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OZET

Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov Bitkisinin Fenolik Bilesiklerinin HPL.C-
UV ile Aydinlatilmasi

Dogal antioksidan maddelerden fenolik bilesikler i¢in bitkiler potansiyel
kaynaklardir. Fenolik maddeler, antikanserojen, antimutajen ve antimikrobiyal aktivite
gostermeleri bakimindan da insan sagligi ile yakindan iligkilidir. Bu sebeple son yillarda
bitkilerden fenolik maddelerin elde edilmesi ve bunlarin biyoaktivitelerinin aragtiritlmasi

lizerine yapilan ¢aligmalarin hiz kazandig1 goriillmektedir.

Cephalaria tiiriiniin iiyelerinin igerdigi cesitli ikincil metabolitlerin yiizyillardir
geleneksel tipta kullanildig: tespit edilmistir. Bu tez ¢aligmasinda Cephalaria gigantae
(Ledeb.) Bobrov bitkisinin fenolik bilesimi HPLC-UV ile incelenmistir. Rize Vergenik
yaylasindan toplanan bitki 6rnekleri, giines almaksizin kurutulup ¢igek, tepe, yaprak ve
sap kismi ayrilip 6giitiildii. Toz haline getirilen kistmlar metanol ile ekstrakte edildi.
Coziiciileri ugurulup sulu ortama alinarak dietil eter, etil asetat ve n-biitanol ile sivi-sivi
ekstraksiyonu yapildi. Kalan sulu ¢ozelti dahil dort ayr fraksiyona ayrildilar. Yalnizca
cigcek kisminda organik fazlar birlikte toplandi ve boylece ¢igek kisminin organik ve

sulu olmak tiizere iki fraksiyonu elde edildi.

Ekstraktlar optimize edilen gradiyent eliisyon yontemle HPLC-UV de analiz
edilerek sonuglar mg esdeger standart/g ekstrakt olarak ifade edildi. En yiiksek miktarda
klorojenik asit olmak {izere, protokatekuik asit ve kafeik asit bitkinin tiim kisim ve tim
¢oziicli ekstraktlarinda gozlenmistir. Bitkinin tepe kisminda isoramnetin, yaprak ve sap
kisminda, p-OH benzoik asit ve vanilik asit, ¢icek kisminda kuersetin ve sap kisminda

ferulik varlig: tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Fenolik asitler, Flavonoidler, Cephalaria gigantae (Ledeb.)
Bobrov, HPLC-UV



SUMMARY

Elucidation of Phenolic Compounds of the plant Cephalaria gigantae (Ledeb.)

Bobrov by HPLC-UV

Plants are potential source for phenolic compounds from natural antioxidan
substance. Phenolic substances are closely related with human health in terms of their
functions as anticarcinogenic, antimutagen and antimicrobial, are related with the
human health. Therefore, it’s obviously seen that, the studies on obtainment phenolic
substance from the plants and the research of their bioactivities have accelerated
recently.

It’s determined that various secondary metabolites in the members of Cephalaria
species, have been used in conventional medicine for ages. In this thesis, phenolic
component of Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov was analyzed by HPLC-UV. The
plant samples, picked from Rize Vergenik plateau, were dried away from the sun lights
and separated parts of flower, top, leaf and stem of the plant were grinded. Pulverized
parts were extracted with methanol. Obtained extracts were taken aqueous solutions
following evaporation of their solvent and subjected liquid- liquid extraction with
diethyl ether, ethyl acetate and n-butanol, successively. They were separated four
individual fractions including aqueous residue. The organic fractions collected together
only for flower part of the plan and two fractions as organic and aqueous were obtained
for flower part.

Extracts were carried out by HPLC-UV using optimised gradient elution method
and the results were expressed as mg standard equivalent /g extract. chlorogenic acid, as
the most amount, protocathecuic acid and caffeic acid were observed in the whole parts
of the plant and all solvent extracts. It was also observed other phenolic compounds in
the plant parts such as isoramnetin in the top part, p-OH benzoic acid and vanilic acid

in the leaf and stem parts, quercetin, in the flower part and ferulic acid in the stem part.

Keywords: Phenolic acids, Flavonoids, Cephalaria Gigantae (Ledeb.) Bobrov, HPLC-UV
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Canlilarda, reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi zararlar1 ortadan kaldirmak
icin g¢esitli antioksidan savunma mekanizmalari mevcuttur. Bu mekanizmalarin
savunmada yetersiz kalmasi sonucunda ortaya ¢ikabilecek hastaliklardan korunmak i¢in
antioksidan etkiye sahip meyve, sebze ve sifali bitkilerin tiiketilmesinin insan sagligi
acisindan faydali oldugunu gosteren ¢ok sayida arastirma vardir.

Konuyla ilgili yapilan ¢alismalarda, antioksidan yapilarin etki mekanizmalar ile
bircok hastaligi Onleyebildigi belirlenmistir. Son zamanlarda arastirmacilar dogal
antioksidan olarak degerlendirebilecegimiz, bitkilerde bulunan polifenoller ve
flavanoidlere daha cok ilgi gostermektedir (Frankel ve Finley, 2008; Moon ve
Shibamoto, 2009).

Islenmis gidalarin bozunmasinmi 6nledigi ve raf Omriinii uzattig1 icin sentetik
antioksidanlar gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ancak sentetik
antioksidanlar ve olusturduklari yan iirlinlerin basta kanser olmak iizere c¢esitli
hastaliklara neden olduklar1 belirlenmistir. Son yillarda islenmis gidalarda koruyucu
olarak kullanilmak tlizere dogal kaynakli antioksidanlarin bulunmasi amaci ile yapilan
arastirmalar artmistir.

Vitamin E ve C, Kkarotenoidler ve fenolik bilesikler antioksidan Ozellikleri ile
dikkat ¢ceken maddelerdir. Vitamin C, siiperoksit, hidrojen peroksit, hipoklorit, hidroksil
ve peroksil kokleri ile singlet oksijen formundaki aktif oksijenlerin temizlenmesinde en
etkili antioksidandir. Vitamin E ise hidroksil, alkoksil, peroksil kokleri ve singlet
oksijen gibi aktif oksijen formlarmin neden oldugu oksidasyonu oOnler. B-karoten
antioksidan 6zelligini singlet oksijen aktivitesi (viicudun 1g18a hassasiyet reaksiyonu) ve
peroksil koklerine kars1 gdstermektedir (Yiicel ve Otles, 2011).

Bitkilerden antioksidanlarin eldesi ve saflastirilmalar1 bu bilesenlere kaynak
olusturma agisindan Onemlidir. Bitki Oziitlerindeki antioksidanlarin, kromatografik
olarak ayrimlart ve tanimlanmasi i¢in ultraviyole dedektdore (UV) bagl yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) etkin sekilde kullanilmaktadir.

Dev pelemir olarak bilinen Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisi
Dipsacaceae familyasina ait ¢igekli bir bitki tiiriidiir. Yapilan c¢alismalar bu bitkinin
fenolik bilesenler agisindan zengin bir tiir oldugunu goéstermektedir (Movsumov vd.,
2006; Mustafaeva vd., 2008).



Bu tez caligmasi, Rize’nin Vergenik yaylasindan (orta yayla {istii) toplanan
Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin, ¢igek, tepe kismi, yaprak ve sap
kisimlarinin fenolik bilesenlerinin HPLC-UV yodntemi ile aydinlatilmasi {izerine
yapilmistir. HPLC-UV yontemi ile fenolik bilesiklerin analizleri i¢in uygun kosullar
saglanmistir. Bu kosullar altinda kademeli sekilde sivi-sivi ekstraksiyonu ile elde edilen

fenolik bilesiklerin analizleri gergeklestirilmistir.

1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlarin birgok tanimi yapilmakla beraber en genel tanimi, insan
viicudundaki ve gidalardaki serbest radikallerin olumsuz etkilerini ve olusumunu
durduran veya yok eden maddelerdir. Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda
ciftelenmemis tek elektron boliimlerine verilen isimdir. Baska molekiiller ile ¢ok
kolayca elektron aligverisine girebilen bu molekiillere "oksidan molekiiller" veya
"reaktif oksijen partikiilleri" de denmektedir. Yasamsal olaylarin devamliligi igin
gerekli olan oksijen ayn1 zamanda bir¢ok hastalik ve dejeneratif gelisimin nedeni olarak
goriilmektedir. Insanlarda metabolik olaylar sirasinda oksijen kullanimma bagli olarak
stiperoksit (O, ), hidroksil (OH’), peroksil (ROO), alkoksil (RO, semikuinon (Q),
nitrik oksit (NO) kokleri ile hidrojen peroksit (H,0,), peroksinitrit (ONOO') ve singlet
oksijen (*Oy) gibi aktif oksijen formlart meydana gelmektedir. Ayrica radyasyon, gesitli
gazlar, agir metaller, herbisitler, pestisitler ile tedavi amagli kullanilan birgok ilag,
oksidatif stres nedeni olarak gosterilen aktif oksijen olusumuna neden olurlar. Oksidatif
stres, normal metabolik faaliyetler i¢in gerekli olan aktif oksijen-antioksidan dengesini
aktif oksijen lehine bozarak; DNA, protein, karbonhidrat ve lipidlerde hasara yol
acmakta ve basta koroner hastaliklar, kanser, diyabet ve akciger tahribati olmak iizere
bircok hastaliga neden olmaktadir (Yiicel ve Otles, 2011).

Antioksidan radikaller, peroksi, oksi ve diger antioksidan radikaller ile
sonlandirma reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler.

ROO-« + A* - ROOA
RO« + A* —» ROA
Ae+ A — AA



¢ Antioksidanlar hiicrelere zarar veren bu reaksiyon sistemlerini inhibe ederek
toksik olmayan iirtinlere ¢evirmektedir.

e Antioksidan takviyesi ve antioksidanca zengin bir beslenme ile serbest
radikallerin ve aktif oksijenin meydana getirdigi oksidatif hasar engellenebilmektedir.

e Antioksidanlar, yaglarin oksidasyonunu Onlemeyi veya yavaslatmay1 saglarlar.
Gidalardaki antioksidanlar, serbest radikal olusumunu engelleyici veya mevcut olan

serbest radikalleri etkisiz hale getirici 6zellige sahiptir (URL-1, 2013).

1.3. Fenolik Bilesikler

Benzen halkasina bagl hidroksil gruplari igceren organik maddeler genel olarak
fenolik bilesikler olarak adlandirilmakta olup bunlar bitkiler tarafindan sentezlenen
ikincil metabolitlerdir. Kimyasal ag¢idan flavonoid olmayanlar (hidroksisinamik,
hidroksibenzoik asit ve tlirevleri, fenolik alkoller) ve flavonoidler (antosiyaninler,
flavan-3-ol monomerleri ve polimerleri, flavonlar, flavonoller ve proantosiyanidinler)
olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Benzoik asitlerin esterlesmesi sonucu olusan
hidrolize olabilen tanenler ve proantosiyanidinler (kondense tanenler), tanenler

kategorisinde yer alan fenolik bilesiklerdir (Ribéreau-Gayon vd., 2000).

1.3.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, kimyasal yonden hidroksisinamik (sinamik) ve hidroksibenzoik
(benzoik) asitler olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir (Tablo 1). Hidroksibenzoik asitler
C6-C1 (fenilmetan), hidroksisinamik asitler ise C6-C3 (fenilpropan) yapisindadir.
Benzoik asit tiirevlerine ornek olarak, protokatekuik asit, p- hidroksibenzoik asit,
vanilik asit, salisilik asit ve gensitik asit verilebilir. Kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit
ve sinapik asit ise sinamik asit tiirevlerindendir (Ribéreau-Gayon vd., 2000; Yiicel ve

Otles, 2001; Nizamlioglu ve Nas, 2010).



Tablo 1. Fenolik asitlerin kimyasal yapilar1 (Jackson, 2000; Fraga, 2010)

Fenolik

bilesik Genel yapilari Adlar Ry R, Rs
tipleri
Gallik asit OH OH OH
O OH
Protokatekuik
" OH OH H
Benzoik &t
. p-OH Benzoik
tip _ H OH H
R Ry asit
3
R, Vanilik asit OCH; OH H
Sirincik asit OCH; OH OCH;
Adlar1 Rl Rz R3 R4 R5
Sinamik asit H H H H H
0 p-Kumarik
R ) H H H OH H
N asit
7 o-Kumarik
Sinamik qu . H OH H H H
tip Ry asit
4 ~ kuinik
R3 Klorojenik asit _ H OH OH H
asit
Kafeik asit H H OH OH H
Ferulik asit H H OCH; OH H
Sinapik asit H H OCH; OH OCHg;

1.3.2. Flavonoidler

Flavonoidler (flavon tiirevleri) yapisinda C6-C3-C6 (difenilpropan) formunda iki
fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusur ve 15 karbon atomu igerirler.
Antosiyanidinler, flavonlar, flavonoller, Kkatesinler, l6koantosiyanidinler ve
protoantosiyanidinler olmak iizere 5 alt grupta incelenen flavonoidlerin yapisindaki OH
gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla glikozitlenir (Ribéreau-Gayon vd.,
2000; Yiicel ve Otles, 2001; Nizamlioglu ve Nas, 2010).
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Sekil 1. Flavonoidlerin genel yapisi (Fraga, 2010)

1.3.3. Antosiyanidinler

Antosiyanidinler, dogada sekerlere bagl olarak bulunurlar ve antosiyanin olarak
da adlandirilirlar. Antosiyaninler, meyve ve sebzelerin pembe, kirmizi ve mor tondaki
cesitli renklerini veren suda ¢oziinebilir nitelikteki renk pigmentleridir. Antosiyaninler,
baglanan sekerlere ve baglanma pozisyonuna gore adlandirilirlar (Nizamlioglu ve Nas,
2010).

Antosiyanin molekiiliindeki hidroksil grubu (-OH) sayist arttik¢a renk maviye
dogru donmekte, metoksil grubu (-OCHj3) sayisindaki artis kirmizi tonun giliclenmesine
neden olmaktadir. Ornegin, renkteki kirmmzilik siyanidinden peonidine dogru artis
gostermektedir (Canbas, 1983). Antosiyanin bilesiklerinin pH’ya bagl renk kaybinin
pH: 3,2 - 3,5 aralifinda en fazla oldugu belirlenmistir. Antosiyaninler asitli ortamda
kirmizi renkli flavilyum katyonu halindeyken, nétr ve bazik ortamlarda mavi renkli
bilesikler haline doniismektedir (Ribéreau-Gayon vd., 2000).

Flavonoidlerin genel siniflar1 icinde katyonik flavilyum yapist ile karakterize
edilen antosiyanidin yapist Sekil 2° de gdsterilmistir.

Ry
Ry

R o
Rs

X
/
Rg R3

Rs

Sekil 2. Flavilyum katyonu (Fraga, 2010)



Antosiyaninler bir aglikon (antosiyanidin), seker ve bazen fenolik ve mindr
organik asitlerden olusur. Seker kismi genellikle ramnoz, galaktoz, ksiloz ve
arabinozdan meydana gelir (Sekil 3). Ayrica p-kumarik, kafeik ve ferulik asit gibi
asitlerle de acillenmis olabilir. Acillenmis antosiyaninlerin, agillenmemis olanlara gore

daha kararli oldugu belirlenmistir (Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Antosiyanidinler Ru R2
Pelargonidin (Pg) H H
Siyanidin (Cy) OH H
Peonidin (Pn) OCHj,4 H
Delfinidin (Dp) OH OH
Petunidin (Pt) OCH3 OH
Malvinidin (Mv) OCHjs OCHs
o) o)
R,= CO-CH, (asetil) —LCH:CH OH (p-kumarik) -—M—CH:CH oH (-kafeil)
OH
Sekil 3. Antosiyaninlerin kimyasal yapisi (Jackson, 2000; Moreno-Arribas ve Polo, 2009;

Fraga 2010)

1.3.4. Flavonlar ve Flavonollar

Temel flavonoid molekiiliinde orta halkanin 3. karbon atomuna flavonlarda (H),
flavonollarda (OH) grubu baglanmistir. Antosiyanidinler gibi bunlarda sekerlerle
glikozit halinde baglanmis olarak bulunurlar (Nizamlioglu ve Nas, 2010).

R
! Flavonollar R; R Flavonlar | Ry R
OH (X=0OH) (X=H)
Kamferol H H Apigenin | H H

R, Kuersetin OH H Luteolin | OH H
Mirisetin OH OH Krisoeriol | OCH; H
fsorammetin - OCHs | H Trisin OCH; OCH;

OH O
Sekil 4. Flavonlar ve flavonollarin kimyasal yapisi (Jackson, 2000; Fraga, 2010)



1.3.5. Katesinler

Hidroksil grubu ve ficiincii karbon atomunda doymus bag iceren flavonoidler,
flavanoller olarak bilinir. Flavan-3,4-diol’ler ve flavan-3-ol’ler bu gruba dahildir.
Bunlarin meyvelerde bulunanlari; (+)-katesin, (-)-epikatesin, (+)-gallokatesin ve (-)-

epigallokatesindir (Margalit, 2004). Katesinler, hem kimyasal hem de enzimatik olarak

oksijen ile kolaylikla birleserek proantosiyanidinleri olustururlar (Nizamlioglu ve Nas,

2010).

(-)-epikatesin: R=H (+)-katesin: R=H
(-)- epigallokatesin: R=OH (+)-gallokatesin: R=OH
Sekil 5. Katesin ve epikatesinin kimyasal yapilari (Jackson, 2000; Fraga, 2010)

1.3.6. Proantosiyanidinler (Kondense Tanenler)

Katesin, epikatesin veya onlarin gallik asit esterlerinin olusan dimerleri ve ya
oligomerlerine proantosiyanidinler adi verilir. Bu yapi, sadece epikatesin ve katesin
kondensasyonu ile olusuyorsa prosiyanidin, katesin ve gallokatesin kondensasyonu ile
olusuyorsa prodelfinidin adim1 alir. Bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunan
proantosiyanidinler; (-)-epikatesin ve (+)-katesin kombinasyonlarindan olusan

dimerlerdir (Nizamlioglu ve Nas, 2010).
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HO 0
= R
X
OH
OH
|
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OH
HO o
= R
R=H; Prosiyanidin
OH

R=0H; Prodelfinidin
OH

Sekil 6. Prosiyanidin ve prodelfidinin kimyasal yapisi (Fennema, 1996)

1.4. Hidrolize Olabilen Tanenler

Hidrolize olabilen tanenler, gallik asitin ve hegzahidroksidifenik asitin glikoz
poliesterleridir. En onemlileri glikozun gallik asitle baglanmis formu ve bu dimerin
lakton formu olan elajik asittir. Yapilarindaki seker genellike D-glikozdur. Asit, alkali
ortamda veya enzim aktivitesi ile hidrolize olabilirler. Gallotanenlerin hidrolizi sonucu
gallik asit, elajitaninlerin hidrolizi sonucu ellajik asit ortaya ¢ikar (Fennema, 1996; De
Man, 1999).

Fenolik bilesikler gidalarda buruk (prosiyanidinlerin 6-8 monomerli olanlar1) ve
ac1 (prosiyanidinlerin 3-5 monomerli olanlari) tadin kaynagidirlar. Bu bilesikler,

proteinlerle kompleks yaparak tortu olusturabilir ve berrakligi olumsuz etkileyebilirler.



Ayrica, renk degisimlerinde (enzimatik esmerlesmeler ve saraplarda siyah kirilma)

onemli rol oynarlar (Yiicel ve Otles, 2001).

Lf

J@*%}

Sekil 7. Hidrolize olabilen tanenlerin klmyasal yapﬂan (Moreno-Arribas ve Polo, 2009)

1.5. Fenolik Bilesiklerin Bitkilerden Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon, ¢ozeltilerden veya kati karisimlardan bir maddeyi, grubu veya
istenmeyen safsizliklar1 ayirmak i¢in uygulanan bir islemdir. Ekstraksiyon isleminde
¢Oziici secimi, sicaklik, parcacik boyutu ve ekstraksiyon siiresi en Onemli
parametrelerdendir.

Ekstraksiyonda kullanilacak c¢oziiciilerde olmasi gereken oOzellikler soyle
siralanabilir:

o Ekstrakte edilecek bilesenler i¢in secici olmasi,

e Doygunluk derisiminin yiiksek olmasi,

e Viskozitenin ve ylizey geriliminin diisiik olmasi,

e Kaynama noktasinin diisiik, donma noktasinm 0 °C’nin altinda olmas,

e Yogunlugunun diisiik olmasi,

e Enerji tasarrufu agisindan spesifik 1sisinin diisiik olmasi,

e Korozif, toksik ve patlayict olmamasi,

e Tasinmasi, depolanmasi ve kullanilmasi kolay olmalidir.



Su, yukaridaki 6zellikleri saglayan ve en ¢ok kullanilan ¢6ziicii olmakla birlikte,
bazi bitkisel hammaddeler i¢in etilalkol, aseton, petrol eteri, hekzan, kloroform gibi
organik ¢oziiciiler de sikca kullanilir.

Bitkilerden fenolik maddelerin ekstraksiyonu i¢in suyun yani sira etanol, metanol
ve bunlarin su ile ¢esitli oranlarda karisimlarinin olusturdugu ¢o6zeltiler, aseton, n-
biitanol, dietil eter, etil asetat ¢ozeltileri de kullanilmaktadir (Kallithraka vd., 1995;
Kéahkonen vd., 1999; Lapornik vd., 2005).

Ekstraksiyon sirasinda kullanilacak ¢oziicii/kati oran1 c¢alisilan bitkiye ve
ekstraksiyon yontemine gore farlilik gosterir. Yiiksek c¢oziicii/kati orani, daha fazla
maddeyi ¢dzmesine ragmen, son ¢ozeltinin diisiik derisimlerde elde edilmesine neden
olur. Bu ise ¢oziicli geri kazanimi sirasinda daha ¢ok ¢oziiciiniin buharlastirilmasini ve
daha fazla enerji kullanilmasini gerektirir.

Sicaklik arttikca ekstraksiyon verimi genellikle artar. Sicakligin artisi, ekstrakte
edilecek madde ve ¢Oziicliniin viskozitesini azaltic1 etkisinin yaninda ¢Oziiniirliigiin
artmasimna neden olur. Herhangi bir ekstraksiyon ortam sicakliginin, kullanilan
¢cozliciiniin kaynama sicakligina bagimli bir {ist sinir1 bulunmaktadir. Ciinki
ekstraksiyon ortaminin sicakligi, ¢oziiciinliin kaynama sicaklifina yaklastikca ¢oziicii
buharlagsmas1 artacagindan ekstraksiyon icin yararli ¢6ziicii miktar1 azalir. Bunun igin
uygulamada ekstraksiyon ortaminin sicakligt kullanilan ¢dziiciiniin - kaynama
sicakligindan 10-12°C daha diisiik tutulur. Ayrica fenolik bilesiklerin dogal yapilarini
korumalar1 agisindan da sicakligin gereginden yiiksek olmamasina dikkat edilir.

Ekstraksiyon siiresi, bitkinin ¢oziicli ile temas ettigi siiredir. Partikiil i¢indeki
coziicii ile disindaki ¢oziicii dengeye ulagmasi i¢in partikiil ile her bir kademedeki
¢Oziicli arasindaki yeterli temas stiresi saglanmalidir (List ve Schmidt, 2000; Kalender,
2002; Mc Cabe vd., 1993; Shing ve Rizvi, 1995; Wan ve Wakelyn, 1997).

(Cozeltilerden ayrismasi istenen madde veya grubun ¢oziicli yardimi ile alinmasi
stvi-s1vi ekstraksiyonu, kati materyalden herhangi bir madde veya grubun uygun bir
coziici kullanilarak ayrilmasi ise kati-sivi ya da kati faz ekstraksiyonu olarak
adlandirilir. Fenolik bilesiklerin bitkilerden ekstraksiyonu i¢in hem sivi-sivi hem de kati
faz ekstraksiyon yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tez kapsaminda sivi-sivi

ekstraksiyonu uygulandigindan bu yontem detayli incelendi.
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1.5.1. Sivi-Sivi Ekstraksiyonu

Sivi-sivi ekstraksiyonu, karismayan iki sivida ¢Oziinen bir maddenin bu iki
fazdaki konsantrasyonlar1 oraninin belli bir sicaklikta sabit olmasi seklinde tanimlanan
dagilma kanunu temeline dayanir. Sivi faz i¢indeki bir madde bu maddeyi daha ¢ok
¢dzen ve ilk sivi ile hi¢ karismayan ikinci bir sivi kullanilarak ¢ekilir. Ornegin suda
¢Oziinmiis olan bir organik madde daha ¢ok ¢dziinebilecegi ve su ile karismayan eter ya
da kloroform gibi organik sivilarla ekstrakte edilir.

Birbiri ile karigmayan ¢oziiciiler arasindaki dagilma dengelerine dayanan ii¢ tip
ayirma islemi; basit ekstraksiyon, tam ekstraksiyon (siirekli ekstraksiyon) ve ters akim
ekstraksiyonudur.

Basit ekstraksiyon, bir karisimdaki bir tiirlin dagilma orani diger tiirlerinkinin 5-
10 veya daha fazla kat1 kadar biiyiik ise ve diger tiirlerin dagilma orani oldukea kiigiik
(<0,001) ise, ekstraksiyonla basit, hizli ve kantitatif sekilde ayirma yapilabilir. Analit
igeren ¢oOzelti, alt1 defa yeni ¢oziicii ile artarda ekstrakte edilir. Siradan bir ayirma hunisi
kullanilir, analiz tamamlandiginda ayirma hunisinde ya ekstrakt ya da orijinal ¢ozelti
kalabilir (Uyan, 2007).

Tam ekstraksiyon (siirekli ekstraksiyon) ile bir karisimda dagilma orani nisbeten
kiiciik olan bir bileseni (D<I) dagilma oranlar1 sifira yaklasan bilesenlerden ayirmak
miimkiin olur. Bu tip ekstraksiyonda organik ¢oziiciiniin otomatik olarak damitilmasini,
yogunlagmasii ve siirekli olarak sulu tabakadan gecirilmesini saglayan bir cihaz
kullanilir. Béylece bu cihazla taze ¢oziicii ile birkac yiiz ekstraksiyona esdeger bir
ekstraksiyon bir saat veya daha az bir siirede fazla bir dikkat gerekmeden yapilabilir
(Uyan, 2007).

Ters akim ekstraksiyonu, yiizlerce artarda ekstraksiyonun yapilmasini saglayan
otomatik diizenekler gelistirilmistir. Bu diizeneklerle, fraksiyonlama ters akim
prensibine gore ekstraksiyon yapilir. Burada bir seri farkli basamaklarda iki fazin taze
kisimlar1 arasinda dagilma meydana gelir. Tam bir ekstraksiyonla, ters akim teknigi
arasindaki fark, tam ekstraksiyonda sadece bir fazin taze kisimlarmin kullaniliyor
olmasidir. Ters akim metodu ile dagilma oranlar1 hemen hemen ayni olan bilesenlerin
ayrilmas1 miimkiin olur (Uyan, 2007).

Fenolik bilesiklerin sivi-sivi ekstraksiyonlarinda dietil eter ve etil asetat yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu c¢oziiciiler, sulu ortama alinmis olan ekstraktin fenolik

bilesenlerinin izolasyonunda etkilidir. Dietil eter ve etil asetatin ekstraksiyonu da
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bilesiklerin tiiriine gére degismektedir. S1vi-siv1 ekstraksiyonunda ardisik olarak degisen
polaritede c¢oziiciilere alinan bilesiklerin ayrimi saglanir. Bu ayrim sayesinde
ekstraktlarin kalabalik bilesen icerikleri farkli c¢oziiclilere dagilarak bilesenlerin
kromatografik analizleri kolaylasir. Bu amagla pek ¢ok ¢alismada ham metanol, etanol
ya da aseton gibi ekstraktlarin ¢oziiciileri ugurularak sulu ¢ozeltiye alinan ekstrakt
diklorometan, hekzan ya da kloroform gibi apolar ¢oziiciiler ile 6ncelikle vaks, yaglar ve
terpenler gibi fenolik olmayan gruplarin uzaklastirilmas: saglanmaktadir. Ardindan dietil
eter, etil asetat, n-biitanol ¢oziiciileri ile ardisik olarak uygulanan sivi-sivi ekstraksiyonu

sayesinde fenolik bilesikler alt gruplarina ayrilmaktadirlar (Termentzi vd., 2006).

1.5.2. Fenolik Bilesiklerin Analizleri

Fenolik bilesiklerin analizleri spektrofotometrik olarak toplam fenolik madde,
toplam flavonoid, toplam antosiyanidin gibi sonuglar1 grup igindeki tek bir fenolik
bilesen esdegeri cinsinden sunulan yontemler ile yapildigi gibi her bir bilesenin tespitine
yonelik uygun dedektor kullanilarak kromatografik olarak da yapilmaktadir.

UV (Ultraviyole) ya da MS (kiitle spektroskopisi) dedeksiyonuyla birlikte HPLC
bitki ekstraktlarinin fenolik bilesimleri igin segilen bir yontemdir. Bitki materyalinin
analizi yapilirken, her bir bilesigin detayli 6zelligi bilinse de, bilesikler ¢ogu zaman
maksimum absorbanslara gore gruplanirlar; fenolik asit ve flavanoller (280 nm),
flavonoller (260 veya 365 nm) ve antosiyaninler (520 nm) (Shi vd., 2002). Gida fenolikleri
cogunlukla UV-Vis ve Diyot serili dedektorleri (DAD) ile belirlenir (Shahidi ve Naczk,
2003). DAD dedektorii ile bilesigin tim UV-Vis spektrumu alinir ve standart bilesiklerin
spektrumuyla eslestirilir, bdylece pik tanimlanmasi daha giivenilir olmaktadir (Shi vd.,
2002). Fenolikleri belirlemek i¢in kullanilan diger dedektorler elektrokimyasal kolorimetrik
dedektori, florimetrik dedektordiir (Shahidi ve Naczk, 2003).

Fenollerin ayrilmasi genellikle metanol (MeOH) veya asetonitril (CH3CN, ACN)
ve modifiye edici olarak az miktarda asit iceren sulu hareketli faz ile c¢alisgan C18
kolonlarinda gerceklestirilir. Hareketli fazda fenolik asitlerin protonlagmalarini
garantilemek icin formik asit (HCOOH), asetik asit (AcOH), trifloroasetik asit (TFA) ve
fosforik asit (H3PO4) gibi asitler asidik modifiye ediciler olarak kullanilirlar ve boylece

pik sekli ve ¢oziiniirligiin gelismesi saglanir.
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Bu c¢alismada, UV dedektor ve HPLC’in birlesmesiyle olusan HPLC-UV
sistemiyle Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitki ekstraktlarinin fenolik igerikleri
analiz edildi.

1.6. Yiiksek-Performansh Sivi Kromatografisi

Kromatografik ayirma teknikleri arasinda yaygin kullanim alanina sahip olan
yiiksek performansli sivi kromatografisi, sivi fazda c¢oziinebilen analitlerin kolon
materyaline olan ilgilerine gore kolondan farkli siirelerde ¢ikma prensibine dayali bir
tekniktir. Uygun ¢oziicii kullanilarak ¢oziilen 6rnek karigimi, yiiksek basing altinda
kromatografik kolondan gegirilir ve burada bilesenlerine ayrilir. Bilesenlerin birbirinden
ayrilmasi ve bunun derecesi dnemlidir ve ¢éziinmiis bilesenler ile sabit faz arasindaki
etkilesime baglhdir. Sabit faz kolon igerisindeki dolgu materyali olarak tanimlanir.
Coziinmiis bilesenler ile sabit ve hareketli fazlar arasinda istenilen etkilesim, hareketli
faz olarak kullanilan ¢oziiciilerin ve sabit fazin degistirilmesi ile elde edilebilir.

HPLC giinlimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi,
bitki kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini iceren alanlarda ayirma ve analiz igin
vazgegilmez bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Ozellikle diger kromatografik
tekniklere uygun olmayan bilesiklerin ayrilmasi ve analizi i¢in uygundur. Cevre
sicakliginda termal olarak kararsiz bilesikleri ve yiiksek polarliktaki bilesikleri herhangi
bir tiirevlendirme olmaksizin ayirabilir ve analiz edebilir (Henden vd., 2001).

HPLC sistemi pompa, enjektdr, kolon, dedektér ve bilgisayar birimlerinden
olusmaktadir. Bu sistemin Onemli bir boliimii ayirmanin gergeklestigi kolondur.
Kromatografik analiz siireci ¢6ziiclide ¢ézlinmiis 6rnegin sisteme enjekte edilmesi ile
baslar. Hareketli faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek, kolon i¢inde bilesenlerine
ayrilmaya baslar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller dedektor tarafindan kaydedilir.
Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamamina
kromatogram ad verilir.

HPLC uygulamalarinda hareketli faz ve bilesimi kromatografik performansi
etkileyen faktorlerden biridir. HPLC sistemlerinde kullanilan hareketli fazlarin ortak
Ozellikleri sunlardir; yiiksek derecede saflik, dedektor ile uyumluluk, diisiik viskozite,
ornegi ¢ozebilme, kimyasal agidan inert olmasi, uygun fiyat.

Her bir HPLC tiiriinde kullanilan hareketli fazlarin 6zel farkliliklar1 vardir. Iyon
degisim kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisinde genellikle farkli pH

degerlerine ayarlanmis sulu tampon ¢o6zeltileri hareketli faz olarak kullanilir. Normal-
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faz sivi kromatografisinde apolar, ters-faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril
karisimi gibi polar ¢oziicti karisimlar: hareketli faz olarak kullanilir (Skoog vd., 1997).
Boyut eleme kromatografisinde ise kullanilan ¢6ziicti, polimer 6rnegini ¢ézebilmeli ama
dolgu materyali ile kimyasal etkilesime girmemelidir. Dogru molekiil agirlig1 tayininde
bu ¢cok 6nemlidir.

HPLC analizlerinde yaygin olarak UV dedektorler kullanilir. Pek ¢ok organik
molekiil ve fonksiyonel grup 190 nm’den 800 nm’ye kadar olan ultraviyole (UV)
ve/veya goriiniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Cozeltiden siirekli
olarak 15in gecerken analitler tarafindan iginin bir kismi absorbe edilebilir (URL-2,
2014). Bu absorpsiyon daha ¢ok molekiillerdeki bag elektronlarinin uyarilmasindan
kaynaklanir. Bunun sonucu olarak molekiiler absorpsiyon spektroskopisi bir
molekiildeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda ve ayni zamanda fonksiyonel
gruplari tasiyan bilesiklerin kantitatif tayininde kullanilir. Absorpsiyon spektroskopisi:

1. Hem organik hem de inorganik sistemlere yaygin uygulanabilirlik,
2. 10 M'dan 10 M'a kadar degisen tipik duyarlilik degerleri,

3. Orta-derecede secimlilik,

4. 1yi bir dogruluk,

5. Veri toplama kolaylig1 ve elverigliligi gibi 6zelliklerinden dolay1 kantitatif
analiz i¢in elverigli olan en yararli ve en yaygin kullanilan araglardan biridir.

Bir ultraviole dedektdriine bagh yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC-
UV) cihazi sematik olarak Sekil 3'de gosterilmistir.
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Sekil 8. HPLC-UV cihazinin sematik gosterimi (URL-3, 2014)

1.7. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov

Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisi Dipsacaceae familyasina ait ¢igek
bir bitki tiirtidiir. Bitkinin yoresel adi dev pelemir olup genellikle tiiylii veya tilysiiz bir
sekilde 3,5 m kadar boylanabilen ¢ok yillik bir tiirdiir. Alt yapraklar ile ¢icegin tepe
kismi arast 20-40 cm olabilmektedir. Tepe kismi 4-6 cm capinda olup bir kubbeyi

andiran goriintiiye sahiptir. Cigekleri solgun sar1 ya da krem renklidir (Davis, 2008).

Sekil 9. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin goértintiisii (URL-4, 2014)

Dipsacaceae ailesine ait 94 Cephelaria cinsi olup bunlarin ¢ogunun Avrupa, Dogu
Asya, Dogu Akdeniz ve Kuzey Afrika’da yayilmis oldugu goriilmektedir. Bu tiirlerden
40 tanesinin Tirkiye’de de bulundugu ve bunlarin 24 tanesinin endemik oldugu

bildirilmistir (Devis, 2008).
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Yizyillardir geleneksel tipta kullanilan gesitli ikincil metabolitler, flavonoidler,
triterpenler, alkoloidler ve lignanlar’in, Cephalaria cinsinin iiyelerinin igerdigi tespit
edilmistir (Sarikahya ve Kirmizigiil, 2010; Movsumov vd., 2009; Mustafaeva vd., 2008;
Tabatadze vd., 2007; Godevac vd., 2006; Pasi vd., 2002; Kirmizigul ve Anil, 2002;
Kirmizigul ve Rose, 1997; Kirmizigul vd., 1996). Cephalaria cinsinin antimikrobiyal,
antifungal, antioksidan ve sitotoksik aktiviteleri gosterdigi tespit edilmistir (Tabatadze
vd., 2007; Godevac vd., 2004; Kirmizigul vd., 1996).

Genel olarak Cephalaria cinsi; Kuzey ve Kuzey Dogu Anadolu’dan Ermenistan’a
kadar, Kastamonu llgaz Dagmin kuzey bolimii 1350 m rakimlarinda, Trabzon
Hamsikdy civarlari, Rize Vergenik Yaylast 2800 m rakimlarinda, Kars Sarikamis
ilcesine bagli Karaurgan bucagmin 7 km c¢evrelerinde, Artvin Sevval Tepe’nin

yukarilarinda, Kafkasya ve Karadeniz daglarinin g¢evrelerinde sik¢a goriilmektedir

(Davis, 2008). Bitkinin bulundugu bolgeleri gosteren harita Sekil 10°da verilmistir.

008! Harits verileri 2014 Bassrsoft, Google, Mapa cibad), oRIONME - Kullanim Sertlsn,
Sekil 10. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin Tiirkiye tizerindeki yayilisi
(URL-5, 2014)
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1.8. Literatiir Ozeti

Fenolik bilesikler i¢in giinlimiize kadar, saflastirma ve onlarin tanmmasini
saglayacak bir¢ok arastirma yapilmistir. Fenolik bilesiklerin HPLC-UV yontemiyle
analizi i¢in simdiye kadar bir ¢ok yontem gelistirildi ve bu yontemlerin bazilar1 sadece
spesifik olup ekstrakte edilen materyale uygun olarak gelistirilmistir.

Movsumov vd. (2006) yaptiklari ¢aligmada kagit kromatografisi yontemi ile
luteolin, kuersetin, sinarosit, kuarsimeritrin ve yeni bir flavanol tiirii gigantosit A izole
edilmistir. Gigantosit A" nin spektral 6zellikleri ve kimyasal yapisinin kuersetin-7-O-[a-
L-arabinopiranozil(1-6)]-p-D-glukopiranozit benzer oldugu belirlenmistir. ‘H, **C
NMR, DEPT ve iki boyutlu NMR (COSY, HMQA, HMBC, NOESY) spektrumlari
kullanilarak yapilart aydinlatilmistir. Gigantosit A' nin asidik hidroliziyle D-glukoz ve
L-ramnoz karbonhidratlarinin yapidan ayrildigi goriilmistiir. PMR ve B¢ NMR
spektrumlarina gore, bu glikozitin Kuersetin tiirevi oldugu ve D-glukoz ile L-arabinoz
karbonhidratlarini1 igerdigi rapor edilmistir. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov
bitkisinden flavanoidlerin izolasyonunda; kuru ¢igekler % 80 etanol ile 3 saat su
banyosunda ekstrakte edilmistir. Ekstraktlar yogunlastirildiktan sonra kloroform, eter,
etil asetat, ve n- biitanol ile artarda fraksiyonlama yapilmustir.

Ege Universitesi’nde yapilan bir ¢alismada, Cephalaria cinsi 28 tiirle temsil
edilmistir. Onceki calismalardan farkli olarak tek bir Cephalaria cinsinde arastirma
yapilmis ve bunlarin farmakolojik aktiviteleri rapor edilmistir. Calismada Cephalaria
transilvanika tiiriiniin cephalaria saponin B bilesigini izole edilmis ve yapisini
aciklanmistir (Alankus Caliskan ve Anil, 1994).

Sarikahya vd. (2011) Cephalaria scoporia, paphlagonica, isaurica ve stellipilis
tirlerinin toprak stii kisimlarindaki bilesenlerin kimyasal yapilarini arastirmustir.
Scoparia tiiriinde 11 fenolik bilesik, flavanoid, triterpen-tip glikozit ile beraber 2 yeni
triterpen glikozit (scoposide F ve G) izole edilmistir. Bunlarin yapilari temel
spektroskopik cihazlarla aydinlatilmistir. DPPH® ve CUPRAC metotlari ile antioksidan
kapasiteleri incelenmistir. Askorbik asit ve Trolox® standartlar1 antioksidan kapasitesi
belirlemede referans olarak kullanilmistir. Antimikrobiyal aktiviteleri ise MIK
(minimum inhibitdr konsantrasyonu) metodu ile test edilmistir. Yeni triterpen glikozit
scopositleri (F ve G) ve daha 6nce test edilmemis paphlagonica A, B ve isakosidin

Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 giiglii antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
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gozlenmistir. Bu caligmada ekstraksiyon kismi detayli bir fraksiyonlama igermektedir.
Cigeklerin iist kisimlarindan toplanan materyal 1 hafta oda sicakliginda goélgede
kurutulmustur. Kurutulan ¢igekler toz haline getirilerek 3 kez metanol ile oda
sicakliginda 1 gece ekstrakte edilmistir. Daha sonra n-biitanol ve suyla ekstrakte
edilmistir. Biitanol ekstraktt RP-MPLC (ters faz orta basing sivi kromatografisi) ile
MeOH-H,O ¢oziicii sistemiyle yiritiilerek 10 ana fraksiyon elde edilmistir. Bu
fraksiyonlar CHCI3-MeOH-H,O (61:32:7) ile silikajelde yiriitilerek 30 adet alt
fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlarin NMR, MS ve IR spektrumlari incelenmistir.

Kirmizigiil vd. (1995) daha 6nceki bazi izolasyon calismalarinda Cephalaria
cinsleri ¢alisilmis ve bunlarin halk arasinda agr1 kesici, ates diisiiriicii, rahatlatic1 etkisi
nedeniyle kullanildig1 belirtilmistir. Antimikrobiyal ve antifungal 6zelliklerinin oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismada Transilvanosit E ve F diye adlandirilan 2 yeni triterpen
glikozit calisilmistir. izolasyon ve saflastirma islemlerini ise kurutulan cigekleri 3 kez %
80 MeOH ile birer giin siireyle ekstrakte edilmistir. Coziicii ugurulduktan sonra ekstrakt
Hegzan ve Kloroform ile yikanarak non-glikozit yapilar1 uzaklastirilmistir. Biitanolde
¢oziilen ekstrakt CHCI3-MeOH-H,O ¢6ziicli sistemiyle silikajelde yiiriitiilmistiir.
Amorf yapida tozlar elde edilmistir. Bu tozlarda MS, 'H ve *C NMR ile yapi
aydinlatmasi yapilmustir.

Leibovich vd. (2012) israil’e 6zgii Assaf koyunlarinda sindirimi kolaylastiran ve
stitiiniin besin degeri acgisindan bugday silaji yerine belirli karisimlarda Cephalaria
joppensis verilmistir. Cephalaria joppensis’in benzer bugdaya gére verimi % 37 daha
fazladir. Taze kesilen bugday ve Cephalaria joppensis belirli zaman araliklariyla disi
koyunlara verilmistir. Sonug olarak viicut agirligi ve diger fonksiyonlarin benzer oldugu
fakat Cephalaria joppensis yeminin siit salgilanmasi agisindan daha kaliteli yem oldugu
gOriilmiistir.

Bu tez calismasinda Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitki ekstraklarinin
fenolik bilesiklerinin aydinlatilmasi hedeflendi. Bunun i¢in HPLC-UV yo6ntemi
gelistirildi. Fenolik asitler ve flavonoidlerden olusan 18 standart fenolik bilesik
kullanilarak gelistirilen HPLC-UV yontemi kullanildi. Kromatografik ayirma dncesinde
uygun ekstraksiyon yontemleri secgilerek bitki bilesenleri g¢esitli fraksiyonlara

ayrilmistir. Boylece daha keskin pikler elde edilerek ayrim gii¢lendirilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Bitkilerin Toplanmasi

Deneylerde kullanilan Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisine ait
ornekler, Temmuz 2012’de Vergenik yaylasindan 2600 m’den toplanarak gilines
almayacak sekilde ve laboratuvar ortaminda kurutuldu. Bitkinin ¢igek kismi ayrilarak
diger kisimlarimi ekstraksiyon verimini artirmak i¢in yiizey alaninin genisletilmesi
amaciyla 6glitme makinesinden gegirilerek partikiil boyutlar1 kiiciiltiildii. Kurutulan
bitki Ornekleri analizleri yapilana kadar uygun sartlarda (nem almayacak sekilde)
muhafaza edildi. Bitki 6rnekleri etiivde 100 °C’ de 5 saat bekletilerek ihtiva ettikleri

nem miktar1 % 11,73 olarak belirlendi.

2.2. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov Bitkisinden Fenolik Bilesiklerin

Ekstraksiyonu

Bitkinin; ¢igek kismi, sap kismi, yaprak kismi ve tepe (tohumlari ihtiva eden
bolge) kisimlart ayrildi. Fenolik bilesiklerin bitkiden ekstraksiyonunda, ¢igek ve diger
kisimlari i¢in ayn1 yontem kullanildi fakat ¢igek kisminda farkli olarak 0,5 g numuneyle
basland1 ve ¢dziici miktarlar1 yar1 yariya azaltildi.

Kullanilan yontem:

2 g numuneye 20 mL metanol eklenerek 50 °C’de 2 saat geri sogutucu altinda
manyetik karistiricili 1siticida bekletildi. Sonrasinda mavi siizge¢ kagidi ile siiziildii.
Kalan kistm 5 mL metanol ile iki kez yikama islemi yapildi, metanol buharlastirilarak
20 mL 100 °C kaynar su ilave edildi. Soguduktan sonra kolonda meydana gelebilecek
kirlilikleri 6nlemek i¢in 10 mL n-hekzan eklenerek olusan faz alindi. Bu islemden sonra
sulu faz iizerine 5’er mL olmak tizere ikiser kez sirasiyla dietil eter, etilasetat ve n-
biitanol ile sivi-sivi ekstraksiyonu yapildi (Termentzi vd., 2006). Farkli balonlara alinan
10’ar mL’lik O6rneklerin ¢oOziiciileri buharlastirilarak desikatore konuldu. Ekstraktlar 3
mL metanolde ¢oziildii ve suyla uygun oranlarda seyreltilerek 0,2 mikron HPLC

filtrelerinden gecirilip HPLC-UV analizleri gerceklestirildi.
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2.3. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerin

HPLC-UV Analizleri
2.3.1. Kimyasal Malzeme ve Materyaller

Tiim analitik seviyedeki fenolik standartlar Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
firmasindan temin edilirken vanilik asit Fluka marka kullanildi. HPLC seviyesindeki
asetonitril, metanol, etanol, etil asetat, asetik asit ve eter ise Merck (Darmstad,
Almanya) firmasindan alindi. HPLC siringa filtreleri (RC-membrane, 0.2 um) Filtre
Sartorius Minisart RC 15, Sartorius’dan satin alindi.

Bu calismada, kimyasal madde ve bitki 6rneklerini tartmak icin And GR200
analitik terazi, ekstraksiyon islemleri ve kimyasal maddelerin ¢oziinmesine yardimei
olmak i¢in Wise Clean ultrasonik su banyosu, ¢oktiirme islemi i¢in Thermo Scientific
Heroeus Multifuge 3SR+ santrifiij, kurutma islemleri i¢in Oven etiiv, g¢oOzeltileri
karistirmak i¢in Velp Scientifica vorteks, ultra saf su temini i¢in Human Corporation su
destile sistemi kullanildi. Ekstraksiyon sonrasi ¢Oziicliyii uzaklastirmak amaciyla

Heidholph Laborota 4000 marka buharlastirici kullanildi.

2.3.2. HPLC-UYV Kosullari

HPLC-UV analizleri i¢in ters faz kolon C-18 (150 mm x 4.6 mm i¢ ¢ap, 5 um
partikiil; Fortis, France) Thermo Finnigan Surveyor HPLC kullanildi. Gradiyent eliisyon
icin kullanilan HPLC yontemi Akyiiz Turumtay vd. (2014) tarafindan gelistirildi.
Hareketli faz (A) %2 asetik asidin sulu ¢ozeltisi ve (B) 70:30 asetonitril/su
¢ozeltilerinden olusmakta. Gradiyent ¢alismalarda sistem 0-3 dak. %5 B; 3-8 dak. %5-
15 B; 8-10 dak. %15-20 B; 10-12 dak. %20-25 B; 12-20 dak. %25-40 B; 20-30 dak.
%40-80 B seklinde ayarlanip daha sonra baslangi¢ seviyesine geri donecek sekilde
gerceklestirildi. Enjeksiyon hacmi 25 puL ve kolon sicakligi kolon firminda 30°C’ye
ayarlandi. Akis hizt 1,2 mL/dak. olarak ayarlandi, dedektor 280 ve 315 nm’de
calistirildi. 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), flavonoller (mirisetin,
fisetin, kamferol, kuersetin ve isoramnetin) ve flavonol glikozit (rutin) 315 nm’de analiz
edildi.
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2.3.3. Standartlar ve Kalibrasyon

Kalibrasyon ¢ozeltileri farkli konsantrasyonlarda (1, 2, 5, 10, 20 ve 30 mg/L)
hazirlandi. Dis kalibrasyon egrileri tiim standartlar i¢in uygulandi ve dogrusalliklar1 (R)
hesaplandi.

Kalitatif tespit sinir1 (LOD) ile kantitatif belirlenme sinir1 (LOQ), mg/L cinsinden
EPA metoduna gore hesaplandi. LOD degeri hesaplanirken her bir analit sinyalinin
giirliltiiye oraninin (S/N) 3 kati, LOQ degeri icin ise S/N oraninin 10 kati alinarak
belirlendi. Standart karigimlarinin 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
iIsoramnetin i¢in 1 mg/L; katesin ve epikatesin i¢in ise 2 mg/L olarak ayarlandi. LOD,
LOQ ve tekrarlanabilirlik degerlerinin belirlenmesi i¢in bu karisim 7 kez analiz edildi.
Tekrarlanabilirlik parametreleri olarak pik alani ve alikonma zamanlarinin yiizde bagil

standart sapmalar1 hesaplandi.

2.3.4. Orneklerin Kodlanmasi

Calismada Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinden elde edilen
ekstraktlar1 deneylere baslanan ¢oziicii, ekstraksiyon kosullar1 bilgisini i¢erecek sekilde
kisaca kodlandi. Bitkinin ¢i¢ek kismi i¢in; C ana kodu kullanildi ve sulu ve organik faz
olmak tizere iki ekstraktin analiz kodu C-S ve C-O (gigek sulu, ¢icek organik) seklinde
verildi. Yaprak kismi i¢in ana kod Y kullanilarak fazlar i¢inse; Y-S, Y-E, Y-EA ve Y-B
(yaprak sulu, yaprak eter, yaprak etil asetat, yaprak biitanol) seklinde kodlandi. Sap
kismi i¢in ana kod S kullanilarak fazlar iginde; S-S, S-E, S-EA ve S-B (sap sulu, sap
eter, sap etil asetat, sap biitanol) seklinde kodlandi. Tepe kisminin ana kodu T olup
fazlar iginse; T-S, T-E, T-EA ve T-B (tepe sulu, tepe eter, tepe etil asetat ve tepe
biitanol) seklinde kodlandi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi i¢cin HPLC-UV Metot Optimizasyonu

Optimize edilen HPLC-UV metodu kullanilarak 18 standart fenolik bilesiginin
analizine ornek Sekil 11 ve Sekil 12’ de verildi. Numaralandirilan standart fenolik

bilesiklerin Tablo 2’de isimleri ve alikonma zamanlar1 verildi.

MAU | — surveyor UV/VIS-280nm
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Sekil 11. HPLC-UV tarafindan 280 nm’de 5 mg/L fenolik standartlarin piklerinin analizi
icin elde edilen kromatogramlar. Kosullar: Kolon: C18 kolon (150 mm % 4,6 mm
1.d., 5 um), hareketli faz: (A) suda % 2 asetik asit, (B) 70:30 asetonitril/su.
Enjeksiyon hacmi: 25 pL, sicaklik: 30°C.

10
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Sekil 12. HPLC-UV tarafindan 315 nm’de 5 mg/L fenolik standartlarin piklerinin analizi
icin elde edilen kromatogramlar. Kosullar: Kolon: C18 kolon (150 mm x 4,6 mm

i.d., 5 um), hareketli faz: (A) suda % 2 asetik asit, (B) 70:30 asetonitril/su.
Enjeksiyon hacmi: 25 pL, sicaklik: 30°C.

HPLC-UV ile 18 fenolik standardin analiz edildigi metot hassasiyet ve giicliilik

acisindan degerlendirildi. Alikonma zamani ve pik alanlarin tekrarlanabilirligi LOD

i¢cin hazirlanan standart karisiminin 7 kez enjeksiyonu ile belirlendi. Pik alanlar1 ve

alikonma zamanlariin yiizde bagil standart sapmalar1 (CV) tekrarlanabilirlik olarak

degerlendirildi. Ayrica analitin mevcut olup olmadigini belirlemek igin gerekli en kiigiik

miktar (LOD) ve giivenilir kantitatif analiz yapabilmek i¢in gerekli en kiigiik miktar

olan tayin sinir1 (LOQ) degerleri Tablo 2’de mevcuttur. Standart konsantrasyonuna

kars1 elde edilen pik alanlarmim dogrusalligi R? olarak degerlendirildi (Tablo 2).
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Tablo 2. Optimize edilen HPLC-UV metodunun parametreleri

cv cVv
No RTor  Bilesik (RT) (ALAN) R? LOD" LOQ"
1 2,78 Gallik asit 0,30 2,05 0,998 0,03 0,11
2 5,18 Protokatekuik asit 0,24 2,78 0,999 0,04 0,14
3 8,61 p-OH benzoik asit 0,65 1,19 0,999 0,02 0,06
4 9,66 Katesin 0,58 2,10 0,999 0,12 0,39
5 10,28 Klorojenik asit 0,29 1,50 0,998 0,04 0,15
6 10,73 Vanilik asit 0,35 0,87 0,999 0,01 0,05
7 11,15 Kafeik asit 0,24 0,83 0,999 0,03 0,09
8 11,87 Sirincik asit 0,36 1,49 0,999 0,02 0,07
9 12,46 Epikatesin 0,38 1,33 0,999 0,08 0,26
10 14,17 p-Kumarik asit 0,11 0,56 0,999 0,02 0,06
11 1541 Ferulik asit 0,23 0,63 0,999 0,02 0,07
12 15,82 Rutin 0,53 1,15 0,999 0,03 0,11
13 18,88 Mirisetin 0,26 4,09 0,999 0,08 0,27
14 19,28 Fisetin 0,25 2,56 0,999 0,05 0,18
15 22,55 Kuersetin 0,21 1,78 0,999 0,04 0,13
16 2554 Apigenin 0,15 1,49 0,999 0,05 0,17
17 26,08 Kamferol 0,14 2,68 0,999 0,07 0,22
*18 26,66 Isoramnetin 0,14 6,34 0,998 0,13 0,45
: mg/L

Tablo 2’de goriildiigii gibi alikonma zamanlarinin yiizde bagil standart sapmasi en
yiiksek p-OH benzoik asit (0,65), katesin (0,58) ve rutin (0,53) bilesiklerinde elde
edildi. Diger bilesenlerin CV (RT) degerleri daha diisiik yani tekrarlanabilirlikleri daha
yiiksek bulundu. Pik alanlarinin CV degerleri mirisetin ve isoramnetinde 5’ e yakin iken
diger bilesenlerde 5’ den kiiglik bulundu. Tekrarlanabilirler fenolik bilesiklerin bitki
ekstraktlarinda analizleri i¢in genel olarak uygun araliktadir. Kalibrasyon egrilerinin
dogrusalligi olan R? 0,99’ dan biiyiik bulundu. Metodun kalitatif tespit st LOD
(<0,13) ve kantitatif tespit sinir1 LOQ (<0,45) degerleri olduk¢a kiigiik olup bitki

ekstraktlarinin fenolik bilesen analizi i¢in uygun araliktadir.

3.2. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov Bitki Ekstraktlarin Fenolik Bilesiklerin
HPLC-UV Analizleri
Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin yaprak, sap, tepe ve g¢igek
kisimlariin fenolik igeriklerinin HPLC-UV sonuglari sirasiyla Tablo 3, Tablo 4, Tablo
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5 ve Tablo 6’da verildi. Bu sonuglara ait bar grafikleri de Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15 ve

Sekil 16°da sirastyla verildi.

Tablo 3. HPLC-UV ile yaprak ekstrakti fenolik madde analiz sonuglari (mg /g ekstrakt)

Bilesikler Y-E Y-EA Y-B Y-S
protokatekuik asit 0,36 0,91 0,13 0,06
p-OH benzoik asit 0,22 0,15 0 0
klorojenik asit 0,38 7,97 14,75 16,92
vanilik asit 0,48 0 0 0
kafeik asit 0,56 0,98 0,04 0,04
ferulik asit 0 0 0 0
p-kumarik asit 0,12 0 0,13 0,07
kuersetin 0 0 0 0
isoramnetin 2,05 0,75 0,12 0,03
18,000
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Sekil 13. Yaprak ekstraktinin fenolik madde analizlerinin grafiksel gosterimi

Yaprak ekstraktinin HPLC-UV sonuglarina (Tablo 3 ve Sekil 13) bakildiginda
baslica klorojenik asit, protokatekuik asit, kafeik asit ve isoramnetin fenolik bilesikleri
goriildii. Yaprak sulu (Y-S) ve yaprak biitanol (Y-B) ekstraktlart klorojenik asit
acisindan diger ekstraktlara gore daha zengindir ve sulu ekstraktlar bu bilesikleri en
yiiksek miktarda igerir. Bu durum klorojenik asidin organik ¢oziiciilerden daha ziyade
suyu tercih ettigi goriildii. Sekil 14 ve sekil 15°de yaprak kisminin 315 ve 280 nm’ deki

HPLC-UV kromatogramlari da Klorojenik asidin piklerini gostermektedir.
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Sekil 14. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin yaprak kisminin sulu
ekstraktinin 315 nm’de HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 15. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin yaprak kisminin sulu
ekstraktinin 280 nm’ de HPLC-UV Kromatogrami

Isoramnetinin  kromatogramda ge¢ gelmesinden de cikarilabilecegi gibi
polaritesinin daha diisiik olmas1 ve sulu kisimdan ziyade organik kisimlarda bulunmasi
beklenen sonuctur ve deneysel olarak da yaprak eter (Y-E) ve yaprak etil asetat (Y-EA)’
ta daha fazla oldugu gozlendi.
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Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin sap kisimlarindan fenolik
bilesiklerin HPLC-UV analizlerinin sonuglar1 Tablo 4’ de ve grafiksel olarak gosterimi

Sekil 16°da verilmistir.

Tablo 4. HPLC-UV ile sap ekstrakti fenolik madde analiz sonuglari (mg /g ekstrakt)

Bilesikler S-E S-EA S-B S-S
protokatekuik asit 0,75 0,61 0,13 0,02
p-OH benzoik asit 0,37 0,15 0 0
klorojenik asit 0,51 3,18 9,01 5,73
vanilik asit 1,31 0 0 0
kafeik asit 2,70 1,51 0,13 0
ferulik asit 0,25 0 0 0
p-kumarik asit 0,45 0,12 0 0
kuersetin 0 0 0 0
isoramnetin 0 0 0 0
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Sekil 16. Sap kismu ekstraktinin fenolik madde analizlerinin grafiksel gosterimi

Grafiksel sonuglara (Sekil 16) bakildiginda sap kisminda baslica klorojenik asit,
kafeik asit ve vanilik asit belirlendi. Yaprak ekstraktindaki klorojenik asidin biitanol
ekstraktindaki miktarinin sulu ekstrakta gore daha fazla oldugu belirlendi. Kafeik asit

ise en fazla eter ekstraktinda belirlendi.
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Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin tepe kisimlarindan fenolik
bilesiklerin HPLC-UV analizlerinin sonuglar1 Tablo 5° de ve grafiksel olarak gosterimi
Sekil 17°de verilmistir.

Tablo 5. HPLC-UV ile tepe ekstrakti fenolik madde analiz sonuglari (mg /g ekstrakt)

Bilesikler T-E T-EA T-B T-S
protokatekuik asit 0,01 0,34 0,09 0,08
p-OH benzoik asit 0,01 0,07 0 0
klorojenik asit 0,02 3,21 5,88 7,93
vanilik asit 0 0 0 0
kafeik asit 0,06 0 0,09 0,02
ferulik asit 0 0 0 0
p-kumarik asit 0,01 0,07 0 0
kuersetin 0 0 0 0
isoramnetin 0,47 17,47 2,07 0,51
20,0
18,0
16,0
14,0
12,0
10,0 mT-E
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Sekil 17. Tepe kismu ekstraktinin fenolik madde analizlerinin grafiksel gosterimi

Grafiksel sonuglara Sekil 17°ye bakildiginda tepe kismi ekstraktinin isoramnetin
fenolik bilesigi yoniinden zengin oldugu ve etil asetat fazinda en ¢ok oldugu belirlendi.
Klorojenik asit yine eter fazinda ¢ok az olmakla birlikte tiim fazlarda su>biitanol>etil

asetat>eter azalan sirasiyla gozlendi.
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Bitkinin tepe kisimlarinin karsilagtirilmali olarak incelemek i¢in eterli, etil asetath
ve biitanollii fazlarin analizleri ayn1 kromatogramda verildi. Her ti¢ fazda da klorojenik

asit ve isoramnetin varligi Sekil 18 ve Sekil 19°daki kromatogramlarda goriildii.
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Sekil 18. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin tepe kismimnin eter, etil asetat ve
biitanollii ekstraktlarinin 315 nm’ de HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 19. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin tepe kismmnin eter, etil asetat ve
biitanollii ekstraktlarinin 280 nm’ de HPLC-UV kromatogrami
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Tepe kisminin sulu ekstraktinin HPLC-UV analizine bakildiginda klorojenik asit
pikinin her iki dalga boyunda da belirgin ve siddetli oldugu Sekil 20 ve Sekil 21°de

goriildii.
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Sekil 20. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin tepe kismimin sulu ekstraktinin
315 nm’ de HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 21. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin tepe kismimin sulu ekstraktinin
280 nm’ de HPLC-UV kromatogrami
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Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin ¢igek kismimnin fenolik
bilesiklerinin HPLC-UV analizlerinin sonuglari Tablo 6’ da ve grafiksel olarak

gosterimi Sekil 22°de verilmistir.

Tablo 6. HPLC-UV ile ¢igek ekstrakti fenolik madde analiz sonuglar1 (mg /g ekstrakt)

Bilesikler C-O C-S
protokatekuik asit 6,20 13,60
p-OH benzoik asit 0 0
klorojenik asit 125,65 431,00
vanilik asit 0 0
kafeik asit 15,94 0
ferulik asit 0 0
p-kumarik asit 1,83 0
Kuersetin 83,31 0
isoramnetin 0 47,4
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Sekil 22. Cigek kismi ekstraktinin fenolik madde analizlerinin grafiksel gésterimi

Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin ¢igek kismindaki fenolik
bilesikler bitkinin diger kisimlarinin ekstraktlarindan farkli olarak kuersetinin igerdigi
goriildii. Movsumov vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada da Cephalaria gigantae (Ledeb.)
Bobrov bitkisinin ¢igek kisimlarinin analizinde kuersetin varligini rapor etmistir.

Klorojenik asit ¢igegin sulu ekstraktinda daha fazla bulundu (Tablo 6 ve Sekil 22).

Cigek kisminin miktar olarak az olmasindan dolay1 ekstraksiyonunda tiim organik
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kisimlar birlestirildi ve sulu kisimlardan ayri olarak analiz edildi. Boylece klorojenik
asidin polar ¢dziiciileri tercih ettigi bir kez daha gdzlendi. Ote yandan isoramnetinin

organik fazlarda degilde sulu fazda bulunmasi beklenmeyen bir sonugtur.
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Sekil 23. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin ¢igek kisminin organik fazlarmin
315 nm’ deki HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 24. Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin ¢icek kisminin organik fazlarinin
280 nm ’deki HPLC-UV kromatogrami

Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin analizlerinde bilinen fenolik
bilesiklerin yaninda, bilinmeyen pikler gozlendi. 17,10 dakikasinda gelen Bz pikine
baktigimizda en cok etil asetatli franksiyonlarda gbzlendi. Bitkinin tiim kisimlar1 ele
alindiginda bilinmeyen Bj piki en siddetli olarak ¢igek kisminin organik
franksiyonlarinda gozlendi. Sekil 23’deki kromatograma bakildiginda 315 nm dalga
boyunda daha belirgin ve siddetli oldugu goriildii. Bu pike ait UV-VIS spektrumu Sekil
25’ te verildi.
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Sekil 25. Bilinmeyen Bs pikinin UV-VIS spektrumu

Movsumov vd. (2006) Cephalaria gigantae (Ledeb.) Bobrov bitkisinin fenolik
bilesenlerini arastirdiklar1 ¢alismada yeni bir fenolik bilesik izole edilmis ve bu bilesige
Gigantosit A adi verilmistir. Gigantosit A’nin UV-VIS spektrumuna bakildiginda
bilinmeyen Bj; pikine benzer oldugu goriildii. Bu veriler ve literatiir bilgilerinden
faydalanarak bilinmeyen Bg; pikinin Gigantosit A oldugu sdylenebilir (Sekil 25).

Bitkinin ¢i¢ek kisminin organik fazinda karsilasilan diger bilinmeyenlere ait
piklerin UV-VIS spektrumlar1 Movsumov vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada bilinmeyen
B, pikinin Sinarosid, B, pikinin ise Kuersimeritrin ile benzer oldugu goriildi (Sekil 26
ve Sekil 27).
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Sekil 26. Bilinmeyen B; pikinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 27. Bilinmeyen B, pikinin UV-VIS spektrumu
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4. SONUC VE ONERILER

Dipsacaceae ailesine ait 94 tane Cephelaria cinsi olup bunlarin ¢ogunun Avrupa,
Dogu Asya, Dogu Akdeniz ve Kuzey Afrika’da yayilmis oldugu goriilmektedir. Bu
tirlerden 40 tanesinin Tiirkiye’de de bulundugu ve bunlarin 24 tanesinin endemik
oldugu bildirilmektedir (Devis, 2008).

Cephalaria cinslerinin igerdigi triterpenoitlerin, flavonoidlerin, glikozitlerin
antifungal, antimikrobiyal, antioksidan etkiye sahip oldugu literatiirde rapor edilmistir.
Bu yiizden tip, veterinerlik ve tarimsal alanlarda kullanilmigtir. Fakat literatiire
bakildiginda gigantea tiirline ait yapilan caligmalarin son derece kisitli ve yetersiz
oldugu goriilmektedir. Bu kapsamda Movsumov vd. (2006) yaptigi ¢alisma temel olma
ozelligine sahiptir.

Cephelaria tiirleri iizerinde yapilan bu calismalara ek olarak fenolik bilesikler,
fenolik asitler ve flavonoidleri de igerecek sekilde daha kapsamli incelendi. Bolgemizde
de Vergenik yaylasindan saglanan bu bitkinin ¢icek, tepe, sap ve yaprak kisimlari ayri
ayn ekstraksiyona tabi tutuldu. Her bir ekstrakt eter, etil asetat, biitanol ve sulu olmak

tizere ayri fraksiyonlarina ayrilarak HPLC-UV analizlerine tabi tutuldu.

Cephalaria gigantea (Ledeb.) Bobrov bitkisinin fenolik bilesiklerinden bazilar1 bu
tez cercevesinde aydinlatildi. Ekstraktlar optimize edilen gradiyent eliisyon yontemle
HPLC-UV de analiz edilerek sonuglar mg esdeger standart/g ekstrakt olarak ifade
edildi. En yiiksek miktarda klorojenik asit olmak {izere, protokatekuik asit ve kafeik asit
bitkinin tim kisim ve tiim ¢oziicii ekstraktlarinda gozlendi. Bitkinin tepe kisminda
isoramnetin, yaprak ve sap kisminda, p-OH benzoik asit ve vanilik asit, ¢igek kisminda
kuersetin, ve sap kisminda ferulik asit varligi tespit edildi. Bunlarin yaninda bazi pikler
standartlar1 mevcut olmadigindan tamamen aydinlatilamadi. Tanimlanamayan piklerin
aydinlatilmasi icin HPLC-MS kullanilarak ¢alisma detaylandirilabilir. Bununla beraber
elde edilen pikler fraksiyonlanarak bunlarin NMR, FTIR spektrumlari incelenerek
yapilar1 aydinlatilabilir. Yapis1 aydinlatilan bu bilesiklerin antoksidan ve antimikrobiyal
ozellikleri de incelenerek caligsma genisletilebilir.

Dogu Karadeniz bolgesinin Tirkiye lizerinde biiyiik bir floraya sahip oldugu goz
Oniine alindiginda yapilan calismanin bolgemizin bu zenginliginin ortaya konmasi
yoniinden c¢ok o©nemli oldugu ve bdlgemize bir katma deger saglayacagi

Oongorilmektedir.
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