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OZET

Sorbus aucuparia ve Sorbus caucasica var. yaltirikii Meyvelerinin Fenolik
Bilesiklerinin HPLC-UYV ile Aydinlatiimasi

Igerdigi fenolik bilesiklerin gida, tip ve sanayi alaninda giderek yayginlasan kullanim
diizeyinden dolay1 bitkiler ve meyveler son donemlerde ilgi odagi olmustur. Fenolik
bilesikler, bitkilerce ikincil metabolit olarak sentezlenen dogal antioksidanlardir.

Bu c¢alisma kapsaminda halk arasinda iivez cesitleri olarak bilinen Rosaceae
familyasina ait Sorbus aucuparia ve Sorbus caucasica var. yaltirikii meyvelerinin
fenolik igerikleri arastirildi. Bu amagla taze meyvelerden elde edilen metanol
ekstraktlar1 sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile sulu ortamda sirasiyla dietil eter, etil
asetat, n-biitanol ve kalan sulu kisim olmak iizere dort ayri fraksiyona ayrildi ve
ardindan HPLC-UYV ile bu ekstraktlarin fenolik bilesikleri aydinlatildi.

Meyvelerin fenolik madde igeriginin belirlenmesi i¢in dnceden fenolik standartlar
ile optimize edilen HPLC-UV yontemi kullanildi. Ekstraktlarin kromatogramlari fenolik
standartlarin  kromatogramlariyla karsilastirilarak kalitatif ve kantitatif olarak
degerlendirildi. HPLC-UV analizleri sonucunda Sorbus aucuparia meyvesinin agirlikli
olarak sinamik asit tiirevlerinden klorojenik ve p-kumarik asit icerdigi gézlendi. Sorbus
caucasica var. yaltirikii meyvesinin ise flavonollerden kuersetin ve yine sinamik asit
tirevlerinden klorojenik asit bakimindan zengin oldugu goézlendi. Ayrica fenolik
bilesiklerden apigenin ve kamferol yalnizca Sorbus caucasica var. vyaltirikii’de
gbzlendi. HPLC-UYV analizleri ile meyvelerde bahsedilenlerden baska protokatekuik ve
kafeik asit bulundugu da gézlendi.

Anahtar kelimeler: Fenolik bilesikler, Sorbus aucuparia, Sorbus caucasica var.
yaltirikii, HPLC-UV.



SUMMARY
Elucidation of phenolic compounds of Sorbus aucuparia and Sorbus caucasica
var. yaltirikii Fruits by HPLC-UV

Plants and fruits have been the focus of attention in recent years due to their
phenolic compounds which have the increasingly wide spread usage levels on medical
and industrial fields. Phenolic compounds, synthesized by plants as their secondary
metabolites, are natural antioxidant.

Phenolic content of the fruits of Sorbus aucuparia and Sorbus caucasica var.
yaltiriki popularly known as the kinds of rowan, which belongs to the Rosaceae family
were investigated on the scope of this study. For this aim, methanol extracts obtained
from fresh fruit separated into four fractions in an aqueous medium using the liquid-
liquid extraction method with diethylether, ethylacetate, n-butanol respectively and the
residual aqueous fraction and then phenolic content has been illuminated by HPLC-UV.

Previously optimized HPLC-UV method via phenolic standards was used to
determination of phenolic compound of fruits. Chromatograms of the extracts were
evaluated qualitatively and quantitatively comparing with chromatograms of standard
phenolic compounds. As a result of HPLC-UV analysis, it was observed that Sorbus
aucuparia fruit is mainly including cinnamic acid derivatives such as p-coumaric and
chlorogenic acid. It was detected that the fruit of Sorbus caucasica var. yaltirikii is rich
in quercetin from the flavonols and chlorogenic acid from cinnamic acids. Furthermore,
kaempferol and apigenin from phenolic compounds were observed only in Sorbus
caucasica var. yaltirikii. Other than those described in the fruits, protocatechuic and

caffeic acid was observed via HPLC-UV analysis.

Key Words: Phenolic compounds, Sorbus aucuparia, Sorbus caucasica var. yaltirikii,
HPLC-UV.
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Bitin bitki metabolizmalarinda, ikincil metabolit olarak bulunan ve bitkilerin
kendilerini baz1 zararlilara karst korumada rolleri oldugu sanilan ¢ok sayida farkli
nitelik ve miktarlarda fenolik bilesikler bulunmaktadir (Saldamli, 2007). Bitkilerin
ikincil metabolitleri olan polifenollerin bitkilerin normal gelisimine 6nemli katkilar
vardir. Patojenlerin saldirilarina veya ultraviyole isinlara karsi bitkileri savunurlar
(Manach vd., 2004; Kahkonen vd., 1999).

Fenolik maddeler bitkisel kaynakli besinlerin lezzetine 6zellikle agizda buruk bir
tat birakma yoniinde ve rengine etki eden, meyve ve sebzelerde genellikle ¢ok az
miktarlarda bulunmakla birlikte 6nemli olan bir madde grubudur. Fenolik maddeler
aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu iceren bilesiklerdir (Shahidi ve
Naczk, 1995). Bu bakimdan en basit fenolik maddenin bir tane hidroksil grubu iceren
benzen yani fenol oldugu ve diger fenolik maddelerin bundan tiiredigi bilinmektedir
(Cemeroglu ve Acar, 1986).

Fenolik bilesikler bitkilerde en yaygin bulunan maddeler grubu olup, glinlimiizde
binlerce fenolik bilesigin yapisi1 tammmlanmistir (Kafkas vd., 2006). Bunlara siirekli yeni
tanimlanan fenolikler eklenmektedir (Cemeroglu, 2004). Fenolik bilesikler bitkilerin
meyve, sebze, tohum, cicek, yaprak, dal ve govdelerinde bulunabilirler (Bilaloglu  ve
Harmandar, 1999; Coskun, 2006; Aydin ve Ustiin, 2007).

Fenolik bilesikler tizerinde son yillarda oldukca fazla ¢alisilmis ve yapilari daha iyi
aydinlatilmistir. Fenolik bilesikler temel yapilarinda benzen halkasi iceren maddelerdir.
Baslica fenolik maddeler; hidroksibenzoik asitler (quinik asit, gallik asit, 4-
hidroksibenzoik asit vb.), hidroksisinamik asitler (kafeik asit, ferulik asit ve p-kumarik
asit vb.) ve flavanoidlerdir. Fenolik bilesiklerin ¢esitli gidalarin organoleptik
ozelliklerine olan olumsuz etkileri bazi literatiirlerde 6zetlenmistir (Cemeroglu ve Acar,
1986; Liener, 1993; Gokmen, 1995; Shahidi ve Naczk, 1995).

Bilimsel c¢aligmalar, fenolik bilesiklerce zengin besinlerin antioksidan etki
gostererek serbest radikal olusumunu engelledigini belirtmektedir. Fenolik bilesiklerin
antioksidan kapasiteleri kimyasal yapilarina gore degisiklik gostermektedir.
Yapilarindaki aromatik halkalar1 ile hidroksil (-OH) gruplarin1 yakalayarak peroksit
radikallerini etkisizlestirirler (Halliwell, 2000). Ayrica —OH grubunun pozisyonu da



antioksidan aktivite agisindan oOnemlidir. 4'-OH ve 3'-OH gruplar1 igerenlerin
antioksidan aktiviteleri daha yiiksektir (Lien vd., 1999).

Protein kinaz C, fosfodiesteraz, fosfolipaz, lipoksigenaz ve siklooksigenaz gibi
enzimler endotel hiicrelerin ve enflamasyonda gorevli hiicrelerin aktivitesinden sorumlu
biyolojik mediyatorlerin olusumunu kontrol ederler. Yaygin bir fenolik bilesik olan
flavanoidler bu enzimleri inhibe ederek enflamatuar yaniti inhibe edici Ozellik
gosterirler (Tripoli vd., 2007).

Bazi arastirmalar diyet fenoliklerinin genel olarak kemopreventif etki gosterdigi ve
antikanser ajan olarak metabolizmada rol aldigin1 gostermektedir. Fenolik bilesiklerden
Ozellikle flavanoidlerin kolesterolden zengin beslenen ratlarda siiperoksit dismutaz ve
katalaz aktivitesini diizenleyerek ve siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidazin gen ekspresyonunu artirarak antioksidatif kapasiteyi arttirdigi
belirtilmektedir (Jeon vd., 2001).

Tiim bu arastirmalardan yola ¢ikarak tibbi igerik etkileri olan Sorbus caucasica ve
Sorbus aucuparia meyvelerinin fenolik icerikleri ekstrakte edilip, HPLC-UV ile

aydmlatilmistir.

1.2. Fenolik Bilesiklerin Kimyasal Yapilar: ve Simiflandirilmalari
Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler

olarak iki gruba ayrilirlar (Cemeroglu, 2004).

1.2.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.
Hidroksibenzoik asitler C¢-C; fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde iz
miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asit
gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise Cg-C3 fenilpropan yapisindadirlar.
Fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkli 6zellik
gosterirler. Cok yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-
kumarik asitlerdir. Bitkilerde biiylik bir kism1 organik asitler ve sekerlerle esterlesmis
halde bulunan fenolik asitlerin kimyasal yapilar1 Tablo 1’de goriilmektedir (Saldaml,
2007; Balasundram vd., 2006).



Tablo 1. Fenolik asitlerin genel yapisi: Benzoik asit tiirevleri ve Sinamik asit tiirevleri.

Ry R, \ COOH

R
R;
Rs COOH
Rs

Benzoik Asitler R; R, R, Sinamik Asitler R, R, Rs
p-OH benzoik H OH H p-Kumarik asit H OH H
asit
Pirokatekuik asit H OH OH Kafeik asit H OH OH
Vanilik asit CH;O OH H Ferulik asit CH;,O OH H
Sirincik asit CH;O OH CH30O  Sinapik asit CH;O OH CHs0
Gallik asit OH OH OH

1.2.2. Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden

olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (Cs-Cs-Cs) yapisindadir. Flavan

tiirevleri olan flavonoidlerin genel yapist Sekil 1’de goriilmektedir. Flavonoidler

gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir (Saldamli, 2007).

Sekil 1. Flavonoidlerin genel yapisi (Shahidi ve Naczk, 1995).

Flavonoidler yapisal olarak bes gruba ayrilirlar;
1) Antosiyanidinler
2) Flavonlar ve flavonollar
3) Flavanonlar
4) Katesinler
5) Proantosiyanidinler



Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla
glikozitlenir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999).

1.2.2.1. Antosiyanidinler

Dogada serbest halde bulunmazlar, sekerlerle glikozidik halde bulunurlar ve
antosiyanin adimi alirlar. Antosiyaninler meyve ve sebzelerin pembe, kirmizi ve mor
tondaki c¢esitli renklerini veren suda ¢oziinebilir nitelikteki pigmentleridir (Cemeroglu,
2004). En yaygin olarak bitkilerde bulunan antosiyanidinlerin yapilar1 Tablo 2’de
verilmistir (Shahidi ve Naczk, 1995).

Tablo 2. Antosiyanidinlerin yapisi (Cemeroglu, 2004; Gogiis ve Fadiloglu, 2006).

Antosiyanidinler Rs Rs

Ry Pelargonidin (Pg) H H

S Siyanidin (Cy) OH H

HO of P Peonidin (Pn) OCH; H
= Rs Delfinidin (Dp) OH OH
o Petunidin (Pt) OCH; OH

oH

o Malvinidin (Mv) ~ OCHs;  OCHs

Dogada bulunan 16 antosiyanidine farkli sekerlerin baglanmasi ile ¢ok sayida
antosiyanin olusabilmektedir. Birgok meyve ve sebze ile bitki ve ¢igeklerin ¢ok zengin
renklerde olmasinin nedeni de budur. Dogadaki ¢ok sayida antosiyaninden gidalar
acisindan pelargonidin, peonidin, petunidin, delfinidin, siyanidin ve malvinidin 6nem
tasimaktadir (Fennema, 1985; Kurilich vd., 2005; Altug, 2001). Pelargonidin turuncu,
siyanidin turuncu-kirmizi, delfinidin mavi, peonidin kirmizi, petunidin mavimsi kirmizi

ve malvinidin ise kirmizimsi mavi renktedirler (Kamiloglu, 2007).

1.2.2.2. Flavonlar ve Flavonollar

Tablo 3’de goriildiigii gibi orta halkanin 3. karbon atomuna flavonlarda (H),
flavonollarda (OH) grubu baglanmistir. Antosiyanidinler gibi bunlar da sekerlerle
glikozit halinde bulunurlar (Saldamli, 2007).



Tablo 3. Flavonollar ve flavonlarin kimyasal yapilar1 (Cemeroglu, 2004).

Ry Flavonollar R; R, Flavonlar R, R,
S O (X=0H) (X=H)
| Kamferol H H Apigenin H H
HO © o Kuersetin  OH H Luteolin OH H
| | ° Mirisetin OH OH Krisoeriol OCH; H
X [soramnetin OCH; H Trisin OCH; OCH;

1.2.2.3. Flavanonlar
Flavonlardan farkli olarak Sekil 2°de goriildiigii gibi ortadaki halkada c¢ifte bag

bulunmaz.

OX O
Sekil 2. Flavanon yapisi (Cemeroglu, 2004).

Flavanon glikozitleri turuncgillerde yaygin olarak bulunmaktadir. Ornegin
greyfurtlarda acit tadi veren naringin bir flavanon glikozittir (Saldamli, 2007;

Cemeroglu, 2004).

1.2.2.4. Katesinler

Katesinler iiclincii karbon atomunda bir OH grubu igerirler. Kimyasal yapilari,
flavon-3-ol’diir. Sekil 3’de en yaygin bulunan Kkatesinlerin kimyasal yapilari
goriilmektedir (Shahidi ve Naczk, 1995). Katesinler gidalarda yaygin olarak bulunan
flavonoid grubunu olustururlar. Hem kimyasal hem de enzimatik olarak oksijen ile

kolaylikla etkileserek proantosiyanidinleri olustururlar (Saldamli, 2007).



(-)-Epikatesin: (R=H) OH (+)-Katesin: (R=H) OH
(+)-Gallokatesin: (R=OH)

(-)-Epigalloketsin:(R=OH)

HO

OH
OH
Sekil 3. Yaygin bulunan katesinlerin kimyasal yapilar1 (Shahidi ve Naczk, 1995).

1.2.2.5. Proantosiyanidinler

Katesin, epikatesin ve bunlarin gallik asit esterlerinden olusan polimerik yapilara
proantosiyanidinler denir. Sekil 4’te goriildiigii gibi sadece epikatesin/katesin birlesmesi
ile olusuyorsa prosiyanidin, katesin/gallokatesin birlesmesi ile olusuyorsa prodelfinidin
denir (Shahidi ve Naczk, 1995). Bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunan
proantosiyanidinler; (-)-epikatesin ve (+)-katesin kombinasyonlarindan olusan
dimerlerdir (Saldamli, 2007; Shahidi ve Naczk, 1995).

(R=H): Prosiyanidin
(R=0OH): Prodelfinidin

OH

OH

Sekil 4. Proantosiyanidinlerin kimyasal yapist (Shahidi ve Naczk, 1995).



Trabzon hurmasi meyvesi ve triinlerinin buruk tadi proantosiyanidinlerden
kaynaklanmaktadir. Buruk tat meyvenin olgunlasmasi ile 6nemli Ol¢lide azalmaktadir

(Koca, 2007).

1.2.3. Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu
Ekstraksiyon, bir karigim yapisindan bir maddeyi kendisinin kolay ¢oziindiigii ve
karisimdaki diger maddelerin ¢6ziinmedigi bir ¢oziicli vasitasiyla ¢ozerek ayirmaktir.
Bu amacla, ekstrakte edilecek katt madde veya ¢ozeltisi, uygun bir ¢oziicii (ekstraksiyon
¢oziiciisii) ile ekstrakte edilerek istenen madde, ¢ozeltisi halinde ayrilir. Ideal bir
ekstraksiyon siireci hizli, basit ve ucuz olmalidir. Ekstrakte edilen maddeler kayip ve
bozunmaya ugramadan elde edilmelidir. islem, kati-sivi ekstraksiyonu ve sivi-sivi
ekstraksiyonu olarak uygulanir. Kati maddenin veya ¢ozeltisinin organik ¢oziicii ile
ekstraksiyonu, ¢cogunlukla maddenin tiimiiniin tek islemle kazanilmas1 amaciyla yapilir.
En ¢ok uygulanan islem, organik maddenin sulu ¢dzeltisinin suyla karigmayan organik
¢oziicii ile ekstraksiyonu olan sivi-sivi ekstraksiyonudur (Dikmen, 1995; URL-1).
Fenolik bilesiklerin bitkilerden ekstraksiyonunda ilk asama genellikle metanol,
etanol, aseton ve asetonitril gibi ¢oziiciiler veya bunlarin suyla uygun kombinasyonlari
ile elde edilen ¢oziicii ile toz haline getirilmis bitkinin ekstraktérde, uygun sicaklikta,
belli bir siire boyunca tutulmasidir (Naczk ve Shahidi, 2006). Bu asama genis capta
bitki bilesenlerinin ¢ozelti ortamina alinmasina olanak saglar. Ancak bu arada elde
edilen estrakt fenolik bilesiklerin yanisira istenmeyen bilesenleride icerdiginden
analizleri giiclesmektedir. Bu durumda ¢ozeltideki bir maddeyi ya da belli bir madde
grubunu, i¢inde bulunduklar1 ¢oziicii ortamindan baska bir ¢oziicii vasitasiyla ayirma
islemi olan sivi-sivi ekstraksiyonu uygulanabilecek yontemlerden biridir ve bu tez

kapsaminda uygulanmistir (Naczk ve Shahidi, 2006).

1.2.3.1. Sivi-Siv1 Ekstraksiyonu

Bu yontem birbiriyle karigmayan iki sivinin yogunluk farkindan yararlanilarak
uygulanir. Sivi-sivi ekstraksiyonunda ayirma hunisi kullanilir. Karigim ayirma hunisine
konuldugunda yogunlugu kiiciik olan siv1 istte, biiyiik olan ise altta toplanir. Genel
itibariyle ekstraksiyon belli bir maddenin iki faz arasinda dagilma oranmin farklilig

kullanilarak bu maddenin bir fazdan diger bir faza dogal olarak ge¢me istegiyle
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ayrilmasi olarak agiklanabilir. Ekstraksiyonda kullanilan iki fazdan biri genelde su fazi
digeri ise organik bir fazdir. Maddenin bu iki faz arasinda bir dagilma dengesi
oldugundan bu dengenin de dagilma sabiti olarak adlandirilan bir denge sabiti bulunur.
Sivi-sivi ekstraksiyonu her defasinda organik fazi alinarak temiz ¢oziicii ilavesi ile
tekrarlanir. Bu durumda tekrar sayist ne kadar ¢ok ise istenen bilesenlerin elde edilen
miktar1 o kadar fazladir.

Fenolik bilesiklerin sivi-sivi ekstraksiyonunda en yaygin olarak kullanilan iki
organik ¢oziicli dietil eter ve etil asetattir (Duan vd., 2006; Termentzi vd., 2006). Bu
cOziiciiler ¢cogu zaman polimerlesmis yada glikozitleri halinde bulunan fenolik
bilesiklerin hidrolizlenerek serbest fenolik bilesikler halinde ekstrakte edilmelerinde
kullanilmaktadir (Duan vd., 2006; Naczk ve Shahidi, 2006). Bazi durumlarda ham
ekstrakttan fenolik bilesikleri dogal formlarinda ve polarite degisimlerine gore
fraksiyonlayarak izole etmek daha iyi bir ¢éziimdir. Bunun i¢in sulu ¢ozeltideki
bilesenler hekzan, kloroform yada diklorometan gibi apolar bir ¢oziicii ile baslayarak
sirastyla dietil eter, etil asetat, n-biitanol ile ardisik olarak ekstrakte edilerek
fraksiyonlarina ayrilabilirler (Termentzi vd., 2006). Bu tez kapsaminda metanol ile elde
edilen ham ekstraktlar sirasiyla dietil eter, etil asetat, n-biitanol ile ardisik olarak

fraksiyonlarina ayrildi ve her bir fraksiyon HPLC-UV ile analiz edildi.

1.2.4. Fenolik Bilesiklerin Analizleri

Fenolik bilesiklerin analizleri genel olarak spektrofotometrik ve kromatografik
olarak iki yontemle yapilmaktadir. Spektrofotometrik yontemler, fenolik bilesiklerin
etkilestirildikleri reaktifler ile olusturduklari renkli bilesiklerin renk yogunlugunun
spektrofotometre ile Olciilmesi esasina dayanir. Bu yoOntemler, genel olarak fenolik
yapilarin verdigi reaksiyon iriinleri 6l¢iildiigii i¢in toplam fenolik madde tayini olarak
kullanilmaktadirlar. Kromatografik analizlerde ise bitki ekstraktlarindaki fenolik
bilesikler oncelikle kromatografik bir ayrima tabi tutulurlar ve ayri ayr1 dedekte
edilirler. Sicaklikla bozulabilen ve kaynama noktalar1 yiliksek olan fenolik bilesikler i¢in
stvi kromatografisi kullanilmaktadir. Giiniimiizde kimyasal yapilar1 birbirine ¢cok benzer
olan bilesenlerin ayrilmasi icin gelistirilen yliksek performansli sivi kromatografisinin
(HPLC) kullanim1 oldukg¢a yayginlasmistir. Kromatografik ayirimlarin ardindan ayrilan
her bir bilesenin dedekte edilmesi i¢in sivi kromatografisinde, ultraviyole ve goriiniir

bolge (UV-UVVvis) dedektorii, fluoresans dedektor, kiitle spektrometre dedektori (MS),
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refraktif indeks dedektor, elektrik iletkenlik dedektorii, elektrokimyasal dedektor,
buharlagtirmali 151k sagilmasi dedektorii ve radyoaktivite dedektorii kullanilabilir.
Fenolik bilesiklerin HPLC analizlerinde yaygin kullanilan dedektorler ise UV-UVvis ve
MS detektorleri olmakla beraber kullanim1 kolay ve ucuz olmasindan dolay1 UV-UVvis
dedektorler en yaygin kullanilanidir (Skoog vd., 1997).

Bu tez kapsaminda da bitki ekstraklarindaki fenolik bilesiklerin analizleri HPLC-
UV ile gergeklestirilmistir ve bu konuya detayl olarak deginilecektir.

1.2.4.1. Fenolik Bilesiklerin HPLC-UV ile Analizleri
Kromatografi, kompleks karisimlarda bulunan kimyasal olarak birbirine yakin
ozellikteki bilesikleri ayirmak icin kullanilan bircok farkli yontemi igerir. Biitiin
kromatografik ayirmalarda numune gaz, sivi veya bir siiperkritik akigskani olan hareketli
faz ile tasinir. Bu hareketli faz, bir kolonda veya bir kat1 yiizeyde sabitlestirilmis,
kendisi ile karismayan bir durgun faz igerisinden ge¢meye zorlanir. Durgun faz ile
hareketli faz arasinda dagilma gosteren numune bilesenlerinden durgun faz tarafindan
kuvvetli tutulanlar, hareketli fazin akisiyla ¢ok yavas hareket ederlerken, durgun faz
tarafindan zayifca tutulan bilesenler daha hizli hareket ederler. Bu hareket hizlarinin
farklilig1 sonucu, numune bilesenleri birbirlerinden kalitatif ve/veya kantitatif olarak
analizlenebilen farkli bantlar veya bolgeler seklinde ayrilirlar (Skoog vd., 1997).
Kromatografik ayirimlarda durgun fazin tutturuldugu kolonun boyutlari oldukc¢a
onemlidir. Kolon boyu arttik¢a ve partikiil boyutlar1 kiigiildiik¢e bilesenlerin ayirimlari
artmaktadir. Ancak partikiil boyutlarinin mikro boyutlara ulasmalariyla hareketli fazin
kolonda hareketi igin yiiksek basinca ihtiyag duyulmus ve bdylece yiiksek basingli sivi
kromatografisi ortaya cikmistir. Glinimiizde yiiksek basingli pompalar ile hareketli
fazin kolona verildigi bu teknigin yiiksek basingdan daha ¢ok yliksek performansi 6n
planda oldugu igin yiiksek performanslh sivi kromatografisi adin1 almistir. Y6ntemin
yaygin olarak kullanilmasinin sebepleri, duyarliliginin yiliksek ve dogru kantitatif
tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolay
bozunabilecek tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve hepsinden Onemlisi sanayinin,
bir¢ok bilim dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde
uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak; amino asitler, proteinler, niikleik
asitler, karbonhidratlar, ilaglar, antibiyotikler, steroidler, fenolik bilesikler ve ¢esitli

inorganik bilesikler sayilabilir. Bir HPLC-UV cihaz1 Sekil 5’de gériilmektedir.
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Sekil 5. HPLC-UV cihazinin sematik gdsterimi.

Modern bir HPLC cihazi, bir veya daha fazla, herbiri 200-1000 mL ¢dziicii igeren
cam veya celik hazne igermektedir. Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicii ile yapilan ayrim
izokratik eliisyon olarak adlandirilir. Polariteleri birbirinden énemli derecede farkli, iki
veya daha fazla ¢6ziicli sistemi kullaniliyorsa gradiyent eliisyon adini alir. Bu sistemde
eliisyon basladiktan sonra, programa gore, bazen siirekli olarak bazen basamaklar
halinde, ¢0zlicii oran1 degistirilir.

Bir HPLC pompalama sisteminde gerekli sartlar olduk¢a dnemlidir:

¢ 400 atm’e kadar basing liretimi,

e Puls igermeyen basing ¢ikisi,

¢ 0,1-10 mL/dakika araliginda akis hizlari,

* % 0,5 veya daha 1yi bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolii,

e Korozyona dayanikli pargalar.

Swvilar sikistirilamadigindan HPLC pompalarinca {iretilen basingla patlama
tehlikesi olugsmadigma dikkat edilmelidir. Pargalardan birinde meydana gelebilecek
catlak, ¢oziiciiniin disar1 sizmasi ile sonuglanabilecektir.

Cogu zaman Ol¢melerin kesinligini belirleyici faktdor, numunenin kolon dolgu
maddesine sevkinin tekrarlanabilirligidir. Asirt numune yiiklenmis kolonlarda goriilen

bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu yiizden, kullanilan hacim, 10-100 pL’ye kadar
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oldukca kiiclik olmali ve sistemin basincini diisiirmeden numunenin siteme girisi
saglanmalidir.

HPLC kolonlar1 polaritelerine gére normal faz ve ters faz olarak ikiye ayrilirlar.
Daha polar bir kolon dolgu maddesi kullanilan yontemler normal faz, daha apolar kolon
dolgu maddesi kullanilan yontemler ise ters faz olarak adlandirilmistir. Normal fazda
hareketli faz olarak daha apolar organik ¢oziiciiler kullanilirken ters fazda daha polar
coziiciiler kullanilir. Gliniimiizde ters faz caligmalar1 ¢gok daha yaygin kullanilmaktadir.
Bunun belli basli sebepleri;

1. Hareketli faz olarak yiiksek oranda suyun kullanilabilmesi ve bu yiizden hem ucuz
olmas1 hem de ¢evreye daha az zarar vermesi,

2. Hareketli fazin dengeye ulagmasinin normal fazda ¢ok yavas olmasi,

3. Normal fazda kullanilan apolar ¢dziiciilerin pahali olmast ve nemden uzak
tutmanin zor olmasi,

4, Normal fazda polar bilesenlerin ayirimimin ¢ok yavas olmasi ve bunun yayvan
piklere sebep olmasi,

5. Normal fazda hareketli faz bilesimindeki kiigiik degisikliklerin kromatogramlarda
belirgin farkliliklara sebep olmasidir.

HPLC i¢in ideal bir dedektor su 6zellikleri tasimalidir:

e Yeterli duyarlilik,

e lyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik,

e 400°C’ye kadar varan sicaklik arali1,

e Yiiksek giivenilirlik ve kullanim kolayligi,

e Her tiirden analite benzer cevap alinmali,

¢ Bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacimde olmali,

e Numuneyi par¢alamamali (Skoog vd., 1997).

Polifenolik yapilarin icerdikleri hidroksil gruplarindan dolayr polariteleri
artmaktadir. Bu da onlarin ters faz kromatografisi ile ayrimlarin1 kolaylastirmaktadir.
Fenolik bilesiklerin HPLC ayrimlar1 i¢in hareketli faz olarak asetonitril, metanol ve su
sikca kullanilir. Zayif asidik o6zellik tasiyan fenolik bilesik tiirlerinin ayirimlarini
giiclendirmek icin asetik asit ve formik asit bu hareketli fazlar igerisinde diisiik

oranlarda modifiye edici olarak kullanilmaktadir. Numune c¢oziiciileri olarak da

11



hareketli faz bilesiminde bulunabilecek metanol ya da asetonitrilin sulu ¢ozeltileri
kullanilmaktadir.

Fenolik bilesiklerin HPLC analizlerinde dedektor olarak yaygin sekilde UV-
UVvis dedektoriin kullanildig1 yukarida belirtildi. UV dedektérde dalga boyu se¢imi
olduk¢a Onemlidir. Fenolik maddeler yapilarindaki farkliliklardan dolay: farkli dalga
boylarinda maksimum absorbansa sahiptirler. Fenolik asitlerden benzoik asit tiirevleri
genellikle 280 nm de, sinamik asit tiirevleri 315 nm de olgiilebilirler. Flavonoidlerden

katesinler 254 ve ya 280 nm de, flavonoller ise 370 nm de 6l¢iilmektedirler.

1.2.5. Sorbus aucuparia ve Sorbus caucasica var. yaltirikii

Bu tez kapsaminda iki tiir Sorbus cinsi ¢alisilmistir. Sorbus cinsi Rosaceae
familyasina ait olup 250 agag ve cali tiiriine sahiptir. Sorbuslar, ishal ve idrar soktiiriicii,
antienflamatuar, antidiabetik vazoprotektif, ve vasorelaksan aktivitelerinden dolay1
etnomedikal amagla kullanilmakta ve potansiyel antioksidan ajanlar olarak
bilinmektedirler (Olszewska vd., 2012).

Sorbus aucuparia, halk arasinda kus iivezi olarak adlandirilir ve Ingilizce adi
rowanberrydir. Oval ta¢ artan yapraklari, gri diizgiin kabugu ve tiiylii ince dallar1 ile
agac¢ 4-20 m boyunda olabilmektedir. Kum, kil ve organik maddece zengin topraklarda
yetigir. Avrupa ve Sibirya kokenli olup iilkemizde kuzeyde ve Kuzeydogu Anadolu
bolgelerinde bulunmaktadir. Canakkale-Balaban, Bursa-Uludag, Kastamonu-Ilgaz Dag1
kuzey yamaglari, Giresun-Egribel Gegidi kuzeyi, Trabzon-Stimela ve Rize-Orta Yayla
en yaygin bulundugu yerlerdir. igerdigi fenolik asitler bakimindan gida, sanayi gibi
alanlarda kullanilabilmektedir (Devis, 2008; Giiltekin ve Giiltekin, 2006). Sekil 6’da

meyvesi ve agacinin yapist goriilmektedir.
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Sekil 6. Sorbus aucuparia aga¢ ve meyvesi.

Sorbus caucasica var. yaltirikii, Tiirkiye i¢in tek endemik iivez g¢esididir. Rize-
Pazar ve Artvin-Yusufeli, bulundugu ve yetistirildigi yerler olarak bilinmektedir. Bu
tiirde dallar ince, yapraklarin alt ve iist kismu tilysiiz olmaktadir (Goksin, 1977). Bu tiir

tilkemiz i¢in biiyiikk 6nem arz etmekte ve koruma altinda gosterilmektedir. Sekil 7°de

meyvemiz goriilmektedir.

Sekil 7. Sorbus caucasica var. yaltirikii.

1.2.6. Literatiir Ozeti
Fenolik bilesikler bitki ve hayvansal kokenli pek ¢ok gidanin tat ve aromasina
katkida bulunabilirler. Yapilan arastirmalar; fenolik asitlerden protokatekuik asidin 30

ppm, sirincik asidin 240 ppm’lik konsantrasyona ulagmasi halinde aci tat seklinde
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algilandigini, fakat fenolik asitlerin birkacinin birlikte etki gostermesi sonucu algilama
sinirinin daha diisiik konsantrasyonlarda gerceklestigini gdstermektedir. Ornegin p-
kumarik asidin 48 ppm ve ferulik asidin 90 ppm’e ulagmasi ile duyusal olarak eksi ve
aci tad1 hissettirdikleri, her ikisinin birlikte algilama konsantrasyonunun ise 20 ppm’e
kadar diistiigii saptanmustir (Cemeroglu, 2004; Shahidi ve Naczk, 1995; Simsek, 2004;
Artik, 2004).

Meyvelerin rengi en 6nemli kalite 6zelliklerinden biri olarak kabul edilmektedir.
Cogu kalite kontrol uygulamalar1 genel olarak meyvelerin kalite derecesini 6l¢mek igin
rengi bir 6zellik olarak kullanir ve bu nedenle renk, {riinlerin ticari bir degeri olarak
kabul edilir (MacDougall, 2002). Flavonoller, flavonlar, kalkonlar, flavanonlar,
izoflavanonlar ve biflavonoidler gibi diger flavanoidler ise bitkilerde sar1 veya fildisi
renklere katkida bulunabilirler (Shahidi ve Naczk, 1995).

Flavonoidler ve sinamik asitler en onemli antioksidan, serbest radikal tutucu ve
zincir kiricilar olarak bilinmektedirler (Shahidi ve Naczk, 1995). Biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), propil gallat ve tert-biitilhidrokinon (TBHQ) gibi sentetik
antioksidanlar besin maddelerinde oksidatif acilagsmaya karsi kullanilmaktadir (De
Sotillo vd., 1994). Ancak son yillarda sentetik maddeler yerine dogal antioksidanlarin
kullanimi tiiketiciler tarafindan tercih edilmektedir. Bitkisel yaglarda bu amagla
flavonoidler, ¢ay, baharli ot (herb), meyve ve ¢ekirdek fenolikleri kullanimi {izerinde
durulmaktadir (De Sotillo vd., 1994, Luzia vd., 1997, Wanasundara ve Shahidi, 1998).

Sorbus aucuparia (S. aucuparia) meyve suyunda flavonol igeriginin HPLC-DAD
ve HPLC-MS sistemi ile incelendigi caligmalarda kuersetin ve kamferole ait 7 farkli
glikozit aydinlatilmistir. Kuersetin igerigi kamferole gore ¢ok daha yiiksek bulunmustur.
Bu c¢aligmalarda ayrica fenolik asit igerigi de incelendiginde neoklorojenik asit ve
klorojenik asitce meyve suyunun flavonollere gore 3 kat fazla zengin oldugu
bulunmustur (Gil-lzquierdo ve Mellenthin, 2001; Mitta-Riihinen vd., 2004). Mitta-
Riithinen vd., (2004) c¢alismalarinda meyvenin, antosiyanidinlerden siyanidin ve
katesinlerden epikatesini de i¢erdigini tespit etmislerdir.

Monika (2011), yetisme siire¢lerinden mevsimsel olarak S. aucuparia
yapraklarinin antioksidan etkisinin ve toplam fenolik madde bilesiminin degisimini
inceledigi ¢alismasinda en iyi antioksidan aktivite ve en yiiksek fenolik icerigi, haziran,

temmuz ve agustos aylarinda hasat edilen 6érneklerde gézlemistir.
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Fenolik bilesiklerin antimikrobiyal etkileri bilindiginden bu bilesenlerce zengin
olan S. aucuparia meyvesinin antimikrobiyal ve antibakteriyel o6zellikleri de
arastirlmistir. Sulu ve etanolik ekstraktlarinin Gram-pozitif bakterilerden Bacillus
cereus ve Staphylococcus aureus, Gram-negatif bakterilerden de Pseudomonas
aeruginosa’ ya kars1 aktif olduklar1 boylece antibakteriyel ve antifungal etkilere sahip
olduklar1 yapilan ¢alismada bulunmustur (Liepina vd., 2013).

Olszewska vd., (2012), S. aucuparia tarafindan temsil edilen sekiz sorbus
tiriiniin  kurutulmus meyvelerinde ¢esitli antioksidan aktivite testleri ve fenolik
bilesimlerini incelemislerdir. Kullandiklar1 ekstraksiyon ve fraksiyonlama teknigi
mevcut tez calismasi ile benzer sekilde sivi-sivi ekstraksiyonu uygulanarak yapilmistir.
En degerli ekstrakt olarak biitanol ve etil asetat ekstraktlarinda yiiksek DPPHe radikal
temizleme aktivitesi, troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC), demir (+3)
indirgeme kapasitesi (FRAP) ve yiiksek gallik asit esdegeri toplam fenolik madde
miktar1 bulunmustur. Ekstraktlarin fenolik igerigin aydinlatilmasi i¢in fotodiyot array
dedektore bagli HPLC (HPLC-PDA) kullanilmis ve baslica klorojenik asit,
isokuersitrin, hiperozit, rutin, kuersetin-3-O-soforozit ve seksangularetin-3-O-p-D-
glukopiranozit igerdikleri tespit edilmistir. Bu ¢alismada S. aucuparia tiiriinde en
yiiksek hidroksibenzoik asit ylizdesi protokatekuik asit ve p-OH benzoik asit olarak eter
ekstraktinda, en yiiksek flavonoid yiizdesi de etil asetat ve ardindan biitanol ekstraktinda
tespit edilmistir. Klorojenik asit izomerlerinin yiizdesi en yiiksek biitanol ve takiben
sulu ekstraktta mevcut olarak bulunmusken kafeik asit yiizdesi en yiiksek etil asetat
ekstraktinda gézlenmistir.

Kafkas sorbusu Sorbus caucasica var. yaltirikii (S. caucasica) Artvin ilinde nesli
tehlikede olan bitkiler arasinda olan endemik bir tiirdiir (Goksin, 1977; Eminagaoglu
vd., 2010). Bu tiir Azerbaycan daglik arazilerinde de yetismekte ve yerel halk tarafindan
gida olarak degerlendirilmektedir (Seyidahmedov ve Atamov, 2008). Bu tiiriin fenolik

icerigi hakkinda literatiirde bilgiye rastlanmamuigtir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Bitkilerin Toplanmasi

Deneylerde kullanilan Sorbus aucuparia (S .aucuparia), Eyliil 2012’de Rize, Orta
Yayla’dan, 1830 m’den toplanarak -20°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.
Sorbus caucasica var. yaltirikii (S. caucasica) ise Rize, Siralar Kdyii’nden,1700 m’den
Agustos 2012°de toplanarak ayni sekilde muhafaza edildi. Tiirlerin tanimlanmasi
Devis’e (2008) gore yapildi. S. aucuparia meyvesinden yas halde 1,1058 g alinarak
110°C etiivde kurutuldu ve 0,2783 g kuru meyve tartildi (% 25,17g kuru meyve/yas
meyve). S. caucasica meyvesinden ise yas halde 1,0146 g alinarak etiivde 110 °C’de
kurutularak kuru meyve miktar1 0,3801 g olarak tartildi (% 37,46 g kuru meyve/yas

meyve).

2.2. Meyvelerden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

S. aucuparia ve S. caucasica meyvelerinin ekstraksiyonlar1 ayni yontemlerle
gerceklestirildi. Meyveler dgiitiiliip, S. aucuparia’ nin 5,0302 g’1 ve S. caucasica’ nin
5,0163 g’1 tartildi ve balon jojeye alindi. Balon jojeler 151k almamasi i¢in aliiminyum
folyo ile sarilip kapatildi. 20 mL metanolle, 50 °C sicaklikta 2 saat boyunca geri
sogutuculu diizenekte magnetik karistirici ile karistirildi. Islem tamamlandiktan sonra
mavi bant slizge¢ kagidiyla siiziilerek ekstrakt meyve posasindan ayrildi. Daha sonra
kalan kistm 5 mL metanol ile iki kez karistirict ile 1 dk boyunca karistirtlarak yikandi.
Siiziilerek elde edilen tiim metanol ekstraktlar1 birlestirildi ve ¢oziiciileri buharlastirildi.
Buharlastirma islemi sonrasi S. aucuparia 0,9357 g, S. caucasica ise 0,4776 g olarak
tartildi. Kuru ekstrakt 20 mL sicak su ilavesi ile ¢oziildii. Daha sonra ikiser kez 10 mL
olmak iizere sirasi ile eter, etil asetat ve biitanol kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyonu
uygulandi. Olusan organik fazlar ve kalan sulu fazin ¢oziiciileri ayri balonlarda
buharlastirildi. Kuru kisimlar 3 mL metanol ile ¢oziiliip HPLC-UV analizi i¢in +4 °C’de

saklandi.

2.2.1. Orneklerin Kodlanmasi

Deneysel calismalar sirasinda pratik olmasi i¢in meyvelerimiz, ekstraksiyon
asamasi ile birlikte agiklayici sekilde kisaltmalar ile kodlandirilmistir. Bu kodlamalar
meyve isimleri ile ekstraksiyon c¢oziiciilerinin bilgisini verecek sekilde secilmeye

calisildi. Ornegin, S. aucuparia meyvesi SA seklinde kisaltilirken deney asamasinda
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ekstraksiyon ile alinan kisimlar ¢éziiciilerin bas harfleri eklenerek kodlanmis oldu. Yani
S. aucuparia meyvesinin sirasi ile eter, etil asetat, biitanol ¢oziiciileri ve sulu kisim igin
kodlamasi; SA-E, SA-EA, SA-B, SA-S seklinde yapilmistir. Kodlama yontemi S.
caucasica var. yaltirikii i¢in de ayn1 sekilde diizenlendi yani sira ile; SC-E, SC-EA, SC-
B, SC-S seklinde kodlandirilmistir.

2.3. Meyvelerin HPLC-UV Analizleri
2.3.1. Kimyasal Malzeme ve Materyaller

Tim analitik seviyedeki fenolik standartlar ve i¢ standart propil paraben Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edilirken vanilik asit Fuluka marka
kullanildi. HPLC grade asetonitril, metanol, etanol, etil asetat, asetik asit ve eter ise
Merck (Darmstad, Almanya) firmasindan alind1.

Ekstraktlar HPLC-UV analizlerinden 6nce %50 oraninda sulandirilarak seyreltilip
Whatman (Cliftown, NJ, USA) (13 mm, 0.2 um, PVDF) HPLC siringa filtresi ile
stiziildii.

Bu c¢alismada, kimyasal madde ve meyve o6rneklerini tartmak igin And GR200
analitik terazi, ekstraksiyon islemleri ve kimyasal maddelerin ¢éziinmesine yardimc1
olmak i¢in VWR ultrasonik su banyosu, ¢oktiirme islemi i¢in Sigma Sartorius 1-6P
santrifiij, kurutma iglemleri i¢cin Oven STO055 etiiv, ¢ozeltileri karistirmak icin Velp
Scientifica vorteks, ultra saf su temini i¢cin Human Corporation su destile sistemi
kullanild1. Ekstraksiyon sonrasi ¢oziicliyli uzaklastirmak amaciyla Heidholph laborota

4000 marka evaporator kullanildi.

2.3.2. HPLC-UV Kosullari

HPLC-UYV analizleri gergeklestirilirken kullanilan ters faz kolon C-18 (150 mm x
4.6 mm i¢ ¢ap, 5 wm partikiil; Fortis, France) Thermo Finnigan Surveyor HPLC temin
edildi. Gradiyent eliisyon i¢in kullanilan HPLC yontemi Akyiiz Turumtay vd., (2014)
tarafindan gelistirildi. Hareketli faz (A) %2 asetik asitin sulu ¢ozeltisi ve (B) 70:30
asetonitril/su ¢ozeltilerinden olusmaktadir. Gradiyent ¢alismalarda sistemimiz 0-3 dk
%5 B; 3-8 dk %5-15 B; 8-10 dk %15-20 B; 10-12 dk %20-25 B; 12-20 dk %25-40 B;
20-30 dk %40-80 B seklinde ayarlanip daha sonra baslangi¢ seviyesine geri dénecek

sekilde gergeklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 25 uL ve kolon sicakligi kolon firminda
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30 °C’ye ayarlandi. Akis hizi 1,2 mL/dk olarak ayarlandi, dedektor 280 ve 315 nm’de
calistirlldi. Benzoik asit tiirevleri (gallik, protokatekuik, p-hidroksibenzoik, vanilik ve
sirincik asit) ve flavanoller (katesin ve epikatesin) 280 nm, sinamik asit tiirevleri
(klorojenik, kafeik, p-kumarik ve ferulik asit), flavon (apigenin), flovonoller (mirisetin,
fisetin, kamferol, kuarsetin ve isoramnetin) ve flovonol glikozit olan rutin 315 nm’de

analiz edildi.

2.3.3. Standartlar, Kalibrasyon ve Validasyon

Kalibrasyon i¢in 18 fenolik standardin ¢ozeltileri farkli konsantrasyonlarda (1, 2,
5, 10, 20 ve 30 mg.L™) ve coziiciisii % 50 metanol/su olacak sekilde hazirlandi. I¢
standart yontemine gore 10 mg.L™ propil paraben kullanilarak kalibrasyon egrileri elde
edildi. Kalibrayon egrilerinin dogrusalliklar1 (R?) Tablo 4°de verildi.

Kalitatif tespit smnir1 (LOD) ile kantitatif belirleme sinir1 (LOQ), mg.L™ cinsinden
EPA metoduna gore hesaplandi. LOD degeri hesaplanirken her bir analit sinyalinin
giiriiltiiye oraninin (S/N) 3 kati, LOQ degeri i¢in ise S/N oraninin 10 kat1 alinarak
belirlendi. Standart karisimlarinin konsantrasyonlari: gallik asit, protokatekuik asit, p-
hidroksibenzoik asit, vanilik asit ve sirincik asit i¢in 0,5 mg.L™; klorojenik asit, kafeik
asit, p-kumarik asit, ferulik, rutin, fisetin, mirisetin, kuersetin, apigenin, kamferol ve
isoramnetin i¢in 1 mg.L™; katesin ve epikatesin icin ise 2 mg.L™ olarak ayarlandi. LOD,
LOQ ve tekrarlanabilirlik degerlerinin belirlenmesi i¢in bu karisim 7 kez analiz edildi.
Tekrarlanabilirlik pik alan1 ve alikonma zamanlarimin yiizde bagil standart sapmalari

(CV) olarak Tablo 4’de verildi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-UV Metot Optimizasyonu

HPLC-UV ile 18 fenolik madde standardinin analiz edildigi metot, hassasiyet ve
gecerlilik  acisindan  degerlendirildi.  Alikonma  zamanlarimin = ve  alanlarin
tekrarlanabilirligi kabul edilebilir aralikta bulundu. LOD degerleri katesin ve
isoramnetin i¢in 0,12 ve 0,13 mg.L™ diger fenolik standartlar i¢in 0,08 mg.L™ nin
altindadir. LOQ degerleri ise isoramnetin igin 0,45 mg.L™ olup diger fenolik standartlar
icin bu degerin altindadir. Dogrusal kalibrasyon grafikleri igin R?>0,99 elde edildi.
(Tablo 4).

Tablo 4. Fenolik standart bilesiklerin HPLC-UV yontemine gore Kalibrasyon ve
validasyon parametreleri.

CcVv CcVv
No RTon Bilesik (RT) (ALAN) R’ LOD LOQ
1 2,76 Gallik asit 0,30 2,05 0,998 0,03 0,11
2 5,01 Protokatekuik asit 0,24 2,78 0,999 0,04 0,14
3 8,32 p-OH benzoik asit 0,65 1,19 0,999 0,02 0,06
4 9,50 Katesin 0,58 2,10 0,999 0,12 0,39
5 10,19 Klorojenik asit 0,29 1,50 0,998 0,04 0,15
6 10,45 Vanilik asit 0,35 0,87 0,999 0,01 0,05
7 11,03 Kafeik asit 0,24 0,83 0,999 0,03 0,09
8 11,66 Sirincik asit 0,36 1,49 0,999 0,02 0,07
9 12,40 Epikatesin 0,38 1,33 0,999 0,08 0,26
10 13,98 p-Kumarik asit 0,11 0,56 0,999 0,02 0,06
11 15,29 Ferulik asit 0,23 0,63 0,999 0,02 0,07
12 15,92 Rutin 0,53 1,15 0,999 0,03 0,11
13 18,69 Mirisetin 0,26 4,09 0,999 0,08 0,27
14 19,19 Fisetin 0,25 2,56 0,999 0,05 0,18
15 22,42 Kuersetin 0,21 1,78 0,999 0,04 0,13
16 25,02 Apigenin 0,15 1,49 0,999 0,05 0,17
17 25,37 Kamferol 0,14 2,68 0,999 0,07 0,22
18 25,79 Isoramnetin 0,14 6,34 0,998 0,13 0,45

18 Standart fenolik bilesigin 10 mg.L™" konsantrasyonda ¢ozeltilerine ait HPLC-

UV kromatogramlar1 Sekil 8 (280 nm) ve Sekil 9’da (315 nm) verildi. Her bir bilesen

Tablo 4’ deki numaralari ile kalibrasyonlarinin yapildig1 kromatogramda isaretlendi.
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Sekil 8. Benzoik asit tiirevlerinin (1: gallik asit, 2: protokatekuik asit, 3: p-OH benzoik
asit, 6: vanilik asit ve 8: sirincik asit) ve flavanollerin (4: katesin ve 9:
epikatesin) 280 nm’ de HPLC-UV kromatogramlari.
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Sekil 9. Sinamik asit tiirevlerinin (5: klorojenik asit, 7: kafeik asit, 10: p-kumarik asit ve
11: ferulik asit), flavon (16: apigenin), flovonoller (13: mirisetin, 14: fisetin,
17: kamferol, 15: kuersetin ve 18: isoramnetin) ve flovonol glikozit (12: rutin)
315 nm’ de HPLC-UV kromatogramlari.
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3.2. Sorbus aucuparia ve Sorbus caucasica var. yaltirikii Meyvelerinin Fenolik
Bilesiklerinin HPLC-UV Analizleri

Sorbus meyvelerinin ekstraktlarinin yiizde ekstraksiyon verimleri, her bir

¢ozilicliye alinan kuru ekstrakt miktarinin meyvelerin kuru agirligina oraninin yiizdesi

olarak hesapland1 ve Tablo 5’de verildi.

Tablo 5. Meyvelerin yiizde ekstraksiyon verimleri

Coziicii S.aucuparia  %kEKkstraksiyon verimi  S. caucasica %EKkstraksiyon
(%kuru bazda) verimi
(Yokuru bazda)
Eter SA-E 1,72 SC-E 1,27
Etil Asetat SA-EA 5,85 SC-EA 0,83
Biitanol SA-B 11,62 SC-B 1,42
Su SA-S 42,84 SC-S 16,36

Tablo 5’de ekstraksiyon verimlerinin her bir ¢6ziicli i¢in farkli oldugu ve S.
aucuparia igin ekstraksiyon verimi su>biitanol>etil asetat>eter seklinde, S. caucasica
igin verim su>biitanol> ecter>etil asetat seklinde oldugu gozlendi. S. aucuparia’ nin
ekstraksiyon verimlerinin siralamasi, bu ¢alismaya benzer fraksiyonlamanin yapildig
bir caligmada ayni sekilde su, biitanol, etil asetat ve eter i¢in sirasiyla % 23,4; 6,3; 2,2
ve 0,4 degerleri elde edilmistir (Olszewska vd., 2012).

S. aucuparia ve S. caucasica meyvelerinin fenolik bilesiklerinin analizleri igin
standart ve kalibrasyon islemlerinin ardindan alinan ekstraktlar HPLC-UV analizlerine

tabi tutuldu. Fenolik maddelerin herbiri Tablo 6’da mg/g ekstrakt seklinde verildi.

Tablo 6. S. aucuparia ve S. caucasica meyvelerinin HPLC-UV ile aydinlatilan fenolik
bilesikleri.

mg fenolik madde/g ekstrakt
Fenolik bilesikler SA-E SA-EA SA-B SA-S SC-E SC-EA SC-B SC-S

Protokatekuik asit X X X 002 019 0,16 0,21 0,03
Klorojenik asit 068 1,71 313 026 101 040 1,60 0,09
Kafeik asit 0,07 X X X 0,04 0,02 X X
p-kumarik asit 0,06 X 0,06 001 006 0,19 X X
Kuersetin 240 X X X 6,08 0,78 034 X
Apigenin X X X X 0,08 X X X
Kamferol X X X X X 0,31 X X

X: Gozlenmedi
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Tablo 6’ da goriildiigii gibi her bir organik ¢6ziicii fraksiyonuna ait fenolik bilesen
igerigi birbirinden oldukg¢a farklidir. Baz1 fazlara gegen fenolik bilesiklerin miktar:

fazlayken ayni bilesigin diger fazlarda bulunmadigi gézlendi.
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Sekil 10. S. aucuparia ve S. caucasica meyvelerinin HPLC-UYV ile aydinlatilan fenolik
bilesiklerinin bar grafigi.

Sorbus meyvelerinin Tablo 6’ da ve Sekil 10’ da goriildiigi gibi fenolik igerikleri
farklilik gosterdi. Ornegin, S. aucuparia igin eterli fazda kuersetin tespit edilirken (2,40
mg/g ekstrakt) diger fazlarda gozlenmedi (Tablo 6). Ote yandan biitanollii fazda en
yiiksek miktarda gozlenen klorojenik asit (3,13 mg/g ekstrakt) diger fazlarda da az
miktarda dahi olsa gozlendi. Olszewska vd., (2012) yaptiklar1 ¢alismada S. aucuparia
meyvesinin klorojenik asit igeriginin bu c¢alismaya benzer sekilde en yiiksek biitanol
ekstraktinda tespit etmislerdir (%14,24). Olszewska vd., (2012) c¢alismalarinda
protokatekuik asidi yalnizca eter fazinda tespit etmislerken bu ¢alismada protokatekuik
asit S. aucuparia i¢in yalnizca sulu fazda S. caucasica i¢in ise eter, etil asetat ve biitanol
fazlarinda suya gore ¢cok daha yiiksek miktarlarda tespit edildi. S. aucuparia meyvesinin
biitanol ve sulu ekstraktlardaki klorojenik ve p-kumarik asit icerikleri 280 ve 315 nm’
deki kromatogramlar1 Sekil 11 ve Sekil 12’ de verildi.
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Sekil 11. S.aucuparia meyvesinin biitanol ekstraktinin 280 ve 315 nm’lerde HPLC-UV
kromatogramlar1 (280 nm’de klorojenik asit yapist goriilmekte).

Sekil 11 ve Sekil 12° de goriildiigii gibi ekstraktlarda klorojenik asit piki UV
absorbans sinirlarini zorlayici derecede yiiksek iken diger piklerin kaybolacak seviyede
kiiglik goriinmelerine sebep olmustur. S. aucuparia meyvesinin baslica fenolik
bileseninin klorojenik asit oldugu kromatogramlardan agik¢a goriilmektedir. Klorojenik
asit literatiirde gliclii antioksidan ajanlardan biri olarak yerini almistir ve bulundugu
meyve ve sebzelerin oksidatif stresin etkilerini azaltict yonde katkida bulunmaktadir
(Boyer ve Liu, 2004; Scalbert vd., 2002). Klorojenik asit ve p-kumarik asidin kalp
hastaliklari, kanser ve astima karsi faydali olduklar1 ve hatta kanser hiicrelerinin
cogalmalarin1 engelledikleri bilimsel ¢alismalarda edinilen sonuglardandir (Boyer ve
Liu, 2004; Castillo vd., 2002; Tapiero vd., 2002).
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Sekil 12. S.aucuparia meyvesinin sulu ekstraktinin 280 ve 315 nm’lerde HPLC-UV

kromatogramlari.

Klorojenik asit bu ¢alismada incelenen iki sorbus meyvesinde de yaygin olarak ve
yiiksek miktarda tespit edilmistir ki bu literatiir verileri ile uyumlu bir sonugtur (Gil-
Izquierdo ve Mellenthin, 2001; Mitta-Riihinen vd., 2004; Olszewska vd., 2012) (Tablo
6 ve Sekil 10).

S. caucasica mevyesi icin en yiiksek miktarda kuersetin, eter fazinda (6,08 mg/g
ekstrakt) tespit edildi. Eter, etil asetat ve biitanol fazlarinda sirasiyla azalan miktarlarda

gozlenen kuersetin, su fazinda gozlenmedi (Sekil 10 ve Sekil 13).
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Sekil 13. S. caucasica meyvesinin eter ekstraktinin 280 ve 315 nm’lerde HPLC-UV
kromatogramlari

S.caucasica meyvesinin eter ekstrakti incelendiginde, standardi mevcut olmadigi
icin belirleyemedigimiz pikle birlikte yine klorojenik asidin dikkate deger pike sahip
oldugu goriildii (Sekil 13). 280 nm’ de 26,42 dk’ da gozlemlenen propil paraben ig
standart olarak ilave edildi ve piki beklendigi sekilde gozlendi.
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Sekil 14. S. caucasica meyvesinin etil asetat ekstraktinin 280 ve 315 nm’ lerde HPLC-
UV kromatogramlari

S.caucasica meyvesi icin etil asetat ekstraktinin kromatogramlarinda da
Klorojenik asit ve kuersetin pikleri gézlendi.

17,10. dakikada gozlenen pik, fenolik bilesik standartlarimizla belirleyemedigimiz
bir bilesendir. Bilinmeyen maddenin kromatogramda gozlendigi dakika sinamik
asitlerden ge¢ ancak flavonoidlerden erkendir ve 315 nm’ de 280 nm’ ye gore yaklasik
2 kat daha biiyiik bir pik vermistir. Sekil 15° de bu pikin her bir ekstrakttaki boyutunun
anlasilmasi i¢in kromatogramlar iist iiste ¢cakistirildi ayrica Sekil 16’ da bu pike ait UV-
UVvis spektrumu verildi. S.caucasica meyvesinde bilinmeyen pikin biiytikligiiniin etil

asetat, biitanol, eter ve sulu fraksiyonlarda giderek azaldig1 gézlendi.
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Sekil 15. Bilinmeyen pikin eter, etilasetat, biitanol ve sulu ekstraktlarinin 315 nm’de
yakinlastirilmis kromatogrami.
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Sekil 16. Bilinmeyen pikin UV-UVvis spektrumu

Mevcut sinamik asit tiirevlerinden p-kumarik asit, kafeik asit, klorojenik asit ve
ferulik asit 315 nm’ de daha yiiksek pike sahiptir. Sekil 17°de klorojenik asitin UV-
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UVvis spektrumundan goriilebilecegi gibi bilinmeyen bilesenin spektrumu ile oldukca
benzer bir spektrumdur. Bu verilerden ve literatiirden faydalanarak bu bilinmeyen
bilesenin bir sinamik asit tiirevi olabilecegi sOylenebilir (Olszewska vd., 2012).
Olszewska vd., (2012) tarafindan yapilan ¢alismada S. aucuparia meyvesinde ¢esitli
klorojenik asit tiirevleri tespit edilmistir. Bunlar arasinda klorojenik asitten daha geg
gelen tirti kriptoklorojenik asit oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada ise S. caucasica
meyvesinde rastlanan bu tanimlanamayan bilesenin spektrumu ve kromatogramdaki
elisyon zamani g6z Oniline alindiginda kriptoklorojenik asit olabilecegi de

distiniilmektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde gida, sanayi ve tip alaninda kullanimi giderek artan fenolik bilesikler
icin caligmamizda segtigimiz Sorbus aucuparia (S. aucuparia) ve Sorbus caucasica var.
yaltirikii (S. caucasica) meyvelerinin fenolik igeriklerinin belirlenmeleri hedeflendi.
Fenolik standartlarin kromatogramlariyla karsilastirilan meyve ekstraktlarimizla
kalitatif ve kantitatif degerlendirmeler yapildi. Yapilan HPLC-UV analizleri sonucunda
S. aucuparia ve S. caucasica meyvelerinin fenolik asit igerikleri belirlendi.

Gidasal agidan faydali igerikleri olan ve saglik agisindan Oonem arz eden bu
bilesiklerin eldesi ve kullanilabilirlikleri giiniimiizde ¢ok biiyiik 6nem teskil etmektedir.
Tim bu sebeplerden dolay1 incelemek i¢in sectifimiz meyvelerimizde buldugumuz
fenolik asitler genel olarak sinamik asit tiirevlerini barindirmaktadir. S. aucuparia bu
tiirevlerden klorojenik asit bakimindan zengin goriiniirken yanisira p-kumarik asit de
bulundurmaktadir. S. caucasica ise flovonollerden kuersetin yaninda sinamik asitlerden
klorojenik asiti igermektedir.

Bu sonuglar ele alindiginda segilen meyvelerimizin igerigi ve dnemi ile alakali
olarak tibbi agidan ve gidasal islevi yoniinden degerli kaynak olduklarini sdyleyebiliriz.
Tez kapsaminda fenolik asit icerikleri belirlenen bu meyvelerden antioksidatif etkileri,
beslenme amagli kullanimlari, antienflamatuar etkileri, antikanser etkileri gibi bir¢ok
calisma yapilarak ekstraktlarin biyoaktiviteleri ortaya konabilir.

Genel olarak meyvelerimizde belli fenolik bilesikler gdzlemlenirken
tanimlanamayan yapilara da rastlanmistir. Bu yapilar da literatiir kayitlar1 ve
kromatografik davraniglar1 g6z oniline alinarak karakterize edildi. Daha ileri bir yap1
aydinlatilmasina yonelik olarak HPLC-MS metodu ile kapsamli ¢aligmalar yapilabilir
ve boylece diger fenolik bilesiklerin yapilar aydinlatilabilir.
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