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OZET

Bu ¢alisma kapsaminda, yoresel adi Anzer c¢ayr olan Lamiaceae familyasindan
Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus bitkisinin fenolik bilesikleri
spektrofotometrik ve HPLC-UV yontemleri ile analiz edildi. Baslangigta bitkiden fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonlarmin optimizasyon c¢alismasi yapildi. Metanolik ekstraktlar
pH=2 ve pH=7’de sulu ¢ozeltiye alindi ve paralel olarak asidik hidroliz islemi
uygulandiktan sonra sivi-sivi ekstraksiyonu ve iki farkli kat1 faz ekstraksiyonu yapildi.
Nihai ekstratlar, spektrofotometrik toplam fenolik madde ve HPLC-UV yontemleri ile
analiz edildi. Bu islem yalnizca bitkinin ¢igek kismina uygulanip yaprak ve dal kismina
uygulanmadi. Bulunan sonuglar karsilastirilarak asidik hidrolizin ardindan sivi-sivi
ekstraksiyonunun en uygun yontem oldugu belirlendi. Bitkinin ¢icek, yaprak ve dal
kisimlarimin fenolik bilesikleri de bu sekilde ekstrakte edilerek HPLC-UV ile analiz edildi.
Tiim ekstraksiyonlarin geri kazanim degerleri, 6rneklere uygulanan islemler ayni sekilde
standart fenolik maddelere de uygulanarak hesaplandi.

HPLC-UV kromatogramlarmin eliisyon profilleri ve ekstraksiyon islemine gore
degisen davranislarindan elde edilen ipuglar1 bitkinin baslica fenolik bilesiminin, kafeik
asit gibi sinamik asit tiirevleri ve kuersetin gibi flavonoid tiirevlerinden olustugunu
gosterdi. HPLC-UV analizleri ayrica bitkinin kafeik asit, rutin, kuersetin ve kamferol

icerdigini de gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus, fenolik
bilesikler, flavonoidler, HPLC-UV, Toplam Fenolik Madde Tayini



SUMMARY

Determination of Phenolic Compunds in The Extract of Thymus praecox Opiz
subsp. caucasicus var. caucasicus by Chromatographic and Spectrophotometric
Methods

In this study context, spectrophotometric and HPLC-UV analysis of the phenolic
compounds of the plant of Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus from
Lamiaceae family which is traditionally called Anzer tea was carried out. Optimization of
extraction of phenolic compounds from the plant was performed at the beginning. Liquid-
liquid extraction at pH=2 and pH=7 in aqueous solutions of methanol extracts and in the
aqueous solution after acidic hydrolysis were performed. Two different solid phase
extractions were also carried out on methanol extracts. Obtained extracts were analyzed by
spectrophotometric and HPLC-UV methods. The extraction optimization was applied only
for the flower part of the plant. The extraction method was determined as liquid-liquid
extraction after acidic hydrolysis by the comparison of the results of spectrophotometric
total phenolic content and HPLC-UV analysis. The phenolic compounds of flower, leaf
and stem parts of the plant were extracted by this selected extraction method and analyzed
by HPLC-UV as well. The recovery values of all extraction were determined by the
extraction of standart phenolic compounds as parallel.

The clues obtained by the elusion profiles of the HPLC-UV chromatograms and the
behavior depending on the extraction method showed that the major plant phenolic
contents are the derivatives of cinnamic acid and the flavonoids mainly caffeic acid and
quercetin respectively. According to HPLC-UV analysis, the plant consists of caffeic acid,

rutin, quercetin and kaempferol as well.

Key Words: Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus, phenolic
compounds, HPLC-UV, Total phenolic content
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1. GENEL BILGILER

1.1. Fenolik Bilesikler

Dogal bilesiklerin bir kism1 bitkiler tarafindan ikincil metabolizma {iriinleri olarak
sentezlenen molekiiller olup, sinyal (mesajc1) olarak ve mikroorganizma, insektisit, herbisit
ve serbest radikallere kars1 koruyucu rol oynarlar. Bu nedenle (karbohidratlar, proteinler ve
yaglarin sentezinden sonra) bunlar "ikincil bitki tiriinleri" veya "fitokimyasallar" diye
adlandirilirlar. Bitkiler sinirsiz aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme kabiliyetine
sahip olup bunlarin ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen ile substitiie olmus
halleridir (Cordell ve ark., 2007).

Fenolik bilesikler alt1 {iyeli aromatik halkaya (benzen) direkt bagli bir hidroksil
grubu (-OH) iceren aromatik bilesiklerdir. Bu bakimdan en basit fenolik maddenin bir tane
hidroksil grubu igeren benzen yani fenol oldugu ve diger fenolik maddelerin bundan
tiredigi bilinmektedir (Cemeroglu ve Acar, 1986). Fenoller pek ¢ok bakimdan karbon
zincirine bagl hidroksil grubu iceren alifatik yapilarin alkollerine benzerler ancak aromatik
halkanin varhigindan da etkilenirler. Aromatik halkaya bagli fenolik hidroksillerin
hidrojeninin kararsiz olmasi ve bu yiizden hidroksil grubundan bir hidrojen kaybetmeye
meyilli olmalarindan dolay1 zayif asidiktirler. Fenolik yapidan hidrojenin kopmasiyla
olusan fenolat anyonunun (CgHsO") sudaki ¢oziintirligii hayli yliksektir (Vermerris ve
Nicholson, 2006).

Fenolik bilesikler bitkilerin temel bilesenlerinden olup bitkilerin ve onlardan tiiretilen
tirtinlerinin besinsel ve organoleptik (renk, koku ve tat) 6zelliklerinde 6nemli rol oynarlar
(Fabre ve ark., 2001; Borbalan ve ark., 2003; Fang ve ark., 2007). Bu bilesiklerin bazilar
terpenoidler gibi bitkiye koku ve tat verirken bazilari kinonlar ve tanenler gibi bitki
pigmentlerini olustururlar. Pek ¢ok bilesik, bitkinin tadindan sorumlu olup bunlardan
bazilar1 gida ve bazilari ise tibbi amaglar i¢in kullanilmaktadir.

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan saglig1 acisindan islevleri, tat ve doku
olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve
antioksidatif etki gostermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalar1 gibi bir¢ok agidan

onem tagirlar (Cam ve ark., 2004).



1.1.1. Fenolik Bilesiklerin Kimyasal Yapilar1 ve Simiflandirilmasi

Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan biri olup
bitki aleminde 6000'den daha fazla fenolik yapinin varligi bilinmektedir (Bravo, 1998).
Polifenoller, bitkilerde gesitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum, ¢icek, kok ve govde
kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve Anklam, 2000). Fenolik

bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki grupta toplanabilir.

1.1.1.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, son yillarda dikkati ¢ceken maddelerin karmasik bir grubudur, ¢iinkii
onlarin biyolojik ozellikleri, 6zellikle onlarin ikincil bitki metabolizmasi icin 6nemlidir
(Beltran, 2003). Fenolik asitler yaygin olarak bitki ta¢ kisminda bulunur ve antioksidan
karaktere sahiptir. Fenolik asitler Tablo 1’de gosterildigi gibi benzoik asit ya da sinamik
asidin hidroksillenmis tiirevleridirler (Balasundram, 2006). Ozellikle kafeik asit ile onun
esteri olan Klorojenik asit ve ferulik asit gibi sinamik asit tiirevleri ¢ok yaygindir.
Klorojenik asit pek ¢ok gesit meyve, sebze ve kahvede bulunmaktadir (Spacil ve ark.,
2008). Fenolik bilesiklerin bir alt sinifi olan fenolik asitlerin ortak 6zelligi; karboksilli asit
fonksiyonuna sahip olan fenol grubu i¢ermeleridir (Robbins, 2003).

Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapik asit, meyvelerde dagilim gosteren
en yaygimn hidroksisinamik asitlerdir (Macheix ve ark., 1990). Genellikle ¢esitli konjuge
formlarinda bulunan hidroksisinamik asitlerin serbest formlari, kimyasal ya da enzimatik
hidroliz tirtinleridir. Konjuge formlar1 seker tiirevlerinin yanisira kuinik, sikimik ve tartarik

asit gibi hidroksiasitlerin esterleridir (Schuster ve Herrmann, 1985).



Tablo 1. Bazi fenolik asitlerin yapisal tipleri

Fenolik
bilesik Genel yapilari Adlar1 R4 R, R;3
tipleri
Gallik asit OH OH OH
0 OH
Protokatekuik
) OH OH H
asit
Benzoik p-OH Benzoik
. . H OH H
tip asit
RS Ry Vanilik asit OCH;, OH H
Ry
Siringik asit OCHgs OH OCHg
Adlar1 R]_ R2 R3 R4 R5
Sinamik asit H H H H H
p-Kumarik
R ) H H H OH H
\ asit
0 .
Sinamik | | o-Kumarik H | OH | H H H
: Rl | asit
tip Ry
4 | kuinik
R Klorojenik asit . H OH OH H
3 asit
Kafeik asit H H OH OH H
Ferulik asit H H OCH; | OH H
Sinapik asit H H OCH; | OH OCHgs

1.1.1.2. Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden

olusan ve 15 karbon atomu igeren, A, B, C halkasindan ibaret difenilpropan (C6-C3-C6)

yapist olusturur. Flavonoidler biiyiik diizlemsel molekiillerdir ve yapilarinin gesitliligi

hidroksilasyon, metoksilasyon veya glikozilasyon gibi

siibstitiisyon modellerinden

kaynaklanir. Flavonoid aglikonlar C—4 de bir karbonil grubu, C-3 de bir hidroksil grubu ve

C-2 ve C-3 arasinda doymus bir tekli bagin bulundugu ve bulunmadigi hallerinin

kombinasyonlaria bagli olarak flavon, flavonol, flavanon ve flavanol tipleri i¢inde alt

gruplara ayrilirlar (Sekil 1). Izoflavonoidler C halkasmin C—-3 pozisyonuyla B halkasina
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bagli flavonoidlerdir. Tiim yapilar ana bilesik olan flavon (2-fenil benzopiron) ile iliskilidir

(Prasain ve ark., 2004).
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Sekil 1. Flavonoid tiirleri i¢in temsili bilesikler

Bazen aglikonlar1 halinde mevcut olmalarina ragmen flavonoidler genellikle onlarin
sudaki ¢ozinirliigiinii artiran ve inaktif formda depolanmalarina miisaade eden glikozit
formlarinda bulunurlar ve O- ve C- olmak iizere iki glikozidik bag tipi vardir (Cuyckens ve
Claeys, 2004). C-Glikozilasyon bolgesi aglikonun C—6 veya C—8 pozisyonuyla siirliyken,
O-glikozilasyon bolgesi genelde aglikonun fenolik hidroksil grubunda bulunur (Sekil 2)
(Becchi ve Fraisse, 1989). Aglikonlarin bir ya da daha fazla hidroksil gruplar asit-kararsiz
glukozidik O-C bagiyla olusan bir sekere baghdirlar. Flavonoidlerde genellikle
glikozillenen belli hidroksil gruplar1 vardir. Bunlar flavonlar, flavanonlar ve izoflavonlarda

7-hidroksil grubu ve flavonoller ve flavanollerde 3- ve 7-hidroksil gruplaridir (Sekil 2). 5-



hidroksil grubu C—4 de bitisik karbonil grubuyla hidrojen bagmna katildigi igin C—4 de
karbonil gruplu bilesikler i¢in 5-O-glikozitler nadirdir (Prasain ve ark., 2004).
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Sekil 2. Apigenin-7-O-$-glikozit (Apigetrin)’in yapisi (flavon tip)

HO

Flavonoidler en yliksek yapili bitkilerden basit yapili mantarlara kadar hemen her
bitki tiirlinde yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Sahip olduklar1 biyolojik etkinliklerinden
dolay1 bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda en 6nemli bilesik siniflarindan birisini
olustururlar.

Flavonoidler dogada bir milyar yi1ldan beri bulunmaktadirlar (Swain, 1975). Bu uzun
zaman siirecinde bu bilesiklerin gelisen organizmalarla karsilikli etkilesmede bulunduklar
diistiniilmektedir. Limon kabugundan 1936 yilinda elde edilen flavon bilesiklerinin, P-
vitamini adi altinda, kilcal damar gegirgenligi ve kirilganligimi diistirmede kullanilmasi,
flavonoidlere verilen 6nemi artirmistir. Bu nedenle flavonoidlere karsi ilgi 1940’lardan
itibaren artmaya baslamistir (Ryzsnyak ve Szent-Georgy, 1936). 1970’li yillarda
flavonoidlerle yapilan ¢alismalarin boyutu daha da genislemis ve bu arastirmalarin sonucu
olarak bugiin bitkilerden 4000’den fazla flavonoid 1izole edilmis ve yapilar
aydinlatilmigtir.

Bitkilerde rastlanan bu bilesikler, dnceleri ¢igeklerin sar1, kirmizi, turuncu, lacivert
ve benzeri renklerinden sorumlu olan pigmentler olarak biliniyorlardi. Bu 6zelliginden
dolay1 kuslar ve bdceklerin ilgisini ¢ekerek bitkilerin tozlasma ve tohum dagiliminda
etkilidir (Harborne, 1994). Flavonoidlere genellikle bitkilerin ¢igek, yaprak, govde, kok,
kabuk, dal, meyve gibi tiim organlarinda rastlanmaktadir.

Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitérii ve ayni zamanda isindan

koruma gibi baz1 onemli Ozelliklere sahiptirler (Harborne ve ark., 1975, Harborne ve



Mabry, 1982). Bunlardan baska flavonoidler, bitkilerde enerjinin doniisiimiine ve biiyiime
hormonlarina etki ederler. Ayrica solunumu ve fotosentezi diizenleme ve bulasic
hastaliklara kars1 savunma fonksiyonlarina sahiptirler (Smith ve Banks, 1986).

Son yillarda flavonoidlerin endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilmasi amaciyla
yiiriitiilen aragtirmalarin sayisi1 artmaktadir. Bu bilesiklerin antioksidant 6zellikleri, ¢esitli
iirlin ve malzemeleri boyama yetenekleri, metaller ile tepkimede bulunmalarindan dolayi,
besin, tekstil, deri, metaliirji, tip, ziraat gibi alanlarda kullanilma olasiliklar1 artmaktadir.
Bazi flavonoidler UV 1sinlardan koruma 6zelliklerine sahip olmalar1 nedeni ile kozmetik
drtinlerde, Ozellikle kremlerde O6nemli katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Metal
iyonlar ile reaksiyon verme kapasitesine sahip olduklarindan analitik amagla uranyum,
zirkonyum, titan ve diger metallerin tayininde kullanilabilirler. Flavonoidlerin askorbik
asitle birlikte et ve et iirlinlerinin proteolizini hizlandirdig1 agiklanmistir. Bu nedenle
flavonoidlerin et ve konserve endiistrisinde de kullanimi1 s6z konusudur (Harmandar ve

Bilaloglu, 1999).

1.1.2. Fenolik Bilesiklerin Bitkilerden Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon, ¢oOzeltilerden veya kati karisimlardan bir maddeyi, grubu veya
istenmeyen safsizliklar1 ayirmak i¢in uygulanan bir islemdir. Ekstraksiyon isleminde
¢Oziici se¢imi, sicaklik, pargactk boyutu ve ekstraksiyon siiresi en Onemli
parametrelerdendir.

Ekstraksiyonda kullanilacak c¢oziiciilerde olmasi gereken oOzellikler soOyle
siralanabilir:

o Ekstrakte edilecek bilesenler i¢in segici olmasi,

e Doygunluk derisiminin yiiksek olmasi,

e Viskozitenin ve ylizey geriliminin diisiik olmasi,

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

e Yogunlugunun diisiik olmasi,

o Enerji tasarrufu agisindan spesifik isisinin diisiik olmasi,

e Korozif, toksik ve patlayict olmamasi,

e Tagmmasi, depolanmasi ve kullanilmasi kolay olmalidir.

Su, yukaridaki 6zellikleri saglayan ve en ¢ok kullanilan ¢oziicii olmakla birlikte, bazi
bitkisel hammaddeler igin etilalkol, aseton, petrol eteri, hekzan, kloroform gibi organik

¢oOziiciiler de sik sik kullanilir.



Ekstraksiyon sirasinda kullanilacak ¢d6ziicii/kati oranit calisilan hammaddeye,
hammaddenin isleme hazirlanma teknigine ve kullanilan ekstraktor tipine gore farlilik
gosterir. Yiiksek ¢oziicii/kat1 orani, daha fazla maddeyi ¢6zmesine ragmen, son ¢dzeltinin
diisiik derisimlerde elde edilmesine neden olur. Bu ise ¢oziicli geri kazanimi sirasinda daha
¢ok ¢oziiclinlin buharlastirilmasini ve daha fazla enerji kullanilmasini gerektirir.

Sicaklik arttikca ekstraksiyon verimi genellikle artar. Sicakligin artisi, ekstrakte
edilecek madde ve c¢oziiciiniin viskozitesini azaltici etkisinin yaninda c¢oziintirliiglin
artmasina neden olur. Herhangi bir ekstraksiyon ortam sicakliginin, kullanilan ¢6ziiciiniin
kaynama sicakligina bagimli bir iist sinir1 bulunmaktadir. Ciinkii ekstraksiyon ortaminin
sicakligl, ¢oziiclinliin kaynama sicakligina yaklastik¢a ¢oziicli buharlagsmasi artacagindan
ekstraksiyon i¢in yararli ¢oziicii miktar1 azalir. Bunun i¢in uygulamada ekstraksiyon
ortaminin sicakligr kullanilan ¢oziicliniin kaynama sicakligindan 10-12°C daha diisiik
tutulur.

Ekstraksiyon siiresi hammaddenin ¢oziicii ile temas ettikleri sitiredir. Partikiil i¢indeki
¢oziicli ile disindaki ¢oziicii dengeye ulagmasi igin partikiil ile her bir kademedeki ¢oziicli
arasindaki yeterli temas siiresi saglanmalidir (List ve Schmidt, 2000; Kalender, 2002; Mc Cabe
ve ark., 1993; Shing ve Rizvi, 1995; Wan ve Wakelyn, 1997).

Cozeltilerden ayrigmasi istenen madde veya grubun ¢oziicli yardimi ile alinmasi sivi-
stv1 ekstraksiyonu, kati materyalden herhangi bir madde veya grubun uygun bir ¢oziicii
kullanilarak ayrilmast ise kati-sivi ya da kati faz ekstraksiyonu (leaching) olarak
adlandirilir. Fenolik bilesiklerin bitkilerden ekstraksiyonu i¢in hem sivi-sivi hem de kati

faz ekstraksiyon yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.1.2.1. Sivi-Siv1 Ekstraksiyonu

Sivi-sivi ekstraksiyonu, karismayan iki sivida ¢dziinen 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 ¢ézen ve ilk
siv1 ile hi¢ karismayan ikinci bir s1vi kullanilarak cekilir. Ornegin suda ¢oziinmiis olan bir
organik madde daha ¢ok ¢oziinebilecegi ve su ile karismayan eter ya da kloroform gibi
organik sivilarla ekstrakte edilir (Sarikaya 1997).

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

ekstraksiyonudur.



Basit ekstraksiyon, bir karisimdaki bir tiirtin dagilma oran1 makul 6l¢iide biiyiik
(diger tiirlerinkinin 5-10 veya daha fazla kati ise) ve diger tiirlerin dagilma orani oldukga
kiiciik (<0,001) ise, ekstraksiyonla basit, hizli ve kantitatif sekilde ayirma yapilabilir.
Analit igeren ¢oOzelti, alt1 defa yeni ¢6ziicii ile ard arda 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<1) dagilma oranlar1 sifira yaklasan bilesenlerden ayirmak
miimkiin olur. Bu tip ekstraksiyonda organik ¢oziiciiniin otomatik olarak damitilmasini,
yogunlagmasini ve siirekli olarak sulu tabakadan gegirilmesini saglayan bir cihaz kullanilir.
Boylece bu cihazla taze ¢oziicii ile birkag yiiz ekstraksiyona esdeger bir ekstraksiyon bir
saat veya daha az bir siirede fazla bir dikkat gerekmeden yapilabilir (Uyan, 2007).

Ters akim ekstraksiyonu, yiizlerce ard arda ekstraksiyonun yapilmasini saglayan
otomatik diizenekler gelistirildi. Bu aletlerle, fraksiyonlama ters akim prensibine gore olur.
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 kisimlarinin kullaniliyor olmasidir. Ters akim metodu ile dagilma oranlar
hemen hemen ayni olan bilesenlerin ayrilmasi miimkiin olur. Ornegin; Craig on amino
asidin, dagilma katsayilar1 arasindaki fark 0,1’den daha kiiciik olsa bile ters akim prensibi

ile ayrilmasimin miimkiin olacagini1 gostermistir (Uyan, 2007).

1.1.2.2. Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Kati faz ekstraksiyonunda ise, ayrilmasi istenen maddenin belirli sicaklik ve basingta
iki fazdaki denge derisimlerinin farkli olmasindan yararlanilir. Kat1 faz iizerinde tutulma
yoluyla analitlerin ¢ozeltiden saflastirilmasi ve Onderistirme i¢in 6rnek hazirlanmasi ve
enstriimantal analizler i¢in uygun bir ¢o6ziicii ile analize hazirlanmas1 yontemidir. Sividaki
analitlerin kat1 fazda tutulmasi, daha sonra ortama ilave edilen bir ¢oziicii ile kat1 fazdan
analitlerin geri alinmasidir. Ekstraksiyon i¢in kullanilacak olan bitki, ogiitiilerek en uygun
¢oziicii secilmelidir (Farmakognazi II. Lab. El Kitabi, 1996). Kat1 faz ekstraksiyonunun iki
tiir kullanilma amaci vardir.

1. Eser miktarda bulunan bilesiklerin deristirilmesi (zenginlestirme yontemi).

2. Numunenin bulundugu ortamin analize uygun hale getirilmesi.



Sivi-sivi ekstraksiyonunda emiilsiyon fazi olusabilir ve bu ekstraksiyon verimini
diistiriir. Bu nedenden dolay1 sivi-sivi ekstraksiyonu yerine kati faz ekstraksiyonu
kullanilabilir.

Kati1 faz ekstraksiyonunda {i¢ ayr1 yontem kullanilabilir;

1. Ters kat1 faz ekstraksiyonu: Apolar molekiiller tutulur. Apolar etkilesimler ve Van
der Waals kuvvetleri ile tutunma gergeklesir. Silikanin ucuna CigHs7 baglanmistir ve bu
aktif u¢ yardimiyla apolar molekiiller tutulabilir. Ters kati faz sisteminde analitin
bulundugu sivi faz polar, kat1 faz ise apolar olup dolgu materyali olarak kullanilir. Ters kat1
fazda kullanilan dolgu materyalleri; LC-18, ENVI-18, LC-8, ENVI-8, LC-4, LC-Ph ve
Hisep'tir. Absorblanmig bilesigi ters kat1 faz ekstraksiyon tiipinden ayirmak igin apolar
¢oziicti kullanilir. Boylelikle adsorblayici yiizeyiyle bilesik arasindaki bag koparilmis olur.

2. Normal kat1 faz ekstraksiyonu: Polar molekiiller tutulur. Silikanin ucunda aliimina,
-CN gibi polar madde vardir. Tutunma dipol-dipol etkilesimi, dipol-indiiklenmis dipol
etkilesimi veya hidrojen baglar1 ile gerceklesir. Normal kati faz sisteminde analitin
bulundugu sivi apolar, kati sabit faz ise polar karakterlidir. Polar analit, apolar matriks
(aseton, hekzan, klorlu ¢oziicii) ve polar sabit fazin ortasindadir. Polar fonksiyonel grup
bagl silikalar; LC-CN, LC-NHz, LC-Diol, LC-S, LC-Florosil, ENVI-Florosil ve LC-
Aliimina'dir. Normal kati fazda; hidrojen bagi, dipol-dipol etkilesimi ve dipol-indiiklenmis
dipol etkilesimleri goriiliir. Bu mekanizmalar tarafindan adsorbe edilen bir bilesik,
mekanizma baglarini bozan bir polar ¢dziicliniin gegmesi ile ayrilir. Genellikle bu ¢oziici
maddenin orijinal matriksinden daha polardir.

3. Iyon degistirme kat1 faz ekstraksiyonu: Katyon degistirme ve anyon degistirme
mekanizmasi olmak iizere iki ¢esit iyon degistirme mekanizmasi vardir. Katyon tutuculara
SCX, anyon tutuculara SAX ad1 verilir.

Kati faz ekstraksiyonu bes basamakta gergeklesir;

e Uygun kat1 faz kartusu segilir.

e Sartlandirma (kosullandirma) basamag:: Ilgilenilen bilesigin tutulmasini saglamak
icin Ornek uygulanmadan dnce absorbanin ¢oziiciisii ile yikanir. Bu asamada, paketlenmis
materyalden (kartus) ¢oziicli bastan sona gegirilerek adsorbanin fonksiyonel gruplarinin
¢Oziinmesini saglar. Kolon i¢indeki hava uzaklastirilir ve bosluklar ¢oziicii ile doldurulur.
Tipik hazirlama ¢6ziiciisii metanoldiir. Ardindan su veya sulu tampon ¢ozeltisi kullanilir.
Boylece kolon aktive edilir. Kolonun aktive edilmesi sulu Orneklerin tutunma

mekanizmalarinin uygun c¢aligmasini saglamak i¢indir.
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e Alikoyma basamagi: Numune sistemden gegirilir ve adsorban tarafindan tutulur. Bu
basamakta analiti igeren ornek kolona ilave edilir. Ornekler; yergekimi, pompalama,
vakum veya otomatik sistemlerle kolona yerlestirilir. En 6nemli mekanizma, 6rnek ilave
edilirken kolon Uzerinde analitin tutunmasidir. Bu basamakta, analit adsorban {izerinde
konsantre edilir.

eYikama (cliie etme) basamagi: Ortamda tutunan, istenmeyen bilesikler kolondan
yikama ile uzaklastirilir.

eCozerek alma basamagi: Kat1 fazda tutunan bilesik uygun bir ¢oziicii ile eliie edilir.
Uygun bir ¢oziicii ile analitin adsorbandan ayrilmasi saglanir. Uygun ¢oziicii analiti iyi
ayirmali ve analit-adsorban etkilesimine sebep olmamalidir (Kutlular, 2007).

Bu bes basamakl1 yontem kat1 faz ekstraksiyonunun temel mekanizmasidir.

Kati faz ekstraksiyonu i¢in kullanilan adsorbanlar; diskler, kartuslar ve siringalar
olarak ti¢ temel sekilde paketlenir. Diskler, 4-90 mm arasindaki farkli yarigaplarda
kullanilabilir. En popiiler ekstraksiyon disklerinden biri empore ekstraksiyon diskidir. Bu
disk politetrafloretilen fibrillerinden olusan inert bir matriks igine yerlestirilir. Diskin en
biiyiik avantaji biliyiik hacimli 6rnekler i¢in yiiksek akis orani saglayan genis yiizey alanina
sahip olmasidir ve hizl kiitle transferidir. Kartuglar, 100 mg - 1 g’a kadar kiigiik veya daha
fazla oranlarda degisir. Siringalar, 1-25 mL hacimli olup paket agirliklar1 50 mg — 10 g
arasindadir. Halen kat1 faz ekstraksiyonunda en ¢ok kullanilan format siringalardir.

Ekstraksiyon isleminin ¢ok kisa siirede olmasi ve sistemin karmasik olmamasi bu
yontemin avantajlarindandir. Dezavantaji ise lretici firmalarin kartuglar1 genellikle tek
kullanimlik iiretmelerinden dolayr maliyetinin biraz yiiksek olmasidir (Kutlular, 2007) .

Bitki 6rneklerinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ¢ogunlukla secici ekstraksiyon
yontemiyle yapilir. Bu yontem ile fenolik bilesikler, bitki 6rneginden farkli ¢oziictilerle,
polaritenin artig siras1 ile ardarda ekstraksiyon yapilarak izole edilirler. Boyle bir
ekstraksiyon yapilirken, bitki Ornegini lipofil karakterli bilesiklerden (klorofil,
karotenoidler, steroller, yaglar, vakslar vb.) arindirmak igin 6nce petrol eteri veya hekzanla
islem yapilmasi gerekir. Daha sonra bitki kalintis1 artan polaritede ¢oziiciiler ile; dietil eter,
etil asetat, etanol veya metanol ve bunlarin farkli konsantrasyonlarla sulu ¢ozeltileri ile ard
arda ekstrakte edilir. Bagka bir yontem ise soyle aciklanabilir: Bitki 6rnegi dnce apolar
¢Oziicii 1le muamele edilerek lipofil bilesiklerden arindirilir. Sonra ise, diisiik molekiil
agirlikli alkolle (metanol veya etanol) veya bunlarin sulu ¢ozeltileriyle birkag kez ekstrakte

edilir (Harmandar ve Bilaloglu, 1999).
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1.2. Fenolik Bilesiklerin Analizlerinde Kullanilan Yontemler

Fenolik bilesiklerin analizleri spektrofotometrik olarak toplam fenolik madde, toplam
flavonoid, toplam antosiyanidin gibi sonuglar1 grup ig¢indeki 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 RP-LC
(ters faz-sivi kromatografisi) bitki ekstraktlarmin fenolik bilesimleri igin segilen bir
yontemdir. Bitki materyalinin analizi yapilirken, her bir bilesigin detayli 6zelligi bilinse de,
bilesikler ¢ogu zaman maksimum absorbanslara goére gruplanirlar; fenolik asit ve
flavanoller (280 nm), flavonoller (260 veya 365 nm) ve antosiyaninler (520 nm) (Shi ve ark.,
2002). Gida fenolikleri ¢ogunlukla UV-Vis ve Diyot serili dedektorleri (DAD) ile belirlenir
(Shahidi ve Naczk). DAD dedektorii ile bilesigin tim UV-Vis spektrumu alinir ve standart
bilesiklerin spektrumuyla eslestirilir, boylece pik tanimlanmasi daha giivenilir olmaktadir (Shi
ve ark., 2002). Fenolikleri belirlemek ic¢in kullanilan diger dedektorler elektrokimyasal
kolorimetrik dedektorii, florimetrik dedektordiir (Shahidi ve Naczk, 2003).

Fenollerin ayrilmasi genellikle metanol (MeOH) veya asetonitril (CH3CN, ACN) ve
modifiye edici olarak az miktarda asit i¢eren sulu hareketli faz ile ¢alisan C18 kolonlarinda
gerceklestirilir. Hareketli fazda fenolik asitlerin protonlagsmalarini garantilemek i¢in formik
asit (HCOOH), asetik asit (AcOH), trifloroasetik asit (TFA) ve fosforik asit (H3PO,) gibi
asitler asidik modifiye ediciler olarak kullanilirlar ve bdylece pik sekli ve ¢oziintirliigiin
gelismesi saglanir (Wu ve ark., 2004). MS iyon kaynaginin bilesenlerine zarar verebilecegi
icin MS dedeksiyon kullanilirken anorganik H3PO,4’lin kullanimindan kaginilmalidir. TFA
pek cok elektrofilik flor gruplart igerdigi i¢in bunun eklenmesi durumunda da bir proton
verici olarak hizmet eder ve iyon baskisina sebep olur (Wu ve ark., 2004).

Bu calismada, UV dedektor ile RP-LC’in kombinasyonuyla (HPLC-UV) Thymus
praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus bitki ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu gelistirildi ve bitkinin ¢igek, yaprak ve dal kismindan optimize edilen

ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlar HPLC-UV ile analiz edildi.

1.2.1. Kromatografik Yontemler
Iki veya daha fazla maddenin birbiri ile karismayan iki faz arasinda farkli oranlarda
dagilma oOzelliginden yararlanilarak ayrilmasi esasina dayanir. Daha agik bir tanim

getirilirse, kromatografi; kompleks karisimlardaki g¢esitli maddeleri birbirinden ayirmaya
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ve tanimlamaya olanak veren bir seri ayirma teknigidir. Kromatografik ayirmalar, biri sabit
digeri hareketli olan iki faz arasinda gerceklestirilir. Sabit faz bir kolon igerisine
doldurulmus veya diiz bir zemin {izerine yayilmis herhangi bir kat1 veya kati {izerine
emdirilmis bir s1vi, hareketli faz ise sivi, gaz veya siiperkritik bir akigkan olabilir. Hareketli
faz bir kolon i¢inde, ya normal yer ¢ekimi kuvvetiyle veya basingla kolondaki sabit faz
tizerinden gegirilir. Bu gecis esnasinda hareketli fazda ¢oziinmiis halde bulunan maddelerle
sabit faz arasinda fiziksel ve kimyasal bazi ¢ekim kuvvetleri meydana gelir. Bu ¢ekim
kuvvetleri her madde i¢in ayridir. Bundan dolay1 hareketli faz, sabit faz {izerinden
gecerken, hareketli faz icerisinde bulunan maddelerin kolon igindeki hizlar1 farkli olur.
Sabit fazla arasindaki ¢ekim kuvveti en az olan kolon i¢inde hizli yol alirken (kolonda en
once ¢ikarken), sabit fazla arasindaki ¢ekim kuvveti en ¢ok olan, yavas yol alir (Glindiiz.
2002). Bu farkliliklarin bir sonucu olarak numunenin bilesenleri kalitatif ve/veya kantitatif
olarak analiz edilebilen ayr1 bantlar iginde ayrilirlar (Skoog ve ark., 1998).

Kromatografik yontemler farkli kriterlere gore siniflandirilabilir. Bunlardan birinde,
hareketli ve sabit fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettikleri esas alinir. Bu esasa gore
kromatografi, kolon ve diizlemsel kromatografi olarak ikiye ayrilir. Kolon kromatografide,
sabit faz ince bir kolon igerisine doldurulur ve hareketli faz basing altinda bu sabit faz
tizerinden ge¢meye zorlanir. Diizlemsel kromatografide, sabit faz diiz bir plaka {izerine
veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulur ve bu durumda hareketli faz sabit faz
arasindan kapiler etkisiyle veya yer ¢ekimi etkisiyle hareket eder. Diizlemsel kromatografi
yontemleri de, ince tabaka sivi kromatografisi (TLC) ve elektroforez ile
elektrokromatografiyi igermektedir. Kromatografik yontemlerin bir bagka siniflandirmasi
ayirma mekanizmasina gore yapilabilir. Bunlar;

e Adsorpsiyon kromatografisi

e Dagilma (paylasim) kromatografisi

e Iyon-degisim kromatografisi

¢ Boyut eleme kromatografisi

Kromatografinin daha temel bir siniflandirmasi, kullanilan sabit ve hareketli fazlarin
tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimini saglayan dengelerin cinslerine gore yapilir.

Bunlar;
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e S1vi kromatografisi

e Gaz kromatografisi

o Stiperkritik akiskanli kromatografi

Bu isimlerde de gectigi gibi, bu {li¢ teknikte hareketli faz sirasi ile sivi, gaz ve
siiperkritik akiskandir. Sadece sivi kromatografisi hem kolonlarla hem de diiz yiizeyler
tizerinde gergeklestirilebilir. Gaz kromatografisi ve siiperkritik sivi kromatografisi yalnizca
kolonlarda gergeklestirilir (Skoog ve ark., 1998). Bu ¢alismada sadece HPLC kullanildig:
i¢cin detayl olarak HPLC iizerinde durulacaktir.

1.2.1.1. Yiiksek-Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

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

HPLC giiniimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi, bitki
kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini igeren alanlarda ayirma ve analiz i¢in 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 ve ark., 2001).

HPLC sistemi pompa, enjektor, kolon, dedektér ve bilgisayar birimlerinden
Olusmaktadir. Bu sistemin Onemli bir bolimii ayirmanin gergeklestigi kolondur.
Kromatografik analiz siireci ¢oziiciide ¢oziinmiis Ornegin sisteme enjekte edilmesi ile
baslar. Hareketli faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek, kolon i¢inde bilesenlerine
ayrilmaya baglar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller dedektdr tarafindan kaydedilir.
Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamamina kromatogram

ad1 verilir.

13



Cozici lFozicd ‘ Dedektér Kaydedici

Daditma Birimi Daditma Birimi
| |
Karnstirma
Ddasi Kaolon
Atk
Ornek
Enjektdri

Sekil 3. HPLC cihazinin temel pargalari

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, diisiikk viskozite,
ornegi ¢6zebilme, 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 ¢ozeltileri hareketli faz olarak kullanilir. Normal-faz
stv1 kromatografisinde apolar, ters-faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril karigimi gibi
polar ¢oziicii karisimlar1 hareketli faz olarak kullanilir. Boyut eleme kromatografisinde ise
kullanilan ¢6ziicti, polimer Ornegini ¢6zebilmeli ama dolgu materyali ile kimyasal
etkilesime girmemelidir. Dogru molekiil agirligi tayininde bu ¢ok énemlidir.

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
gorliniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Cozeltiden siirekli olarak 1sin
gecerken analitler tarafindan 1sinin bir kismi absorbe edilebilir (Harwey, 2000). Bu
absorpsiyon daha ¢ok molekiillerdeki bag elektronlarinin uyarilmasindan kaynaklanir.
Bunun sonucu olarak molekiiler absorpsiyon spektroskopisi bir molekiildeki fonksiyonel
gruplarin tanimlanmasinda ve ayni zamanda fonksiyonel gruplar tasiyan bilesiklerin

kantitatif tayininde kullanilir. Absorpsiyon spektroskopisi:
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1. Hem organik hem de inorganik sistemlere yaygin uygulanabilirlik,
2. 10 M'dan 10° M'a kadar degisen tipik duyarlilik degerleri,

3. Orta-derecede se¢imlilik,

4. Iyi bir dogruluk,

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

Bir ultraviole dedektoriine bagh yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC-
UV) cihazi sematik olarak Sekil 4'de gosterilmistir.

H M
HPLC
uv
pompasi
veya
DAD
enjektor i dedektor
M ' O ‘ kolon
(¥ ]
1 ﬁ _
mobil fazlar '
atik J *
o 1 2 )

Sekil 4. HPLC-UV cihazinin sematik gosterimi

1.2.2. Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini
Fenolik bilesikler icin bir¢ok yontem gelistirildi ve fenolik bilesiklerin analizi
lizerine bir takim incelemeler yayinlandi. Bu yontemler, toplam fenolik bilesen miktariin
veya bir fenolik bilesigi veya grubu 6lgmesine gore siniflandirilmaktadir. Folin-Ciocalteu
yontemi toplam fenolik bilesigi belirlemek i¢in kullanilir. (Shahidi ve Naczk, 2003).
Folin-Ciocalteu yontemi genellikle gida fenoliklerinin toplam kapasitesini

belirlemede kullanilir. Folin-Ciocalteu reaktan1 spesifik degildir, ekstrakte edilen
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maddedeki tiim fenolik gruplar1 ve ekstrakte edilen proteinler de dahil olmak {izere
belirlemektedir (Kahkdhen ve ark., 1999; Shahidi ve Naczk, 2003).

Yontem, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin-
Ciocalteu reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir.
Fosfomolibdat ve fosfotungstat karigimini igeren Folin-Ciocalteu reaktifine alkali ortamda
fenolik hidroksil grubundan elektron transferi gergeklesir ve indigenmis kompleksin
olusturdugu koyu mavi renk 760 nm’de maksimum absorbans olusturur ki, rengin siddeti
fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. (Slinkard ve Singleton, 1977;

Vermerris ve Nicholson, 2006).

1.3. Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus

Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus bitkisi Lamiaceae
familyasina ait bir kekik tliridiir. Bitkinin familya adi olan Lamiaceae, Tiirk¢ede
Ballibabagiller olarak kullanilmakta olup bitkinin yoresel adi ise Anzer ¢ayidir. Bitki, 15-
20 cm arasinda boylanabilen, kiigiik yaprakli, kuvvetli kokulu, yaz aylarinda dallarin tepe
kisminda basak formunda pembe-erguvani-beyaz ¢igekler agan, otsu yapida ¢ok yilllikl bir
tirdiir (Sekil 5).

Ozellikle meyilli, kurak ve yamag kisimlarda kiimeler halinde yetismektedir. Dogu
Karadeniz Bolgesinin yiiksek kesimlerinde yayilis gosteren bu bitki, Rize ili Ikizdere ilgesi
asag1 ve yukar1 Anzer adi verilen ve denizden 2300-2500 m yiikseklikteki yorede yogun
sekilde dogal olarak yetismektedir. Haziran ayindan itibaren yaklasik iki ay boyunca farkli
yiiksekliklerde, ¢i¢ekli olarak bulunan Anzer cayi, arilarin en ¢ok ziyaret ettigi nektar
bitkilerindendir. Yiizlerce yildir yore halki tarafindan bilinen ve dogadan toplanan Anzer
cay1, kurutularak kis aylarinda bitkisel cay seklinde tiiketilmektedir. Yorede Anzer ¢cayinin;
soguk alginligi, gribal enfeksiyonlar, mide ve bagirsak rahatsizliklar1 gibi bircok derde
deva olduguna inamilmaktadir (Yildiz, 2007). Ayrica, timol ve karvakrolin diiz kas
spazmlarim1 c¢ozerek, i¢ organlarda duyulan agrilari yok ettigi hayvan deneyleri ile
kanitlanmistir (Bal, 2001). Kekik, dogal temizleyici olarak ta kullanilir.

Artvin ilinde de yetisen bitki, Artvin ilinde nesli tehlike altinda olan bitkiler arasinda
degerlendirilmis ve tehlike boyutu olarak zarar gorebilir olarak belirlenmistir. Bu durum
bitkinin yetistigi alanin koruma altina alinmasi gerektigine isaret etmektedir (Eminagaoglu

ve ark., 2010).
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Sekil 5. Anzer ¢aymin goriiniimii

1.4. Amac¢

Ballibabagiller (Lamiaceae) familyasindan olan Thymus cinsi, Tiirkiye’de 24 tanesi
endemik olan (68 takson) 41 tiir tarafindan temsil edilmektedir (Bagc1 ve Baser, 2005). Bu
tirtin tiyeleri Tirkiye’de kekik olarak adlandirilmakta olup bitki ¢ay1 ve baharat olarak
kullanilmaktadir.

Bitkinin 6zellikle kokusunun dikkat ¢ekmesinden dolay1 pek ¢ok tiiriinde diger bir
sekonder metabolit olan ucucu yaglar lizerine yapilan calismalar ile bu bilesiklerin
antioksidan oOzellik gosterdikleri ortaya konulmus ve GC-MS ile aydinlatilmislardir.
Ornegin; Tepe B. ve arkadaslar1 Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus ve Thymus
sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans bitkilerinden clevenger aparati ile subuhari
destilasyonu yontemini kullanarak elde ettikleri ugucu yaglar1 GC-MS ile analiz etmisler
ve DPPH radikal temizleme aktiviteleri ile S-karoten-linoleik asit yontemini kullanarak
antioksidan karakterlerini tayin etmislerdir. Sokmen A. ve arkadaslari, endemik Thymus
spathulifolius bitkisinin metanolik ekstraklari ve ugucu yaglarmin antimikrobiyal ve
antioksidan 6zelliklerini incelemis ve ugucu yaglarini GC-MS ile aydinlatmiglardir.

Ancak bitkinin tiirlerinin  fenolik madde igerigi bazi sistematikg¢ilerin
kemotaksonomik ¢alismalarinda hedeflenen bilesikler olmalar1 disinda nadiren
calistlmistir. Ornegin Corticchiato M. ve arkadaslarinin yaptiklari kemotaksonomik bir
calismada Thymus herba barona bitkisinin dietil eter ekstraktlarindan eriodiktiol ve
naringenin gibi flavanonlar ve luteolin, sorbifolin, timusin, cirsiliol, apigenin,
sideritoflavon, cirsimaritin, cirsilineol, ksantomikrol, 8-metoksicirsilineol ve genkvanin

gibi flavonlar izole edilip tanimlanmistir. Blazquez M.A. ve arkadaglari ise Thymus

17


http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=Z23j4lmemoefJbgk9DG&field=AU&value=BLAZQUEZ%20MA&ut=A1994PP84100021&pos=1

webbianus bitkisiden luteolin, apigenin, eriodiktiol, naringenin, luteolin-7-O-glukozit,
apigenin-7-O-glukozit ve apigenin-6,8-di-C-glukozit olmak tizere 7 farkli flavonoid izole
etmis ve UV spektrum, TLC ve HPLC-DAD ile tanimlanmiglardir. Bu ¢alismada
protokatekuik, klorogenik, sirincik, p-kumarik ve 3,5-dikafeoilkuinik asit ise HPLC-DAD
analizleri ile karakterize edilen diger fenolik bilesiklerdir.

Bu tiirler arasinda Thymus praecox subsp. caucasicus var. caucasicus Rize’nin Anzer
yaylasinda yetistigi ve bu yaylanin meshur bali olan Anzer balinin igerigini olusturan
cigeklerden biri oldugu i¢in Anzer ¢igegi olarak adlandirilmaktadir. Anzer yaylasi 6zellikle
bu bolgede iiretilen ve diger ballardan daha fazla saglik faydalari olduguna inanilan Anzer
baliyla Tiirkiye’de ¢ok meshurdur. Arilarin bulunduklari ortamin florasit balin igerigi
acisindan oldukca onemli bir faktordiir (Mendes ve ark., 1998). Anzer balinin saglik
acisindan faydalarinin onun 80-90 endemik tiir iceren 500 farkli cicege sahip floral
orijiniyle alakali oldugu distinilmektedir (URL-1, 2009). Thymus praecox subsp.
caucasicus var. caucasicus Anzer balinin karakterini belirledigi diisliniilen bitkilerden
biridir. Bu bitki lizerine yapilan bir ¢alismada Orhan |. ve arkadaslari, bitkinin kloroform,
etil asetat, etanol ve sulu ekstraktlarinda 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPHe) radikali
temizleme ve demir(lll) iyonu indirgeme-antioksidan kuvvet (FRAP) yontemlerini
kullanarak antioksidan Ozelliklerini incelenmislerdir. Bitkinin etil asetat ve etanol
ekstraklar1 onemli derecede DPPHe radikali temizleme aktivitesi gosterirken, sulu
ekstraktlar1 yliksek demir iyon-selat etkisi gostermistir. Bu kapsamda bitkinin ugucu
yaglar1 da ¢alisiimis ve FRAP yontemine gore yaprak ve ¢iceklerinin ugucu yaglar: yliksek
antioksidan kuvvet gostermistir.

Bu tez calismasi kapsaminda Thymus praecox subsp. caucasicus var. caucasicus
bitkisinin ¢icek kismindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu igin yontem gelistirilmesinin
spektrofotometrik toplam fenolik madde ve HPLC-UV yontemleri ile analiz edilerek
gerceklestirilmesi amaglandi. Bitkinin ¢igek, yaprak ve dal kisminda gelistirilen yonteme
gore fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ve HPLC-UV analizleri ile fenolik bilesiminin
belirlenmesi hedeflendi.

Bitki ekstraktlarinda fenolik maddelerin aydinlatilmasi i¢in secgilen yoOntemin
hassasiyeti ve giivenilirligi kadar ekstraksiyon etkinligi de Onemlidir. Bu anlamda
¢alismanin en 6nemli kismini, fenolik bilesiklerin Thymus praecox subsp. caucasicus var.
caucasicus bitkisinin ¢igek kismindan ekstraksiyonunun optimizasyonu olusturmaktadir.

Bu amagla segilen bir seri ekstraksiyon yontemi paralel olarak cicek kismina uyguland: ve
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hesaplanan geri kazanimlarma goére en uygun yontem ile ekstrakte edilen fenolik
bilesiklerin spektrofotometrik toplam fenolik madde tayini ile gallik asit ve katesin
cinsinden belirlenmesi ve fenolik bilesik standartlar1 kullanilarak RP-HPLC-UV yontemi
ile kantitatif analizleri hedeflendi. Bu tez, Anzer ¢aymin ikincil metabolitlerden olan
fenolik bilesikler acisindan iyi bir kaynak olup olmadiginin ortaya konulmasinin yanisira
literatiire bu yoOntemlerin karsilastirmali olarak uygulandigi bir ¢alisma olarak katki

saglayacaktir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Toplanmasi

Deneylerde kullanilan Anzer ¢ay1, Temmuz 2010°da Anzer yaylasindan 2300 m’den
toplanarak giines almayacak sekilde ve acik havada (yaylada) kurutuldu. Yaprak, sap ve
cigcek olarak {i¢ ayr1 kisma ayrilarak blenderdan gegirilip ekstraksiyon verimini artirmak
i¢in yiizey alaninin genisletilmesi amaciyla kahve 6glitme makinesinde partiikiil boyutlar1
kiigtiltiildii. Kurutulan bitki 6rnekleri analizleri yapilana kadar uygun sartlarda muhafaza
edildi. Bitki ornekleri etiivde 100°C’de kurutularak ¢icek,yaprak ve dal % nem degerleri
sirast ile 8,9-7,3-19,3 bulundu.

2.2. Anzer Cayindan Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonunun Optimize Edilmesi
Fenolik bilesiklerin bitkiden ekstraksiyonundan once bu bilesiklerin bitkiden en
yiiksek geri kazanim ile elde edilebilecegi yontem, bir seri deneme sonucu belirlendi.
Bitkiler genel olarak en fazla cicek kisimlarinda fenolik madde icerdiklerinden dolay1 bu
yontemler bitkinin ¢igek kisminda uygulandi. Ekstraksiyon spike olarak adlandirilan
yonteme gore numunelere belli miktarda standart maddelerin eklenmesi kosuluyla
standartlarin numune matriksinden geri kazanimlarinin hesaplanmasi seklinde takip edildi.
HPLC-UV analizlerinden elde edilen degerler sonucunda geri kazanimlar her bir standart
icin hesaplandi. Aymi islemler spektrofotometrik toplam fenolik madde tayini ile de

yapildi.

2.2.1. Anzer Cayimnin Cicek Kismindan Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Anzer caymda ekstraksiyonun optimize edilmesi i¢in fenolik asitlerin genel olarak
bitkilerde en bol bulunduklar1 ¢igek kismi secilmis ve bir seri farkli ekstraksiyon
yontemleri paralel olarak uygulandi. Ekstraksiyon cesitleri oncelikle c¢igek kisminda ¢ok
genis bir yelpazede calisildiktan sonra mevcut analiz yontemine gore bitki i¢in uygun
oldugu diisiiniilen ekstraksiyon yontemi ile bitkinin ¢igek kismi dahil tiim kisimlarindan
fenolik bilesenler ekstrakte edildi.

Ekstraksiyon iglemleri her defasinda homojen edilmis toz halindeki 6rnekten 0,2500
g’ hassas olarak tartilip kapakli 10 mL’lik reaksiyon tiiplerine alinmalar1 suretiyle

baglatildi. Ekstraksiyonun geri kazanim takibinin yapilabilmesi amaci ile gallik asit,
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protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, katesin, vanilik asit, klorojenik asit, kafeik asit,
siringik asit, p-kumarik asit, epikatesin, rutin ve kuersetin olarak 12 fenolik standart
sonugta 10 mg/L olacak sekilde kontrol grubu metanolik ekstraktlara ilave edildi.
Ekstraksiyonlar, 2 saat siireyle 60-65°C’ye ayarlanmis ultrasonik su banyosunda bekletildi.
Ekstraksiyon islemleri;

e Hekzan ile baslayan ekstraksiyon,

e Metanol ile baslayan ekstraksiyon olarak baslica iki ana gruba ayrildi.

Burada hekzan ¢oziiciisiiniin kullanim amact polar olmayan bilesik gruplarinin daha
ilk asamada uzaklastirllmasidir. Dolayisiyla asil ekstraksiyon bu ilk arindirma agamasi
takibinde %100 metanol ¢oziiciisii ile devam etmektedir.

Hekzan ¢oziiciisiiniin 3 mL’si ile baslayan ekstraksiyon 2 saat siireyle 25°C’de
ultrasonik su banyosunda gerceklestirildi ve takiben 15 dakika 4500 rpm’de santrifiij
edildi. Ust kisim (siv1 ekstrakt) mikropipet ile yeni tiipe aktarildi ve iizerine 2 mL hekzan
eklenerek karistirilip 1 dakika kuvvetli karistirildi. 15 dakika 4500 rpm’de santrifiij edildi.
Tekrar tist kismi ilk hekzan kismina eklendi. Geri kalan kati kisma 5 mL metanol
eklenerek, 2 saat 60°C’de ultrasonik su banyosunda bekletildi. 15 dakika 4500 rpm’de
santrifiij edildi. Berrak kisim ayri bir balona alinarak geri kalan kat1 kisim 2 kez 5 mL
60°C’ye 1sitilmis metanol cozeltisi eklenerek 10 dakika boyunca 60°C’de ultrasonik su
banyosunda bekletilerek her defasinda 15 dakika 4500 rpm’de santrifiij edildi ve berrak
kisimlar birlestirildi. Sonug¢ olarak her bir ana grup takip edilerek elde edilen metanol
ekstraktlarmin ¢oziiclisii  buharlastirilarak  kurutuldu. Sivi-sivi  segimli  ekstraksiyonu
uygulanacagi sulu ¢6zelti ortaminin asitligine bagl olarak;

e Notr pH: Kat1 kismin ultra saf suya alinmasi,

e pH=2: Kat1 kismin pH=2’ye ayarlanmis sulu ¢6zeltiye alinmasi ve

e Asidik hidroliz: Kati kismin metanolik 2 M HCI ortaminda 100°C’de 2 saat
boyunca gerceklestirilen asidik hidrolize tabi tutulmasi ve c¢ozeltinin sogutulmasi
islemlerinin ardindan her {i¢ ekstraksiyonda da ayn sekilde ardisik olarak 3 defa 3’er mL
dietil eter ve 4 defa 3’er mL etil asetat ile sivi—siv1 ekstraksiyonu gerceklestirildi. Elde
edilen organik kisimlar birlestirilerek ¢oziiciileri uguruldu ve 2,5 mL metanol ile ¢oziilerek
buzdolabinda 4°C’de sakland.

Coziicii olarak hekzan ve metanol ile baslayan ekstraksiyonu takiben iki farkli kati
faz kartusu kullanilarak kati1 faz ekstraksiyonlart da standart eklenen ve eklenmeyen

paralelleri seklinde ¢alisildi. Bunun igin ¢oziiclisi ucgurulan ekstrakt secilen kati faz
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ekstraksiyonunda uygun sulu c¢ozeltide ¢oziiliip ¢oziinmeyen kisimlar HPLC siringa
filtresinden gegcirilerek siiziildii ve asagida anlatildigi sekilde kartusa yiiklendi. Kat1 faz
ekstraksiyonu icin secilen iki ¢esit kat1 faz kartusu;

1. Supelco LC-SAX SPE anyon-degisim fonksiyonlu quaterner amin gruplariyla
modifiye 100 mg kat1 faz igeren kartuslardir.

2. Discovery DPA-6S (Supelco, Germany) amid gruplariyla modifiye edilen silika
uclara sahip ters faz fonksiyonlu 500 mg kat1 faz igeren Kartuslarda ekstraksiyon su sekilde
gergeklestirildi:

1. Supelco LC-SAX i¢in;

Kosullandirma, 5 mL MeOH + 10 mL su ile yapildi. Numune pH=7-8 olan ultra saf
suyun 10 mL’sinde ¢oziilerek 0,2 um‘lik HPLC siringa filtresinden siiziildii. Kartusa
numune yiiklenerek ¢oziiciisii vakum altinda tamamen uzaklastirildi. Eliisyon, 15 mL 90
mL Metanol: 10 mL 1 M Asetik asit olacak sekilde hazirlanan ¢ozelti ile yapildi. Elde
edilen ekstraktlarin ¢Oziiclisii evaporator ile ucurularak 2,5 mL meOH ile ¢ozilerek
buzdolabinda 4°C’de saklandi (Nardini, 2005).

2. Discovery DPA-6S igin;

Kosullandirma, 5 mL MeOH + 10mL su ile yapildi. Numune pH=1,5 olan HCI
¢ozeltisinin 10 mL’sinde ¢oziilerek 0,2 pm’lik HPLC siringa filtresinden siiziildii. Kartusa
numune yiiklenerek c¢oziiciisii vakum altinda tamamen uzaklastirildi. Eliisyon, 12 mL
aseton ile yapildi. Elde edilen asetonlu ekstraktlarin ¢oziiciisii evaporator ile ugurularak 2,5
mL MeOH ile ¢oziilerek buzdolabinda 4°C’de saklandi1 (Dvorakova ve ark, 2007).

Yukarida belirtilen ekstraksiyon gruplarinin her birinin fenolik standartlar ile geri
kazanimlarinin takip edilmesi amaciyla paralel olarak 10 mg/L fenolik standart karigimi
iceren paralel ekstraksiyonlar1 da gergeklestirildi.

Tiim ekstraksiyon islemleri 3 paralel halinde gergeklestirildi.

Numuneler HPLC’den o6nce %50 metanol/su olacak sekilde 1/10 oraninda
seyreltildikten sonra i¢ standart olan propil parabenden 10 mg/L olacak sekilde ilave edilip

0,2 um’lik porlara sahip siringa filtrelerinden siiziildi.

2.2.1.1. Orneklerin Kodlanmasi
Calismada Thymus praecox subsp. caucasicus var. caucasicus bitkisinden elde edilen
ekstraktlar1 deneylere baslanan ¢oziicli, ekstraksiyon kosullar1 bilgisini igerecek sekilde

kisaca kodlandi. Ornegin, hekzan ile baslayan ve hidroliz sonucunda elde edilen
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ekstraktinin kodu H-H; ilk harf hekzan ile basladiginin, ikinci harf ise hidroliz oldugunun
ifadesidir. Bu durumda pH=2"deki ekstraktt H-2; pH=7"deki ekstrakti H-7; direkt metanol
ile ¢Oziiniip alinan ekstrakti ise H-D olarak kodlandi. Kati-faz ekstraksiyonu olan
numunelerde ise kodlama SPE-1 ve SPE-2 olarak kullanildi. SPE-1, Supelco LC-SAX SPE
anyon-degisim fonksiyonlu quaterner amin gruplariyla modifiye 100 mg kati1 faz iceren
kartuslardir. SPE-2, Discovery DPA-6S (Supelco, Germany) amid gruplariyla modifiye
edilen silika uglara sahip ters faz fonksiyonlu 500 mg kati1 faz igeren kartuslardir. Yine ilk
harf, baslangicta kullanilan ¢oziiciiye ait, ikinci kisim kati-faz eksraksiyonu oldugunu ifade
eder. Oregin H-SPE-1; ilk harf hekzan ile basladigini, ikinci kisim ise kati-fazi belirtti.
Coziicii olarak metanol kullamldiginda, kodlamanin ilk harfi M olur. Ornegin M-H; ilk
harf metanol ile basladiginin, ikinci harf ise hidroliz oldugunun ifadesidir. Standart ile
baslanan caligmalarda ise kodlamanin ilk harfi S olur. Ornegin S-2; ilk harf standart ile
basladigiin, ikinci say1 ise pH=2’de oldugunu belirtir. Cigek, dal ve yaprak kisminda
yapilan ¢alismalarda, kullanilan kodlamada ise birinci harf kullanilan bitki kisminin ilk
harfi, ikinci harf ekstraksiyon kosullar1 bilgisini igerir. Ornegin ¢icegin direkt metanol ile
¢oziinlip almmasi sonucunda elde edilen ekstraktinin kodu C-D; yapragin hidroliz
sonucunda elde edilen ektraktinin kodu ise Y-H. Sadece standart karisiminda yapilan
calismalarda birinci kisim standart oldugunu (Std), ikinci kisim hidroliz kullanildigini ifade

eder Std-H.
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Tablo 2. Orneklerin kodlari, ekstraksiyon detaylar1 ve mg kuru kalintt/mL metanol
cinsinden son ekstrakt konsantrasyonu

Tanmimlama Kod islem Ekstrakt konsantrasyonu
(mg/mL)
H-H Hidroliz 7,173
H-2 pH=2 11,307
Hekzan ile baglayan ¢alismalar H-7 pH=7 5,333
H-D Direkt 17,520
H-SPE-1 Kati-faz 2,985
H-SPE-2 Kati-faz 3,437
M-H Hidroliz 10,613
M-2 pH=2 14,120
Metanol ile baslayan ¢alismalar M-7 pH=7 5,880
M-D Direkt 23,667
M-SPE-1 Kati-faz 3,853
M-SPE-2 Kati-faz 4,961
S-H Hidroliz 13,680
S-2 pH=2 19,413
Standart ekleme (spike) ile geri S-7 pH=7 10,547
kazanim ¢alismasi S-D Direkt 18,133
S-SPE-1 Kati-faz 7,964
S-SPE-2 Kati-faz 8,376
C-D Direkt 11,36
Metanol ile baslanan ¢alismalar C-H Hidroliz 22,24
D-D Direkt 5
D-H Hidroliz 13,32
Y-D Direk 9,6
Y-H Hidroliz 18,92
Standart karigiminda geri kazanmim Std-H Hidroliz 0,253
caligmasi

2.2.2. Anzer Caymin Cicek, Yaprak ve Dal Kisimlarindan Fenolik Bilesiklerin
Ekstraksiyonu

Caligma bitkinin yaprak ve dal kisimlarina ait ekstraktlar direkt metanolik
ekstraksiyonunda paralel olarak uygulandigi ve analiz edildigi hidrolizli ekstraksiyon ile
devam etti. Bu kisimda da bitkinin ¢i¢ek kismi karsilagtirmanin dogrulugu agisindan ayni

zamanda ve ayn1 sekilde ekstrakte edilerek HPLC-UV ile analiz edildi.
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Bitkinin ¢igek, yaprak ve dal olmak {izere her bir kisminda direkt metanolik
ekstraksiyon ve asidik hidrolizi takiben sivi-sivi ekstraksiyonu uygulandi. Bunun igin
yukarida belirtildigi gibi tartilip aliman 6rnege 5 mL metanol eklenerek, 2 saat 60°C’de
ultrasonik su banyosunda bekletildi. 15 dakika 4500 rpm’de santrifiij edildi. Berrak kisim
ayr1 bir balona alinarak geri kalan kat1 kisim 2 kez 5 mL 60°C’ye 1sitilmis metanol ¢ozeltisi
eklenerek 10 dakika boyunca 60°C’de ultrasonik su banyosunda bekletilerek her defasinda
15 dakika 4500 rpm’de santrifiij edildi ve berrak kisimlar birlestirildi. Sonug olarak her bir
ana grup takip edilerek elde edilen metanolik ekstraktlar buharlastirilarak kurutuldu. Kati
kismm metanolik 2 M HCI ortaminda 100°C’de 2 saat boyunca gergeklestirilen asidik
hidrolize tabi tutulmasi ve ¢ozeltinin sogutulmasi iglemlerinin ardindan ardisik olarak 3
defa 3’er mL dietil eter ve 4 defa 3’er mL etil asetat ile sivi—sivi ekstraksiyonu
gerceklestirildi. Elde edilen organik kisimlar birlestirilerek ¢oziiciileri uguruldu ve 2,5 mL
metanol ile ¢oziilerek buzdolabinda 4°C’de saklandi.

Asidik hidrolizin fenolik bilesenler iizerinde etkisinin incelenmesi i¢in 10 mg/L
konsantrasyonda 2,5 mL 13 fenolik standart karisim1 (gallik asit, protokatekuik asit, p-OH
benzoik asit, katesin, vanilik asit, klorojenik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit,
epikatesin, rutin, kuersetin ve kamferol) yukarida anlatildigi gibi ekstraksiyona tabi
tutuldu. Ekstraksiyonun ardindan diger ekstraktlar1 ile ayni sekilde sivi-sivi ekstraksiyonu
uygulandi. Elde edilen ekstraktlari ¢i¢cek kisminda oldugu gibi HPLC-UV analizlerine

hazirlandi.

2.2.3. Bitki Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerin HPLC-UV Analizleri
2.2.3.1. Kimyasal Malzeme ve Materyaller

Analitik saflik derecesinde fenolik standartlardan gallik asit, p-OH benzoik asit,
protokatekuik asit, katesin, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, siringik
asit, epikatesin, kamferol, rutin ve i¢ standart propil paraben Sigma-Aldrich’den, kuersetin
Fluka’dan, numune hazirlamada ve kromatografik analizde kullanilan HPLC saflikta
asetonitril, metanol, etil asetat, hekzan, eter, asetik asit ve hidroliz deneyleri igin kullanilan
HCI (hidroklorik asit) ve toplam fenolik madde tayinlerinde reaktif olarak kullanilan Folin-
ciocalteau Merck’den satin alindi. HPLC siringa filtreleri (RC-membrane, 0,2 um) Filtre
Sartorius Minisart RC 15, Sartorius (Almanya)’dan satin alindi. Spektrofotometrik

analizler i¢in Moleculer Devices UV-Vis spektrofotometre kullanildi.
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Bu ¢alismada, kimyasal madde ve bitki 6rneklerini tartmak i¢in And GR200 analitik
terazi, ekstraksiyon islemleri ve kimyasal maddelerin ¢oziinmesine yardimci olmak igin
Wise Clean ultrasonik su banyosu, ¢oktiirme islemi igin Thermo Scientific Heroeus
multifuge 3SR+ santrifiij, kurutma islemleri i¢in Oven etiiv, ¢ozeltileri karistirmak igin
Velp Scientifica vorteks, ultra saf su temini i¢in Human Corporation su sistemi kullanildi.
Ekstraksiyon sonrasi ¢Oziiciiyli uzaklastirmak amaciyla Heidholph laborota 4000 marka

evaporator kullanildi.

2.2.3.2. Standartlar ve Kalibrasyon

Calismada kullanilacak stok standart ¢ozeltileri i¢in 13 standart fenolik bilesiklerden
flavonoid olan katesin, epikatesin, kuersetin, kamferol ve rutin %100 metanol, fenolik
asitler olarak gallik asit, p-OH benzoik asit, protokatekuik asit, klorojenik asit, vanilik asit,
kafeik asit, p-kumarik asit, siringik asit ve i¢ standart propil paraben %50 metanol/sulu
olarak 1000 mg/L konsantrasyonda hazirlandi. Bu stok c¢ozeltilerden %50 metanol/su
olacak sekilde seyreltme yoluyla 13 standardin 1, 2, 5, 10, 20 ve 30 mg/L’lik kalibrasyon
ornekleri hazirlandi. I¢ standart olan propil parabenin stok ¢ozeltisinden herbir kalibrasyon
¢ozeltisine, son konsantrasyonu 10 mg/L olacak sekilde eklendi. Klorojenik asit, kafeik
asit, p-kumarik asit, rutin, kuersetin ve kamferol haricinde i¢ standart propil paraben gibi
280 nm’de maksimum absorbans veren her bir standardin konsantrasyonuna karsi olusan
pik alani i¢ standardin pik alanina béliinerek elde edilen oranlar kullanilarak kalibrasyon
grafikleri hazirlandi. Klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, rutin, kuersetin ve
kamferol i¢in konsantrasyonlarina karst 315 nm’de elde edilen pik alanlar1 grafige

gecirilerek kalibrasyon grafikleri hazirlandi.

2.2.3.3. HPLC-UV Kosullar

HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda ayni anda cevap alinabilen UV-Vis dedektor
ile donanimli ve otomotik 6rnekleyicili Thermo Finnigan Surveyor HPLC-UV sisteminde
yapildi. Enstriiman chromQuest programi ile kontrol edildi. Tiim analizler i¢in bir ters faz
C18 kolon (150 mm x 4,6 mm i.d., 5 um partikiil; Fortis) kullanildi. HPLC-UV analizleri
icin kullanilan gradient eliisyonu 13 fenolik standardin uygun ¢oziintirlikte ayrilmasini
saglayacak sekilde De Villiers ve arkadaslarinin (2004) kullandiklar1 yontemden modifiye
edildi. Hareketli faz (A) %?2 asetik asitin sudaki ¢ozeltisi ve (B) 70:30 asetonitril/su

cozeltilerinden olusmakta. Yiiksek polarite ve diisik pH’dan diisiik polarite ve yiiksek
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pH’ya dogru gradient eliisyon ¢alisildi. Enjeksiyon hacmi 25 pL ve kolon sicakligi kolon
firminda 30°C’ye ayarlandi. Akis hiz1 1,2 mL/dk olarak ayarlandi, dedektoér 280 ve 315

nm’de calistirildi.

2.2.3.4. HPLC-UV i¢in Dedeksiyon Limitinin (LOD) Belirlenmesi

EPA metoduna gore dedeksiyon limiti hesaplandi (US EPA, 1984). Tim 13
standardin 5 mg/L’lik karistmi HPLC-UV ile analiz edildi. Her bir analitin sinyalinin
giiriiltiiye oranina (S/N) dayanan deger belirlendi ve 3 seviyesinde bir S/N saglamak igin
gerekli konsantrasyon hesaplandi. Sonug olarak, 0,5 mg/L’de gallik asit, protokatekuik
asit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik
asit, rutin ve propil paraben, 1 mg/L’de kamferol, 2 mg/L’de katesin, epikatesin ve
kuersetin igeren ¢6zelti hazirland1 ve 7 kez HPLC ile analiz edildi. Ardindan her bir bilesik
icin tespit siirt (LOD) pik yiiksekliklerinin standart sapmalarinin 3 kat1 olarak ve yiizde
bagil standart sapmasi (%BSS), pik alani ve alikonma zamanlarindan hesaplandi. Kantitatif
(nicel) olarak analitlerin belirlenme sinir1 (LOQ) ise yine pik yiiksekliklerinin standart

sapmalarmin 10 kat1 olarak hesaplandi.

2.2.4. HPLC-UV ile Bitkiden Fenolik Madde Esktraksiyonun Optimizasyonu

Sonuglar spike yoOntemine gore numunenin standart eklenen ve eklenmeyen

ekstraktlarinin karsilastirilmasi ile asagidaki formiile gore hesaplandi (EMIT, 2011).
% Geri Kazanim (GK) = (Cgszienen-Cmatriks)/ Cspike X %100 (1)

Formiilde gegen Cgszienen, Standart eklenmis olan ekstraktta standardin HPLC-UV ile
Olgiilen mg/L cinsinden konsantrasyon degeri, Cmariks, Standart eklenmemis ekstraktta
standardin HPLC-UYV ile &l¢iilen mg/L cinsinden konsantrasyon degeri ve Cspike, €Klenen
standardin HPLC-UV’ ye verildigi son konsantrasyonudur ki bu deger 6lgiilmez, bilinen
konsantrasyon formiilde kullanilir.

Yalnizca standart karigimina uygulanan ekstraksiyonun verimi, baglangigta alinan
konsantrasyonuna,  ekstraksiyon  isleminden sonra HPLC-UV ile odlgiilen

konsantrasyonunun yiizde orani olarak hesaplandi.

2.2.5. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini
Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik madde tayini gallik asit ve katesin

standartlar1 kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafiklerine gore degerlendirildi (Slinkard
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ve Singleton, 1977). Yonteme gore 20 pL cesitli konsantrasyonlarda (0,5; 0,35; 0,25;
0,125; 0,0625 mg/mL) gallik asit veya katesin standardi, 400 uL 0,5 N Folin-Ciocalteu
reaktifi ve 680 uL ultra saf su ilave edilerek kuvvetli karistirildi ve 3 dakika bekletildi.
Karisgima 400 uL Na,COs (10%) eklenerek kuvvetli karistirilip 2 saat oda kosullarinda
bekletildi. Bekletmenin ardindan 700 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii ve kalibrasyon grafikleri
cizildi. Ayni islemler 1 mg/mL 20 pL metanol ekstraktlarina da uygulandi ve absorbans
degerleri ile gallik asit ve katesin kalibrasyon grafikleri kullanilarak toplam fenolik madde
igerikleri gallik asit yada katesin esdegeri olarak mg gallik asit/g havada kuru madde veya
mg katesin/g havada kuru madde cinsinden hesaplandi. Tiim numunelerin analizleri 3

tekrarli olarak yapildu.

2.2.6. Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayinine Gore Fenolik Madde
Esktraksiyonun Optimizasyonu

Her bir ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde
sonuglari karsilastirildi. Toplam fenolik madde tayininin kaba bir yontem olmasi ve tim
fenolik maddelerin matriks ortaminda birlikte dedekte edildikleri bir spektrofotometrik
tayin olmasi sebebiyle spike yontemi ile HPLC-UV i¢in uygulanan formiile dayali bir
karsilastirma yapilmasi miimkiin olmadigindan karsilastirmalar mg gallik asit/g havada

kuru madde ve mg katesin/g havada kuru madde cinsinden sonuglarina gore yapildi.

2.3. Anzer Caymin Cicek, Yaprak ve Dal Kisimlarinda Fenolik Bilesiklerin HPLC-
UV ile Analizleri

Bitkinin ¢igek, yaprak ve dal kisimlarimin ekstraktlarinin geri kazanimlari, paralel
olarak ayni zamanda standart fenolik bilesiklerin ayni sekilde hidrolize tabi tutularak elde
edilen ekstraktlarinin HPLC-UV analiz sonuglar1 ile hesaplandi. Burada spike
yontemindeki gibi standartlar bitki matriks ortamina ilave edilmeden saf hallerinin bir
karisimi olarak ekstraksiyona tabi tutuldu. % Geri kazanim hesaplamasi ise elde edilen
ekstraktlarin  HPLC-UV ile ol¢iilen miktarlarinin, standartlarin  baslangigta alinan

konsantrasyonlarina yiizde orani olarak gergeklestirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Anzer Cayindan Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonunun Optimize Edilmesi
Ekstraksiyon optimizasyonu i¢in bitkinin ¢icek kismima uygulanan bir seri
ekstraksiyon sonucu fenolik bilesenlerin HPLC-UV ve spektrofotometrik toplam fenolik
madde tayini, yontemleri ile analizine dayanmaktadir. Ayn1 zamanda bitkinin ¢igek, yaprak
ve dal olmak iizere her li¢ kismina uygulanan direkt metanolik ekstraksiyon ve asidik
hidroliz sonucu sivi-sivi ekstraksiyonu da bu bitkinin fenolik bilesenlerinin analizi igin

secilmesi gereken yontemi belirleme konusunda katkida bulunmaktadir.

3.1.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-UV Metot Optimizasyonu
Optimize edilen HPLC-UV metodu kullanilarak 13 standart fenolik bilesigin

analizine bir 6rnek Sekil 6’da goriilmektedir.
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Sekil 6. HPLC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm’de (b) 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 13 fenolik standardin analiz edildigi metot hassasiyet ve giicliiliik
acisindan degerlendirildi. Alikonma zamani ve pik alanlarin tekrarlanabilirligi LOD igin
hazirlanan standart karigimimin 7 kez enjeksiyonu ile belirlendi. Ayrica analitin mevcut
olup olmadigimi belirlemek igin gerekli en kiigiik miktar (LOD) ve giivenilir kantitatif

analiz yapabilmek i¢in gerekli en kiigiik miktar olan tespit sinir1 (LOQ) degerleri Tablo

3’de mevcuttur.
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Tablo 3. Optimize edilen HPLC-UV metodunun parametreleri

No | RT Standartlar R’ %BSS(RT)  %BSS(Alan) LOD™™ LOQ"
1 |278 Gallik Asit 0,998 0,241 4,479 0,135 0,449
2 |521 Protokatekuik Asit 0,999 0,239 2,506 0,086 0,285
3 864 p-OH Benzoik Asit 0,999 0,657 3,164 0,124 0,414
4 |972 Katesin 0999 0,580 3,966 0,325 1,083
5 110,35  Klorojenik Asit 0,999 0,783 2,409 0,497 1,657
6 [10,78  Vanilik Asit 0,999 0,354 1,808 0,483 1,609
7 11,22 Kafeik Asit 0,999 0,463 1,175 0,225 0,749
8 [11,91  Siringik Asit 0,999 0,361 1,693 0,065 0,217
9 [12,71  Epikatesin 0,998 0,385 1,675 0,091 0,302
10 |14,24  p-Kumarik Asit 0,999 0,205 0,934 0,177 0,591
11 |15,86 Rutin 0,999 0,137 1,991 0,175 0,583
12 | 22,66 Kuersetin 0,995 0,109 9,127 0,232 0,773
13 | 25,62 Kamferol 0,998 0,076 7,192 0,184 0,614
14 136,91  Propilparaben (IS) _ 0,069 4,107 0,179 0,596

" mg/L cinsinden
: LOD ve LOQ degerleri, anlamli rakam sayist virgiilden sonra 3 haneli olarak
verildi.

Tablo 3’de analit konsantrasyonuna karst elde edilen absorbans degerlerinin
dogrusalligt R? olarak degerlendirildi. Yiizde bagil standart sapmalar (% BSS), alikonma
zamanlar1 ve pik yiikseklikleri i¢in hesaplandi. Dedeksiyon limitleri LOD ve LOQ

degerlert mg/L cinsinden verildi.

3.1.2. Anzer Cayindan Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonunun HPLC-UV ile Optimize
Edilmesi

Optimize edilen HPLC-UV yontemi ile ekstraktlar analiz edildi. Sonuglar spike
yontemine gore % geri kazanim cinsinden hesaplandi ve hekzan ile baslayan ve metanol ile

baslayan ekstraksiyonlar ayr1 ayr1 tablolar halinde Tablo 4 ve Tablo 5’de sirasiyla verildi.
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Tablo 4. Hekzan ile baslayan ¢i¢ek ekstraksiyonlarma ait HPLC-UV ile 6l¢iilen % geri
kazanim degerleri

Standartlar % Geri Kazamim (hekzan)
Hidroliz pH=2 pH=7 Direkt SPE-1 SPE-2
Gallik Asit 67,25 79,92 58,83 73,25 79,50 65,92
(+7,01) (+£5,53) (¥12,55) (+£5,62) (+8,5) (£7,32)
Protokatekuik | 86,58 124,00 129,75 164,92 101,25 11,75
Asit (8,40) (+18,04) (*17,75) (£24,58) (£3,69) (£1,92)
p-OH 90,91 105,58 114,16 111,58 86,08 95,75
Benzoik Asit (£14,12) (+10,56) (£15,9) (+17,86) (£7,88) (x£12,85)
Katesin 60,41 79,83 80,83 65,50 1,25 2,25
(£36,55) (£30,98) (£39,72) (£16,25) (£0,66) (£0,35)
Klorojenik 47,00 24,25 115,00 56,00 11,75 7,00
Asit (£25,78) (£12,45) (£25,73) (£24,87) (+4,87) (£1,54)
Vanilik Asit | 143,00 122,00 135,50 137,25 95,00 106,88
(£3,54) (£15,96) (£36,5) (£35,44) (£7,26) (£22,45)
Kafeik Asit 112,00 113,50 210,25 236,25 43,50 117,75
(+35,67) (+43,85) (102,29 (£112,56) (£15,62) (#21,14)
Siringik Asit | 84,62 136,87 151,75 148,25 91,91 98,25
(£31,28) (+15,73) (£26,16) (+18,38) (+13,57) (£20,11)
Epikatesin 89,00 111,75 117,75 133,50 0 34,50
(£20,28) (£29,23) (£21,28) (+30,58) (£11,28)
p-Kumarik 87,00 102,50 125,75 126,00 75,00 89,00
Asit (£19,29) (£21,86) (£33,34) (£17,28) (+4,24) (£24,39)
Rutin _ _ _ _ 9,25 11,50
(£3,29) (£2,32)
Kuersetin 424,00 84,50 155,87 317,00 96,50 88,5
(£76,29) (£18,25) (+£27,64) (£35,44) (+15,46) (£17,78)
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Tablo 5. Metanol ile baslayan ¢icek ekstraksiyonlarna ait HPLC-UV ile olgiilen % geri

kazanim degerleri

Standartlar

% Geri Kazanim (Metanol)

Hidroliz pH=2 pH=7 Direkt SPE-1 SPE-2
Gallik Asit 49,83 82,08 66,75 72,66 80,66 65,00
(+3,37) (+4,31) (+10,63) (£8,03) (£7,09) (£5,66)
Protokatekuik | 85,50 128,08 146,87 129,25 85,83 99,41
Asit (£12,34) (£19,359) (£29,77) (£19,93) (£15,68) (£15,52)
p-OH Benzoik | 78,58 97,41 101,58 103,75 87,25 78,91
Asit (x£15,89) (£15,84) (£14,57) (+23,65) (£7,30) (£6,24)
Katesin 7,75 42,25 23,00 64,00 1,37 2,75
(£1,76) (£22,78) (x11,66) (£39,24) (#0,53) (£1,06)
Klorojenik Asit | 37,00 42,25 99,00 61,00 11,75 8,25
(+14,76) (£10,86) (£15,82) (+20,16) (£5,73) (+2,57)
Vanilik Asit 107,50 119,17 86,50 109,63 97,58 90,58
(+21,92) (+26,84) (+2,83) (+17.85) (6,20) (+20,02)
Kafeik Asit 95,75 161,75 179,25 301,25 59,25 147,00
(+17.81) (+24.,57) (£35,11) (+45.,51) (+5,38) (+17,65)
Siringik Asit 150,25 114,25 150,62 158,37 88,58 78,91
(£17,32) (£24,04) (£22,80) (£25,63) (£15,28) (£12,76)
Epikatesin 62,75 48,58 52,58 10,67 0 17,17
(+30,19) (£21,28) (£25,57) (+4,09) (+9,91)
p-Kumarik Asit | 44,36 64,58 65,38 132,37 79,25 41,16
(£23,33) (£33,76) (£30,50) (+46,84) (£2,12) (£20,21)
Rutin 2,50 105,25 119,00 303,50 56,00 _
(+1,23) (£23,65) (£16,74) (+38,68) (+9,86)
Kuersetin 102,50 130,37 126,16 337,25 91,25 398,75
(+25,78) (+31,84) (£20,24) (+28,66) (+10,72) (+26,29)

HPLC-UV analizleri sonucu optimizasyona tabi tutulan ¢icek kisminin segilen tiim

yontemler sonucunda kantitatif olarak hesaplanan fenolik madde igerigi hekzanla baslayan

ekstraktlar i¢in Tablo 6°da ve metanolden baslayan ekstraktlar i¢in Tablo 7°de verildi.
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Tablo 6. HPLC-UV ile ¢igek ekstraktlarinin tiim ekstraksiyon kosullarinda hekzan ile
baglayan ekstraktlarinin analiz sonuglar1 (mg/g havada kuru madde)

Hekzan
No Standartlar | Hidroliz pH=2 pH=7 Direkt SPE-1 SPE-2
1 Gallik Asit 1,62 0,39 0,23 0,34 0,43 0,235
(£1,76) (£0,04) (£0,01) (£0,30) (£0,05) (£0,01)
2 Protokatekuik | 2,68 2,52 1,74 4,31 3,89 2,15
Asit (£0,39) (£0,48) (£0,55) (£0,98) (£0,38) (£0,25)
3 p-OH 3,34 1,13 1,09 1,13 0,95 1,04
Benzoik Asit | (+0,49) (+0,11) (£0,31) (£0,02) (£0,01) (£0,09)
4 Katesin 1,52 2,06 2,05 11,11 0,53 3,44
(£0,90) (£0,08) (£0,29) (£2,97) (£0,18) (£0,37)
5 Klorojenik 1,88 1,12 0 3,36 2,97 1,37
Asit (£0,54) (£0,36) (£0,59) (£0,06) (£0,07)
6 Vanilik Asit | 7,95 3,02 2,66 3,63 2,62 2,57
(£2,37) (£0,17) (+£0,63) (+0,35) (£0,08) (£0,20)
7 Kafeik Asit 15,98 14,63 12,12 15,43 10,84 8,990
(£0,87) (£0,79) (+2,56) (£1,52) (+1,27) (+0,156)
8 Siringik Asit | 5,56 3,69 2,67 6,32 3,58 3,47
(+0,08) (+1,18) (£0,29) (+1,88) (+0,62) (+0,12)
9 Epikatesin 0,03 0,04 0,03 3,79 0,17 0
(+0,01) (+0,01) (+0,02) (0,32) (£0,12)
10  p-Kumarik 0,90 1,18 0,78 2,19 1,01 1,55
Asit (£0,17) (£0,33) (£0,22) (x0,99) (£0,65) (£0,79)
11 Rutin 10,29 9,29 10,54 9,84 8,47 5,49
(£2,78) (£2,77) (£3,81) (£3,69) (£2,06) (£1,48)
12 Kuersetin 57,99 29,32 25,58 27,99 53,810 22,48
(£5,69) (£11,76) (£8,67) (+8,86) (£9,21) (£6,35)
13 Kamferol 13,62 14,38 13,66 16,12 11,54 19,34
(+1,93) (+1,01) (+0,49) (+2,23) (+2,55) (+2,65)
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Tablo 7. HPLC-UV ile ¢igek ekstraktlarinin tiim ekstraksiyon kosullarinda metanol ile
baslayan ekstraktlarinin analiz sonuglar1 (mg/g havada kuru madde)

Metanol

No Standartlar Hidroliz pH=2 pH=7 Direkt SPE-1 SPE-2
1 Gallik Asit 0,69 0,38 0,27 0,39 0,38 0,31
(+0,25) (+0,11) (#0,07) (+0,12) (0,02) (+0,08)

2 Protokatekuik |2,83 2,86 2,58 4,78 3,68 2,39
Asit (#0,26) (+0,28) (£0,24) (£0,27) (+0,22) (+0,11)

3  p-OH Benzoik |3,18 1,46 1,50 1,44 0,91 1,12
Asit (£0,5) (£0,84) (£0,33) (£0,46) (£0,04) (£0,19)

4  Katesin 6,67 1,39 1,51 11,72 0,44 5,22
(£0,33) (£1,11) (£0,16) (£1,95) (£0,12) (+0,89)

5  Kilorojenik 3,59 0 0 2,20 2,75 1,35
Asit (£0,48) (£0,81) (£0,08) (£0,02)

6  Vanilik Asit 9,37 3,13 3,66 3,30 2,51 2,53
(£8,39) (£0,41) (x0,52) (x0,39) (x0,03) (£0,46)

7 Kafeik Asit 16,20 15,21 13,99 14,97 11,33 7,79
(+2,87) (£3,21) (+0,51) (#0,37) (£1,02) (£0,12)

8 Siringik Asit 2,93 4,59 2,71 5,91 3,72 3,91
(+3,44) (+0,12) (+1,84) (+0,88) (£0,74) (+0,36)

9  Epikatesin 0,31 0,05 0,03 3,93 0,04 0,13
(£0,31) (£0,03) (£0,02) (£0,94) (£0,01) (£0,05)

10 p-Kumarik 1,45 1,25 1,04 1,40 0,84 1,27
Asit (+0,68) (£0,73) (0,36) (+0,41) (£0,39) (£0,79)
11 Rutin 6,81 12,73 11,04 9,90 1,20 4,18
(+0,94)  (+2,13) (+2,95) (£0,84) (£0,79) (+2,06)

12 Kuersetin 27,20 19,05 24,24 29,02 50,97 9,08
(£6,14) (£0,49) (£2,55) (x£10,88) (£10,03) (£2,84)

13  Kamferol 12,87 12,80 12,22 13,27 10,82 12,41
(+3,89) (#3,51) (+3,59) (£5,01) (+1,081) (£2,52)

Sonuglar karsilastirma agisindan daha anlasilir olmasi igin grafik seklinde Sekil 7 ve
Sekil 8’de verildi.
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Sekil 7. Hekzan ile baslayan ¢igek ekstraksiyonunun HPLC-UV analizlerinin grafiksel
sonuglar1
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Sekil 8. Metanol ile baslayan ¢i¢ek ekstraksiyonunun HPLC-UV analizlerinin grafiksel
sonuglari

HPLC-UV ile fenolik bilesiklerin optimizasyon sonuglarina gore Anzer cayinin
yaprak ve dal kisimlarindan fenolik bilesiklerin analizinin gergeklestirilmesi i¢in Tablo 4
ve Tablo 5°deki geri kazanim degerlerinin yanisira kromatografik olarak analizlerin daha
dogru yapilabilmesi i¢in ekstraktlarin kromatogramlari da incelendi. Ekstraksiyonlarin
hekzan ve metanol ile baglayan kisimlarin karsilastirilmasi i¢in hekzandan baslayan
hidrolizli ekstrakt ile metanolden baslayan hidrolizli ekstrakt ayni kromatogramda Sekil
9’da ve hekzandan baglayan pH=2 ekstrakt: ile metanolden baslayan pH=2 ekstrakti ayni
kromatogramda Sekil 10’da verildi.
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Sekil 9. Cigek kisminin hekzan ve metanol ile baslayan hidrolizli ekstraktlarinin 280
nm’de HPLC-UV kromatogramlari

600] — Cicek-hekzan-pH=2 UV/VIS-280nm
500 — Cigek-metanol-pH=2 UV/VIS-280nm
400
300 1
\
200
LN, W ‘M‘W\VQ
q
0 2 4 6 8 10 12 14 Dakikal6 18 20 22 24 26 28

Sekil 10. Ci¢ek kisminin hekzan ve metanol ile baslayan pH=2"deki ekstraktlarinin 280
nm’de HPLC-UV kromatogramlari

Ekstraktlardan metanol ile baslayan pH=2 ve pH=7’de elde edilenlerin

karsilastirilmasi agisindan 6rnek bir kromatogramda her iki ekstrakt birlikte Sekil 11’de
verildi.
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Sekil 11. Cicek kismina ait metanol ile baslayan pH=2 ve pH=7’de elde edilen
ekstraktlarin 280 nm’de HPLC-UV kromatogramlari

Cicek kisminin metanol ile baslayan pH=2 ve hidrolizli karsilastirilmasi agisindan

ornek bir kromatogramda her iki ekstrakt birlikte Sekil 12°de verildi.
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Sekil 12. Cigek kismina ait metanol ile baslayan pH=2 ve hidroliz ile elde edilen
ekstraktlari 280 nm (a) ve 315 nm’de (b) HPLC-UV kromatogramlari

Kati faz ekstraksiyonunda kullanilan iki farkli kartusdan (1. Supelco LC-SAX SPE
anyon-degisim fonksiyonlu quaterner amin gruplariyla modifiye ve 2. Discovery DPA-6S
(Supelco, Germany) amid gruplariyla modifiye edilen silika ucglara sahip ters faz
fonksiyonlu) elde edilen ekstraktlarin karsilastirllmasi ig¢in Sekil 13’de ¢igcek kisminin

metanol ile baglayan kat1 faz ekstraktlarinin HPLC-UV kromatogramlari verildi.
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Sekil 13. Cicek kisminin metanol ile baslayan supelco (a) ve discovery (b) kati faz
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarin HPLC-UV kromatogramlari

Ayrica metanol ile baslayan hidrolizli 6rnek bir ekstraktin kati faz ekstraktlar ile

karsilagtirilmasi i¢in Sekil 14’de ayn1 kromatogramda 280 nm’de incelendi.
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Sekil 14. iki kat1 faz ekstraktlari ile hidrolizli ekstraktin HPLC-UV kromatogramlari

Anzer ¢ay1 fenolik bilesim igerigi baslica sinamik asit ve flavonoid tiirevlerinden
olugmasi sebebiyle ve optimize edilen HPLC-UV yontemine gore analiz edilebilecek olan
standartlarimizdan rutin haricinde bu grup bilesiklerin seker ya da baska grup bagh
tirevlerinin mevcut olmayisindan dolayr hidrolizli ekstraksiyon yonteminin bitkinin

fenolik bilesiminin belirlenmesi agisindan en uygun yontem oldugu tespit edildi.

3.1.3. Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayinine Gore Fenolik Madde
Esktraksiyonun Optimizasyonu

Spektrofotometrik toplam fenolik madde tayini 3 paralel olarak bir seri farkli yontem
ile elde edilen ekstraktlara uygulandi ve sonuglar1 gallik asit ve katesin ekivalent olarak

Tablo 8’de verildi. Burada birim olarak mg toplam fenolik/g havada kuru madde kullanilda.
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Tablo 8. Ekstraktlarin mg standart ekivalenti/g havada kuru madde cinsinden toplam
fenolik madde tayini sonuglari

No Ekstraktlar mg GAE/ g havada kuru mg KE/ g havada kuru
madde madde

1 H-H 31,243 (+1,720) 33,252 (+0,320)
2 H-2 29,794 (+1,330) 35,277 (+7,330)
3 H-7 13,844 (£0,210) 14,677 (+4,750)
4 H-D 30,009 (+4,350) 50,672 (£3,900)
5 H-SPE-1 11,650 (£0,070) 21,522 (+0,290)
6 H-SPE-2 10,866 (+0,030) 18,138 (0,100)
7 M-H 30,877 (+1,950) 45,059 (+0,890)
8 M-2 30,438 (+3,180) 32,462 (+4,430)
9 M-7 14,843 (+0,230) 15,557 (+3,070)
10 M-D 34,903 (£6,970) 46,034 (+8,220)
11 M-SPE-1 11,588 (+0,030) 21,716 (+0,220)
12 M-SPE-2 11,700 (+0,130) 21,738 (+0,560)
13 S-H 41,948 (£10,980) 48,156 (£10,540)
14 S-2 33,166 (+0,980) 40,325 (+£6,510)
15 S-7 14,298 (8,000) 49,965 (+1,090)
16 S-D 29,517 (+11,640) 40,427 (+13,880)
17 S-SPE-1 11,583 (£0,020) 20,833 (+0,240)
18 S-SPE-2 11,561 (+0,170) 21,083 (+0,710)

olarak da Sekil 15°de gosterilmistir.

Toplam fenolik madde tayin sonuglar1 ayrica standart sapmalari ile birlikte grafiksel
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Sekil 15. Ekstraktlarin mg standart ekivalenti/g havada kuru madde cinsinden toplam
fenolik madde tayini sonuglarinin hata ¢ubuklari ile birlikte grafigi
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3.2. Anzer Caymin Cicek, Yaprak ve Dal Kisimlarinda Fenolik Bilesiklerin HPLC-
UV ile Analizleri
Ekstraksiyon optimizasyonu sonucunda yapilan tim kapsamli karsilastirmalar
neticesinde bitkinin yaprak ve dal kisimlar1 i¢in hidrolizli sivi-sivi ekstraksiyonu uygun
goriilerek paralel olarak ¢igek kismina da bu ekstraksiyon uygulandi. Elde edilen
ekstraktlarin % geri kazanim degerleri icin spike yontemi burada kullanilmadi ancak
fenolik madde standartlarmin belli konsantrasyonunu igeren ¢o6zeltiye ayni yontem

uygulanarak ekstraksiyon % geri kazanimi hesaplandi (Tablo 9).

Tablo 9. Fenolik madde standartlarnin hidrolizli ekstraksiyonunun % geri kazanim

degerleri
No Standart % Geri Kazanim
1 Gallik Asit 84,27(+5,55)
2 Protokatekuik Asit 119,01(£15,71)
3 p-OH Benzoik Asit 97,18(£9,90)
4 Katesin 15,69(+22,44)
5 Klorojenik Asit 12,93(+6,40)
6 Vanilik Asit 93,21(+10,63)
7 Kafeik Asit 32,77(+8,73)
8 Siringik Asit 107,98(+10,68)
9 Epikatesin 158,78(£186,91)
10 p-Kumarik Asit 28,88(£13,97)
11 Rutin 2,73(£2,21)
12 Kuersetin 90,93(+26,94)
13 Kamferol 63,91(£11,79)

Tablo 9’da verilen % geri kazanim degerleri epikatesin ve katesin cinsinden
incelendiginde, katesinin ¢ok diisiik, epikatesinin ¢ok yiiksek bir geri kazanima sahip
olmasi birbirlerine doniisiimlerinin olabilecegi ile agiklanabilir.

Cigek, yaprak ve dal kismindan elde edilen ekstraktlarin HPLC-UV analizleri ile
kantitatif sonuglart mg fenolik bilesenler /g havada kuru madde cinsinden Tablo 10°da

verildi.
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Tablo 10. Bitkinin ¢igek, yaprak ve dal kisimlarina ait hidrolizli ve direkt ekstraktlarin
HPLC-UYV ile kantitatif analiz sonuglari

Hidroliz (mg/g Direkt metanol (mg/g havada
havada kuru madde) kuru madde)
No Standartlar Cicek Yaprak Dal Cicek  Yaprak Dal
1 Gallik Asit 0,08 0,17 0,08 0,04 0,01 0,10
2 Protokatekuik Asit 0,58 0,40 0,35 0,55 0,35 0,47
3 p-OH Benzoik Asit 0,21 0,65 0,21 0,14 0,24 0,13
4 Kategin 1,06 0,38 0,16 1,28 1,83 0,05
5 Klorojenik Asit 0,84 0,68 0,57 0,27 0,23 0,19
6 Vanilik Asit 1,63 1,30 1,81 0,47 0,19 0,63
7 Kafeik Asit 14,63 17,89 6,01 2,40 1,71 1,53
8 Siringik Asit 1,11 1,91 1,88 0,64 0,86 0,59
9 Epikatesin 1,54 0,76 1,18 0,00 2,08 0,03
10 p-Kumarik Asit 0,48 0,57 0,59 0,64 0,65 0,44
11 Rutin 0,21 1,01 0,38 2,64 3,53 2,81
12 Kuersetin 35,48 43,09 68,99 3,08 2,76 3,07
13 Kamferol 2,38 2,28 2,68 2,37 0,86 1,35
mAU{ — UV/VIS-280nm
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Sekil 16. Cigek kisminin direkt ekstraktinin 280 nm’de HPLC-UV kromatogrami

Ornek olarak Sekil 16°da verilen ¢icek kisminin direkt ekstraktinin HPLC-UV
kromatograma ile karsilastirma yapmak amaciyla Sekil 17°de ¢i¢ek kismina ait hidrolizli
ekstraktinin 280 nm ve 315 nm’deki HPLC-UV kromatogrami verildi.
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Sekil 17. Cigek kisminin hidrolizli ekstrakstinin 280 nm (a) ve 315 nm’deki (b) HPLC-UV
kromatogrami

Bitkinin yaprak ve dal kisimlarina ait hidrolizli ekstraktlara ait 280 nm ve 315
nm’deki HPLC-UV kromatogramlar1 Sekil 18 ve Sekil 19°da verildi.
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4. TARTISMA

4.1. Fenolik Bilesiklerin Anzer Cayindan Ekstraksiyonunun Optimize Edilmesi
4.1.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-UV Metot Optimizasyonu

Optimize edilen RP-HPLC-UV metodu kullanilarak 13 standart fenolik bilesigin
analizine 6rnek bir kromatogram Sekil 6’da goériilmektedir. Yontem, 50 dakika i¢inde tiim
standartlarin uygun bir sekilde ayrilmasini sagladi. Diisiik konsantrasyonlarda alikonma
zamanlarinin ve pik alanimin tekrarlanabilirligi kabul edilebilir degerlerde bulundu (Tablo
3). Ayrica tiim 13 standardin kalibrasyonlarindan dogrusal cevaplar (R*~0,999) elde edildi.
Tilim standartlar en diisiik tespit sinir1 (LOD) ve en diisiik tayin sinir1 (LOQ) degerleri bitki
materyallerinde fenolik bilesiklerin belirlenmesi i¢in yeterli olacak sekilde LOD, 0,497
mg/L’nin altinda ve LOQ degeri ise 1,657 mg/L’nin altinda bulundu.

4.1.2. Anzer Cayindan Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonunun HPLC-UV ile Optimize
Edilmesi

Anzer caymin ¢icek kisminda gergeklestirilen ekstraksiyon optimizasyonunun
HPLC-UV analizleri ile elde edilen % geri kazanim sonuglar1 (Tablo 4 ve Tablo 5) ve
tekrarlanabilirliklerinin kabul edilebilir sinirlar icerisinde olmayisi nedeniyle, Anzer
caymin fenolik bilesimlerinin analizi i¢in uygun ekstraksiyon yonteminin se¢imi agisindan
net bir karar verilmesinde etkili olmadi. Tekrarlanabilirligin diismesi ile kimi zaman spike
yontemine gore standart eklenerek uygulanan ekstraksiyonlarm kantitatif degerlerinin
standart eklenmeyen paralellerinden kiiciik degerleri verdikleri dahi gozlendi. Calismada
tekrarlanabilirlik kati faz ekstraksiyonunda, sivi-sivi ekstraksiyonuna oranla oldukca
yiiksektir ki bu da teorik olarak bilinen kat1 faz ekstraksiyonunun bir avantajidir.

HPLC-UV ile ekstraksiyon yontemi optimizasyonunda uygun yontem sec¢iminde
yardimc1 olmasi agisindan ii¢ paralel ¢alismadan elde edilen ortalama sonuglar standart
sapmalart ile birlikte Tablo 6 ve Tablo 7°de ve grafiksel sonuglar ise Sekil 7 ve Sekil 8’de
verildi. Standartlarin kantitatif verilerine gore bakildigindan bitkinin ¢igek kisminda
mevcut standartlarin tiimiiniin bulundugu gézlendi ama pek ¢ok maddenin makro boyutta
olanlar1 tespit edilemedi. Standartlarin kimisi olduk¢a az miktarlarda iken baslica katesin,
vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, rutin, kuersetin ve kamferoliin digerlerine gore yiiksek

oldugu gozlendi. Ozellikle sinamik asitlerden kafeik asit, flavonoidlerden rutin, kuersetin
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ve kamferol bitkinin ¢icek kismindaki optimizasyon calismasinda tim yontemler ile
yiiksek miktarda ekstrakte edilmeleri ile 6n plana ¢ikti. Burada dikkati ¢eken bir durum
kafeik asit ve kuersetinin hidroliz ile genel olarak artis gostermeleridir. Bitkinin ¢icek
kisminin bu analiz sonuglarina gore en fazla kuersetin igerdigi ve kuersetinin en yiliksek
geri kazanim degerinin kat1 faz ekstraksiyonu ve ozellikle de supelco LC-SAX kat1 faz
kartusundan elde edildigi gozlendi.

HPLC-UV yontemi ile yapilan ekstraksiyon optimizasyonunun kantitatif sonuglarin
yani sira, kromatogramlarin genel profilleri de degerlendirildi.

Hekzan ile baglangicta istenmeyen apolar bilesenlerin bitki matriksinden izole edilip
ayrilmas1 hedeflendi. Hekzan ekstraksiyonundan geri kalan daha sade bir matriks
sayesinde kromatografik ayrimimn ve kantitatif analizin daha dogru bir sekilde
yapilabilecegi kesindir. Bu agidan Tablo 4 ve Tablo 5’den elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, hekzan ve metanol ile baglanan ekstraktlarda bazi bilesenler igin
hekzan bazi bilesenler igin metanol ekstraktlart yiiksek geri kazanima sahiptir.
Kromatogramlar tlizerinde de inceleme yapildiginda bitkinin ¢igek kismina uygulanan bir
seri ekstraksiyondan hekzandan baslayan hidrolizli ve metanolden baslayan hidrolizli
ekstraktlar Sekil 9’da karsilastirildi ve her iki kromatogramin da kolay ve dogru analiz
edilebilmesi i¢in yeterince temiz olduklar1 gozlendi. Ancak metanol ile baslayan ekstrakta
ait piklerde genel olarak az da olsa bir yiikseklik gozlendi. Bu da ekstraksiyona temizlik
amaci ile katilan hekzanin bitki 6rneginin analizi istenen bilesenleri lizerinde azaltici yonde
etkili oldugunu gosterdi.

Bitkinin ¢igek kismimin hekzandan baslayan ve metanolden baslayan pH=2’deki
ekstraktlar Sekil 10°da karsilastirildi1 ve burada da her iki ekstraktlara ait kromatogramlarin
oldukga sade olduklar1 gozlendi. Tiim bu incelemeler sonucunda Anzer cay1 bitkisi igin
hekzan ekstraksiyonunun ilave bir asama olarak kullanilmasinin kromatogramlarin
analizinde belirgin bir avantajinin olmadigir ¢ikarildi ve bitkinin diger kisimlarinin
ekstraksiyonlarinda hekzan asamasi uygulanmadi.

Ekstraksiyonlarda ortamin pH’mna gore bilesenlerin iyonlagarak sulu fazi tercih
etmeleri veya iyonlasmadan organik faza alinabilirlikleri degismektedir. Ozellikle zayif
asidik o6zellik gosteren fenolik asitler i¢in ekstraksiyon pH degerinin pKa degerinin altinda
secilmesi sivi-sivi ekstraksiyonu ile organik faza gecislerinde etkili olduklart igin
onemlidir. Bu agidan bu ¢alismada analizleri yapilan fenolik bilesikler i¢in hidroliz, pH=2

ve pH= 7’de uygulanan ekstraksiyonlar karsilastirildi. Cigek kisminin pH=2 ve pH=7"de
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elde dilen ekstratlarina ait kromatogramlarin verildigi Sekil 11°e bakildiginda genel olarak
bitki bilesenlerinin pH=2’de daha yiiksek miktarda ekstrakte edildikleri gozlendi.
Hidrolizli ekstraktlar1 ile pH=2’de elde edilen ekstraktlart Sekil 12’de wverilen
kromatograma gore inceledigimizde ise genel olarak esas pikler hidroliz ile azaldi, bazilari
da kayboldu. Buradan Anzer ¢ayinda genel olarak fenolik bilesenlerin gesitli tiirevlerinin
mevcut oldugu ve bunlarin hidroliz ile pargalanarak c¢ekirdek fenolik bilesenlere
doniistiiklerini ¢ikarabiliriz. Bu hipotezimizi destekleyici olarak Sekil 12’ye ait 280 nm ve
315 nm’deki kromatogramlardan esas piklerin 315 nm’de daha yiiksek absorbansa sahip
olduklart goriilmektedir. Kromatogramda eliie edilme profilleri de goz Oniine alindiginda,
esas piklerin daha ¢ok seker grubu iceren flavonoidler ve ¢esitli sinamik asit tiirevlerinden
olustuklar ¢ikarilmaktadir.

Uygulanan iki farkli kati materyal iceren kati faz ekstraksiyonu ile elde edilen
ekstraktlarin  fenolik igeriginin hem ¢esitlilik hem de miktar agisindan sivi-sivi
ekstraksiyonuna gore olduk¢a diisiik oldugu ancak tekrarlanabilirligin  kati faz
ekstraksiyonunda c¢ok daha yiiksek oldugu gozlendi. Teorik olarak da kati faz
ekstraksiyonu, yiiksek tekrarlanabilirlikte bir ekstraksiyondur. iki farkli kat1 faz kartusu ile
elde edilen ekstraktlara ait HPLC-UV kromatogralar1 Sekil 13’de karsilagtirildi ve her iki
kartusunda spesifik olarak yiiksek oranda ekstrakte ettikleri bilesiklere ait pikler gézlendi.
Kartuslarin genel olarak ayni bilesikleri farkli miktarlarda tuttuklar1 gozlendi. Kati faz
ekstraktlarinin kromatogramlar1 mevcut fenolik asit standartlarinca oldukga fakir olmalar:
nedeniyle calismanin devaminda kati faz ekstraksiyonu tercih edilmedi. Kati faz
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarin kromatogramlarin hidroliz ile elde edilen
ekstraktlarin kromatogramlar ile karsilagtirmasi Sekil 14’de yapildi ve hidrolizli sivi-sivi
ekstraksiyonunun kati faz ekstraksiyonlarindan belirgin sekilde yiiksek geri kazanima
sahip olduklari gézlendi.

Bitkinin, sinamik asit ve flavonoidlerden kafeik asit, rutin, kuersetin ve kamferol
icerdigi mevcut standartlarla karsilastirilarak tesbit edildi. Fakat makro bilesenlerin
standartlar1 elimizde olmadigindan bunlarin kesin teshisi yapilamadi. Bitkideki sinamik
asit ve flavonoid cekirdeklerinin analiz edilebilmeleri i¢in, bu bilesiklerin g¢esitli
tirevlerinin hidroliz ile pargalanip ¢ekirdek sinamik asit ve flavonoidlere doniistimleri
gereklidir. Bu bilgiler 1siginda bitkinin yaprak ve dal kisimlarinin ekstraksiyonlari
hidrolizli olarak yiiriitiilip direkt metanolik ekstraksiyonlar1 da kontrol amagl elde edildi.

Ayrica fenolik madde standartlarinin belli bir konsantrasyondaki karisima da hidroliz
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uygulanarak standartlar tizerine hidrolizin etkisi de incelendi. Flavonoid standartlarindan
kuersetinin hem kendisi hemde seker grubu bagl tiirevi olan rutin optimize edilen HPLC-
UV analiz yonteminde mevcut oldugundan, hidroliz ile direkt ekstraksiyon sonuglarinin

kuersetin ve rutin iizerinden degerlendirilmesi miimkiin olacaktir.

4.1.3. Fenolik Madde Esktraksiyonun Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde
Tayinine Gore Optimizasyonu

Tiirlerin  direkt metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlarina
bakildiginda numuneler arasinda ve 6zellikle hekzan ile baglayan ¢alismada en yiiksek
oldugu (50,672 mg KE/g havada kuru madde) goriildii. Genel olarak bakildiginda ise
hekzan ile baglayan ve metanol ile baslayan arasinda, hekzan ile baslayanin daha yiiksek
oldugu, standartli olanlarin ise daha diisiik oldugu gorildii.

Hidrolizli ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlarina baktigimizda, standarth
olan 6rneginde en yiiksek oldugu (48,156 mg KE/g havada kuru madde) ve bunu takiben,
metanol ile baslayan ve hekzan ile baslayan 6rneklerinde genel olarak yiiksek oldugu tesbit
edildi.

pH=2 kosullarindaki ekstraktlarda ise standartli olan 6rnekte en yiiksek toplam
fenolik madde miktar1 (40,325 mg KE/g havada kuru madde) tespit edildi. pH=7
kosullarindaki ekstraktlarda ise standartli 6rnekte en yiiksek toplam fenolik madde miktari
(49,965 mg KE/g havada kuru madde) bulundu. pH=7 ile baslayan tayinlere bakildiginda,
stvi-s1vi ekstraksiyon i¢in en diisiik verim elde edildi.

Kat1 faz ekstraksiyonunda elde edilen toplam fenolik madde miktari, se¢imli
ekstraksiyondan elde edilen toplam fenolik madde miktarindan genel olarak daha diisiik
cikti. SPE-1 ve SPE-2’yi birbiri ile karsilagtirildiginda, elde edilen sonuglarin birbirlerine
¢ok yakin olduklart goriildii. SPE-1’den elde edilen en yiiksek toplam fenolik madde
miktarr, metanol ile baslayan ¢alismadan elde edildi (21,716 mg KE/g havada kuru
madde). SPE-2’de ise en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 (21,738 mg KE/g havada
kuru madde) bulundu. Genel olarak, kati faz ekstraksiyon ile olan ¢alismalarda, metanol ile
baslanan calismalardan elde edilen toplam fenolik madde miktari, hekzan ile baslayan

ekstraktlardan elde edilenlere gore daha yiiksek bulundu.
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4.2. Anzer Caymin Cicek, Yaprak ve Dal Kisimlarinda Fenolik Bilesiklerin HPLC-
UV ile Analizleri

Fenolik bilesenlerin bitkinin ¢igek, yaprak ve dal kisimlarinda analizlerinin
degerlendirilmesi i¢in yalnizca fenolik standartlarin bir karisimina uygulanan geri kazanim
calismasi sonuglart Tablo 9°da verildi. % Geri kazanim degerleri katesin, klorojenik asit,
kafeik asit, p-kumarik asit ve rutin i¢in oldukga diisiik iken genel olarak fenolik asitler ve
flavonoid ¢ekirdekleri ig¢in yliksektir. Buradan hidroliz kosullarinda bazi fenolik
bilesiklerin par¢alanmasi sonucu azaldiklarin1 ve bazi bilesiklerin ise kullanilan ¢oziicii
sistemi ile ekstrakte edilerek alinma oraninin diisiik oldugunu ¢ikarabiliriz. Ayrica
sonuglarin standart sapmalar1 géz Oniine alinip degerlendirildiginde, katesin ve epikatesin
gibi kolay bozunan fenolik bilesikler i¢in ekstraksiyon tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi
beklenen bir durumdur. Diger yandan kuersetinin rutinozit seker grubuna bagl bir formu
olan rutinin hidroliz sonucunda olduk¢a diisiik bir geri kazanima sahip olmast ve diger
yandan kuersetinin yiiksek geri kazanimi rutinin hidroliz ile seker grubunu kaybedip
kuersetine doniistiigiinii gdstermektedir.

Bitkinin c¢icek, yaprak ve dal kisimlarina ait hidrolizli ve direkt ekstraktlarin HPLC-
UV ile kantitatif analiz sonuglar1 Tablo 10’da verildi. Burada hidrolize maruz birakilan
ekstraktlarda rutinin azalmasi, kuersetinin ciddi artis1 bitkinin genel olarak kuersetinin
rutin dahil ¢esitli seker igeren formlarini ihtiva ettigini gostermektedir. Kamferolde
hidroliz ile nispeten bir artig gdzlendi ki buda kamferoliin de seker grubu iceren formlari
ile birlikte bu bitkinin fenoliklerini olusturdugunu gostermektedir. Hidroliz ile sinamik
asitlerden standart kafeik asitin hidrolizli sivi-sivi ekstraksiyon yontemine gore (Tablo 9)
geri kazanmim degerinin diisik olmasina ragmen, hidrolizli bitki ekstraktlarinda ciddi
sekilde artis1 kafeik asitin gesitli tlirevlerinin bitki bilesenlerinin 6nemli bir kismini
olusturdugu ¢ikarildi.

Bitkinin farkli kisimlart karsilastirildiginda ise kafeik asit yoniinden dal kisminin
nispeten fakir olmasi ancak kuersetin ve kamferol agisindan daha zengin olmasi ilgi
¢ekicidir. Cigek kismmin direkt ekstraksiyonu ile elde edilen HPLC-UV kromatogrami
(Sekil.16) ile hidroliz sonucu elde edilen HPLC-UV kromatogrami (Sekil 17)
incelendiginde hidroliz sonucunda tanimlanamayan bilesiklerin miktarlarinda ciddi bir
azalma gozlenirken, baslangicta az miktarda olan fenolik bilesiklerin miktarlarinin artmast,
bitkinin fenolik iceriginin fenolik asit ve flavonoidlerin gesitli tiirevlerinden olustugunu

tekrar net bir sekilde ortaya koymaktadir. Ayrica bitkinin yaprak ve dal kisimlarinin
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hidrolizli ekstraktlarinin kromatogramlarinda da (Sekil 18, Sekil 19) kafeik asit ve
kuersetinin hidroliz islemi sonucunda bitkinin esas fenolik bilesenlerini olusturduklari
gozlendi.

Anzer caymnin fenoliklerinin kantitatif olarak HPLC-UV ile aydinlatilmaya ¢alisildigi
bu calismada bitkinin ¢icek, yaprak ve dal kisimlar1 ayri1 ayri incelendi ve kullanilan 13
fenolik madde standartlarinin tiimii bitkide az ya da ¢ok miktarlarda gozlendi. Optimize
edilen HPLC-UV yontemine gore bitkinin ¢i¢ek, yaprak ve dal kisimlarmin fenolik
bilesiklerden kuersetin ve kafeik asiti daha fazla i¢erdigi tesbit edildi. Bitkinin kisimlarinin
farkli ekstraksiyon ile elde edilen ekstraktlarinin HPLC-UV kromatogramlarinin profilleri
ve elde edilen kantitatif sonuclar ile birlikte degerlendirildiginde, genel olarak Anzer gay1
bitkisinin fenolik bilesenlerinin sinamik asit ve flavonoid tiirevlerinden olustugu sonucuna

varildi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez kapsaminda Thymus praecox subsp. caucasicus var. caucasicus bitkisinin
fenolik bilesikleri HPLC-UV sistemi ile belirlenmeye calisildi.

Fenolik bilesimin belirlenmesinden 6nce ekstraksiyon kosullari optimize edildi.
Ekstraksiyon optimizasyonu HPLC-UV analizlerinin yanisira spektrofotometrik toplam
fenolik madde tayini ile de degerlendirildi. Hidroliz ile baslayan bitki numunelerinde
mevcut standart fenolik madde miktarlariin yiiksek oldugu, bunu direkt metanolik bitki
ekstraktlarmin takip ettigi gorildi. Optimizasyonda uygulanan iki ayri kati faz
ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde miktarlar1 daha az
bulundu. Kati faz ile elde edilen ekstraktlain HPLC-UV analiz  sonuglari
degerlendirildiginde discovery DPA-6S kati fazindan elde edilen ekstratklarda kamferol en
yiiksek degerde bulunmaktadir. Yine flavonoidler i¢in kat1 fazlarin sivi-sivi ekstraksiyonu
kadar olmasa da yiiksek segicilikte olduklar1 gbzlendi. Burada kati faz sartlandirma ve
elisyonu, literatiire dayali olarak yiiriitildigiinden bunun i¢in ayrica bir yontem
gelistirilmedi ancak uygun kati faz kosullari igin de ileri bir optimizasyon ¢alismasi
yapilabilir.

Hidrolizli sivi-sivi ekstraksiyonu bitkinin ¢igek, yaprak ve dal kisimlarma ayni
zamanda ve ayni sekilde uygulandi. Bitkinin fenolik igeriginin tespiti igin yeterli ipuglari
elde etmek amaciyla, hidrolizsiz olarak dogrudan metanolik ekstraktlar da elde edilerek
HPLC-UV ile analiz edildi. Fenolik bilesiklerin HPLC-UV analizleri neticesinde bu
bitkinin baglica sinamik asit ve flavonoid tiirevlerini ihtiva ettigi belirlendi. Calismada
HPLC-UV analizlerinden elde edilen sonuglara gére bitkinin sinamik asitlerden baslica
kafeik asit ve flavonoidlerden ise rutin, kuersetin ve kamferol igerdigi belirlendi.
Standartlart mevcut olmayan flavonoid ve sinamik asit tiirevlerinin varliklari, ¢esitlli
ekstraksiyon  yontemleri  sonucunda  elde edilen  ekstraktlarn  HPLC-UV
kromatogramlarindan ¢ikarildi ancak kesin taninmalart miimkiin olmadi. Gruplari tahmin
edilen bu bilesikler ileriki bir ¢alisma kapsaminda HPLC-MS ile karakterize edilebilir ve
kromatografi ile izole edilerek NMR, IR, MS ve UV gibi cesitli yap1 aydinlatma

yontemleri ile tanimlanabilirler.
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