmasindan dolayr hedef analitlere yapilan interferens
etkilerin ortadan kaldirilmasi, flavonoid ve flavonoid metabolitleri diisiik miktarda
bulundugu i¢in duyarliligin arttirilmasi gereklidir. Flavonoidler, bitki ekstraktlarinda
genellikle kompleks karisim halinde bulunurlar. Bu karisim flavonoid aglikonlarini ve
glikozitlerini igerdigi gibi fenolik asitleri ve tanninleri de igerir. Flavonoidlerin yapilari
benzer 6zellikte oldugu i¢in kromatografik davraniglar1 da benzerlik gdsterir. Bununla

birlikte baz1 flavonoidlerin substitue olmayan hidroksil gruplarindan dolay1 asidik
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ozellik gostermeleri, flavonoidlerin ayrilmasimi ve izolasyonunu zorlastirir. Bitki
ekstraktlarinda bulunan flavonoidlerin yap1 analizlerinde ve izolasyon g¢alismalarinda

ikili tekniklerin kullanilmas1 gereklidir (Sekil 2.5.1).

(LC/UV)

?
(LC/MS) :
h ) MS/MS
ME/ME: M5~
iUl A LI (LCINMR)

HPLC

Sekil 2.5.1. Flavonoidlerin analizlerinde kullanilan kromatografik teknikler

Yapilan pek ¢ok kantitatif analiz ¢alismalarinda HPLC-UV/MS tekniginin kullanildigin
gormekteyiz. HPLC-MS tekniginin kullanilmasi, Ornekte az miktarda bulunan
maddelerin, izomerik ve kromofor gruplari disindaki yapilarin kantitatif analizlerinde
duyarlilig1 ve seciciligi arttirir. Bununla birlikte NMR teknigi de yapi aydinlatiimasi
calismalarinda oldukea etkili bir tekniktir. Kantitatif analiz ¢alismalarinda 'H NMR
tekniginin sagladigi avantajlar oldukca fazladir. Bu teknik hizli ve higbir 6rnek
hazirlama basamagi gerektirmeyen bir tekniktir. Karmasik Orneklerde az miktarda
bulunan ve UV absorpsiyonu olmayan maddelerin analizlerinde NMR tekniginin
kullanilmas1 kantitatif analiz ¢alismalarinda kolaylik kazandirmaktadir (van Beek ve
ark. 1993). Kantitatif analiz ve izolasyon c¢alismalarinda HPLC-MS ve NMR
tekniklerinin birlikte kullanilmasi, yapilan c¢aligmalardaki basarty1, giivenilirligi,
seciciligi ve duyarliligr arttirmaktadir. Cizelge 2.9.1°de HPLC ve NMR ile yapilan bazi

calismalar kisaca 0zetlenmistir.
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Cizelge 2.5.1. HPLC ve NMR ile yapilan fenolik madde ¢aligsmalar1

Martiks Fenolik maddeler Analiz Kaynak
yontemi

Jamesbrittenia 14 tane fenolik madde LC-NMR Cogne ve ark.
fodina 0. M. 2003
Hilliard
Trifolium pratense 2 tane flavonoid izomerik LC-NMR Seger ve ark.
Linn. yapilar 2005
Willow bitkileri ve Flavanon glikozitleri HPLC-UV Tarantilis ve
13 tane Epilobium (kamferol-3-O glikozitler):  HPLC-MS ark. 1995
stiirleri uersitrin, guajaverin, 'H NMR

hiperozit, izokuersitrin, BC NMR

tinirisitrin,

izomirisitrin
Sorocea bomplmdii  kuersetin/kamferol- HPLC-NMR  Ogawa ve
yapraklari diglikozitler, ark. 1999

kamferol-tri-glikozit

Flavonoidler ve fenolik asitlerin biyolojik matrikslerden ekstraksiyonu ve izolasyonu
calismalarinda ¢6ziicii ekstraksiyonu isleminden sonra kati faz ekstraksiyonu (SPE) ile
ornekteki analitler temizlenebilmektedir (de Rijke ve ark. 2006). Boylece matriks etkisi
yapan bilesenler ayrildiktan sonra HPLC ve LC-MS ile kalitatif ve kantitatif analiz daha
duyarli ve se¢imli olarak yapilabilmektedir. Bununla birlikte her bir fenolik maddenin
ayr1 ayr1 izole edilmesiyle de 6rnekler karakterize edilebilmektedir. Fenolik maddelerin
yap1 tayini Oncesi izolasyonu i¢in TLC (Pandey ve ark. 1979) ve preperatif HPLC
teknikleri (de Pascual-Teresa ve ark. 1998) kullanilmaktadir. Uygun bir TLC kolonu ve
¢Oziiciisii ile izole edilen fenolik maddeler tek tek ayrildiktan sonra LC-MS ve NMR ile
yapilart aydinlatilabilir. TLC ile ayrilan fenolik maddeler dogrudan HPLC veya LC-MS
(Onyilagha ve ark. 2003) ile tayin edilebildigi gibi preparatif HPLC sistemi kullanarak
da preparatif kolonda izole edilen fenolikler UV dedektorii ile tayin edilebilmektedir (de

Pascual-Teresa ve ark. 1998).
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2.6. Kemometrik Yontemler

Kemometri, bilgisayar, istatistik ve matematiksel yoOntemlerin kimyasal verilere
uygulanmasidir. Ne var ki, tiim bu yontemlerin limitleri ve varsayimlar1 tam olarak
anlagilmadan kimyasal problemlerin ¢6ziimiine yonelik istatistiksel ydntemlerin
kullanilmas1 uygun olmamaktadir. Kimyasal veriler tek degiskenli olabildigi gibi ¢ogu
zaman bir¢ok degiskene de bagli olabilmektedir. Bu degiskenlerden her birinin analiz

baslangicinda esit 6neme sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Kemometrik yontemlerin en ¢ok gelismekte olan uygulama alanlarindan birisi de ¢ok
degiskenli kalibrasyon yontemleridir (Brereton 1997). HPLC, GC-MS, UV/VIS, LC-
MS vb. cihazlardan elde edilen verilerin ¢ok degiskenli olmasi nedeniyle yapilacak
kalibrasyonunda ¢ok degiskenli olmasi gerekmektedir. Bu nedenle spektroskopi ve
kromatografide karmasik matrislerin analizi, ¢ok degiskenli veriler kullanilarak

kemometrik yontemlerle yapilmaktadir.

2.6.1. Verilerin analize hazirlanmasi

Kemometrik analizlerde ham veri biiyiik 6neme sahiptir. Yapilan bir deneysel ¢alisma
sonrasinda elde edilen verilerin kemometrik hesaplamalarina ge¢gmeden once verilerin
ozellikleri dikkatle incelenmelidir. Elde edilen veriler arasinda birbirinden ¢ok farkl
degerler bulunuyorsa ya da degerler arasi biiyilk dengesizlik varsa, verilerin benzer
birimlere ¢evrilmesi veya ortalama deger etrafinda toplanmasi gerekebilir. Bunun gibi
durumlarda verilere optimize korelasyon diizeltmesi (COW), merkezilestirme, sinyal

diizeltme ve normalizasyon gibi verilerin analize hazirlanmasi iglemleri uygulanir.

2.6.1.1. Optimize korelasyon diizeltmesi

Kromatografik ve spektroskopik verilere uygulanan sinyal diizeltme yontemleri ikiye

ayrilir:

e Dinamik zaman diizeltmesi
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e Optimize korelasyon diizeltmesi (COW)

Son yillarda yapilan ¢alismalarda da bu iki yontemin kullanildigin1 gérmekteyiz. COW
yontemin ilk defa Nielsen ve ark. (1998) tarafindan gelistirilmistir. COW yonteminde
ilk olarak analite ait biitiin bilgileri iceren referans (spektrum/kromatogram) vektor
secilir. Daha sonra X matrisi belli sayida segmentlere (bdliimlere) ayrilir. Segment
boyutlarinin diizenlemesi (matrisin ayrilacagi grup sayisi) algoritmada yer alan slack
parametresi ile belirlenir. Farkli segment boyutlar1 secilerek oOrnek ve referans
vektoriiniin - korelasyonunun optimum oldugu segment boyutu belirlenebilir. Bu
segmentlerde bulunan Ornek vektorlerinin baslangi¢ ve bitis noktalar1 sabit kalmak
kosuluyla o6rnek ve referans vektorleri karsilastirilmaya calisilir. Boylelikle 6rnek
vektorii ile referans vektorli arasindaki korelasyon optimize edilir. COW yontemi ile
ilgili algoritma bilgileri literatiirde ayrintili verilmistir (Tomasi ve ark. 2004, Vial ve

ark. 2009).

Es zamanl1 birden fazla 6rnegin kromatografik analizlerde, elde edilen kromatogramlara
ait piklerin alikonma zamanlarinda kaymalar olabilir. COW yontemi uygun referans
kromatogram (alikonma zamanlarinda kayma olmayan, standart kromatogram)
secildikten sonra alikonma zamanlarindaki bu kaymalar onlenebilir. Boylelikle 6rnek

kromatogramlar1 referans kromatograma benzetilmis olur (Sekil 2.6.1.1.1.a,b).
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(a)
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~ N\
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~ N A
N
(b)
~ A AJUL_J\ N
~_ A AJUL_J\ N
~ A AJUL_J\ N
~_ A AJUL_J\ N
~ A AJUL.J\ N

Sekil 2.6.1.1.1.a)Alikonma zamanlarinda kayma olan kromatografik pikler, b)Optimize
korelasyon diizeltmesi yapildiktan sonra diizelmis kromatografik pikler

2.6.1.2. Merkezilestirme
Kemometrik analizde veri matrisinin X simgesiyle ifade edildigi ve bu matrisin

satirlarinin 7, siitunlarinin ise j simgeleriyle gosterilir. Buna gore Xj; seklindeki bir veri

matrisinin merkezilestirme islemi su esitlige gore yapilmaktadir:



mX; = x;—x" (2.6.1.2.1)

Esitlikte "X}; merkezilestirme islemi yapilmis matrisi ifade etmektedir. x; i’inci satir
Jj’inci siitundaki matris elemanini, x;”" ise her bir kolonun ortalamasini belirtmektedir.
Esitlikten de goriilebilecegi gibi, matristeki her bir kolonun ortalamasinin kolon
elemanlarindan c¢ikarilmasiyla matris verisinin merkezilestirme islemi yapilmig

olmaktadir. Boylece matristeki her bir deger ortalama ¢evresinde toplanmis olur.

2.6.1.3. Sinyal diizeltme

Sinyal diizeltme teknikleri, aletten gelen giiriiltii sinyallerini ortadan kaldirmak i¢in
spektroskopik ve kromatografik verilere uygulanir. Boylece 6rnege ait diizlestirilmis
gercek spektrum veya kromatogram elde edilir. Bu ¢alismada kromatografik verilerden
giirliltii  sinyallerinin elimine edilmesi icin Whittaker sinyal diizeltme teknigi

kullanilmistir (Eilers 2003).

2.6.1.4. Normalizasyon

Normalizasyon islemi verilerin sabit bir degere getirilmesi islemidir. Matris iizerinde
normalizasyon islemi yapilirken 6nce siitun elemanlarinin kareleri toplanir ve karekokii
alinir. Sonra her bir sutun elemani bu degere boliiniir. Bu islem her bir siitun i¢in ayri
ayr1 hesaplandiktan sonra normalizasyon islemi tamamlanmis olur. Esitlikte NX;,- simgesi

normalize edilmis matrisi ifade etmektedir.

X = —L— (2.6.1.4.1)
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2.6.2. Cok degiskenli kalibrasyon teknikleri

Temel bilesen regresyon analizi (PCR), kism1 en kiigiik kareler regresyonu (PLS),
ortagonal sinyal diizeltmesi (OSC) gibi c¢ok degiskenli kemometrik yontemler
kullanilarak spektrum ve kromatogramdan analitik bilgi elde edilebilmektedir.
Boylelikle pek cok sinyalin ayni anda kullanimi1 saglanmaktadir. Ayrica bu teknikler
ornek hazirlama islemi gerektirmeden karmasik matrisler i¢in dogru ve kesin analitik

sonug elde edilmesini saglarlar.

2.6.2.1. Temel bilesen regresyon analizi

Cok degiskenli kalibrasyon yontemleriyle karisim i¢indeki her bir bilesenin miktari
tayin edilebilmektedir. Ancak bazi siirlamalar1 dikkate almak gerekir. PCR ile
kantitatif tayin yaparken degisken sayisinin az olmasina ve her bir degisken arasinda
lineer iliskinin olmamasina dikkat edilmelidir. Bunlarin yapilabilmesi icin Oncelikle
temel bilesen analizi yapilarak degisken sayisi istenen boyuta indirgenir. Daha sonra
skor ve loadinglerin hesaplanmasi ile degiskenler arasi lineer iliski kaldirilmis olur.
Kalibrasyon icin temel bilesen analizinden hesaplanmis olan skor degerleri (T
degiskenleri) kullanilir. T degerleri kullanilarak regresyon katsayisi asagidaki formiile

gore hesaplanir.

b=(T"'T)" Ty (2.6.2.1.1)

Buradaki T degiskenleri ortagonaldir ve formiildeki 7’7 matrisinin inversi aliabilir.
Temel bilesen regresyonunda goriildiigii gibi temel bilesenler kalibrasyon modelini
olusturmak i¢in kullanilir. Korelasyon katsayisi b, tahmini konsantrasyon y degerlerini
hesaplamak i¢in kullanilir. Bu sekilde karisim i¢indeki her bir maddenin

konsantrasyonlar1 hesaplanmis olur.

$=Th (2.6.2.1.2)
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2.6.2.2. Kismi en kiiciik kareler regresyon analizi

Kismi en kiiciik kareler regresyonu, kemometrik caligmalarda en fazla kullanilan ¢ok
degiskenli kalibrasyon yontemlerinden birisidir. PLS kalibrasyonu iki sekilde
yapilabilmektedir. Bunlar PLS1 ve PLS2 olarak adlandirilmaktadir. PLS1 yonteminde
karisim igindeki bilesenler tek tek incelenirken PLS2’de bilesenlerin hepsi ayni anda
incelenmektedir. Bilesenlerin birbiri ile Ortligme miktarina bagl olarak PLS yontemi

secilmelidir. Ortiismenin fazla oldugu durumlarda PLS2 daha iyi sonug vermektedir.

Kismi en kiiciik kareler regresyonu ilk defa ekonometri alaninda H.Wold tarafindan
1960’11 yillarda gelistirilmistir (Demir 1997). Bu yontem bir¢ok bilim dalinda genis
uygulama alanlart bulmustur. 1980°li yillarda Kowalski tarafindan kimyasal verilerin
analizinde kullanilmistir (Kowalski ve ark. 1982). Kemometri alaninda yapilan
caligmalar PLS kalibrasyon yonteminin digerlerine gore kantitatif olarak daha dogru
tahmini sonuglar verdigi goriilmistiir. PLS kalibrasyon yonteminde degisken sayisi
azaltilir ve degiskenler arasi lineer iliski ortadan kaldirilir. PLS uygulanirken skor ve
loading degerleri asagidaki formiillere gore hesaplanir. Kismi en kiiciik kareler
regresyonu es zamanl biitiin veri bloklarina uygulanir. X matrisi ve y vektorii su sekilde

ayrilir.
X=TP'+E ve y=Uq'+F (2.6.2.2.1)
T ve U, X matrisinin degiskenleri, y bir bilesenin konsantrasyonu, P ve ¢ ise loading, E

ve F ise hata degerleridir. U ve ¢ boyutlar1 sirasiyla /<N ve 1xN seklindedir. Sematik
olarak boyutlar Sekil 2.6.2.2.1.”de gosterilmistir.
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Sekil 2.6.2.2.1. Kismi en kiiciik kareler regresyon matrislerinin grafiksel gdsterimi

PLS kalibrasyonu i¢in farkli algoritmalar kullanilir. Bunlar arasinda en yaygin olarak
kullanilan1 NIPALS algoritmasidir. Bu algoritma karisim igindeki her bir bilesenin
kantitatif tayini i¢in veri matrisindeki degigkenlere ardisik olarak uygulanir ve her bir
bilesenin konsantrasyonu ayri ayri hesaplanir. Ayrintili PLS algoritmasi literatiirde

bulunabilir (Demir 1997).

2.6.2.3. Ortagonal sinyal diizeltmesi

Ortogonal sinyal diizeltmesi (OSC) yontemi ilk defa Wold ve ark. (1998) tarafindan
gelistirilmistir. OSC y6ntemi, veri matrisine gore ilgisiz ve ortogonal olan yanit matrisi
tizerinden sistematik varyansin kaldirilmasi i¢in uygulanir. Sistematik varyansin
kaldirilmasi ile matriste bulunan analite ait 6nemli bilgilerin korunmasi saglanir. Son
yillarda sinyal iizerinden ortagonal bilesenlerin kaldirilmasiyla model karmagikliliginin
azaltilmas1 i¢in farkli gruplar tarafindan farkli OSC algoritmalar1 gelistirilmistir.
Ortiisen piklerin bulundugu spektroskopik ve kromatografik analizlerde ¢ok degiskenli
kalibrasyon yontemleri kullanilmaktadir. Son yilarda yapilan pek cok calismada
ozellikle PLS ile eszamanli tayin yoOntemlerinde OSC kullanimi artmistir. OSC
yonteminde ilk olarak giiriiltiiniin X matrisi lizerindeki etkisi gdz oniine alinir. OSC, X

matrisi tlizerinden guriiltii etkisinin kaldirilmasimi sagladigi i¢cin 6n islem basamagi
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sayilabilir (Sekil 2.6.2.3.1.a,b). Boylelikle OSC-PLS yonteminde giiriiltiiniin etkisi
ortadan kaldirildiktan sonra PLS ile es zamanl tayinler gergeklestirilir. y den bagimsiz
X matrisinden bilesenlerin ayrilarak cevap olusturulmasi temeline dayanir. X ve y
arasindaki birlikte degisim OSC tarafindan minimize edilir. Analit sinyaline distan

gelen 6nemli etkileri uzaklastirir.
X=X, + XoscrLs + E (2.6.2.3.1)
XoscrLs=X — ToP, (2.6.2.3.2)
X, veri matrisini, 7, skor matrisini, P, loading matrisini ifade eder. Birden fazla OSC
bileseni belirlenir ve bu bilesenler X matrisinden ayrilirlar. OSC bilesenleri, standart

PLS bilesenlerine benzerler. Elde edilen Xpscprs matrisi ¢ok degiskenli kalibrasyon

yonteminde kullanilir (Lorber 1986, Bertran ve ark.2001).
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Sekil 2.6.2.3.1. a) Giiriiltii siddeti yiiksek olan pik, b) OSC ile giiriiltii etkisi ortadan
kaldirilmis pik
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan aletler

3.1.1.1. Mor otesi-goriiniir bolge (UV/VIS) spektrofotometresi

Calismada Varian marka Cary-50 Conc model UV/VIS spektrofotometre kullanilmistir.

Olgiimler 1 cm kuvartz hiicreler kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz sirasindaki

calisma sartlar1 Cizelge 3.1.1.1.1.”de verilmektedir.

Cizelge 3.1.1.1.1. Varian marka Cary-50 Conc cihazinin ¢aligma sartlari
Olgiim Birimi Absorbans
Olgiim Aralig Alt deger:0,0 Ust Deger: 3,0
Dalgaboyu Aralig1 (nm) 200-800
Tarama Hizi 0,5 nm aralikli
Ornekleme Aralig1 Otomatik

3.1.1.2. Yiiksek performansh sivi kromatografi-diod serili dedektor (HPLC-DAD)
Prunella L. tiirlerinde bulunan fenolik bilesikler HPLC-DAD ile analiz edilmistir.
Fenolik bilesiklerin HPLC-DAD ile analizinde, Agilent 1200 HPLC system
(Waldbronn, Almanya) model kullanilmistir.

3.1.1.3. Sivi kromatografi-kiitle spektrometri (LC-MS)

Caligmada Agilent marka 1100 LC-MSD Trap SL model sivi kromatografi-kiitle

spektrometri cihazi kullanilmistir.

3.1.1.4. pH metre

Calismada HANNA model HI 221 model pH metre kullanilmistir.
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3.1.1.5. Analitik terazi

Deneysel c¢alismalar sirasinda ¢ozelti hazirlama islemleri i¢cin Radwag AS 220/C/2

marka analitik terazi kullanilmistir.

3.1.1.6. Saf su cihazi

Analizler sirasinda kullanilan su, ELGA marka Purelab Option DV 25 model saf su

cihazindan (su saflig1 18,2 MQxcm) saglanmistir.

3.1.1.7. Doner buharlastirici

Deneysel ¢alisma sirasinda zenginlestirme iglemleri igin Bibby RE 301xRE 300 marka
cihaz RE 100 EA adaptorii ile kullanilmistir.

3.1.1.8. Coklu manyetik karistirici

Deneysel calisma sirasinda 6rneklerin ekstrakte edilebilmesi i¢cin Daihan marka MS-

MPS8 model ¢oklu manyetik karistiric1 kullanilmistir.

3.1.1.9. Etiiv

Deneysel caligsmalar sirasinda kurutma islemleri icin VWR marka DL-53 model etiiv

kullanilmistir.

3.1.1.10. Peristaltik pompa

Deneysel calismalar sirasinda Watson-Marlow marka 323S model peristaltik pompa

kullanilmistir.
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3.1.1.11. Ultrasonik banyo

Deneysel caligmalar sirasinda g¢ozeltilerin hazirlanmast i¢in UTB marka ultrasonik

banyo kullanilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan bitki tiirleri

Bu calismada iilkemizde yayilis gosteren Prunella L. cinsinin; Prunella vulgaris L.,
Prunella laciniata (L.) L., Prunella orientalis Bornm. ve Prunella grandiflora L. olmak

lizere 4 tiirii analiz edilmistir.

3.1.3. Calismada kullamilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

3.1.3.1. Kimyasallar

3.1.3.1.1. Analitik safhiktaki kimyasallar

- Merck, 1.06007.2500, Metanol

- Merck, 1.01988.2500, Butanol

- Merck, 1.11727.2500, Etil alkol

- Merck, 1.00030.2500, Asetonitril

- Merck, 1.04391.2500, Hekzan

- Merck, 1.00264.1000, Formik asit

- Merck, 1.06393.1000, Sodyum karbonat

- Merck, 1.06469.1000, Sodyum hidroksit

- Merck, 1.02791.1000, Bakir sulfat

- Merck, 1.08087.1000, Sodyum potasyum tartarat
- Merck, 1.04936.1000, Potasyum kloriir

- Merck, 1.06268.1000, Sodyum asetat

- Merck, 8.18401.0500, Potasyum persiilfat

- Merck, 1.07293.0100, 4-aminoantipirin

- Merkce, 1.07298.1000, Hidrojen peroksit

- Merck, 1.04873.1000, Potasyum dihidrojen fosfat
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Merck, 1.05101.1000, Dipotasyum hidrojen fosfat
Merck, 1.00314.2500, Derisik hidroklorik asit, %37, d=1,19 g/mL, M=36,46 g/mol
Merck, 1831, L-Askorbik asit

3.1.3.1.2. Diger kimyasallar

Sigma—Aldrich, 536954, Rosmarinik asit

Sigma, R5143, Rutin hidrat

Sigma, C3878, Klorojenik asit

Merck, 822029, Kafeik asit

Merck, 822070, Ferulik asit

Merck, 841533, Protokatekuik asit

Sigma, P8250, EC 1.11.1.7 type II (50 KU/mg of solid), HRP: Horseradish
peroksidaz

Sigma—Aldrich, G7384, Gallik asit

Sigma—Aldrich, 337951, Kuersetin hidrat

Sigma—Aldrich, K0133, Kamferol

Sigma—Aldrich, F9252, Folin-Ciocalteu fenol reaktifi

Sigma-Aldrich, A1888, ABTS (2,2-azino-di-(3-etilbenzotialozin-siilfonik asit)
Sigma—Aldrich, D9132, DPPH (1,1-difenill-2-pikrilhidrazil radikali)

Sigma, LH20100, Sephadex LH-20

Acros, 21894, Troloks [(£)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid]

3.1.3.1.3. Sarf malzemeler

10-100 pl aralikli mikropipet (Eppendorf)

100-1000 pl aralikli mikropipet (Eppendorf)

500-5000 pl aralikli mikropipet (Eppendorf)

Supelco hidrofilik 0,45 pm’lik PVDF enjektor tipi filtre kartus
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3.1.3.2. Cozeltiler

3.1.3.2.1. Asidik hidroliz ekstraksiyonunda kullanilan c¢ozeltiler

Calismada bitki Orneklerinin asidik hidrolizi i¢in derisik hidroklorik asitten (%37,
d=1,19 g/mL, M=36,46 g/mol) 50 mL alinarak saf su ile 100 mL seyretilmis ve

konsantrasyonu 6 mol/L olan ¢ozelti hazirlanmistir.

3.1.3.2.2. Toplam fenol, toplam antioksidan aktivite ve toplam antosiyanin

tayinlerinde kullanilan ¢ozeltiler

e 0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 0,4000 g NaOH suda ¢oziilerek hacmi saf su ile
balon jojede 100 mL’ye tamamlanmistir.

e %2 sodyum karbonat ¢ozeltisi: 2,0000 g Na,COs suda ¢oziilerek hacmi saf su ile
balon jojede 100 mL’ye tamamlanmistir.

o  %0,5 bakir siilfat ve %1 sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi: 0,5000 g CuSO4 ve
1,0000 g sodyum NaKC4H4O4 suda coziilerek hacmi saf su ile balon jojede 100
mL’ye tamamlanmigtir.

e 0,025 M pH 1,0 potasyum kloriir ¢ozeltisi: 0,1900 g KCI suda ¢oziilerek hacmi saf
su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmis, derisik HCI ile pH 1,0’e ayarlanmustur.

e 0,4 M pH 4,5 sodyum asetat tampon ¢ozeltisi: 5,4400 g CH3CO,Na.3H,O suda
coOziilerek hacmi saf su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmis, derisik CH;COOH
ile pH 4,5’a ayarlanmustir.

e 1 mM DPPH ¢ozeltisi: 0,0394 ¢ DPPH metanolde coziilerek hacmi metanol ile
balon jojede 100 mL’ye tamamlanmuistir.

e 7 mM ABTS ¢ozeltisi: 0,1920 g ABTS tartilip saf suda ¢oziilmiis, 0,0331 g K,S,04
ilave edilerek karistirilmis ve sonra hacmi saf su ile balon jojede 50 mL’ye
tamamlanmis, karanlikta 12-16 saat bekletilmistir.

e pH 8 tamponu: 94 mL 1 M K,HPO, (57,0575 g KoHPO4.3H,0/250 mL) ve 6 mL
IM KH,PO4 (34,0225 g KH,PO4/100 mL) ¢ozeltisi karisimlari alinmis ve hacmi

1000 ml’ye saf su ile tamamlanmugtir.
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e pH 5 tamponu: 2,86 mL derisik CH;COOH ¢o6zeltisinden alinmis saf su ile balon
jojede 50 mL’ye tamamlanmistir. 3,69 mL 1 M CH;COOH ve 0,864 g
NaCH;COO.3H,O suda coziilerek hacmi saf su ile balon jojede 100 mL’ye
tamamlanmuistir.

e 4—aminoantipirin: 9 mM 100 mL ¢ozeltisi i¢in 0,1829 g tartilmis, pH 8 tamponunda
¢oziilmils, hacmi tampon ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmistir. 0,45 mM ve
diger 4-aminoantipirin ¢ozeltileri bu stok ¢ozeltiden seyreltilerek hazirlanmistir.

e 6 mM H,0, ¢ozeltisi: H,O, ¢ozeltisinden (%35, d=1,13 g/mL, M=34,01 g/mol) 129
ul alinmig hacmi balon jojede 250 mL’ye tamamlanmistir. Diger ¢ozeltiler bu stok
¢oOzeltiden seyreltilerek hazirlanmistir.

e 25 uM enzim ¢ozeltisi: 0,011 g enzim tartilmis pH 8 tamponunda ¢oziilmiis ve

hacmi tampon ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmustir.

3.1.3.2.3. Standart fenolik maddeler ile kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Yiiksek performansli sivi kromatografi-diod serili dedektor (HPLC-DAD) cihazi igin
standart fenolik bilesikler ile kalibrasyon cozeltileri hazirlanmistir. 100 mg/L stok
cozelti kullanilarak kuersetin, rutin, rosmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit, ferulik
asit ve protokatekuik asit standart fenolik bilesikler i¢in 1, 2, 4, 8,10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 ve 100 mg/L standart ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Standart ¢ozeltiler, metanolde
coOziilerek hazirlanmistir. Ekstraksiyon yonteminin geri kazanim degerinin ve uygulanan
analitik yontem validasyonunun hesaplanabilmesi i¢in 100 mg/L ¢ozelti kullanilmistir..
Bu ¢ozeltiden % geri kazanim degerinin hesaplanmasinda igerisinde 10 mg/L standart
madde igeren ekstraktlar kullanilmistir. Bu ekstraktlar, Prunella vulgaris L. tiirinlin
metanol ve metanol-asit ekstraktlaridir. Uygulanan analitik yontem validasyonunda
kullanilan ¢ozeltiler stok ¢ozelti kullanilarak hazirlanan her bir standart fenolik bilesik

icin 1 mg/L derisimine sahip ¢ozeltilerdir.
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3.2. Yontem

Bu calismada yontemler bes ana baglikta toplanabilir. Bunlar;
e Ormnek hazirlama islemleri,

e Spektroskopik yontemler,

e Kromatografik yontemler,

o Kemometrik yontemler,

e izolasyon calismalaridr.

3.2.1. Ornek hazirlama islemleri

3.2.1.1. Bitki tiirlerinin toplanmasi ve analize hazirlanmasi

Prunella laciniata (L.) L., Prunella vulgaris L., Prunella orientalis Bornm, Prunella
grandiflora L. tirleri Bursa, Balikesir ve Antalya illerinden toplanmistir. Toplanan
Prunella L. tiirleri agik havada kurutulup posetlendikten sonra buzdolabinda 4°C’de
bekletilmistir.

Toplanan tiirlerin lokaliteleri s0yledir:

Prunella vulgaris L.

B2 Bursa: Bursa-Keles, 41 km, 40° 01’ 16> N —29° 07’ 15>’ E, 774 m, 01.05.2008, A.
Tosunoglu & H. Malyer.

Prunella laciniata L.

B2 Bursa: Cali — Inegazi kdyii, inegazi kavsagma 200 m, 40° 08” 03” K — 28° 52° 53”
D, 463 m, 13.05.2009, A. Tosunoglu & H. Malyer.

Prunella orientalis Bornm.

C3 Antalya: Kemer, Kesmebogazi — Ovacik, Ovacik koyii girisi, mese dipleri-dere
yatagi, 36 ° 39° 01” K — 30° 25° 59” D, 1116 m, 09.06.2009, A. Tosunoglu & H.
Malyer.

Prunella grandiflora (L.) Scholler

B1 Balikesir: Edremit, Kazdag1 (Ida), Kartalgimeni-Karatas tepesi arasi, ¢.1700 m,
24.07.2006, T. Dirmenci (3337) & F.Satil (E). Edremit, Kazdagi, Kartalgimeni
tepesinin kuzey batisi, 1750 m, 28.07.2007, T. Dirmenci (3473) & E. Akgicek (K).
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3.2.1.2. Ekstraksiyon ¢calismalar

Prunella L. tirleri, yayilis1 saptanan bdlgelerden toplandiktan sonra Ornekler
homojenize edilmistir. Homojenize edilen orneklerden belirli miktarlarda tartilarak
¢oziicl ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Bitki tiirlerinini 6rnek hazirlama islemleri iki

farkl1 sekilde yapilmstir:

Ekstraksiyon Asidik hidroliz
1 g bitki 6rnegi 1 g bitki 6rnegi
tartilir. tartilir.
4 v 1\ ( v 1\
50 mL ¢oziicii ilave 40 mL ¢oziicii ve 10
edilir. mL 6 M HCl ilave dilir.
g A 4 \ 4 N

80 mg askorbik asit ilave edilir.

\ 4
Azot gazi ile muamele edilir.

A 4

Karanlikta oda sicakliginda 8 saat siire ile coklu manyetik
karistiricida ekstrakte edilir.

3.2.2. Spektroskopik yontemler

3.2.2.1. Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenol tayini

Ekstraksiyon calismalarindan elde edilen ekstraktlar i¢in toplam fenol tayinleri
caligmalarinda standart madde olarak gallik asit kullanilmigtir. Kalibrasyon grafigi i¢in
hazirlanan standart gallik asit ¢ozeltilerinden yararlanilmistir. 0,1 M NaOH icinde
%?2’lik Na,COs olacak sekilde Lowry A ¢ozeltisi ve %1’lik NaKC4H4Og iginde %0,5
CuSOq olacak sekilde Lowry B ¢ozeltisi hazirlanmistir. Lowry A ve Lowry B 50:1 (h/h)
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oraninda karistirilarak Lowry C ¢6zeltisi hazirlanmistir. Analiz tiiplerine 2,5 mL Lowry
C ¢ozeltisi, 0,25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi, x mL o6rnek/standart ve y mL (2-x) su
eklenmistir. Her bir standardin 750 nm dalga boyunda absorbanslar1 okunarak gallik asit
konsantrasyonuna gore (mg/L) grafige gecirilmistir. Ekstraktlar icin toplam fenol
miktarlar1 hesaplanan kalibrasyon denklemi kullanilarak “mg gallik asit/g Ornek”
seklinde hesaplanmistir. Toplam fenol Ol¢limlerinde butanol, butanol-asit, hekzan ve

hekzan-asit ekstraktlar1 doner buharlastric1 ugurulduktan sonra metanolde ¢6ziilmiistiir.

3.2.2.2. Serbest enzim yontemi ile toplam fenol tayini

Serbest enzim yontemi ile toplam fenol tayini yontemi i¢in 0,1 mL bitki ekstrakti
lizerine sirasiyla; 2 mL 9 mM 4-aminoantipirin (pH 8 tamponunda hazirlanmis), 1 mL 6
mM H>O; ve 0,9 mL 2,5 uM horseradish peroksidaz enzimi (E.C.1.111.7, 50 kU)
eklenmistir. 1 dk bekletildikten sonra olusan renkli iiriiniin 510 nm’de absorbansi
UV/VIS spektrofotometresinde ol¢iilmistiir. Her bir standardin 510 nm dalga boyunda
absorbanslart okunarak gallik asit konsantrasyonuna gore (mg/L) grafige gecirilmistir.
UV/VIS o6l¢limleri sonucunda her bir 6rnegin serbest enzim ydntemine gore toplam
fenol miktari, standart madde olarak gallik asit i¢in ¢izilen kalibrasyon grafigine gore

“mg gallik asit/g 6rnek” seklinde hesaplanmigtir.

3.2.2.3. Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu ile toplam fenol tayini yapmak icin ilk olarak kullanilacak
enzimin polimer iizerinde immobilize edilmesi gerekir. Bu ¢alismada kullanilacak olan
polimer daha Onceden poliglutaraldehit ile aktive edilmis olan poli(stirendivilbenzen)
polimerdir (Aybastier ve Demir 2010). Poli(stirendivilbenzen) hidrofobik ve
mikroporoz o6zellikli bir polimerdir. Kullanilan polimerin tanecik biiyiikligi 0,6-1,4
mm  araligindadir.  Immobilizasyon igin 120 mg  poli(stirendivinilbenzen)
poligluteraldehit (STR-DVB-PGA) hacmi 3 mL (6x1 cm) olan polietilen bir kolon igine
yerlestirilmistir. 100 mL 0,1 M fosfat tamponunda (pH 8) hazirlanmis 21 mg
horseradishperoksidaz (HRP) enzimi peristaltik pompa yardimiyla 2,5 mL/dk akis

hiziyla 26 saat siireyle polietilen kolondan gegirilmistir. Polimere tutunmayan enzimi
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uzaklastirmak i¢in polimer 0,1 M pH 8 fosfat tamponu ile yikanmistir. Bu islemle enzim

kovalent olarak polimer destek maddesine tutturulmustur.

e

OO OO, C—

086989

Stiren-divinilbenzen-poligluteraldehit (STY-DVB-PGA) polimeri

O—M,

I
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C—oH, © @
STY-DVB-PGA polimerine immobilize olmus HRP

CH, —CH, CH—CH,—

Sekil 3.2.2.3.1. immobilize olmus HRP

3.2.2.4. immobilize HRP yontemi ile toplam fenol tayini

0,1 M fosfat tamponunda (pH 8) hazirlanmis 0,45 mM 4-aminoantipirin igeren tastyici
¢ozelti 2,5 mL/dk hizla kolondan gegirilirken, 0,1 mL bitki ekstrakti1 ve 1 mL 2,97 mM
H,O, ¢o6zelti karisimi kolona verilmistir. Kolondan gecirilirken olusan enzimatik
reaksiyon sonrasi elde edilen kuinon-imin renkli iiriiniiniin 510 nm’de absorbansi
UV/VIS spektrofotometresinde Ol¢iilmiistiir. Her bir standardin 510 nm dalga boyunda
absorbanslar1 okunarak gallik asit konsantrasyonuna gore (mg/L) grafige gecirilmistir.
UV/VIS 6lgtimleri sonucunda her bir 6rnegin immobilize enzim yontemine gore toplam
fenol miktar1, standart madde olarak gallik asit i¢in ¢izilen kalibrasyon grafigine gore

“mg gallik asit/g 6drnek” seklinde hesaplanmigtir



3.2.2.5. Bradford yontemi

Immobilizasyon islemi ile HRP enziminin polimer destek maddesi iizerinde tutunan
miktari, immobilizasyon Oncesi ve immobilizasyon sonrasi ¢ozeltide kalan enzim
miktar1 farkina gore hesaplanmistir. Cozeltide bulunan enzim miktar1, Bradford protein
analiz yontemi ile belirlenmistir (Bradford 1976). Bu yontemin temeli coomassie
brillant blue G250 (CBB) boyasmin protein molekiilii ile kompleks olusturmasina
dayanmaktadir. Ortamdaki protein miktar1 arttikca olusan renk agik maviden koyu
maviye kaymaktadir. Analiz i¢in kullanilan stok boya ¢ozeltisi 100 mg CBB 50 mL
metanol igerisinde ¢oziilerek, iizerine 100 mL %85 fosforik asit (H;PO4) eklenmis ve
saf su ile 200 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir. Bu ¢ozelti siyah bant siizgeg
kagidindan siiziilerek koyu renkli sisede 4 °C’de saklanmustir. Analiz i¢in kullanilan
¢ozelti 1 hacim stok boya ¢oOzeltisi 9 hacim saf su ilave edilerek hazirlanmistir.
Kalibrasyon grafigi c¢izmek amaciyla standart protein olarak bovine serum albumin
(BSA) kullanilmistir. pH 8,0 fosfat tamponunda 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 mg/L derisime sahip
BSA c¢ozeltileri hazirlanmistir.  Farkli  derisimlerdeki BSA standart protein
cozeltilerinden deney tiiplerine x mL alinmis {zerlerine; 0,25 mL Bradford boya
¢oOzeltisi ve (2,75-x) mL su eklenerek calkalanmis ve 5 dk beklendikten sonra 595 nm
dalga boyunda UV/VIS spektrofotometresinde absorbanslari okunmustur. Her bir
standardin 595 nm dalga boyunda absorbanslari okunarak protein konsantrasyonuna

(mg/L) kars1 okunan absorbans degerleri grafige gecirilmistir.

3.2.2.6. HRP aktivite tayini

Enzimatik aktivite Ol¢limii yiikseltgen substrat H,O, ve indirgen substrat ABTS
varhiginda yapilir (Melgajero ve ark. 2004). Buna gore pH 5 asetat tamponu ortaminda,
3 mL 1 mM ABTS ve 1 mM H,O; karisimi enzim immobilize edilmis kolondon 1 dk
stireyle gecirilmistir. Reaksiyon sonunda olusan iriiniin 414 nm’de (€414nm=31,1
mM/cm) absorbanst UV/VIS spektrofotometresinde Olglilmiistiir. Bir unit (U) enzim
aktivitesi 1 dk i¢inde 1 umol {iriin olusturan enzim miktarini ifade etmektedir. Aktivite
Olciimlerine gore HRP aktivitesi 1 g destek maddesi basina diisen unit miktar1 olarak

hesaplanir (U/g).
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3.2.2.7. STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis HRP enziminin ve serbest

HRP enziminin K, ve Vp, degerlerinin belirlenmesi

Serbest HRP enzimi i¢in 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 1,2; 1,6; 2,0 mM konsantrasyonlarda ABTS
cozeltisi kullanilarak Boliim 3.2.2.6°da belirtildigi gibi aktivite tayini yapilmistir. Bunun
icin 120 mg enzim igeren 20 mL enzim ¢dzeltisi (pH 5 asetat tamponunda), 12 mM
ABTS cozeltisi (pH 5 asetat tamponunda) ve 6 mM H,O; ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu
¢ozeltilerden x mL 6 mM ABTS, 0,5-x mL saf su, 0,5 mL 6 mM H,0,, 2 mL enzim
cozeltisi kanstirilarak 1 dk sonunda 414 nm’de (€414nm=31,1 mM/cm) absorbansi
UV/VIS spektrofotometresinde Olgiilmiistiir. STR-DVB-PGA polimerine immobilize
edilmis HRP enzimi i¢in 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 1,2; 1,6 ve 2,0 mM konsantrasyonlarda
ABTS ¢ozeltisi kullanilarak Boliim 3.2.2.6°da belirtildigi gibi aktivite tayini yapilmistir.
Bunun i¢in 12 mM ABTS ¢ozeltisi (pH 5 asetat tamponunda) ve 6 mM H,O; ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden x mL 6 mM ABTS, 2,5-x mL pH 5 asetat tamponu, 0,5
mL 6 mM H;O, c¢ozeltisi kanistirilarak immobilize edilmis HRP enziminden
gecirilmistir. Reaksiyon sonunda olusan iirliniin (1 dk sonunda) 414 nm’de (€414nm=31,1
mM/cm) absorbanst UV/VIS spektrofotometresinde Ol¢iilmiistir. Elde edilen
sonuclardan Esitlik 3.2.2.7.1°deki Lineweaver-Burk denklemi kullanilarak K., ve Vpax

degerleri hesaplanmustir.

=y (3.2.2.7.1)

o max max

3.2.2.8. Toplam antosiyanin tayini

Prunella L. tiirlerinin su, metanol ve bunlarin asidik ekstraklarinin toplam antosiyanin
miktar1 pH farki yontemi kullanilarak yapilmistir (Sellappan ve ark. 2002). Bu yontem
icin 0,025 mol/L pH 1,0 potasyum kloriir ¢6zeltisi ve 0,4 mol/L pH 4,5 sodyum asetat
tampon ¢oOzeltisi hazirlanmistir. Her bir x mL ekstraktinin pH degeri 1,0 ve 4,5 olacak
sekilde, hazirlanan tampon c¢ozeltiler kullanilarak ayarlanmistir. Harcanan tampon

hacminin degeri ekstraktlar i¢in seyrelme faktorii (SF) olarak kaydedilir. 30 dk
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beklenmis ve siire sonunda hazirlanan her bir 6rnek i¢in 510 ve 700 nm dalga boyunda

absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Okunan absorbans degerleri;

A=(A5100m - A7000m)pH1,0 = (A5100m = A7000m)pH4,5 (3.2.2.8.1)
Antosiyanin konsantrasyonu (mg/L)=4 x MW x SF x 1000 / (¢ x1) (3.2.2.8.2)

esitliginde yerine konarak herbir ekstrakt i¢in absorbans degeri bulunmustur. Siyanidin-
3-glukozit i¢in molekiil kiitlesi (MW) 449,2 g/mol, molar soniim katsayisi (&) 26900 ve
kiivet genisligi 1 cm olarak alinmistir. Elde edilen degerler esitlikte yerine konulmustur.
Ekstraktlar icin toplam antosiyanin degeri mg siyanidin-3-glukozit/100 g 6rnek olarak

verilmigtir.
3.2.2.9. ABTS yontemi

Prunella L. tirlerinden elde edilen ekstraktlarin toplam antioksidan aktivite tayini
ABTS yoOntemi kullanilarak yapilmistir. ABTS yonteminde 7 mM ABTS sulu ¢ozeltisi
2,45 mM K,S,0g ile karistirilarak karanlikta 12-16 saat bekletilmistir. Siire sonunda
elde edilen ABTS ¢ozeltisi % 96’lik etanolle 1:10 oraninda seyreltilmistir. 4 mL etanol
ve 1 mL ABTS karigtirilarak 6 dk sonunda 734 nm dalga boyunda kor 6rnek igin
absorbans degeri okunmustur (Ags:). Her bir ekstrakt veya fenol bilesiginden x mL alinir
tizerine (4-x) mL etanol ve 1 mL ABTS ¢ozeltisi ilave edilerek kanistirilmis, 6.dk
sonunda 734 nm de absorbans degeri okunmustur (Agmek)- Olciimler sonucunda hem de

ekstraktlar hem de fenolik bilesikler i¢in % inhibisyon degerleri hesaplanmustir.

% 1nhibisyon=Mx 100 (3.2.2.9.1)

kor

ABTS yonteminde standart madde olarak troloks kullanilmistir. Her bir standardin 734
nm dalga boyunda absorbans grafige okunarak troloks miktarma (mg) gore grafige
gecirilmistir. Kalibrasyon grafiginden yararlanarak ekstraktlarin toplam antioksidan

aktivite degerleri “mg troloks/g 6rnek” seklinde hesaplanmustir.
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3.2.2.10. DPPH yontemi

Ekstraktlar iizerine uygulanan diger antioksidan aktivite tayin yontemi fenolik
bilesiklerin serbest radikalleri onleme yetenegini Olcebilen DPPH kullanilarak
gergeklesen reaksiyon sonucu absorbansin spektrofotometrede 515 nm’de Ol¢iilmesiyle
yapilmistir. Fenol veya ekstrakt ¢ozeltilerinden alinan x mL 6rnek metanol iginde
hazirlanmis, 1 mM DPPH c¢ozeltisinin 0,18 mL’si ile karistirilmis, toplam hacim
metanol ile 3 mL’ye tamamlanmis ve karigtirllmigtir. Test tiipli igerisindeki DPPH
konsantrasyonu 6x10° M’dir. 30 dk karanlikta bekletilmis ve siire sonunda 515 nm
dalga boyunda absorbans degeri okunmustur (Agmek). Ayni islem ekstrakt/fenol ilavesi
yapilmadan kor ornek icin 0,18 mL DPPH ve (3-0,18) mL metanol ilavesi ile
tekrarlanmis ve okunan absorbans degeri Axsr olarak kaydedilmistir. Ekstraktlarin %

inhibisyon degeri hesaplanmustir.

% inhibisyon="4 ~ Aome 100 (3.2.2.10.1)

kor

DPPH yonteminde standart madde olarak troloks kullanilmistir. Her bir standardin 515
nm dalga boyunda absorbans grafige okunarak troloks miktarma (mg) gore grafige
gecirilmistir. Kalibrasyon grafiginden yararlanarak ekstraktlarin toplam antioksidan

aktivite degerleri “mg troloks/g 6rnek” seklinde hesaplanmastir.

3.2.3. Kromatografik yontemler

3.2.3.1. Yiiksek performansh s1v1 kromatografi-diod serili dedektor (HPLC-DAD)
Prunella L tiirlerinde bulunan fenolik bilesikler HPLC-DAD ile analizinde, kolon
olarak XBridge C18 (4,6x250 mm, i.d. 3,5 pm, Waters) kolon ile 10 pL’lik enjeksiyon
hacminde 0,5 mL/dk akis hiz1 ile ¢alisilmistir. Analiz sirasinda asetonitril ve %1 lik

sulu formik asitten olusan gradient ¢dziicii programi uygulanmigtir. HPLC-DAD ig¢in

analiz calisma kosullar1 Cizelge 3.2.3.1.1°de verilmektedir.
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Cizelge 3.2.3.1.1. HPLC-DAD ig¢in analiz ¢calisma kosullar1

Siire (dk) Hareketli faz
0-10 %13 asetonitril, %87 %]1’lik formik asit
10-20 %41,5 asetonitril, %58,5 %1°lik formik asit
20-25 %70 asetonitril, %30 %]1’lik formik asit
25-35 %10 asetonitril, %90 %1’lik formik asit

3.2.3.2. Sivi kromatografi-kiitle spektrometri (LC-MS)

Fenolik bilesiklerin LC-MS ile analizinde kolon olarak Zorbax SB C18 LC-MS kolonu
(50 mmx4,6 mm, i.d. 1,8 um) ile 10 pL’lik enjeksiyon hacminde 0,2 mL/dk akis hiz1 ile
calisildi. Fenolik maddelerin kalitatif analizleri i¢in ESI-pozitif modu kullanilmistir.

LC-MS i¢in analiz ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.2.3.2.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.2.3.2.1. LC-MS i¢in analiz ¢alisma kosullar1
Stire (dk) Hareketli faz
0-8 %70 %1’lik formik asit, %30 asetonitril
8-27 %50 %1’lik formik asit, %50 asetonitril
27-30 %70 %1’lik formik asit, %30 asetonitril

3.2.4. Kemometrik yontemler

Bu ¢alismada kemometrik yontemler ile Prunella L. tiirleri ekstraktlarinin toplam fenol
ve toplam antioksidan aktivite tayinleri yapilmistir. Gergek degerler ile tahmini degerler
karsilagtirildiginda birbirleriyle uyumlu olduklart bulunmustur. Prunella L. tiirlerinin
ekstraksiyon c¢alismalarinda 6 farkli ¢oziicii ve bu ¢oziiciilerin asidik cozeltileri de
kullanilmistir. Ekstraksiyon g¢aligmalart sonunda 96 adet ekstrakt elde edilmistir (12
farkli ¢oziiciix4 farklh tiirx2 tekrar). Her bir ekstraktin HPLC-DAD ile kromatografik
analizleri yapilmistir. Bilgisayar ortaminda her bir ekstraktin kromatografik verileri
toplanmis ve tekrarlanan ekstraktlar i¢in kromatogram ortalamasi alinmistir. Buna gore
48%1316 boyutlu veri matrisi elde edilmistir. Bu matrisin olusturulmasinda verilerin

siralanmast rasgele yapilmistir. 48x1316 boyutlu veri matrisi; kalibrasyon seti
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(32x1316) ve test seti (12x1316) olmak iki matrise bollinmiistiir. Kemometrik

hesaplamalarda kalibrasyon ve test seti kullanilmistir.

Kemometrik yontem ile toplam fenol tayinlerinde ham kromatogramlar, COW, sinyal
diizlestirme, merkezilestirme, normalizasyon teknikleri ile analize hazirlanmistir. On
islem goren kromatogramlara ¢ok degiskenli kalibrasyon tekniklerinden PLS ve PCR
uygulanmistir. Hesaplamalar sonucunda hata hesaplarina gore hangi teknik ile
sonuclarin daha iyi tahmin edildigi bulunmustur. Elde edilen skor ve loading
degerlerine gore tiirler arasindaki grup olusumlar1 ve toplam fenole katkisi olan fenolik

bilesikler belirlenmistir.

Kemometrik yontem ile toplam antioksidan aktivite tayinlerinde ham kromatogramlar,
COW, sinyal diizlestirme, merkezilestirme, normalizasyon teknikleri ile analize
hazirlanmistir.  On  islem gdren kromatogramlara ¢ok degiskenli kalibrasyon
tekniklerinden PLS ve OSC-PLS uygulanmistir. Hesaplamalar sonucunda hata
hesaplarina gore hangi teknik ile sonuclarin daha iyi tahmin edildigi bulunmustur. Elde
edilen skor ve loading degerlerine gore tiirler arasindaki grup olusumlar1 ve toplam

antioksidan aktiviteye katkis1 olan fenolik bilesikler belirlenmistir.
3.2.5. izolasyon cahsmalan
Bursa, Balikesir ve Antalya illerinden toplanan Prunella laciniata (L.) L., Prunella

vulgaris L., Prunella orientalis Bornm, Prunella grandiflora L. tirlerinin izolasyon

calismalarinda 6nce bunlarin metanol ile ekstraksiyonlar yapilmstir.
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Ekstraksiyon

2 g bitki 6rnegi
tartilir.
( " 1\
50 mL metanol ilave
edilir.
( " 1\

80 mg askorbik asit ilave edilir.

A 4

Azot gazi ile muamele edilir.

A 4

Karanlikta oda sicakliginda 8 saat siire ile coklu manyetik
karistiricida ekstrakte edilir.

Daha sonra elde edilen ekstraktin 15 mL’si Sephadex LH-20 kolon kromatografisi (1,5
x 37 cm, 13 g) ile izole edilmistir. Sephadex LH-20 ile ilgili ayrintili bilgi Cizelge
3.2.5.1°de verilmektedir. Elde edilen metanol fraksiyonlarmin (4 mL/tiip) 280 nm’de
absorbans Ol¢limleri yapildi. Sonra tiip numaralarina kars1 absorbans degerleri grafige
gecirilerek kag tane madde izole edildigine karar verilmistir. Daha sonra tiliplerdeki
fraksiyonlar birlestirilerek izole edilen fenolik madde gruplarinin ayrilmasi saglanmustir.
Hem fraksiyonlarin hem de ekstraktlarin HPLC-DAD ile kromatografik analizleri,
toplam fenol ve toplam antioksidan aktivite tayinleri yapilmistir. Toplam fenol tayinleri
Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam antioksidan aktivite tayinleri ise ABTS yontemi ile
gerceklestirilmistir. HPLC-DAD analiz c¢alisma kosullar1 Boliim 3.2.3.1°de ayrintili

olarak agiklanmustir.
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Cizelge 3.2.5.1. Sephadex LH-20 6zellikleri

Ozelligi Capraz bagl dekstrandan olusmus recine

Kullanim alanm Lipitlerin, steroidlerin, yag asitlerinin, hormonlarin ve
vitaminlarin vs....adsorpsiyon kromatografisi ile ayrilmasi

Sisme ozelligi 4 mL su/metanol i¢cinde 1 g madde

pH aralig: 2-13

Tanecik boyutu 25-100 pm
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4. BULGULAR

Bu calismada sunulan bulgular dort ana baslikta toplanabilir. Bunlar;
e Spektroskopik yontemler,

e Kromatografik yontemler,

e Kemometrik yontemler,

e izolasyon calismalaridir.

4.1. Spektroskopik Yontemler

Prunella L. tirlerinin toplam fenol tayinleri, enzim immobilizasyonunun kontrol
edilmesi, toplam antosiyanin tayini ve antioksidan aktivite tayinleri spektroskopik
yontemle yapilmistir.

4.1.1. Toplam fenol tayinleri

Prunella L. tiirlerinin toplam fenol tayinlerinde kullanilan kalibrasyon grafiklerine ait

sonuclar Cizelge 4.1.1.1°de verilmektedir.

Cizelge 4.1.1.1. Toplam fenol tayinleri i¢in kalibrasyon grafikleri

Yontem Kalibrasyon denklemi Regresyon katsayis1
Folin y=0,0155x +0,0267 0,9991
Serbest enzim y=0,2013x + 0,1700 0,9943
Immobilize enzim y =0,0016x - 0,0051 0,9944

4.1.2. Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon zamani enzim-destek maddesi arasindaki reaksiyona gore degisim
gosterebilir. Onemli olan enzim ile destek maddesi arasinda ¢ok fazla noktadan kovalent
etkilesim olmasidir. Bu amacla HRP enziminin optimum immobilizasyon siiresini
belirleyebilmek icin 48 saat silireyle polimer iizerinden enzim gecirilmistir. Belirli

stireler sonundan enzim ¢dzeltisinden 6rnek alinarak Bradford yontemine gore protein
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tayini yapilmistir. Bradford yonteminde standart protein olarak bovin serum albumin
konsantrasyonu ile absorbans degerleri arasinda ¢izilen kalibrasyon grafigine gore tim
orneklerdeki protein miktarlar1 hesaplanarak g polimer basina tutunan mg enzim miktari
hesaplanmistir. Bradford yonteminde kullanilan kalibrasyon grafigi Sekil 4.1.2.1°de,
optimum immobilizasyon siiresini belirlemek i¢in immobilizasyon siiresi ile g polimer

basina tutunan enzim ylizdesi arasinda ¢izilen grafik Sekil 4.1.2.2°de verilmektedir.

0,6

0,5

0.4

y =0,035x + 0,0389
R*=0,9974

0,3

0,2 -

Absorbans (595nm)

0,1 -

0 2 4 6 8 10 12 14 16
BSA konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 4.1.2.1. Bradford yontemi i¢in kalibrasyon grafigi

100

B (o) [es]
[=] (=] =]
! !

mg enzim/g polimer (%)
=

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Zaman (saat)

Sekil 4.1.2.2. Optimum immobilizasyon siiresi
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H,0O;, varliginda enzim tarafindan ylikseltgenen fenolik maddeler, 4-aminoantipirin
yapisindaki aromatik amin grubuna saldirmasi sonucu kuinon-imin renkli iirlinii elde
edilir. Olusan bu renkli iirlinliin miktar1 6rnekteki fenolik madde ve 4-aminoantipirin
miktarina gore degisebilir. Bu amacla hem Folin hem de enzimatik yontemde kullanilan
standart madde gallik asit secilerek gallik asit/4-aminoantipirin oraninin etkisi
incelenmistir. Kuinon imin renkli iiriin miktarinin gallik asit/4-aminoantipirin

(GA/AAAP) molarite oranina gore degisimi Sekil 4.1.2.3de verilmektedir.
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Sekil 4.1.2.3. Immobilize HRP y&ntemine gallik asit/4-aminoantipirin oranini etkisi

Immobilize HRP enziminin optimum kullanim sayisini belirlemek amaciyla 0,1 M
fosfat tamponunda (pH 8) hazirlanmis 0,45 mM 4-aminoantipirin igeren tastyici ¢ozelti
2,5 mL/dk hizla kolondan gegirilirken, 0,1 mL bitki ekstrakti ve 1 mL 2,97 mM H,0,
cozelti karisimi 10 defa kolona verilmistir. Kolondan gegirilirken olusan enzimatik
reaksiyon sonrasi elde edilen kuinon-imin renkli iiriiniiniin 510 nm’de absorbansi
UV/VIS spektrofotometresinde Ol¢iilmiistiir. Kullanim sayisiin % toplam fenol

degerine gore degisimi Sekil 4.1.2.4°de verilmektedir.
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Sekil 4.1.2.4. iImmobilize HRP enziminin kullanim sayisinin degisimi

Buzdolabinda (4 °C’de) 30 giin siire ile bekletilen immobilize enzimin optimum
depolanma siiresini belirlemek amaciyla farkli zaman araliklarinda bitki ekstrakti
kullanilarak enzimatik toplam fenol dl¢timleri yapilmistir. Sekil 4.1.2.5°de immobilize
HRP enziminin depolanma siiresi ile toplam fenol yiizdesi arasindaki degisim

verilmektedir.
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Toplam fenol (%)
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Depolanma siiresi (giin)

Sekil 4.1.2.5. Immobilize HRP enziminin depolanma siiresi ile toplam fenol yiizdesi
arasindaki degisim
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Serbest HRP enzimi i¢in 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 1,2; 1,6; 2,0 mM konsantrasyonlarda ABTS

¢Ozeltisi kullanilarak aktivite tayini yapildiginda elde edilen sonuglar Cizelge 4.1.2.1°de

verilmektedir.

Cizelge 4.1.2.1. Serbest HRP enzimi i¢in [S] ve V degerleri

[S] \Y 1/[S] /v
(mM) (mM ABTS/ (mM'l) (mg enzim.dk/ mM
mg enzim.dk) ABTS)
0,2 0,022 5 44,53
0,4 0,039 2,5 25,32
0,8 0,073 1,25 13,74
1,2 0,104 0,83 9,64
1,6 0,140 0,625 7,14
2 0,148 0,5 6,77

Sekil 4.1.2.6°da

Cizelge 4.1.2.1°deki degerler

denklemine gore ¢izilen grafik goriilmektedir.

kullanilarak Lineweaver-Burk

1/V (mg enzim.dk/mmol ABTS

[0
()

40

30

20

10

y =8,500x + 2,687
R?=0,997

2 3
1/[S] (1/mM)

Sekil 4.1.2.6. Serbest HRP enzimi igin ¢izilen Lineweaver-Burk denklemi grafigi

Cizilen grafik yardimiyla serbest enzim icin K;;, degeri 3,16 mM, V,.x degeri 0,37 mmol

ABTS/mg enzim.dk olarak belirlenmistir.
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STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis HRP enzimi i¢in 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 1,2;
1,6; 2,0 mM konsantrasyonlarda ABTS ¢6zeltisi kullanilarak aktivite tayini yapildiginda
elde edilen sonuglar Cizelge 4.1.2.2°de verilmektedir.

Cizelge 4.1.2.2. STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis HRP enzimi i¢in [S] ve
V degerleri

[S] \Y% 1/[S] 1/vV
(mM) (mM ABTS/ (mM™) (mg enzim.dk/ mM
mg enzim.dk) ABTS)
0,2 0,010 5 105,12
0,4 0,017 2,5 58,33
0,8 0,030 1,25 32,84
1,2 0,046 0,83 21,52
1,6 0,057 0,625 17,68
2 0,075 0,5 13,39

Sekil 4.1.2.7°de Cizelge 4.1.2.2°deki degerler kullanilarak Lineweaver-Burk

denklemine gore ¢izilen grafik goriilmektedir.
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Sekil 4.1.2.7. STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis HRP enzimi i¢in ¢izilen

Lineweaver-Burk denklemi grafigi
Cizilen grafik yardimiyla STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis HRP enzimi

icin K, degeri 3,74 mM, V. degeri 0,19 mmol ABTS/mg enzim dk olarak

belirlenmistir.
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4.1.3. Toplam fenol miktarlar:

2007 yilinda toplanan Prunella L. tiirlerinin su, metanol, butanol, asetonitril, etil asetat,
hekzan ve bunlarin asidik ekstraklarmin toplam fenol miktarlart Folin ve enzimatik
yontemle tayin edilmistir. Bulunan toplam fenol miktarlar1 Sekil 4.1.3.1-4.1.3.4°te

verilmektedir.
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mg gallik asit/g 6rnek
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Asetonitril
Etil asetat
Hekzan
Metanol asit
Su asit
Butanol asit
Asetonitril asit
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Hekzan asit

Ekstraksiyon coziiciile ri

Sekil 4.1.3.1. Prunella laciniata (L.) L. i¢in toplam fenol miktarlar
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Sekil 4.1.3.2. Prunella vulgaris L. i¢in toplam fenol miktarlari
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Sekil 4.1.3.3. Prunella orientalis Bornm. i¢in toplam fenol miktarlar
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Sekil 4.1.3.4. Prunella grandiflora L. i¢in toplam fenol degerleri

4.1.4. Toplam antosiyanin miktarlar:

Prunella L. tiirlerinin asidik su ekstraktlarinin toplam fenol miktarlar1 ise serbest ve
immobilize enzim yOntemlerine gore Folin yontemi ile daha yiiksek bulunmustur. Bu

durum asidik su Orneklerinde diger ekstraktlara gore yiliksek miktarda antosiyanin



bulunmasindan kaynaklanir. Bu nedenle su, metanol ve bunlarin asidik ekstraktlarinin

toplam antosiyanin miktar1 ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.1.4.1).

Cizelge 4.1.4.1. Toplam antosiyanin miktarlar

Ekstrakt Prunella Prunella Prunella Prunella
laciniata (L.) L. vulgaris L. orientalis grandiflora L.
(mg of (mg of Bornm. (mg of
siyanidin-3- siyanidin-3- (mg of siyanidin-3-
glikozit /100 g glikozit/100 g  siyanidin-3- glikozit/100 g
ornek) ornek) glikozit/100 g ornek)
ornek)
Su-asit 7,67 +0,16 10,91 +0,10  2,85+0,10 4,93 +0,10
Metanol-asit 6,69 + 0,18 8,17+ 0,13 1,47 £ 0,04 3,66 £0,13
Su 0,75 £ 0,05 1,43 £ 0,05 0,56 £ 0,02 0,63 £ 0,05
Metanol 1,96 £ 0,06 3,65+ 0,09 0,86 + 0,03 1,34 +£0,12

4.1.5. Toplam antioksidan aktivite tayinleri

2009 yilinda toplanan Prunella L. tiirlerinin ekstraktlarinin ABTS ve DPPH yontemleri
ile antioksidan aktivite tayinleri yapilmistir. ABTS ve DPPH y6ntemlerinde kullanilan
kalibrasyon grafiklerine ait veriler Cizelge 4.1.5.1°de verilmektedir. Cizelge 4.1.5.2°de
ABTS yontemi ile Cizelge 4.1.5.3’de DPPH yontemi ile belirlenen toplam antioksidan
aktivite sonuglar1 verilmistir. Antioksidan aktivite sonuclart mg troloks/g 6rnek seklinde

hesaplanmastir.

Cizelge 4.1.5.1. Toplam antioksidan aktivite tayinleri i¢in kalibrasyon grafikleri

Yontem Kalibrasyon denklemi Regresyon katsayisi
ABTS y =2261,6x + 0,3844 0,999
DPPH y=9107,8x + 0,3582 0,999
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Cizelge 4.1.5.2. Prunella L. ekstraktlarinin ABTS yontemi ile belirlenen toplam
antioksidan aktivite degerleri

Prunella Prunella Prunella Prunella
Ekstrakt vulgaris L. laciniata (L.) L.  orientalis grandiflora L.

(mg troloks/  (mg troloks/ Bornm. (mg troloks/

g ornek) g ornek) (mg troloks/ g ornek)

g ornek)

Metanol 166,11 £4,19 151,24 +£3,46 201,04 +0,43 188,63 + 3,36
Su 117,73 £0,59 121,95+1,00 131,79 + 1,94 123,38 +£ 0,94
Butanol 53,32+1,61 48,30+0,19 44,70 + 1,02 57,08 £ 3,21
Asetonitril 22,26 £0,66 22,48 £ 0,58 14,44 £ 0,16 18,18 £ 0,49
Etil asetat 5,59 + 0,40 4,08 £0,53 10,74 + 0,90 5,67+0,23
Hekzan 0,80 +£ 0,01 0,44 £ 0,01 0,49 £ 0,01 0,53 £0,04
Metanol-asit 343,57 +2,13 329,58 +£0,85 329,05+ 1,72 298,23 £2,11
Su-asit 21521+ 0,90 208,89 +£1,47 248,38 + 6,97 201,64 + 0,74
Butanol-asit 102,07+ 0,17 102,53 £0,73 87,17 £2.,45 81,73 £ 1,77
Asetonitril-asit 37,32 +0,21 37,23 £0,32 35,39 + 0,06 37,83 0,06
Etil asetat-asit  33,32+0,16 33,89+0,12 33,57 £ 0,65 31,30 £ 0,08
Hekzan-asit 1,46 £ 0,01 0,69 + 0,08 1,72 £0,03 1,35+0,03

Cizelge 4.1.5.3. Prunella L. ekstraktlarimin DPPH yontemi ile belirlenen toplam
antioksidan aktivite degerleri

Prunella Prunella Prunella Prunella
Ekstrakt vulgaris L. laciniata (L.) L. orientalis grandiflora L.

(mg troloks/ (mg troloks/ Bornm. (mg troloks/

g ornek) g ornek) (mg troloks/ g ornek)

g ornek)

Metanol 151,82 £ 1,58 134,20 + 5,09 118,79+ 1,57 122,52+ 1,63
Su 92,33 +1,54  84,03+0,78 85,89+ 1,24 97,20+ 1,91
Butanol 53,90+ 1,47  63,00+0,42 65,07+1,46 76,64 +1,65
Asetonitril 24,13+ 1,44  24,18+£0,42 26,22 1,54 32,70+ 1,29
Etil asetat 7,46 + 0,38 5,65+ 1,03 11.50 £ 1,15 10,36 £ 0,17
Hekzan 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,05 +0,01 0,06 £ 0,01
Metanol-asit 219,35+4,71 220,47 + 2,49 256,52 £2,80 237,94+2,14
Su-asit 118,76 + 1,68 107,21 +2,19 108,37 +4,12 103,00 + 2,42
Butanol-asit 88,84 + 1,81 94,49 + 1,98 86,05+2,04 92,90+ 0,96
Asetonitril-asit 73,23 +1,20 73,76 + 1,09 72,24+0,78 73,53 +£0,35
Etil asetat-asit 62,20+ 0,72 67,23 + 0,30 6721 +1,21  67,52+1,91
Hekzan-asit 0,09 = 0,01 0,07 + 0,01 0,18+ 0,01 0,07 £0,01
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4.2. Kromatografik Yontemler

HPLC-DAD cihaz i¢in standart fenolik bilesikler ile kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.
100 mg/L stok c¢ozelti kullanilarak kuersetin, rutin, rosmarinik asit, kafeik asit,
klorojenik asit, ferulik asit ve protokatekuik asit standart fenolik bilesikler i¢in 1, 2, 4,
8,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 mg/L standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
standart fenolik maddeler i¢in konsantrasyona karsilik pik alan degerleri ile kalibrasyon
grafikleri ¢izilmistir (Cizelge 4.2.1). HPLC-DAD cihazinda dalgaboyu protokatekuik
asit i¢cin 280 nm, diger fenolik madeler i¢in 360 nm se¢ilmistir. Cizelge 4.2.2°de bu

fenolik maddelere ait kimyasal yap1 formiilleri ve molekiil kiitleleri verilmektedir.

Cizelge 4.2.1. Standart fenolik maddeler icin HPLC-DAD kalibrasyon grafikleri

Standart madde Kalibrasyon grafigi Regresyon katsayisi
Kuersetin y =80,941x - 52,784 0,999
Rutin y =31,48x - 3,3214 0,998
Rosmarinik asit y =15,239x - 5,7702 0,999
Kafeik asit y =19,545x -18,456 0,999
Klorojenik asit y =8,0335x +2,8187 0,998
Ferulik asit y =15,392x - 0,9949 0,999
Protokatekuik asit y =25,782x + 2,9082 0,999
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Cizelge 4.2.2. Standart fenolik maddeler

Fenolik madde Kimyasal yapisi Molekiil kiitlesi (g/mol)
Kuersetin OH 302,23
OH
HO O
|
OH
OH O
Rutin 610,52
H
OH
WA
H
HC
HO-—
Rosmarinik asit oH 360,31
X o)
HO
OH
Kafeik asit OxOH 180,16
%
OH
OH
Klorojenik asit Q 354,31
o OH =
o)
OH
OH
OH
Ferulik asit Ox-OH 194,18
P
?
OH CH,
Protokatekuik asit Os_-OH 154,12
OH
OH
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4.2.1. Prunella L. tiirlerinde bulunan fenolik maddeler

2009 yilinda toplanan Prunella L. tiirlerinde HPLC-DAD analizleri sonucunda bulunan
fenolik maddeler; kuersetin, rutin, rosmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit, ferulik
asit ve protokatekuik asittir. Sekil 4.2.1.1°de standart 10 mg/L fenolik maddelere ait
HPLC kromatogrami, Sekil 4.2.1.2-4.1.2.5°de Prunella L. tiirlerinin su-asit
ekstraktlarina ait HPLC kromatogramlar1 verilmektedir. Prunella L. tiirlerinde bulunan
fenolik maddelerin miktarlar1 da Cizelge 4.2.1.1 ve Cizelge 4.2.1.2°de verilmektedir.
Cizelge 4.2.1.1°de ekstraksiyon yoOntemine gore, Cizelge 4.2.1.2°de asidik hidroliz

yontemine gore bulunan fenolik madde miktarlari bulunmaktadir.
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Sekil 4.2.1.1. Standart 10 mg/L fenolik maddelere ait HPLC kromatogrami (1;
protokatekuik asit, 2; klorojenik asit, 3; kafeik asit, 4; rutin, 5; ferulik asit, 6; rosmarinik

asit, 7; kuersetin)
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Sekil 4.2.1.2. Prunella vulgaris L. su-asit ekstraktina ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.2.1.3. Prunella laciniata (L.) L. su-asit ekstraktina ait HPLC kromatogrami

86



600

500 -

400
=

300 -
=)

200

. A JLN\«,J

0 f T o~ T T T L\“‘_LA_\'W
0 5 10 15 20 25 30 35

Zaman (dk)

Sekil 4.2.1.4. Prunella grandiflora L. su-asit ekstraktina ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.2.1.5. Prunella orientalis Bornm. su-asit ekstraktina ait HPLC kromatogrami
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Cizelge 4.2.1.1. Ekstraksiyon yontemi kullanilarak Prunella L. tiirlerinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlari (mg/g 6rnek)

KU RU RA KA KL FA PKA Toplam

PVS x 0,61 +£0,01 946+0,03 0,29+0,01 0,32+0,01 x X 10,68 + 0,04
PVM x 1,27+0,05 21,85+0,45 x X X X 23,12+ 0,45
PVB x 0,10£0,01 1,19+0,01 x X X X 1,29+ 0,01
PVA x X 2,32+0,01 x X X X 2,32 +0,01
PVE x 0,07+0,01 2,78+0,01 x X X X 2,85+ 0,01
PVH x X X X X X X X

PLS x 0,76 +0,01 18,81+0,17 0,26+0,01 045+0,01 2,04+0,02 x 22,32 +0,17
PLM x 1,01 £0,03 1794+0,42 x X X X 18,95+ 0,42
PLB x 0,12+0,01 1,31+0,01 x X X X 1,43 +£0,01
PLA x X 1,28+0,01 x X X X 1,28 +£ 0,01
PLE x X 0,84+0,01 x X X X 0,84 + 0,01
PLH x X X X X X X X

PGS 0,36£0,01 1,53+0,02 1524+0,18 x X X 0,11+0,01 17,23+0,18
PGM x 6,74 +0,14 21,83+0,38 0,11 +0,01 x 0,21 £0,01 x 28,88 £ 0,41
PGB x 0,22+0,01 1,07+0,01 x X X X 1,29 + 0,01
PGA x X 0,70+£0,01 x X X X 0,70 £ 0,01
PGE x 0,14+0,01 193+0,01 x X X X 2,07+ 0,01
PGH x X X X X X X X

POS x 0,45+0,01 542+005 0,39+0,01 0,14+0,01 1,26+0,01 0,08+0,01 7,71 +£0,05
POM x 0,99 +0,01 9,63+0,11 x X 0,41 +£0,01 x 11,02 +0,11
POB x 0,06£0,01 091=+0,01 x X X X 0,97 £0,01
POA x X 0,83 +£0,01 x X X X 0,83 £ 0,01
POE x X 0,24+0,01 x X X X 0,24+ 0,01
POH x X X X X X X X

Iki tekrarm ortalamasi + standart sapma

KU kuersetin, RU rutin, R4 rosmarinik asit, K4 kafeik asit, KL klorojenik asit, F'4 ferulik asit, PKA protokatekuik asit, PV Prunella
vulgaris L., PL Prunella laciniata L., PO Prunella orientalis Bornm., PG Prunella grandiflora L., S su, M metanol, B butanol, A
asetonitril, £ etil asetat, H hekzan, x tayin edilemedi.
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Cizelge 4.2.1.2. Asidik hidroliz yontemi kullanilarak Prunella L. tiirlerinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 (mg/g 6rnek)

KU RU RA KA KL FA PKA Toplam
PVSA 0,19+0,01 229+0,01 9,53+0,05 091+0,02 x 0,25 +0,01 0,07 0,01 13,23 +0,06
PVMA 1,70+0,01 3,88+0,09 4,55=+0,05 x X X X 10,14 £ 0,10
PVBA 0,79+0,01 4,01+£0,05 5,69+0,08 x 0,52+0,02 x X 11,01 £0,10
PVAA 2,10+0,14 x 38,28+£0,68 0,47+0,01 x X X 40,85 £ 0,69
PVEA 2,10+0,26 1,45+0,06 13,32+0,67 0,73+0,05 0,19+0,09 x X 17,79 £ 0,73
PVHA x X X X X X X X
PLSA 0,72+0,01 2,04+0,04 13,17+0,22 1,61 +0,02 0,34+0,01 0,70+0,01 0,06 +0,01 18,63 +0,23
PLMA 2,92+0,05 249+0,11 432+0,11 x X X X 9,73 +£0,16
PLBA 2,30+0,07 3,12+0,02 5,50+0,01 x 0,82+0,01 x X 11,74 £ 0,07
PLAA 3,52+0,07 x 39,19+0,48 0,64+0,01 x X X 43,36 + 0,49
PLEA 4,31+0,02 027+0,01 11,78+0,06 0,90+0,01 x X X 17,26 £ 0,07
PLHA x X X X X X X X
PGSA 1,09+0,06 396+0,13 879+0,29 1,82+0,05 x 0,56 £0,01 0,09+0,01 16,31 +0,03
PGMA 5,51+0,23 393+0,01 3,49+0,02 1,13+0,03 x X X 14,07 £ 0,23
PGBA 5,24+0,03 7,13+0,02 5,71+£0,03 x 1,07+£0,03 x X 19,15 £ 0,06
PGAA 5,18+0,01 x 36,45+0,04 1,80+0,01 x X X 43,43 +£ 0,04
PGEA 6,41+0,11 x 12,99 £ 0,21 1,30+0,05 x X 0,08 £0,01 20,77 +0,24
PGHA x X X X X X X X
POSA 0,31+0,01 1,06+0,03 6,46+0,18 1,14+0,04 x 0,45+0,01 x 9,43 +0,19
POMA 1,56+0,11 093+0,08 2,00£0,27 x X X X 4,49 £ 0,30
POBA 1,65+0,01 198+0,01 3,55+0,04 x 0,65+0,01 x X 7,82+ 0,04
POAA 1,58+0,14 6,52+0,06 1895+0,14 0,82 +0,03 x 2,79 +0,08 x 30,67 +£0,22
POEA 1,74+0,02 2,24+0,02 6,92+0,05 0,74+0,01 x X X 11,64 £ 0,06
POHA x X X X X X X X

Iki tekrarin ortalamasi = standart sapma

KU kuersetin, RU rutin, R4 rosmarinik asit, K4 kafeik asit, KL klorojenik asit, 4 ferulik asit, PKA protokatekuik asit, PV Prunella
vulgaris L., PL Prunella laciniata L., PO Prunella orientalis Bornm., PG Prunella grandiflora L., SA su-asit, MA metanol-asit, BA
butanol-asit, 44 asetonitril-asit, EA etil asetat-asit, HA hekzan-asit, x tayin edilemedi.
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4.2.2. Analitik yontem validasyonu

Prunella L. tiirlerinin fenolik bilesiklerinin miktarsal tayinlerinin validasyonunda her
fenolik bilesigin LOD (3s/m), LOQ (10s/m) ve % geri kazanim degerleri (Cizelge
4.2.2.1) hesaplanmistir. Burada s; tekrarlanan deneylerin standart sapmasini, m;
kalibrasyon egrisinin egim degerini ifade etmektedir. Ekstraksiyon yOnteminin geri
kazanim degerinin ve uygulanan analitik yontemin validasyonunun hesaplanabilmesi
icin 100 mg/L c¢ozelti kullanmilmigtir. Bu ¢o6zeltiden % geri kazanim degerinin
hesaplanmasinda igerisinde 10 mg/L standart madde iceren ekstraktlar kullanilmistir.
Bu ekstraktlar, Prunella vulgaris L. tiirlinlin metanol ve metanol-asit ekstraktlaridir.
Uygulanan analitik yontemin validasyonunda kullanilan ¢ozeltiler stok ana c¢ozelti

kullanilarak her bir standart fenolik bilesik i¢in 1 mg/L derisimine sahip ¢ozeltilerdir.

Cizelge 4.2.2.1. Analitik yontem validasyonu ve geri kazanim degerleri

Fenolik bilesikler LOD LOQ Geri kazanim (%)
(mg/L)  (mg/L) Ekstraksiyon  Asidik hidroliz

Kuersetin 0,07 0,23 102 +£2 99 +2
Rutin 0,11 0,36 82+3 51+1
Rosmarinik asit 0,08 0,27 95+2 91+4
Kafeik asit 0,08 0,26 88+ 4 74 +£3
Klorojenik asit 0,13 0,44 90 +4 87+ 4
Ferulik asit 0,14 0,47 102 +£2 102 £ 1
Protokatekuik asit 0,13 0,43 94 £ 4 99 £ 1

LOD tayin smur1, LOQ tayin edilebilen en kiigiik derisim
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4.2.3. LC-MS analizleri

HPLC-DAD analizi ile belirlenemeyen Prunella L. tiirlerinde bulunabilecek muhtemel
fenolik maddeler LC-MS ile kalitatif olarak belirlendi. LC-MS cihaz1 ile Prunella
vulgaris L. ve Prunella laciniata (L.) L. tlrlerinin su, su-asit, metanol, metanol-asit,
etil asetat ve etil asetat-asit ekstraktlari analiz edildi. LC-MS analizleri sonucu Prunella
L. tiirlerinde bulunabilecek muhtemel fenolik maddeler; kamferol glikozit, kuersetin
glikozit ve kamferoldiir. Bu fenolik maddelere ait MS spektrumlar1 Sekil 4.2.3.1°de
gosterilmektedir. Cizelge 4.2.3.1°de Prunella L. tiirlerinde bulunabilecek muhtemel
fenolik maddeler belirtilmektedir.
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Sekil 4.2.3.1. LC-MS spektrumlari; a) kamferol (17,7 dk), b) kuersetin glikozit (3,5 dk),
kamferol glikozit (3,8 dk)
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Cizelge 4.2.3.1. Prunella L. tiirlerinde bulunabilecek muhtemel fenolik maddeler

Ekstrakt Kamferol Kuersetin Kamferol
glikozit glikozit
Prunella Su - - -
vulgaris L. Su-asit - + -
Metanol + - -
Metanol-asit - - +

Etil asetat - - -
Etil asetat-asit -

Prunella Su - + .
laciniata (L.) Su-asit - + -
L. Metanol - - +

Metanol-asit - - -
FEtil asetat - - -
Etil asetat-asit - - -

(-) kalitatif olarak tayin edilemedi, (+) kalitatif olarak tayin edildi

4.3. Kemometrik Yontemler

4.3.1. Toplam fenol tayinleri

Prunella L. tiirlerinin kemometrik yontemler kullanilarak toplam fenol tayinleri
yapilmistir. Burada ham kromatogramlar, COW, sinyal diizeltme, merkezilestirme,
normalizasyon teknikleri ile analize hazirlanmstir. On islem géren kromatogramlara
cok degiskenli kalibrasyon tekniklerinden PLS ve PCR uygulanmistir. PLS ve PCR
algoritmalarinda 6nemli bir faktor olan optimum bilesen sayisi ¢apraz validasyon (cross
validation) yontemiyle belirlenmistir. Kalibrasyon seti i¢in optimum bilesen sayisi 6
olarak belirlendi. PLS ve PCR hesaplamalari ile Prunella L. ekstraktlarinin toplam fenol
degerleri bulunmustur. Bu tahmini toplam fenol degerleri Folin yontemi ile bulunan
gercek toplam fenol degerleri (Cizelge 4.3.1.1) ile karsilagtirilmistir. Buna gore toplam
fenol degerleri i¢in % hata degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.3.1.2). Kemometrik
hesaplamalarda kullanilan ger¢ek degerler (Folin yontemi ile bulunan toplam fenol
degerleri) 2009 yilinda toplanan bitki Orneklerinin toplam fenol degerleridir. Folin
yonteminde kullanilan kalibrasyon grafigi y = 0,0762 x + 0,0405, regresyon katsayisi
ise 0,996’dur.
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Cizelge 4.3.1.1. Folin yontemi ile bulunan toplam fenol degerleri

Prunella Prunella Prunella Prunella
Ekstrakt vulgaris L. laciniata (L.) orientalis grandiflora L.

(mg gallik L. Bornm. (mg gallik

asit/g ornek) (mg gallik (mg gallik asit/g  asit/g ornek)

asit/g ornek) ornek)

Metanol 15,48 +£ 0,03 20,21 £ 1,35 11,00+ 0,12 24,63 £ 0,55
Su 11,52 +£0,55 11,69 + 1,36 8,44 + 0,56 16,93 + 0,02
Butanol 13,97 +£ 0,70 13,02 £ 0,92 9,65 + 0,64 12,56 £ 0,46
Asetonitril 4,18 £0,28 1,97 £ 0,07 1,66 £+ 0,05 1,82 +0,03
Etil asetat 2,09+ 0,28 1,76 £ 0,02 1,89 +£ 0,63 2,84 +£0,07
Hekzan 1,00 £ 0,26 1,00 £ 0,17 1,00 £ 0,19 1,01 +£0,07
Metanol-asit 26,49 + 0,60 32,34 +1,18 27,09 +£ 0,88 30,92+ 0,42
Su-asit 76,30 += 0,96 77,02 + 0,54 62,96 + 0,77 78,00 + 0,46
Butanol-asit 47,09 +£ 0,73 55,81 £0,93 45,41+ 1,19 67,99 £+ 0,65
Asetonitril-asit 76,51 £ 0,91 77,33 +£0,76 63,52 + 0,63 79,65 £ 0,70
Etil asetat-asit 87,33 +£0,91 86,07 £ 0,86 70,56 £ 0,57 83,95 +0,39
Hekzan-asit 1,24 £ 0,07 1,26 + 0,09 1,59 + 0,08 1,41 +0,37

Cizelge 4.3.1.2. Kemometrik yontemlerle bulunan toplam fenol tayinleri i¢in hata
degerleri

Optimum % Hata

Model Onislem bilesen Kalibrasyon _ Test

sayist . g

seti seti

PCR Merkezilestirme 6 6,54 6,62

Sinyal diizeltme, normalizasyon ve 6 6,63 4,11
merkezilestirme

PLS Merkezilestirme 6 2,47 1,61

Sinyal diizeltme, normalizasyon ve 6 4,83 2,76
merkezilestirme

Cizelge 4.3.1.2°deki hata degerleri géz Oniine alindiginda en az hata degerlerinin
merkezilestirilmis veriler i¢in bulundugu gormekteyiz. Buna goére hem PLS hem de
PCR icin kalibrasyon ve test setler i¢cin bulunan tahmini degerler ile gercek degerler
grafige gecirildiginde regresyon katsayilarinin 1’e yakin oldugu goriilmektedir (Sekil
4.3.1.1).

Kemometrik hesaplamalarda skor degerleri kullanilarak toplam fenol miktarlar

acisindan hangi ekstraktlarin benzer 6zellik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.3.1.2).
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Sekil 4.3.1.2°de her bir ekstrakt bir say1 degeri ile ifade edilmektedir. Ayrica loading

degerleri kullanilarak da fenolik maddelerden toplam fenol degerine katkisi olanlar

belirlenmigtir (Sekil 4.3.1.3). Bu hesaplamalar i¢in hata hesabinin en az oldugu

merkezilestirilmis veri i¢in PLS hesaplamalar1 sonucu bulunan skor ve loading degerleri

kullanilmistir. Toplam fenole katkisi olan fenolik maddeler loading grafiklerindeki

alikonma zamanlarina gére bulunmustur.

Tahmini toplam fenol degeri

Tahmini toplam fenol degeri

(mg gallik asit/g 6rnek)

(mg gallik asit/g ornek)
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Gercek toplam fenol degeri (mg gallik asit/g 6rnek)

Sekil 4.3.1.1. Merkezilestirilmis veri i¢in toplam fenol degerleri; a) PCR ile bulunan
degerler b) PLS ile bulunan degerler
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PLS bilesen 2

PLS loading

PLS bilesen 1

Sekil 4.3.1.2. Merkezilestirilmis veri ile bulunan PLS skor grafigi

0.6

Zaman (dk)

Sekil 4.3.1.3. Merkezilestirilmis veri ile bulunan PLS loading grafigi
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4.3.2. Toplam antioksidan aktivite tayinleri

Prunella L. tirlerinin kemometrik yontemler kullanilarak toplam antioksidan aktivite
tayinleri yapilmigtir. Burada ham kromatogramlar, COW, sinyal diizeltme,
merkezilestirme, normalizasyon teknikleri ile analize hazirlanmistir. On islem géren
kromatogramlara c¢ok degiskenli kalibrasyon tekniklerinden PLS ve OSC-PLS
uygulanmistir. PLS algoritmasinda énemli bir faktor olan optimum bilesen sayis1 ¢apraz
validasyon (cross-validation) yontemiyle belirlenmistir. Kalibrasyon seti i¢in optimum
bilesen sayist 6 olarak belirlenmistir. PLS ve OSC-PLS hesaplamalari ile Prunella L.
ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivite degerleri bulunmustur. Bu tahmini toplam
antioksidan aktivite degerleri ABTS ve DPPH yontemi ile bulunan ger¢ek toplam
antioksidan aktivite degerleri ile karsilastirilmistir. Buna gore toplam antioksidan
aktivite degerleri icin % hata degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.3.2.1). Kemometrik
hesaplamalarda kullanilan ger¢ek degerler (ABTS ve DPPH yontemi ile bulunan toplam
antioksidan aktivite degerleri) 2009 yilinda toplanan bitki Orneklerinin toplam

antioksidan aktivite degerleridir.

Cizelge 4.3.2.1. Kemometrik yontemlerle bulunan toplam antioksidan aktivite tayinleri
icin hata degerleri

ABTS (% Hata)
PLS OSC-PLS
Kalibrasyon seti  Test seti  Kalibrasyon seti  Test seti
Merkezilestirme 23,41 17,68 0,02 0,01
Sinyal diizeltme, 18,81 17,68 0,07 0,10
normalizasyon ve
merkezilestirme
DPPH (% Hata)
PLS OSC-PLS
Kalibrasyon seti  Test seti  Kalibrasyon seti ~ Test seti
Merkezilestirme 12,96 13,75 0,01 0,01
Sinyal diizeltme, 10,24 11,23 0,10 0,10
normalizasyon ve
merkezilestirme

Cizelge 4.3.2.1°deki hata degerleri goz Oniine alindiginda en az hata degerlerinin

merkezilestirilmis veriler i¢in bulundugu gérmekteyiz. Buna gére hem PLS hem de
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OSC-PLS i¢in kalibrasyon ve test setler i¢in bulunan tahmini degerler ile gercek
degerler grafige gecirildiginde regresyon katsayilarinin 1’e yakin oldugu goriilmektedir

(Sekil 4.3.2.1).
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Sekil 4.3.2.1. Merkezilestirilmis veri i¢in toplam antioksidan aktivite degerleri; a)
ABTS yontemi igin OSC-PLS ile bulunan degerler b) DPPH yontemi igin OSC-PLS ile
bulunan degerler

Kemometrik hesaplamalarda skor degerleri kullanilarak toplam antioksidan aktivite

miktarlar1 agisindan hangi ekstraktlarin benzer 6zellik gosterdigi belirlenmistir (Sekil

4.3.2.2). Sekil 4.3.2.2°de her bir ekstrakt bir say1 degeri ile ifade edilmistir. Ayrica
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loading degerleri kullanilarak da fenolik maddelerden toplam antioksidan aktivite
degerine katkis1i olanlar belirlenmistir (Sekil 4.3.2.3). Bu hesaplamalar i¢in hata
hesabinin en az oldugu merkezilestirilmis veri icin OSC-PLS hesaplamalar1 sonucu
bulunan skor ve loading degerleri kullanilmistir. Toplam antioksidan aktiviteye katkisi

olan fenolik maddeler loading grafiklerindeki alikonma zamanlarina gére bulunmustur.

(ID) (a)

32

~ mE m
5 |24 mi4
1723 T T T
= -1500 500 1000 1500 2000 2500
= 15
2 = @28
] o
R~ m10
PLS bilesen 1
800
500 . (Im) (b)
) 400 | =34 a3
(g\]
r W25

g 8w .0 w24 _w23m5
2 19_m 32
= n 15m @ ‘'m28 ‘
2 1000 T4 1500 w2000 M |2500
7)) 10 1
e
»

800

PLS bilesen 1

Sekil 4.3.2.2. Merkezilestirilmis veri ile bulunan OSC-PLS skor grafigi a) ABTS
yontemi, b) DPPH yontemi
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Sekil 4.3.2.3. Merkezilestirilmis veri ile bulunan OSC-PLS loading grafigi a) ABTS
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4.4. Izolasyon ¢calismalar

Prunella laciniata (L.) L., Prunella vulgaris L., Prunella orientalis Bornm, Prunella
grandiflora L. tlirlerinin metanol ekstraklart Sephadex LH-20 kolon kromatografisi ile
izole edilmistir. Prunella L. tirlerinin elde edilen metanol fraksiyonlariin (4 mL/tlip)
280 nm’de absorbans Olglimleri yapilmistir (Sekil 4.4.1-4.4.4). Daha sonra tiip
numaralarina karst absorbans degerleri grafige gegirilerek ka¢ tane madde izole
edildigine karar verilmistir. Tiiplerdeki fraksiyonlar birlestirilerek izole edilen fenolik

madde gruplarinin ayrilmasi saglanmistir.

3
Fraksiyon 1: 1-10 tiip
Fraksiyon 2:11-16 tiip
2 Fraksiyon 3:17-28 tiip

Absorbans

30

Tiip numarasi

Sekil 4.4.1. Prunella vulgaris L. metanol ekstraktindan elde edilen fraksiyonlarin
absorbans grafigi

3
Fraksiyon 1: 1-10 tiip
Fraksiyon 2: 11-14 tiip
7 Fraksiyon 3: 15-27 tiip

Absorbans

30

Tiip numarasi

Sekil 4.4.2. Prunella laciniata (L.) L. metanol ekstraktindan elde edilen fraksiyonlarin
absorbans grafigi
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Fraksiyon 1: 1-5 tiip
Fraksiyon 2: 6-14 tiip
Fraksiyon 3: 15-26 tiip

Absorbans

30

Tiip numarasi

Sekil 4.4.3. Prunella grandiflora L. metanol ekstraktindan elde edilen fraksiyonlarin
absorbans grafigi

Fraksiyon 1: 1-6 tiip

Fraksiyon 2:7-8 tiip
Fraksiyon 3:9-14 tiip
Fraksiyon 4:15-27 tiip

Absorbans

30

Tiip numarasi

Sekil 4.4.4. Prunella orientalis Bornm. metanol ekstraktindan elde edilen fraksiyonlarin
absorbans grafigi

Elde edilen fraksiyonlarin ve ekstraktlarin HPLC-DAD cihaz1 ile kromatografik
analizleri, Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenol ve ABTS yoOntemi ile toplam
antioksidan aktivite tayinleri yapilmigtir. HPLC-DAD analizlerine gore Prunella L.
tiirlerinden rosmarinik asit, rutin ve kafeik asit izole edildigi belirlenmistir. Buna gore
icerisinde standart rosmarinik asit, rutin ve kafeik asit bulunan metanol karisimi da
Sephadex LH-20 kolon kromatografisi ile izole edilmistir. Elde edilen metanol
fraksiyonlarinin (4 mL/tlip) 280 nm’de absorbans ol¢iimleri yapilmistir (Sekil 4.4.5).

Cizelge 4.4.1°de fraksiyonlarda ve ekstraktlarda bulunan fenolik madde miktarlari,
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Cizelge 4.4.2°de fraksiyonlarin ve ekstraktlarin toplam fenol ve toplam antioksidan

aktivite degerleri verilmektedir.

Absorbans

0 T T T ? T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiip numarasi

Sekil 4.4.5. Standart fenolik maddelerden (rosmarinik asit, rutin ve kafeik asit) elde
edilen fraksiyonlarin absorbans grafigi

Cizelge 4.4.1. Fraksiyonlarda ve ekstraktlarda bulunan fenolik madde miktarlari

Bitki Ornek Rutin Rosmarinik Kafeik asit ~ Toplam
(mg/g asit (mg/g (mg/g (mg/g 6rnek)
ornek) ornek) ornek)

Prunella Ekstrakt 1,120+ 0,240 13,900+ 1,760 0,060 + 0,010 15,080 +2,010

vulgaris L. Fraksiyon 1 x X X 14,480 + 0,070

Fraksiyon 2 0,630+ 0,010 0,310+0,010 0,070 +0,010
Fraksiyon3 0210+0,010 13,260+0,030 x

Prunella Ekstrakt 0,76 0,010 14,98 +0,110 0,060+ 0,010 15,800+ 0,130

laciniata Fraksiyon 1 0,010 £0,001 0,020 +0,001 X 11,970 + 0,242

(L. L. Fraksiyon 2 0,420+ 0,010 0,060+0,010 0,060 + 0,010

Fraksiyon3  0,280+0,010 11,120+0,200 X

Prunella Ekstrakt 5,880+ 0,100 20,590 +1,490 0,170+0,010 26,640+ 1,600

grandiflora  Fraksiyon 1  x 0,160+ 0,010 x 19,660 £ 0,240

L. Fraksiyon2 1,770 +0,010 0,480+ 0,010 0,080 +0,010

Fraksiyon3 2,290 +0,010 14,880+0,190 X

Prunella Ekstrakt 0,410+ 0,020 7,040 + 0,250 0,050 £0,010 7,500 + 0,280

orientalis ~ Fraksiyon 1 x X X 7,460 + 0,070

Bornm. Fraksiyon 2 0,020 +0,010 x X

Fraksiyon3 0,290 +0,010 0,350+0,010 0,060+ 0,010
Fraksiyon4 x 6,740 = 0,030 X
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Cizelge 4.4.2. Fraksiyonlarin ve ekstraktlarin toplam fenol ve toplam antioksidan

aktivite degerleri

Bitki tiirii Ornek Toplam fenol Toplam antioksidan
(mg gallik asit/g aktivite (mg
ornek) troloks/g drnek)

Prunella vulgaris L. Ekstrakt 97,0+£2,4 46,2+2,6

Fraksiyon 1 ~ 4,5+0,1 2,5+0,1
Fraksiyon2  11,2+1,4 3,7+0,1
Fraksiyon3  65,1£3,6 36,7+2,0
Prunella laciniata (L.) L. Ekstrakt 93,4+3,1 55,4+1,5
Fraksiyon 1  6,8+0,1 3,9+0,1
Fraksiyon 2 6,2+0,4 3,1+0,1
Fraksiyon 3 74,3+1,2 36,4+1,9
Prunella grandiflora L. Ekstrakt 184,0+3,5 83,4+0,6
Fraksiyon 1~ 10,7+0,8 4,6+0,2
Fraksiyon 2 18,9+1,2 17,0£1,2
Fraksiyon 3  92,4+0,1 44,9+0,4
Prunella orientalis Bornm.  Ekstrakt 56,1+1,9 33,6+0,1
Fraksiyon 1~ 7,0+0,2 1,8+0,1
Fraksiyon2  1,0+0,1 0,4+0,1
Fraksiyon 3 5,1+0,1 2,0+0,1
Fraksiyon4  41,9+0,6 20,0+1,1

Izolasyon calismalarinda Folin yonteminde kullanilan kalibrasyon grafigi y = 0,0158 x

+ 0,0334, regresyon katsayis1 0,999, ABTS yonteminde kullanilan kalibrasyon grafigi y
=2459,9 x + 2,234, regresyon katsayis1 0,997 dur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada sunulan bulgularin tartisma ve sonu¢ bolimii dort ana baslhikta
toplanabilir. Bunlar;

e Spektroskopik yontemler,

e Kromatografik yontemler,

o Kemometrik yontemler,

e Izolasyon calismalaridir.

5.1. Spektroskopik Yontemler

Yaklagik 100 yildir toplam fenol Olgiimleri i¢in kullanilan Folin yontemi, Folin ve
arkadaslan tarafindan insan viicudundaki protein metabolizmasi ¢alismalar1 sirasinda
gelistirilmistir. Folin ve Denis (1912) protein hidrokzilatlarinda bulunan tyrosin
aminoasidinin tayini i¢in bir kolorimetrik yontem Onermislerdi. Bu ydntem,
fosfotungstik (WO4*) ve fosfomolibdik (MoO4*) reaktif karisiminin tyrosinin fenolik
hidroksil grubu (Sekil 5.1.1) tarafindan indirgenmesi ve sonug¢ta mavi renkli iirlin

olusmasina dayanmaktadir.

Sekil 5.1.1. Tyrosin fenolik hidroksil grubu

1927 yilinda bu yontem Folin ve Ciocalteu (1927) tarafindan yeniden gelistirilmistir.
Gilintimiizde Folin-Ciocalteu reaktifi, protein hidrokzilatlarinda bulunan tyrosinin ve
triptofanin miktar tayinlerinde kullanildig1 gibi pek cok materyalde bulunan fenolik

maddelerin tayinlerinde de ¢ok genis kullanim alanina sahip olmustur. Folin ve
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Ciocalteu tarafindan gelistirilen bu yontem ¢6ziinebilen fenolik bilesiklerin
(Antosiyaninler, tanenler vb.) tayinlerinde kullanilir. Swain and Hillis (1959), fenolik
madde bilesimlerinin Folin-Ciocalteu reaktifinin indirgenmesi iizerinde oldukca etkili
oldugunu vurgulamislardi. Ayrica, Folin-Ciocalteu yontemi ile farkli orijine sahip
orneklerin karsilagtirtlmasinin - uygun olmadigini belirtmislerdir. Yapilan diger
caligmalarda Folin-Ciocalteu yoOnteminin 6rneklerin  indirgeme kapasitelerinin
Ol¢iimlerinde etkili oldugu da belirtilmistir. Bu yontemin sahip oldugu avantajlar
yaninda fenolik olmayan organik maddelerle (sekerler, aromatik aminler, askorbik asit,
adenin, adenozin, aminobenzoik asit, EDTA, fruktoz, guanin, indol, proteinler vb.) ve
bazi inorganik maddelerle (hidrazin, demir amonyum siilfat, magnezyum siilfat,
potasyum nitrat, sodyum siilfat, sodyum nitrat vb.) reaksiyon verebildigi ig¢in
dezavantaja da sahiptir (Prior ve Schaich, 2005). Toplam fenol igerikleri spesifik
olmayan redoks reaksiyonlar1 temeline dayanilarak tayin edilmelidir. Ciinkii 6rnekte
bulunan diger fenolik olmayan indirgenmis molekiillerin de bu tayin ydnteminde
istenmeyen etkisi nedeniyle toplam fenol miktarinda sapmalar olabilmektedir. Bu
yontem zaman alict ve fazla kimyasal madde kullanimi gerektiren bir yontemdir. Bu
nedenle bitki ekstraktlarinda toplam fenol tayini 6l¢timlerinde Folin-Ciocalteu yontemi
yaninda daha spesifik enzimatik toplam fenol tayini yontemleri de kullanilabilir

(Stevanato ve ark. 2004).

Bu ¢alismada Prunella L. cinsinin; Prunella vulgaris L., Prunella laciniata (L.) L.,
Prunella orientalis Bornm., ve Prunella grandiflora L. olmak lizere 4 tiirliniin farklh
polaritedeki ¢Ozilicli ekstraktlariin gelistirilen alternatif enzimatik toplam fenol
sonuclar1 Folin-Ciocalteu ile karsilagtirilmigtir. Kullanilan enzim hem serbest hem de
polimerik destek maddesi Tlizerine immobilize edilerek toplam fenol tayinleri
yapilmistir. immobilize edilmis enzim ¢ok sayida 6l¢iim yapmaya imkan sagladigi igin
enzim kullanma maliyeti de diisliriilmiistiir. Ayrica 6l¢iimlerin daha kisa siirede ve daha
az kimyasal madde kullanilarak yapilmasit saglanmistir. Bu amagla enzimin
kullanilabilirlik ve aktivite caligmalar1 da yapilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda asit
kullanilarak yapilan ¢oziicii ekstraklarinin toplam fenol degerleri asitsiz yapilan ¢oziicii
ekstraktlarinin toplam fenol degerlerinden yiiksek bulunmustur. Bu da bitkinin

yapisinda bulunan flavonoid glikozitlerinin asidik hidroliz ile serbest hale gegtigi ve
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toplam fenol degerlerinin hep serbest halde bulunan hem de glikozitlerin hidrolizinden

gelen fenolik maddelerden kaynaklandigi sonucunu ortaya ¢ikarmistir.

5.1.1. Enzimatik reaksiyonlar

Horseradish peroksidaz (HRP) enzimi H,O, varliginda ¢ok sayida aromatik bilesigi

yiikseltgeyen bir hemoproteindir.

HRP + H202 — Enziml
Enzim 1+ AH; (yiikseltgenebilen madde) — Enzim 2 + AH
Enzim 2 + AH, — HRP + AH

2AH — Yiikseltgenen iiriinler

HRP enzimi H,O, tarafindan ylikseltgenir (Enzim 1). Daha sonra enzimin aktif
bolgesine baglanan fenolik maddenin yiikseltgenmesi ile enzim indirgenmis haline geri
doner. Bu sekilde fenolik maddelerin enzimatik yiikseltgenmesi gergeklesir. Daha sonra
olusan iiriinlerin 4-aminoantipirin yapisindaki aromatik amin grubuna saldirmasi sonucu

kuinon-imin renkli iiriinii elde edilir (Sahin ve ark. 2011a).

5.1.2. immobilizasyon zamaninin optimizasyonu

Immobilizasyon zamani enzim-destek maddesi arasindaki reaksiyona gére degisim
gosterebilir. Onemli olan enzim ile destek maddesi arasinda ¢ok fazla noktadan kovalent
etkilesim olmasidir. Bu amacgla HRP enziminin optimum immobilizasyon siiresini
belirleyebilmek icin 48 saat siireyle polimer iizerinden enzim gegirilir. Belirli siireler
sonundan enzim ¢ozeltisinden 6rnek alinarak Bradford yontemine gore protein tayini
yapilir (Sekil 4.1.2.1). Tim orneklerdeki protein miktarlar1 hesaplanarak g polimer
basina tutunan mg enzim miktar1 hesaplanir (Sekil 4.1.2.2). Buna gore 26 saat sonunda
enzimin baglangic miktarima gore %82’si destek maddesi {izerinde tutundugu
bulunmustur. Enzim immobilizasyonu i¢in yapilan ¢alismalarda optimum siire 26 saat

secilmistir (Sahin ve ark. 2011a). STR-DVB-PGA polimerine 26 saat sonunda kovalent
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baglanan HRP enziminin aktivitesi serbest enzime gore %90°dir. Sinnamik asit
karbohidrat esterleri gibi farkli destek maddeleri kullanildiginda da immobilizasyon
stiresinin 21-24 saat degistigi goriilmektedir (Rojas-Melgarejo ve ark. 2004, Vojinovié
ve ark. 2004). Farkli destek maddeleri i¢cin benzer immobilizasyon verimleri ve STR-
DVB-PGA destek maddesinin kararliligi g6z Oniinde bulunduruldugunda
immobilizasyon siiresince  HRP enziminin aktivitesinin kaybolmadigi sonucuna

varilmaktadir (Sahin ve ark. 2011a).

5.1.3. Fenolik madde/4-aminoantipirin oraninin etkisi

H,O, varliginda enzim tarafindan yiikseltgenen fenolik maddeler, 4-aminoantipirin
yapisindaki aromatik amin grubuna saldirmasi sonucu kuinon-imin renkli {iriinii elde
edilir. Olusan bu renkli iirlinliin miktar1 6rnekteki fenolik madde ve 4-aminoantipirin
miktarina gore degisebilir. Bu amacla hem Folin hem de enzimatik yontemde kullanilan
standart madde gallik asit segilerek gallik asit/4-aminoantipirin oranmnin etkisi
incelenmistir. Kuinon imin renkli iirliin miktarinin gallik asit/ 4 aminoantipirin molarite

oranina gore degisimi Sekil 4.1.2.3te verilmistir.

Buna gore en yiiksek 1:2 oraninda toplam fenol miktari elde edilmistir. En diisiik oranin
1:20 olmasina ragmen 1:3 oraninda en diisiik toplam fenol miktar1 bulunmustur. Buna
gore olusan renkli {irtin miktarinin gallik asit/ 4 aminoantipirin molarite oranina gore
dogrusal degismedigini sonucuna varilmistir. Yapilan enzimatik toplam fenol
Ol¢iimlerinde optimum gallik asit/ 4 aminoantipirin molarite oran1 1:2 se¢ilmistir (Sahin

ve ark. 2011a).

5.1.4. immobilize HRP enziminin optimum kullanim sayisi

Kulanim sayisinin % toplam fenol degerine gore degisimi Sekil 4.1.2.4°te verilmistir.
Buna gore bir kolonun 10 defa kullanim sonunda toplam fenol degerlerinde % 23
azalma oldugu gorilmektedir. Literatiirde etanol, metanol, aseton ve asetonitril
ortaminda HRP aktivitesi Ol¢iildiigiinde, enzim aktivitesinin metanol ve asetonitril

ortaminda %10 oraninda azaldigi bulunmustur (Temogin ve Yigitoglu 2009). Yapilan
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caligmalarda kullanilan bitki ekstraktinin miktar1 0,1 mL oldugu i¢in organik
¢oOziiciilerin enzim aktivitesine etkisinin ihmal edilebilecek kadar az oldugu sonucuna

varilmistir (Sahin ve ark. 2011a)

5.1.5. Immobilize HRP enziminin optimum depolanma siiresi

Buzdolabinda (4°C’de) 30 giin siire ile bekletilen immobilize enzimin optimum
depolanma siiresini belirlemek amaciyla farkli zaman araliklarinda bitki ekstrakti
kullanilarak enzimatik toplam fenol 6l¢iimleri yapilmistir. Yapilan 6l¢iimlerde 30 giin
sonunda toplam fenol degerinde baslangica gore %47 azalma goriilmiistir (Sekil
4.1.2.5). Buna gore enzim ortam sartlarina gore belli siire sonunda inaktive olmaktadir

(Sahin ve ark. 2011a).

5.1.6. Serbest ve immobilize HRP enziminin K, ve V., degerlerinin incelenmesi

Serbest enzim icin K, degeri 3,16 mM, V. degeri 0,37 mmol ABTS/mg enzim.dk
(Sekil 4.1.2.6), STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis HRP enzimi i¢in K,
degeri 3,74 mM, V. degeri 0,19 mmol ABTS/mg enzim.dk (Sekil 4.1.2.7) olarak
belirlenmistir. Kinetik sabitlerde gozlenen Ky, ve K/Vmax oraninin degerindeki artislar,
immobilize HRP enzimi i¢in gozlenen %10 aktivite kaybin1 da agiklamaktadir (Sahin ve

ark. 2011a).

5.1.7. Prunella L. tiirlerinin toplam fenol miktarlar

Prunella L. tirlerinin su, metanol, butanol, asetonitril, etil asetat, hekzan ve bunlarin
asidik ekstraklarmin toplam fenol miktarlar1 enzimatik yontemle tayin edilmistir.
Bulunan sonuglar Folin yontemiyle karsilastirilmistir (Sekil 4.1.3.1-4.1.3.4). Folin
yontemi ile yapilan toplam fenol tayinlerine askorbik asitin katkisini belirlemek i¢in kor
ornekler hazirlandi. Asitli ¢oziiciiler i¢in bu katki degeri 4 mg gallik asit/0rnek, asitsiz
coziiciiler i¢in 1 mg gallik asit/g Ornek belirlenmis ve bulunan toplam fenol
degerlerinden bu degerler ¢ikarilmistir. Folin yontemine gore Prunella L. tiirleri i¢in

ekstraksiyon islemlerinde kullanilmasi en uygun olan ¢oziicii metanol-asittir. Genel
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olarak da literatiire bakildiginda asidik hidrolizin flavonoid ekstraksiyonlar1 i¢in ¢ok
uygun oldugu belirtilmektedir. Prunella L. tiirleri i¢in asidik hidroliz ile yapilan ¢6ziicii
ekstraktlarinin toplam fenol degerleri hidroliz edilmeden elde edilen ¢oziicii
ekstraktlarin toplam fenol degerlerinden yiiksek bulunmustur. Bu da bitkinin yapisinda
bulunan flavonoid glikozitlerinin asidik hidroliz ile serbest hale gectigi ve toplam fenol
degerlerinin hem serbest halde bulunan hem de glikozitlerin hidrolizinden gelen fenolik
maddelerden kaynaklandigi sonucunu ortaya g¢ikarmistir. Folin yontemiyle bulunan
toplam fenol degerleri ¢oziicli ekstraksiyonlari i¢in 0,1-147 mg, asidik hidroliz i¢in 0,2-
258 mg gallik asit/g ornek olarak degisim gostermektedir. Prunella vulgaris tiiriiniin
metanol ekstrakti en fazla toplam degerine sahip iken Prumella orientalis tiirtiniin
hekzan ekstrakti en az toplam fenol igermektedir. Asidik hidrolizlere bakildiginda en
fazla toplam fenol igerigi Prunella laciniata tiiriiniin metanol-asit ekstrakti sahip iken
aym tiiriin hekzan-asit ekstrakti da en az toplam fenol icerigine sahiptir. Prunella L.
tiirleri i¢in Folin yontemiyle bulunan tiim toplam fenol igerikleri karsilastirildiginda
¢Oziicli etkisi su sirayla bulunmustur: metanol-asit> su-asit> butanol-asit> metanol>
asetonitril-asit> su> etil asetat-asit> butanol> asetonitril> etil asetat> hekzan-asit>

hekzan (Sahin ve ark. 2011a).

Serbest enzim yontemi ile toplam fenol miktarlar1 ¢oziicii ekstraksiyonlar: igin 14-336
mg, asidik hidroliz i¢in 24-865 mg gallik asit/g 6rnek olarak degisim gostermektedir.
Toplam fenol miktarlarina bakildiginda serbest enzim yontemi ile bulunan sonuglar
Folin ve immobilize enzim yontemlerine gore daha yiiksek bulunmustur. Prunella L.
tiirlerinin asidik su ekstraktlariin toplam fenol miktarlar ise serbest ve immobilize
enzim yontemlerine gore Folin yontemi ile daha yiiksek bulunmustur. Bu durum asidik
su orneklerinde diger ekstraktlara gore yiiksek miktarda antosiyanin bulunmasindan
kaynaklanir. Bu nedenle su, metanol ve bunlarin asidik ekstraktlarinin toplam
antosiyanin miktar1 Olciilmiistiir (Cizelge 4.1.4.1). Buna gore en yiiksek miktarda
toplam antosiyanin su-asit ekstraklari igermektedir. Yapilan ¢alismalardan elde edilen
sonuglara gore enzim antosiyaninlar tarafindan inhibe edilmekte ve kalan enzim
aktivitesi de ornekteki tiim fenolik maddeleri yiikseltgemek icin yeterli olmamaktadir.
Bu nedenle su-asit ekstraktlarinin toplam fenol miktar1 su ekstraktlarina gore daha az

bulunmustur (Sahin ve ark. 2011a). Prunella L. tirleri i¢in ii¢ yOntem
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karsilastirildiginda, serbest enzim ve Folin yontemi arasindaki korelasyon degeri 0,76;
immobilize enzim ve Folin yontemi arasindaki korelasyon degeri 0,70; serbest ve
immobilize enzim yontemi arasindaki korelasyon degeri 0,94 bulunmustur. Genel
olarak g oOrnek basmna mg gallik asit miktarlar1 Folin yontemine gore enzimatik

yontemler daha yiiksek bulunmustur.

Sonug olarak Prunella L. tirlerinin 12 farkli ¢6ziicli ekstrakti i¢in immobilize enzim
yontemi 1ile toplam fenol miktarlar1 basarili bir sekilde tayin edilmistir. Metanol-asit
biitiin orneklerde, toplam fenol ekstraksiyonu igin en uygun ¢oOziicii bulunmustur.
Immobilize enzim;

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca ayrilir.

e Tamamen ayrildigindan iiriinlerde kirlilik olusturmaz.

e (Cevre kosullarina daha dayaniklidir.

e Bircok kez ve uzun siire kullanilabilir.

e Daha dayanikli ve kararhdir.

e (Cok adiml1 reaksiyonlara uygundur.

e Aktivitesini uzun siire korur.
Bu nedenle enzimatik yontemle toplam fenol tayinleri daha spesifik ve diger

spektroskopik yontemlere gore daha kesindir.

5.2. Kromatografik Yontemler

5.2.1. Prunella L. tiirlerinde tayin edilen fenolik maddeler

Bu c¢alismada Prunella L. tirlerinde (Prunella vulgaris L., Prunella laciniata (L.) L.,
Prunella orientalis Bornm. ve Prunella grandiflora L.) bulunan fenolik maddeler
HPLC-DAD cihaz ile kantitatif olarak tayin edilmistir (Sahin ve ark. 2011b). Prunella
L. tirlerinde HPLC-DAD analizleri sonucunda bulunan fenolik maddeler; kuersetin,
rutin, rosmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit, ferulik asit ve protokatekuik asittir.
Prunella L. tiirlerinde bulunan fenolik maddelerin miktarlar1 Cizelge 4.2.1.1 ve Cizelge
4.2.1.2°de verilmistir. Cizelge 4.2.1.1°de ekstraksiyon yontemine gore, 4.2.1.2°de asidik

hidroliz yontemine goére bulunan fenolik madde miktarlar1 bulunmaktadir. Kuersetin,
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Prunella grandiflora L. su ekstraktt disinda diger ¢oziicii ekstraktlarinda tayin
edilmemistir. Bununla birlikte Prunella grandiflora L. su ekstraktinda bulunan
kuersetin miktar1 0,36+0,01 mg/g 6rnek bulunmustur. Asidik hidroliz yontemine gore,
kuersetin tayin edilebilen tek flavonoldiir. Kuersetin Prunella vulgaris L. drneklerinde
0,19+0,01-2,10+£0,26 mg/g ornek, Prunella laciniata (L.) L. 6rneklerinde 0,72+0,01—
4,31+0,02 mg/g 6rnek, Prunella grandiflora L. 6rneklerinde 1,09+0,06-6,41+0,11 mg/g
ornek ve Prunella orientalis Bornm. orneklerinde 0,31+0,01- 1,744+0,02 mg/g 6rnek
bulunmustur. En yiiksek kuersetin miktar1 Prunella grandiflora L. nin etil asetat-asit
ekstraktinda bulunmustur. Cizelge 4.2.1.1-4.2.1.2°den gortldigi gibi kuersetin
miktarlar1 asidik hidroliz sonrasi artmaktadir. Ciinkii, kuersetin glikoziti olan rutin,
kuvvetli asidik ortam hidroliz olarak aglikonu olan kuersetine doniismektedir. Bu

nedenle kuersetin miktarlar1 asidik hidroliz sonras1 artmaktadir (Sahin ve ark. 2011b).

Asidik hidroliz yontemine gore bulunan rutin miktarlar1 da ekstraksiyon yontemine gore
bulunan miktarlardan yiiksek bulunmustur. Rutin, Prunella vulgaris L. 6rneklerinde
1,45+0,06—4,01+0,05 mg/g ornek, Prunella laciniata (L.) L. 6rneklerinde 0,27+0,01—
3,1240,02 mg/g 6rnek, Prunella grandiflora L. 6rneklerinde 3,93+0,01-7,13+0,02 mg/g
ornek ve Prunella orientalis Bornm. O6rneklerinde 0,93+0,08-6,52+0,06 mg/g 6rnek
bulunmustur. Buna gore en yiiksek rutin miktar1 Prunella grandiflora L. butanol-asit
ekstraktinda bulunmustur. Ayn1 zamanda literatiire bakildiginda Prunella vulgaris L.
tiriinde bulunan rutin miktar1 Cheung ve Zhang (2008) yaptig1 calismaya gore daha

yliksek bulunmustur.

Kafeik asit, ferulik asit, klorojenik asit ve protokatekuik asit Prunella L. 6rneklerinde az
miktarlarda bulunmustur. Kafeik asit Prunella grandiflora L. disinda Prunella L.
turlerinde sadece su, su-asit, asetonitril-asit ve etil asetat-asit ekstraktlarinda
bulunmustur. Prunella grandiflora L. i¢in metanol ekstraktinda kafeik asit bulunmustur.
Prunella L. tiirlerinde kafeik asit miktar1 0,11+£0,01-1,82+0,05 mg/g Ornektir. En
yiiksek kafeik asit miktar1 Prunella grandiflora L. su-asit ekstraktinda bulunmustur.
Klorojenik asit ise Prunella L. tiirlerinin su ekstraktlarinda tayin edilirken Prunella

grandiflora L. su ekstraktinda tayin edilememistir. Butanol-asit, etil asetat-asit, su-asit
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orneklerinde bulunan klorojenik asit miktar1 0,19+0,09-1,07+£0,03 mg/g Ornektir.
Klorojenik asit en fazla Prunella grandiflora L. butanol-asit ekstraktinda bulunmustur.
Bununla birlikte literatiire bakildiginda Prunella L. tiirlerinde ferulik and protokatekuik
asit tayin edilmemistir. Yaptigimiz ¢calismada ise ferulik asit en fazla Prunella orientalis
Bornm. asetonitril-asit ekstraktinda, protokatekuik asit ise en fazla Prunella grandiflora
L. su ekstraktinda bulunmustur. Ayrica literatiire gére Prunella L. tlrlerinde tayin
edilen p-kumarik asit (Wang ve ark. 2000) c¢alismamizdaki hi¢bir Prunella L.
ekstraktinda tayin edilememistir (Sahin ve ark. 2011b).

Prunella L. tirlerinde bulunan baslica fenolik madde rosmarinik asittir. Rosmarinik asit,
Prunella vulgaris L. 6rneklerinde 1,19+0,01-38,28+0,68 mg/g 6rnek, Prunella laciniata
(L.) L. orneklerinde 0,84+0,01-39,19+0,48 mg/g Ornek, Prunella grandiflora L.
orneklerinde 0,70+0,01-36,45+0,04 mg/g oOrnek ve Prunella orientalis Bornm.
orneklerinde 0,244+0,01-18,95+0,14 mg/g 6rnek bulunmustur. Prunella laciniata (L.) L.
asetonitril-asit 6rneginde bulunan rosmarinik asit en yiiksektir. Ayn1 zamanda literatiire
bakildiginda Prunella vulgaris L. tiiriinde bulunan rosmarinik asit miktart Cheung ve
Zhang (2008) yaptig1 calismaya gore daha yiiksek bulunmustur. Bu farklilik bitkinin
toplandig1 farkli lokalite, uygulanan farkli analitik ve ekstraksiyon yontemlerinden
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte hekzan ve hekzan-asit 6rneklerinde herhangi bir

fenolik madde bulunmamustir (Sahin ve ark. 2011b).

5.2.2. Ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerin etkisi

Coziicli ekstraksiyonu bitkilerde bulunan flavonoid ve fenolik asitler i¢in en uygun
ekstraksiyon yontemidir. Fenolik bilesikler genellikle polar 6zellik gosterdiklerinden
ekstraksiyon yonteminde kullanilan en yaygin ¢6ziiciiler su, metanol, etil asetat, aseton
ve bunlarin farkli asitli veya asitsiz karigimlaridir. Bitkilerde bulunan fenolik
maddelerin ekstraksiyon verimleri bu fenolik maddelerin kullanilan ¢d6ziiciilerdeki
¢Oziinirliigiine baglidir. Bu nedenle fenolik maddelerin ekstraksiyonu i¢in standart bir
yontem yoktur. Ayrica asidik hidroliz yonteminde glikozit baglar1 pargalandigi igin

serbest fenolik maddelerde aciga c¢ikmaktadir. Prunella L. tiirlerinde bulunan fenolik

112



maddelerin ekstraksiyon islemi sirasinda su, metanol, butanol, etil asetat, asetonitril,
hekzan ve bunlarin asidik karisimlart kullanilmistir. Fenolik maddelerin ekstraksiyonu
icin polar ve apolar ¢oziiciilerin etkisi karsilastirilmistir (Cizelge 4.2.2.1). Cizelge
4.2.1.1-4.2.1.2°e bakildiginda ¢6ziicli polaritesinin fenolik maddelerin ekstraksiyon
verimi iizerinde etkili oldugu anlasilmaktadir. Ekstraksiyon isleminde metanol
kullanildiginda en yiiksek miktarlarda fenolik maddelerin ekstrakte edildigi
gorlilmektedir. Oysaki Prunella laciniata (L.) L. 6rnekleri i¢in su kullanildiginda en
yiiksek miktarlarda fenolik maddelerin ekstrakte edildigi goriilmektedir. Toplam fenol
miktarlarina bakilinca asidik hidroliz yontemi ekstraksiyon yontemine gore daha
avantajl oldugu anlasilmaktadir. Fenolik madde miktarlarina bakilinca asetonitril-asit,

asidik hidroliz yontemi i¢in en uygun ¢oziiclidiir (Sahin ve ark. 2011b).

5.2.3. Analitik yontem validasyonu

Prunella L. tiirlerinin fenolik bilesiklerinin miktarsal tayinlerinin validasyonunda her
fenolik bilesigin LOD, LOQ ve % geri kazanim degerleri (Cizelge 4.2.2.1)
hesaplanmistir. Analiz edilen fenolik bilesikler i¢in LOD 0,07-0,14 mg/L. ve LOQ
0,23-0,47 mg/L arasinda degismektedir. Prunella L. tiirlerinde tayin edilen standart
fenolik bilesiklerden hazirlanan karisimin metanol ve metanol-asit katilmasiyla
hazirlanan ekstraktlara gore fenolik bilesiklerin ekstraksiyon verimi tayin edildi
(Cizelge 4.2.2.1). Fenolik bilesiklerin geri kazanim ¢alismast HPLC-DAD ile yapildi.
Fenolik bilesiklerin ortalama geri kazanim degerlerinin ekstraksiyon yontemi igin
%8243 (rutin)-102+2 (kuersetin, ferulik asit) asidik hidroliz yontemi igin %51+l
(rutin)-102+1 (ferulik asit) arasinda degistigi bulunmustur. Prunella L. tiirlerinde
ekstraksiyon yontemi i¢in en diisiik geri kazanim degeri %82+3 rutine ait iken asidik
hidroliz yontemi i¢in de %51+1 rutine aittir. Rutin bir kuersetin glikoziti oldugu i¢in
asidik hidroliz yonteminde yapis1 parcalanmaktadir. Bu nedenle asidik hidroliz yontemi
icin bulunan geri kazanim degeri ekstraksiyon yontemi i¢in bulunan geri kazanim
degerinden kiiciiktlir. Bununla birlikte flavonoid ekstraksiyonu i¢in en uygun yontem
asidik hidrolizdir. Prunella L. tiirlerinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar:

hesaplanirken geri kazanim degerleri dikkate alinmistir (Sahin ve ark. 2011b).
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5.2.4. LC-MS tayinleri

Bu calismada Prumnella L. tiirlerinin (Prunella vulgaris L., Prunella laciniata (L.) L.) su,
su-asit, metanol, metanol-asit, etil asetat ve etil asetat-asit ekstraktlarinda bulunan
muhtemel fenolik maddeler LC-MS ile kalitatif olarak belirlendi. LC-MS analizleri
sonucu Prunella L. tirlerinde bulunabilecek muhtemel fenolik maddeler; kamferol
glikozit, kuersetin glikozit ve kamferoldiir (Cizelge 4.2.3.1). Buna gore kamferol
glikozit; Prunella vulgaris L. metanol ekstrakti, kuersetin glikozit; Prunella vulgaris L.
su-asit ekstrakti, Prunella laciniata (L.) L. su ve su-asit ekstrakti, kamferol; Prunella
vulgaris L. metanol-asit ekstrakti ve Prunella laciniata (L.) L. metanol ekstraktinda

kalitatif olarak tayin edilmistir.

5.3. Kemometrik Yontemler

5.3.1. Toplam fenol tayinleri

2009 yilinda toplanan Prunella L. tiirlerinin su, metanol, etil asetat, asetonitril, butanol,
hekzan ve bunlarin asidik ekstraktlarinin toplam fenol tayinleri Folin ydntemi ile
yapilmistir. Genel olarak hekzan ve hekzan-asit disindaki ¢oziicii ve ¢oziicii
karigimlarinin toplam fenol ekstraksiyonunda etkili oldugu goriilmektedir (Cizelge
4.3.1.1). Ayrica polar olan ¢oziiciilerin (asit eklenmemis) toplam fenol degerleri de
polar olmayan c¢oziiciilere gore daha yliksek bulunmustur. Bununla birlikte asidik
hidroliz yontemi ise flavonoid ekstraksiyonu i¢in en uygun ekstraksiyon yontemidir.
Ciinkii asidik hidroliz ile glikozit baglar1 parcalanmakta ve serbest fenolik madde agiga
cikmaktadir. Folin yontemi ile bulunan toplam fenol degerleri ekstraksiyon yonteminde
1,00-24,63 mg/g ornek, asidik hidroliz yonteminde 1,24-87,33 mg/g 6rnek arasinda
degisim gostermektedir. Biitiin Prunella L. tiirlerinin ayn1 ¢oziicli ekstraktlarinin toplam
fenol degerleri birbirine yakin degerlerdedir. Ekstraksiyon yontemine gore Prunella
grandiflora L. metanol ekstrakti en yiiksek toplam fenol degeri, hekzan ekstraktlari ise
en az toplam fenol degeri igermektedir. Asidik hidroliz yontemine goére Prunella
vulgaris L. etil asetat-asit ekstrakti en yiiksek toplam fenol degeri, hekzan-asit

ekstraktlar1 ise en az toplam fenol degeri icermektedir. Folin yontemi ile bulunan
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toplam fenol degerlerindeki ¢oziicii etkisi su sekildedir: etil asetat-asit> asetonitril-asit>
su-asit> butanol-asit> metanol-asit> metanol> su> butanol> asetonitril> etil asetat >
hekzan-asit> hekzan. Literatiire bakildiginda Prunella vulgaris L. su ve metanol toplam
fenol degerleri Li ve ark. (2008), Cai ve ark. (2004) yaptig1 calismaya gore daha yliksek

bulunmustur.

5.3.1.1. PCR ve PLS

Bu caligmada ¢ok degiskenli kalibrasyon teknikleri ile Prunella L. tiirleri ekstraktlarinin
toplam fenol tayinleri yapildi. Cok degiskenli kalibrasyon tekniklerinden PCR ve PLS
ile toplam fenol tayinlerinde kalibrasyon ve test setler kullanildi. Kalibrasyon ve test
setlerin nasil olusturuldugu bolim 3.2.4°te agiklanmigtir. PCR ve PLS ile bulunan
tahmini toplam fenol degerleri ile gergek toplam fenol degerleri karsilastirildiginda
bulunan hata degerleri Cizelge 4.3.1.2°de verilmistir. Hata degerlerine bakildiginda PLS
ile bulunan toplam fenol degerleri i¢in hatalar daha az azdir. Buna gore PLS ile toplam
fenol degerleri gercek degerlere daha yakin tahmin edilmistir. Bununla birlikte toplam
fenol degerlerinin kemometrik yontemler ile tahmin edilmesinde farkli veri hazirlama

teknikleri de karsilastirilmustir.

Kromatogramlar arasi alikonma zamanlarindaki kaymalar1 6nlemek i¢in dncelikle biitiin
kromatogramlar COW yontemi ile analize hazirlanmistir. Cizelge 4.3.1.2°ye
bakildiginda kalibrasyon seti i¢in merkezilestirme yapildiktan sonra bulunan hata
degerlerinin en az oldugu goriilmektedir. Ayrica PCR yontemi i¢in hem merkezilestirme
hem de sinyal diizlestirme, normalizasyon ve merkezilestirme yapildiktan sonra bulunan
hata degerleri birbirine ¢cok yakindir. Bununla birlikte PLS yontemi i¢in merkezilestirme
yapildiktan sonra bulunan hata degerleri sinyal diizlestirme, normalizasyon ve
merkezilestirme yapildiktan sonra bulunan hata degerlerine daha diisiikk bulunmustur.
Bu calismada kemometrik yontemler ile toplam fenol degerleri tahmin edildiginde PLS
ile merkezilestirme yapildiktan sonra bulunan toplam fenol degerleri gercek toplam
fenol degerlerine ¢ok yakin bulunmustur. Sekil 4.3.1.1°e bakildiginda da gercek toplam
fenol degerleri ile tahmini toplam fenol degerleri arasindaki regresyon katsayist PCR

i¢cin 0,9568, PLS igin ise 0,9938 bulunmustur.

115



PLS ve PCR yoOntemleri ile hesaplanan skor degerleri ile cizilen skor grafiklerinden
ekstraktlar arasindaki grup olusumlar1 hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Buna gore
PLS’e gore merkezilestirilmis veri i¢in ¢izilen skor grafiklerinde toplam fenol
degerlerine gore 3 farkli grup olusumu goriilmektedir (Sekil 4.3.1.2). Burada her bir
ekstrakt bir say1 degeri ile ifade edilmistir Ekstraktlarin toplam fenol degerlerinin
birbirine olan yakinligima gore olusan gruplar Prunella L. tiirlerinin su ekstraklarini
icermektedir: (I) etil asetat-asit, (6rnekler 8-17-26-35), (II) asetonitril-asit (6rnekler 7-
16-25-34) ve (III) metanol (6rnekler 1-10-19-28), asetonitril (6rnekler 2-11-20-29), etil
asetat (Ornekler 3-12-21-30), hekzan (6rnekler 4-13-22-31), su-asit (6rnekler 5-14-23-
32), butanol-asit (6rnekler 6-15-24-33) ve hekzan-asit (6rnekler 9-18-27-36). Grup (I)
ve (II)’de bulunan ekstraklara bakildiginda yiiksek toplam fenol igerigine sahip
ekstraktlar ayni grupta bulunmaktadir. Bununla birlikte Prunella L. tiirlerinin ayni
¢Oziicii ekstraktlart1 benzer toplam fenol degerlerine sahip oldugu icin ayni grupta

bulunmaktadirlar.

Kemometrik yontemlerle yapilan bu calismalarin bir diger amaci ise toplam fenole
katkis1 olan standartlarin olmamasi nedeni ile kromatografik olarak tayin edilemeyen
fenolik maddelerin belirlenmesidir. Bu amagla merkezilestirilmis veri i¢in PLS loading
degerleri zamana kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 4.3.1.3). PLS loading grafigindeki
negatif pikler toplam fenol degerlerini artirirlarken pozitif pikler azaltmaktadirlar. 9,54;
24,52 ve 25,40 dk bulunan negatif PLS loading degerine sahip pikler toplam fenol
degerlerini artiran fenolik maddelere ait piklerdir. Prunella L. tlirlerinde bulunan fenolik
maddeler; rosmarinik asit, kafeik asit, rutin, kuersetin, kamferol, ferulik asit,
protokatekuik asit ve klorojenik asittir. Rosmarinik asit (25,40 dk) negatif PLS loading
degerine sahiptir. Diger taraftan kafeik asit (19,80 dk), rutin (22,60 dk), kuersetin (27,80
dk) ve kamferol (29.18 dk) pozitif PLS loading degerine sahiptir. Bununla birlikte 5,16;
5,40; 6,14; 6,73; 9,03; 9,53; 14,49; 25,16, 25,72; 27,2; 30,92 ve 32,15 dk’da pozitif PLS
loading degerine sahip fenolik maddeler toplam fenol degerine azaltict katkida
bulunmaktadirlar. Bu maddelerin miktarlar1 azalirken toplam fenol degerleri
artmaktadir. Fenolik maddelerin toplam fenole olan katkisini belirlemek i¢in Prunella
L. metanol ekstraktinin igine ayr1 ayri aym miktarlarda rosmarinik asit, kafeik asit,

rutin, kuersetin, kamferol eklenerek toplam fenol degerleri bulunmustur. Ayrica
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Prunella L. metanol ekstraktinin fenolik maddelerin hepsi eklenerek toplam fenol
degeri bulunmustur. Fenolik madelerin ayr1 ayri bulunan toplam fenol degerlerinin (5
tane fenolik maddeden 1 tanesi olmadan) toplanmasi ile elde edilen deger, fenolik
maddelerin 5 tanesinin (rosmarinik asit, kafeik asit, rutin, kuersetin, kamferol) birlikte
bulundugu ekstaktin toplam fenol degerleri ile karsilastirilinca; ortamda rosmarinik asit

miktar1 artik¢a toplam fenol degerlerinin arttig1 belirlenmistir.

5.3.2. Toplam antioksidan aktivite tayinleri

2009 yilinda toplanan Prunella L. tiirlerinin su, metanol, etil asetat, asetonitril, butanol,
hekzan ve bunlarin asidik ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivite degerleri ABTS ve
DPPH yontemleri ile tayin edilmistir. Cizelge 4.1.5.2’de ABTS yontemi, Cizelge
4.1.5.3’te DPPH yontemi ile bulunan toplam antioksidan aktivite degerleri verilmistir.
Genel olarak hekzan ve hekzan-asit disindaki ¢6ziicli ve ¢oziicii karisimlarinin toplam
fenol ekstraksiyonunda etkili oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1.5.2-4.1.5.3). Ayrica
polar olan ¢oziictilerin (asit eklenmemis) toplam antioksidan aktivite degerleri de polar
olmayan ¢oziiciilere gore daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte ABTS ve DPPH
yontemine gore ekstraksiyon i¢in en uygun ¢ozilicii metanol-asit bulunmustur. Ciinki
asidik hidroliz ile glikozit baglar1 parcalanmakta ve serbest fenolik madde agiga
cikmaktadir. ABTS yoOntemine gore toplam antioksidan aktivite degerleri ekstraksiyon
yontemi i¢in 0,44-201,04 mg troloks/g 6rnek, asidik hidroliz yontemi i¢in 0,69-343,57
mg troloks/g 6rnek arasinda degisim gostermektedir. Biitiin Prunella L. tiirlerinin aym
¢oziicii ektraktlarinin toplam antioksidan aktivite degerleri birbirine yakin degerlerdir.
Ekstraksiyon yontemine gore Prunella orientalis Bornm. metanol ekstrakti en yliksek
toplam antioksidan aktivite degerine sahip iken hekzan ekstraktlar1 en diisiik toplam
antioksidan aktivite degerine sahiptir. Asidik hidroliz yontemine gore Prunella vulgaris
L. metanol-asit ekstrakti en yiiksek toplam antioksidan aktivite degerine sahip iken
hekzan-asit ekstraktlar1 en diisiik toplam antioksidan aktivite degerine sahiptir. ABTS
yontemine gore toplam antioksidan aktivite degerlerindeki ¢oziicii etkisi su sekildedir;
metanol-asit> su-asit> metanol> su> butanol-asit> butanol> asetonitril-asit> etil asetat-

asit> asetonitril > etil asetat> hekzan-asit> hekzan.
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DPPH yontemine gore toplam antioksidan aktivite degerleri ekstraksiyon yontemi igin
0,05-151,82 mg troloks/g ornek, asidik hidroliz yontemi i¢in 0,07-256,52 mg troloks/g
ornek arasinda degisim gostermektedir. Biitiin Prunella L. tirlerinin ayn1 ¢oziicii
ektraktlarinin  toplam antioksidan aktivite degerleri birbirine yakin degerlerdir.
Ekstraksiyon yontemine gore Prunella vulgaris L. metanol ekstrakti en yiiksek toplam
antioksidan aktivite degerine sahip iken hekzan ekstraktlart en diisiik toplam
antioksidan aktivite degerine sahiptir. Asidik hidroliz yontemine gore Prunella
orientalis Bornm. metanol-asit ekstrakti en yiiksek toplam antioksidan aktivite degerine
sahip iken Prunella laciniata (L.) L. ve Prunella grandiflora L. hekzan-asit ekstraktlari
en diisiik toplam antioksidan aktivite degerine sahiptir. DPPH yontemine gore toplam
antioksidan aktivite degerlerindeki ¢oziicii etkisi su sekildedir; metanol-asit> metanol>
su-asit> su> butanol-asit> asetonitril-asit> etil asetat-asit> butanol> asetonitril > etil

asetat> hekzan-asit> hekzan.

ABTS ve DPPH yontemleri farkli ilkelere ve deneysel kosullara sahip antioksidan
aktivite yontemleridir. Kompleks orneklerde bulunan antioksidan maddelerin farkl
reaksiyon mekanizmalarina kars1 farkli deneysel kosullarda gosterecegi davranis farkl
olacaktir. Bu nedenle kompleks orneklerin toplam antioksidan aktivite tayinleri birden
fazla antioksidan aktivite yontemine gore yapilmalidir. Prunella L. tiirlerinin genel
olarak toplam fenol degerleri ile toplam antioksidan aktivite degerleri arasinda dogrusal
bir iligki bulunmaktadir. Ekstraksiyon metoduna bakildiginda metanol ekstraktlarinin
toplam fenol degeri (Cizelge 4.3.1.1) en yliksek iken toplam antioksidan aktivite
(Cizelge 4.1.5.2-4.1.5.3) degeri de en yiiksektir. Ancak asidik hidroliz metoduna
bakildigindan toplam fenol degeri en yiiksek olan etil asetat-asit ekstraktlar1 (Cizelge
4.3.1.1) iken toplam antioksidan aktivite degeri en yiiksek olan metanol-asit
ekstraktlaridir (Cizelge 4.1.5.2-4.1.5.3). Buna gore toplam fenol degeri yiiksek olan
orneklerin farkli deneysel kosullarda gosterecegi davranig (katki) farkli olacagi igin

toplam antioksidan aktivite degerleri de farklidir.
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5.3.2.1. PLS ve OSC-PLS

Bu calismada ¢ok degiskenli kalibrasyon teknikleri ile Prunella L. tiirleri ekstraktlarinin
toplam antioksidan aktivite tayinleri yapildi. Cok degiskenli kalibrasyon tekniklerinden
PLS ve OSC-PLS ile toplam antioksidan aktivite tayinlerinde kalibrasyon ve test setler
kullanildi. Kalibrasyon ve test setlerin nasil olusturuldugu boliim 3.2.4°te agiklanmistir.
PLS ve OSC-PLS ile bulunan tahmini toplam antioksidan aktivite degerleri ile gergek
toplam antioksidan aktivite degerleri karsilastirildiginda bulunan hata degerleri Cizelge
4.3.2.1°de verilmistir. Hata degerlerine bakildiginda OSC-PLS ile bulunan toplam
antioksidan aktivite degerleri i¢in hatalar daha az azdir. Buna gére OSC-PLS ile toplam
antioksidan aktivite degerleri gergek degerlere daha yakin tahmin edilmistir. Bununla
birlikte toplam antioksidan aktivite degerlerinin kemometrik yoOntemler ile tahmin

edilmesinde farkli veri hazirlama teknikleri de karsilastirilmistir.

Kromatogramlar arasi alikonma zamanlarindaki kaymalar1 6nlemek i¢in dncelikle biitiin
kromatogramlar COW yoOntemi ile analize hazirlanmistir. Cizelge 4.3.2.1°¢e bakildiginda
kalibrasyon seti i¢gin OSC-PLS yontemine gore merkezilestirme yapildiktan sonra
bulunan hata degerleri sinyal diizeltme, normalizasyon ve merkezilestirme yapildiktan
sonra bulunan hata degerlerinden diisiik oldugu goriilmektedir. PLS yontemi i¢in sinyal
diizlestirme, normalizasyon ve merkezilestirme yapildiktan sonra bulunan hata degerleri
merkezilestirme yapildiktan sonra bulunan hata degerlerinden daha diisiiktiir. Bu
caligmada kemometrik yontemler ile toplam antioksidan aktivite degerleri tahmin
edildiginde PLS ve OSC-PLS karsilastirildiginda OSC-PLS ile merkezilestirme
yapildiktan sonra bulunan toplam antioksidan aktivite degerleri gercek toplam
antioksidan aktivite degerlerine ¢ok yakin bulunmustur. Sekil 4.3.2.1’e¢ bakildiginda
gercek toplam antioksidan aktivite degerleri ile OSC-PLS ile hesaplanan tahmini toplam
antioksidan aktivite degerleri arasindaki regresyon katsayist ABTS i¢in 0,999, DPPH
icin ise 0,999 bulunmustur. OSC-PLS metodu ile X veri matrisi lizerinden giiriiltii etkisi

kaldirildig1 i¢in OSC-PLS ile bulunan hata degerlerinin diisiik bulunmustur.

PLS ve OSC-PLS yontemleri ile hesaplanan skor degerleri ile ¢izilen skor

grafiklerinden ekstraktlar arasindaki grup olusumlar1 hakkinda bilgi edinilebilmektedir.
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Buna gore OSC-PLS’e gore merkezilestirilmis veri icin c¢izilen skor grafiklerinde
toplam antioksidan aktivite degerlerine gore 2 farkli grup olusumu goriilmektedir (Sekil
4.3.2.2). Burada her bir ekstrakt bir say1 degeri ile ifade edilmistir Ekstraktlarin ABTS
yontemi i¢in toplam antioksidan aktivite degerlerinin birbirine olan yakinligina gore
olusan gruplar Prunella L. tiirlerinin su ekstraklarini igermektedir: (I) asetonitril
(6rnekler 2-11-20-29), etil asetat (6rnekler 3-12-21-30), hekzan (6rnekler 4-13-22-31),
asetonitril-asit (6rnekler 7-16-25-34), etil asetat-asit (6rnekler 8-17-26-35), hekzan-asit
(6rnekler 9-18-27-36) ve butanol (6rnek 19), (II) metanol (6rnekler 1-10-28), su-asit
(6rnekler 5-14-23-32), butanol-asit (6rnekler 6-15-24-33) (Sekil 4.3.2.2.a). Ekstraktlarin
DPPH yontemi i¢in toplam antioksidan aktivite degerlerinin birbirine olan yakinligina
gbre olusan gruplar Prunella L. tlirlerinin su ekstraklarini icermektedir: (I) asetonitril
(6rnekler 2-11-20-29), etil asetat (6rnekler 3-12-21-30), hekzan (6rnekler 4-13-22-31),
hekzan-asit (6rnekler 9-18-27-36), (II) metanol (6rnekler 1-10-28), su-asit (6rnekler 5-
14-23-32), butanol-asit (6rnekler 6-15-24-33), asetonitril-asit (6rnekler 7-16-25-34), etil
asetat-asit (ornekler 8-17-26-35) ve butanol (6rnek 19) (Sekil 4.3.2.2.b). ABTS ve
DPPH yontemleri i¢in grup (II)’de bulunan ekstraklara bakildiginda yiiksek toplam
antioksidan aktivite igerigine sahip ekstraktlar ayni grupta bulunmaktadir. Bununla
birlikte Prunella L. tiirlerinin ayn1 ¢oziicli ekstraktlar1 benzer toplam fenol degerlerine

sahip oldugu i¢in ayn1 grupta bulunmaktadirlar.

Kemometrik yontemlerle yapilan bu ¢aligmalarin bir diger amaci ise toplam antioksidan
aktiviteye katkis1 olan fenolik maddelerin belirlenmesidir. Bu amagla merkezilestirilmis
veri i¢cin OSC-PLS loading degerleri zamana kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 4.3.2.3).
OSC-PLS loading grafigindeki negatif pikler toplam antioksidan aktivite degerlerini
artirirken pozitif pikler azaltmaktadirlar. 5,40; 6,90; 9,67; 14,18; 14,58; 16,23; 19,67;
19,80; 22,60; 24,58; 25,40; 27,80; 29,18 ve 30,92 dk bulunan negatif PLS loading
degerine sahip pikler toplam antioksidan aktiviteyi artiran fenolik maddelere ait
piklerdir. Prunella L. tiirlerinde bulunan fenolik maddeler; rosmarinik asit, kafeik asit,
rutin, kuersetin, kamferol, ferulik asit, protokatekuik asit ve klorojenik asittir.
Klorojenik asit (14,58 dk), kafeik asit (19,80 dk), rutin (22,60 dk), ferulik asit (24,58
dk), rosmarinik asit (25,40 dk), kuersetin (27,80 dk) ve kamferol (29,18 dk) negatif PLS
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loading degerine sahiptirler. Bu fenolik maddelerin miktarlar1 artarken toplam

antioksidan aktivite degerleri artmaktadir.

5.4. Izolasyon Cahismalan

5.4.1. Fenolik maddelerin izolasyonu ve tayini

Izolasyon ¢aligmalarinda kullanilan Prunella L. metanol ekstraklar1 yiiksek fenolik
madde miktarina (Prunella grandiflora L. i¢in 26,64 mg/g Ornek), toplam fenol
igerigine (Prunella grandiflora L. i¢in 184,0 mg gallik asit/g 6rnek) ve toplam
antioksidan aktiviteye (Prunella grandiflora L. i¢in 83,4 mg troloks/g 6rnek) sahiptirler
(Cizelge 4.4.1-4.4.2). Prunella L. metanol ekstraklarinin Sephadex LH-20 kolon
kromatografisi izolasyonu sonucu Prunella vulgaris L., Prunella laciniata (L.) L.
Prunella grandiflora L. i¢in ¢ fraksiyon (Sekil 4.4.1-4.4.3) ve Prunella orientalis
Bornm. i¢in dort fraksiyon elde edilmistir (Sekil 4.4.4). Sephadex LH-20 kolon
kromatografisi sonucu elde edilen her bir fraksiyonun 280 nm’de absorbans Ol¢limleri

ile HPLC-DAD cihazi ile kantitatif analizleri yapilmistir.

HPLC-DAD analizleri sonucu Prunella L. tirlerinin; Prunella vulgaris L., Prunella
laciniata (L.) L., Prunella grandiflora L., Prunella orientalis Bornm. metanol
ekstraktlarinda ve fraksiyonlarinda rosmarinik asit, kafeik asit ve rutin kantitatif olarak
tayin edildi (Cizelge 4.4.1). Fraksiyonlarda rutin 0,010+0,001-2,290+0,010 mg/g 6rnek,
rosmarinik asit 0,020+0,001-14,880+0,190 mg/g ornek ve kafeik asit 0,060+0,010-
0,008+0,010 mg/g arasinda bulunmustur. En yiiksek rutin ve rosmarinik asit miktari
Prunella grandiflora L. metanol ekstrakti1 Fraksiyon 3’te ve kafeik asit miktar1 Prunella
grandiflora L. metanol ekstrakti Fraksiyon 2’te bulunmustur. En az rutin ve rosmarinik
asit miktar1 Prunella laciniata (L.) L. metanol ekstrakti Fraksiyon 1’de ve kafeik asit
miktart Prunella orientalis Bornm. metanol ekstrakti1 Fraksiyon 3 ve Prunella laciniata

(L.) L. metanol ekstrakti Fraksiyon 2’de bulunmustur.

Ekstraktlarda bulunan rutin miktar1 Prunella vulgaris L. i¢in 1,120+0,240 mg/g ornek,
Prunella laciniata (L.) L. i¢in 0,760+0,010 mg/g Ornek, Prunella grandiflora L. igin
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5,880+0,100 mg/g ornek ve Prunella orientalis Bornm. i¢in 0,410+0,020 mg/g 6rnek
bulunmustur. Rosmarinik asit miktar1 Prunella vulgaris L. i¢in 13,900+1,760 mg/g
ornek, Prunella laciniata (L.) L. i¢in 14,980+0,110 mg/g 6rnek, Prunella grandiflora L.
icin 20,590+1,490 mg/g drnek, Prunella orientalis Bornm. igin 7,040+£0,250 mg/g 6rnek
bulunmustur. Bununla birlikte kafeik asit Prunella vulgaris L. ve Prunella laciniata (L.)
L. i¢in 0,060+0,010 mg/g ornek, Prunella grandiflora L. i¢in 0,170+£0,010 mg/g 6rnek,
Prunella orientalis Bornm. i¢in 0,050+0,010 mg/g 6rnek bulunmustur. Bu sonuglara
gore Prunella L. tiirlerinden %74 (Prunella grandiflora L.) - %99 (Prunella orientalis
Bornm.) oraninda fenolik madde izole edilmistir. Standart fenolik maddeler (12,0 mg/L
rutin, 9,1 mg/L rosmarinik asit, 14,9 mg/L kafeik asit) kullanilarak Sephadex LH-20
kolon kromatografisi ile izolasyonu sonucu elde edilen fraksiyonlarm 280 nm’de
absorbans Sl¢timleri yapilmistir. Sekil 4.4.5’e bakildiginda standart fenolik maddeler ile
ekstrakstlarin izolasyon sonrasi fraksiyon profilleri benzer o6zellik gostermektedir.
Standart fenolik maddelerden rutin %47,2; rosmarinik asit %52, kafeik asit %62,8
verimle izole edilmigtir. Literatiire bakildiginda rosmarinik asit i¢in izolasyon verimi

daha yiiksek bulunmustur (Kim ve ark. 2010).

5.4.2. Toplam fenol ve toplam antioksidan aktivite sonuglar:

Ekstrakstlarin ve fraksiyonlarin toplam fenol tayinleri Folin-Ciocalteu yontemi ile
toplam antioksidan aktivite tayinleri ise ABTS yontemi ile yapildi. Cizelge 4.4.2°de
ekstraktlarin ve fraksiyonlarin toplam fenol ve toplam antioksidan aktivite degerleri
verilmistir. Buna gore Prunella grandiflora L. metanol ekstrakti Fraksiyon 3’iin toplam
fenol (92,4+0,1 mg gallik asit/g 6rnek) ve toplam antioksidan aktivite degeri (44,9+0,4
mg troloks/g oOrnek) en yiiksektir. Prunella orientalis Bornm. metanol ekstrakti
Fraksiyon 2 ise en az toplam fenol (1,0+0,1 mg gallik asit/g 6rnek) ve toplam
antioksidan aktivite degerine (0,4+0,1 mg troloks/g Ornek) sahiptir. Toplam fenol ve
toplam antioksidan aktivite degerlerine bakilinca Prunella vulgaris L. ve Prunella
laciniata (L.) L. orneklerinin yakin degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica
toplam fenol ve toplam antioksidan aktivite degeri en yliksek olan Prunella grandiflora

L. metanol ekstrakt1 Fraksiyon 3’ilin rosmarinik asit ve rutin miktarlar1 da en yiiksektir.
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Ekstrakstlarin toplam fenol degerleri Prunella vulgaris L. i¢in 97,0+2,4 mg gallik asit/g
ornek, Prunella laciniata (L.) L. i¢in 93,4+3,1 mg gallik asit/g Ornek, Prunella
grandiflora L. i¢in 184,0+3,5 mg gallik asit/g 6rnek ve Prunella orientalis Bornm. igin
56,1+1,9 mg gallik asit/g 6rnek bulunmustur. Toplam antioksidan aktivite degerleri
Prunella vulgaris L. i¢in 46,2+£2,6 mg troloks/g o6rnek, Prunella laciniata (L.) L. igin
55,4+1,5 mg troloks/g 6rnek, Prunella grandiflora L. i¢in 83,4+0,6 mg troloks/g 6rnek
ve Prunella orientalis Bornm. i¢in 33,6+0,1 mg troloks/g 6rnek bulunmustur. Bu
sonuclara gore toplam fenol ve toplam antioksidan aktivite degerleri yiiksek olan
Prunella L. tiirleri antioksidan 6zellikli destek maddesi olarak kullanilabilir. Toplam
fenol, toplam antioksidan aktivite ve fenolik madde icerigi en yiiksek olan Prunella
grandiflora L. metanol ekstrakti Fraksiyon 3’e bakildiginda Prunella L. tiirlerinde
bulunan baslica fenolik maddeler rutin ve rosmarinik asittir. Rosmarinik asit ise en

temel fenolik maddedir.

5.5. Prunella L. Tiirlerinin Antikanserojenik Ozelliklerinin incelenmesi

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Onkogram
Laboratuarinda ¢alisan arastirmacilar tarafindan Prunella L. tiirlerinin liyofilize edilmis
su ekstraktlarinin antikanserojenik oOzellikleri incelenmistir. Yapilan 6n deneme
calismalarinda 6rneklerin, insan meme kanseri hiicrelerini yiliksek oranlarda inhibe ettigi

gorlilmiistiir. Tez kapsaminda olmayan bu ¢aligmalara devam edilecektir.

5.6. Sonug

Glniimiizde yapilan pek c¢ok caligmada hastaliklarin tedavisinde yeni olanaklar
arastirilirken saglikli bir yasam siirdiirme, kalp krizi ve kanser gibi hastaliklar1 onleme
yolunda yogun calismalar yapilmaktadir. Bu hastaliklarin etkilerinin énlenmesinde en
etkili maddeler antioksidanlardir. Viicudumuzda biriken toksik maddeleri atmak ve
onlarin zararl etkilerinden kurtulmak i¢in antioksidan maddeler igeren besinler alinmasi
gereklidir. Boylece serbest radikallerin meydana getirdigi hiicre tahribati biiyiik 6lc¢lide
onlenmis olur. Bu nedenle pek ¢ok calismada da bitkilerde bulunan antioksidan ve

fenolik maddelerin etkisi ve rolii vurgulanmaktadir.
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Prunella L. tirleri (Prunella laciniata (L.) L., Prunella vulgaris L., Prunella orientalis
Bornm, Prunella grandiflora L.) tizerinde yapilan ¢alismalarda; bu tiirlin
antienflamatuvar, antiviral, antikanser, antioksidan ve antihiperglisemik 6zelligine sahip
oldugu bulunmustur. Insan saghg icin énemli yararl dzellikleri oldugu bilinen bu bitki
tirleri tilkemizin farkl illerinden toplanmustir. Toplanan bitki tiirleri 12 farkli ¢oziicii
ortaminda ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon c¢alismalarinda farkli polariteye ve pH
degerine sahip ¢oOziiciiler secilmistir. Burada amacg bitkilerde bulunan fenolik
maddelerin ekstraksiyonu i¢in en uygun c¢Oziicliniin secilmesidir. Ekstrakte edilen
ornekler HPLC-DAD ile analiz edilmistir. Yapilan bu g¢aligmalarda fenolik madde
olarak rosmarinik asit, rutin, kuersetin, kafeik asit, protokatekuik asit, ferulik asit ve
klorojenik asit tayin edilmistir. Bu fenolik maddeler i¢in en uygun ekstraksiyon

isleminin asidik hidroliz oldugu anlasilmistir.

Tarafimizdan gelistirilen yeni bir yontem ile ekstraktlarin toplam fenol tayinleri
yapilmistir. Bu yontemde STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilen HRP enzimi
ile H,O; ve 4-aminoantipirin varliginda olusan renkli kuinon-imin {iriiniine bagl olarak
toplam fenol tayinleri yapildi. immobilize enzim yéntemi ile bulunan toplam fenol
degerleri, Folin ve serbest enzim ile bulunan toplam fenol degerleri ile
karsilagtirilmistir.  Yontemler karsilastirildiginda  sonuglar arasindaki  korelasyon
degerleri 0,70’den biiyiiktiir. Ayrica her bir ekstraktin toplam antioksidan aktivite tayini
ABTS ve DPPH yontemler ile yapilmistir. Kemometrik yontemler ile ekstraktlarin
toplam fenol ve toplam antioksidan aktivite hesaplamalar1 yapilmig, tahmini degerler
gergek degerlerle uyumlu bulunmustur. Kemometrik hesaplamalar sonucunda toplam

fenole ve toplam antioksidan aktiviteye katkisi olan fenolik maddeler belirlenmistir.

Tez kapsaminda toplam fenol ve toplam antioksidan aktivite degerleri yliksek olan
metanol ekstraktlarinin izolasyon caligsmalar1 yapilmistir. Calismalar sonucunda temel
fenolik madde olan rosmarinik asit, rutin ve kafeik asit yiiksek miktarlarda izole

edilmistir.

Bu calismalar sonucunda Prunella L. tiirlerinin yiiksek miktarda fenolik madde

icerigine ve antioksidan aktivite 6zelligine sahip oldugu anlasilmistir. Genel olarak
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literatiirde yapilan ¢alismalar Prunella vulgaris ile ilgidir. Prunella laciniata (L.) L.,
Prunella orientalis Bornm ve Prunella grandiflora L. ile ilgili ¢aligmalarin olmamasi
bu tezin en orijinal o6zelligidir. Boylelikle bu bitki tiirlerinin de kullanilabilirligi
hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Yapilan 6n deneme ¢alismalarinda da bu bitki
ekstraktlarinin insan meme hiicrelerini yliksek oranda inhibe etme Ozelligine sahip
oldugu anlasilmigtir. Bu c¢alismalar, bu bitki tiirlerinin antikanser 6zellikli ilag
hammaddesi veya kanser tedavisinde hastalara takviye iirlin olarak kullanilabilirligi ile
ilgili gelecek ¢aligmalara 151k tutacaktir. Her gecen giin diinyada kanser hastalarinin
sayist artmaktadir. Bu nedenle dogal iiriinlerin igeriginin ve hastaliklara karsi

kullanilabilirliginin arastirilmasi 6nem kazanmaktadir.
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