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OZET

Phytolacca americana (L.) BITKISININ BIYOAKTIF BILESENLERININ HPLC-DAD
iLE AYDINLATILMASI

Umran KALKAN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Anabilim Dah
Yuksek Lisans Tezi
Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Emine AKYUZ TURUMTAY

Phytolacca americana (L.) Phytolaccaceae familyasina ait olup anavatan1 Kuzey Amerika’dir.
Bu tez ¢alismasinda bu meyvenin igerdigi biyoaktif bilesenlerin kromatografik olarak ayirimi ve
belirlenmesi hedeflendi. Bu amagla meyvelerin metanol ekstrakti hazirlandi. Bu ekstraktin
kurutularak suyla ¢oziilmesi ve sirasiyla dietil eter, etil asetat, biitanol ¢oziiciileri ile sivi-sivi
ekstraksiyonuna tabi tutulmasi ile geri kalan sulu kisimla birlikte dort ekstrakti elde edildi.
Metanol ekstraktina ayrica bilesenlerin kompleks yapilarinin pargalanip daha basit yapilarmin
belirlenebilmesi igin asidik hidroliz uygulandi. Asidik hidroliz sonucunda sulu kisim dietil eter
ve etil asetatin ardigik kullanimiyla sivi-sivi ekstraksiyonuna tabi tutuldu. Bu organik kisimlar
birlestirildi ve geride kalan sulu kisim ile iki fakli ekstrakt daha elde edildi. Metanol ekstrakti ve
bu ekstraktan elde edilen alt1 ekstrakti tamaminda mevcut fenolik bilesikler diyot serili detektor
ile kombine yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC-DAD) yontemi ile aydinlatildi.
HPLC-DAD analizleriyle kantitatif olarak belirlenen fenolik bilesiklerin ekstraktlarda bulunma
sirasi etil asetat > butanol > hidroliz organik > dietil eter > metanol > su esktrakti seklindedir.
Ekstraktlarin igeriklerinde benzer bilesenler olmasina ragmen ayni bilesenlere az rastlanmasi
nedeniyle ekstraktlar arasinda farkliliklar gézlenmektedir. Genel olarak hem flavonoid hem de
fenolik asit icerikleri zengindir. Ekstraktlarda fenolik asitlerden, p-OH benzoik asit, vanilik asit,
kafeik asit, ferulik asit ve girincik asit ile birlikte p-OH benzoik asit, vanilik asit, sirincik asit, p-
kumarik asit, tlirevlerine rastlandi. Flavonoidlerden ise, rutin ve kuersetinin yanisira, rutin,

kuersetin, apigenin, luteolin ve katesin tiirevleri gzlendi.

2018, 47 sayfa
Anahtar Kelimeler: Phytolacca americana, fenolik bilesikler, HPLC-DAD.



ABSTRACT

ELUCIDATION OF PHENOLIC COMPOUNDS OF THE PLANT Phytolacca americana
(L.) BY HPLC-DAD

Umran KALKAN

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Master Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Emine AKYUZ TURUMTAY

Phytolacca americana (L.) belongs to the family of Phytolaccaceae and its motherland is North
America. In this thesis study, the chromatographic separation and determination of the bioactive
components of the this fruit were aimed. For this purpose, the methanol extract of the fruits was
prepared. This extract was dried and dissolved with water and subjected to liquid-liquid
extraction with diethyl ether, ethyl acetate, butanol respectively, resulting in four extracts
together with the remaining aqueous part. Acidic hydrolysis was applied to the methanol extract
so that the complex structures of the components could be disrupted and simpler structures
could be determined. As a result of acidic hydrolysis, the agueous portion was subjected to
liquid-liquid extraction by sequential use of diethyl ether and ethyl acetate. These organic
fractions were combined and another two-part extract was obtained with the remaining aqueous
fraction. The methanol extract the six extracts from this extract were illuminated by a high
performance liquid chromatography (HPLC-DAD) method combined with a diode-array
detector. The order of the phenolic compounds quantitatively determined by HPLC-DAD
analysis is ethyl acetate, butanol, hydrolysis organic, diethyl ether, methanol, water extract.
Although there are similar components in the contents of the extracts, differences are observed
between the extracts because they have rarely same components. In general, both flavonoid and
phenolic acid contents of the extracts are rich. The extracts were found to contain p-OH benzoic
acid, vanillic acid, citric acid, p-coumaric acid and derivatives, along with p-OH benzoic acid,
vanillic acid, caffeic acid, ferulic acid and syringic acid. Among the flavonoids, rutin, quercetin,

apigenin, luteolin and catechin derivatives were observed as well as rutin and quercetin.

2018, 47 pages
Keywords: Phytolacca americana, phenolic compounds, HPLC-DAD.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Besinlerin tedavi edici yeteneklerinin olabilecegi kavrami yeni degildir. Yaklasik
olarak 2500 y1l 6nce tibbin babasi sayilan Hipokrat “Besinler ilaciniz, ilaciniz besininiz
olsun” demistir (Hasler, 2002). Besinlerin ilag gibi davranabilecegi ve fonksiyonel besin
kavrami ilk 6nce uzak dogu iilkelerinde dogmus ve besinlerin saglik tizerindeki etkileri

uzun yillar arastirmacilarin ilgisini gekmistir (Kwak ve Jukes, 2001).

Viicutta meydana gelen oksidasyon, serbest radikallerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Serbest radikaller ise, son derece reaktif maddeler olup, bircok farkli
molekiil ile kolay bir sekilde tepkimeye girebilmektedirler. Bu tepkime sonucu da,
saglikl hiicreler ve DNA yapilar1 zarar gérmektedir. Iste tam bu noktada devreye giren
antioksidanlar, serbest radikaller ile tepkimeye girerek, onlarin hiicrelere zarar

vermesini 6nlemektedirler.

Bitkilerden antioksidanlarin eldesi ve saflastirilmalart bu bilesenlere kaynak
olusturma acgisindan 6nemlidir. Bitki 06ziitlerindeki antioksidanlarin, kromatografik
olarak ayrimlar1 ve tanimlanmasi i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)

etkin sekilde kullanilmaktadir.

Sekerci boyasi olarak da bilinen Phytolacca americana L. Phytolaccaceae
familyasia ait ¢ok yillik bir ot yapisindadir. Meyvelerinin canli mor renklerinden
dolay1 kimyasal renk sabitlestiricileriyle birlikte iplik endiistrisinde kullaniminin uygun

oldugu rapor edilmistir (Su-Youn ve Su-Youn, 2014).

Bu tez ¢alismasi P. americana L. bitkisinin meyve kisminin fenolik bilesenlerinin
HPLC-DAD yontemi ile aydinlatilmasi tizerine yapilmistir. HPLC-DAD yontemi ile
fenolik bilesiklerin analizleri i¢in uygun kosullar saglanmistir. Bu kosullar altinda
kademeli sekilde sivi-sivi ekstraksiyonu ile elde edilen fenolik bilesiklerin analizleri

gergeklestirilmistir.



1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, yiyeceklerde veya viicutta diisiik derisimlerde bulundugu zaman,
oksidasyonu 6nemli derecede engelleyen veya geciktiren maddelerdir (Halliwell vd.,
1995).

Antioksidanlar, hicrelere zarar veren prooksidanlari (reaktif oksijen ve azot
tirleri, serbest radikaller) etkin bir sekilde indirgeyerek az zararli veya zararli olmayan
trlinlere dondstiirtirler. Bu tehlikeli bilesiklerin varligi, saglhkli bir yasam igin

antioksidanlar1 6nemli kilmaktadir (Cao ve Prior, 1999).

Antioksidan radikaller, peroksi, oksi ve diger antioksidan radikaller ile

sonlandirma reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler.

ROO- + A* — ROOA

RO+ + A — ROA

As+ A — AA

(A: Antioksidan molekilu, A« : Antioksidan etkin molekiili, ROO: Radikal molekili)

Antioksidanlar hicrelere zarar veren turlerin reaksiyonlarini inhibe ederek toksik
olmayan driinler olusturmaktadir. Ornegin; yaglarm oksidasyonunu Onlemeyi veya
yavaslatmayi1 saglarlar. Antioksidan takviyesi ve antioksidanca zengin bir beslenme ile
serbest radikallerin ve aktif oksijenin meydana getirdigi oksidatif hasar

engellenebilmektedir.

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



1.3. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde dogal olarak olusan maddelerdir. Bir veya daha fazla
aromatik benzen halkalar1 ile bir veya daha fazla hidroksil gruplarimin (-OH) bir araya
gelmesiyle olusurlar. Metil, metoksil, amino grup veya glikosil gruplariyla

farklilasabilirler (Beckman, 2000). Fenolik bilesiklerasidiktir ve kolay pargalanabilirler.

Fenolik bilesikler bitkileri ultraviyole 1sinlarindan, hastalik ve zararlilardan
korurlar (Braun ve Tevini, 1993). Fenolik bilesiklerin, bitkileri fungal, bakteriyel
etmenlere ve abiotik stres faktorlerine karsi koruyabildiklerini belirtmislerdir. Renk ve
aromaya katkida bulunurlar ve ayni zamanda biiylimeye ve ¢ogalmaya yardim ederler

(Frank, 2004).

Gallik, klorojenik, kafeik, ellacik ve ferulik asitler gibi meyvelerdeki fenolik
asitler antimutajenik antioksidan, anti kanserojenve anti timor etkiye sahiplerdir
(Namiki vd., 1993; Rice-Evans vd., 1996; Arimoto-Kobayashi vd., 1999).

Bitki fenolik bilesiklerinin farkli kromatografik teknikler ile analizi sayesinde
cesitli tiirlerde tanimlama ve taksonomik amaclh arastirmalar gergeklestirilmistir

(Erdman, 2007).

1.4. Fenolik Bilesiklerin Simiflandirilmasi

Fenolik bilesiklerin kimyasal olarak incelenmesinde farkli siniflandirmalar
kullanilabilir. Fenolik asitler ve flavonoidler olmak tizere iki gruba ayrilan polifenolik
bilesikler, odunsu doku disindaki bitki organlarinin tiimiinde yer alirlar (Poyrazoglu vd.,
2002). Fenolik asitlerin karboksil gruplari; karbonhidratlar, glikozitler, aminoasitler
veya proteinlerle reaksiyona girebilirler ve alkollerle fenol esterleri, amino bilesikleri ile

de amidleri olustururlar (Acar, 1998).

Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidlere

olarak iki gruba ayrilirlar (Cemeroglu, 2004).



FENOLIK BILESIiKLER
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Sekil 1. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Bu tez calismasi kapsaminda fenolik asitler ve flavonoidler incelendigi igin

detayl olarak bu bilesikler iizerinde duruldu.

1.4.1. Flavonoidler

Flavonoidler; dénemli antioksidan ve selatlama 6zelligine sahip, diisiik molekiil
agirhikl ve en genis bitki fenolikleri sinifidir. 6 karbonlu A, B ve C halkalarindan
olusan heterosiklik bilesikler,
farklilagirlar. Aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C olarak ifade edilir. Karbon

atomlar1 C halkasindaki oksijenden baglayarak, B halkasindaki karbon atomlari ise {issii

() rakamlarla numaralandirilir (Heim vd., 2002).

hetero halkanin yiikseltgenme derecesine gore




Sekil 2. Flavonoidlerin genel kimyasal yapis1

1.4.2. Flavanoller (Flavan-3-oller)

Gidalarda en yaygin olarak bulunan flavonoid grubunu olusturan, hemen hemen

her meyvede bulunan katesinler renksiz bilesiklerdir. Katesinler, C3 atomunda bir -OH

grubu icerdiginden sistematik olarak flavan-3-0l olarak adlandirilirlar (Aron ve

Kennedy, 2008).

oH :
O Katesin H
oH ° R, Epikatesin H
EGC OH
OR,

OH

OH Flavan-3-oller R1 R2
H
H
H
ECG H Gallat
EGCG OH Gallat

Sekil 3. Flavanollerin yapisi ve 6rnek bilesikler

1.4.3. Flavanonlar

Flavonun dihidroksi tlrevi flavanondur. En 6nemlileri naringenin, naringin,

hesperidin ve hesperetindir. Greyfurtun karakteristik aciligini veren bilesik naringeninin

glikoziti olan naringindir. Hesperidin ve hesperetin limon ve portakalda bolca bulunur.

Hesperidin, hesperetinin glikozitidir (Rice-evans vd., 1995).



R, Flavanonlar R1 R Rs

O % Naringenin OH H OH

B O ’ Eriodiktiol  OH OH OH
Hesperidin 7-O-Rha-glu OH OCHz3

. © Hesperetin OH OH OCHs

Sekil 4. Flavanonlarin yapisi ve 6rnek bilesikler
1.4.4. Flavonoller
En onemli flavonoller kuersetin, mirisetin, fisetin ve kamferoldur. Kuersetin

flavonoidlerin en o6nemli bilesigi ve bitkilerin temel fenolik bilesenidir. Soganda,

elmada ve lahanada bol miktarda bulunur (Rice-evans vd., 1996).

Flavonoller Ri R2 Rs Ra Rs
Rutin 3-O-Rha-glu H OH OH H
Kamferol OH H H OH H
Kuersetin OH H OH OH H
Mirisetin OH H OH OH OH
Fisetin OH H H OH OH

Sekil 5. Flavonollerin yapisi ve drnek bilesikler

1.4.5. Flavonlar

Flavon sinifina ait temel bilesikler apigenin, luteolin ve krisindir. Maydanoz,

kekik, kereviz, ac1 biberin yapisinda bulunur (Peterson, 1998).



Flavonlar R1 R> R3

Luteolin OH OH OH
Apigenin OH H OH
Krisin OH H H

Genkvanin  OCHs H OH

o

Sekil 6. Flavonlarin yapis1 ve 6rnek bilesikler
1.4.6. Izoflavonlar
izoflavonlar en ¢ok soya fasulyesinde olmak iizere cesitli kuru baklagillerde

bulunur. izoflavonlar arasinda, daidzein, genistein ve glisitein 6n plana ¢ikmaktadir

(Buyuktuncer ve Basaran, 2005).

izoflavonlar R: R2 R3
Genistin OH 7-O-Glu OCHzs
Daidzein H OH OH
Genistein OH OH OH
Ry Ononin H 7-O-Glu  OCHjs

Sekil 7. Izoflavonlarin yapis1 ve 6rnek bilesikler

1.4.7. Fenolik Asitler

Genel olarak serbest halde bulunmayan fenolik asitler; hidroksi benzoik asitler ve
hidroksi sinamik asitler olmak (izere iki grupta incelenirler. Bu bilesiklere OH ve OCHj3

gruplar1 baglanarak énemli fenolik asit tiirevleri olusmaktadir (Yildiz ve Baysal, 2003).



Rs Hidroksibenzoik R1 R Rs R4

Asitler
p-OH benzoik asit H OH H H
Ry CH,0,H Protokatekuik asit H OH OH H
Vanilik asit H OH OCHs: H
Rs Sirincik asit OCH; OH OCH3: H
Gallik asit OH OH OH H
Salisilik asit H H H OH

Sekil 8. Hidroksibenzoik asitlerin yapis1 ve 6rnek bilesikler

Rs Hidroksisinamik R2 Rs R4 Rs
oM Asitler
/ 2" o-kumarik asit OH H H H
Re p-kumarik asit H H OH H
Kafeik asit H OH OH H
R R, Ferulik asit H OCHs; OH
Sinapik asit H OCH: OH OCH3s

Sekil 9. Hidroksisinamik asitlerin yapisi ve 6rnek bilesikler

1.5. Betalainler

Betalainler ilk kullanilan ve en 6nemli dogal renklendiricilerdendir. Antioksidan
oOzellikleri ortaya konuldukca biyoaktif bilesenler olarak ilgi cekmeye basladilar. Ancak
bu bilesiklerin karotenoid ve antosiyaninler gibi diger dogal renklendiricilerle
karsilastirildiginda saglik iizerine etkileri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Son yillarda
Amaranthaceae familyasindan Beta vulgaris, Cactaceae familyasindan Lepismium
lorentzianum, Lepismium lumbricoides ve Opuntia ficus indica gibi tirlerde mevcut
betalainlerin antioksidan Ozellikleri incelenmis ve giiclii antioksidan etkileri rapor
edilmistir (Daniela vd., 2002; Cai vd., 2003; Zampini vd., 2011). Dogada
Centrospermeae familyasinda yer alan, kirmizi pancar gibi bitkilerde, baz1 mantarlarda,

bugonvil gibi ¢igeklere rengini veren bilesiklerdir.



Betalainler, kirmizi viole renkli betaciyanin ve sar1 turuncu renkli betaksantinler olarak
iki gruba ayrilirlar. Betanin, betasiyanin grubunda yer alir ve betanidinin glikozidik
yapisidir (Sekil 10). Hidroliz sonucunda betanin, betanidin ve seker gruplarina
parcalanir. iyonik yapilar1 ve iyonlasabilen karboksilik gruplar1 ve hatta betanin
molekiiliindeki gibi yapilarinda bulunan seker gruplari sayesinde suda ¢ozlndrler. Saf
haldeki betalainler, pH 4-6 arasinda kararli iken, en iyi renk yogunlugu pH 5'te

g6zlenmektedir.

Betaksantin
Sekil 10. Betanidin, betanin ve betaksantinin molekdl yapilart

1.6. Ekstraksiyon

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

parametrelerdendir.



Ekstraksiyonda kullanilacak ¢oziiciilerde olmasi gereken 6zellikler sOyle siralanabilir:
Ekstrakte edilecek bilesenler igin segici olmasi,

Doygunluk derigiminin yiiksek olmasi,

Viskozitenin ve ylizey geriliminin diisiik olmasi,

Kaynama noktasinin diisiik, donma noktasinin 0°C’nin altinda olmasi,
Yogunlugunun diisiik olmasi,

Enerji tasarrufu agisindan spesifik 1sisinin diisiik olmasi,

Korozif, toksik ve patlayici olmamasi,

AN NN Y U N NN

Tasinmasi, depolanmasi ve kullanilmasi kolay olmalidir.

Su, yukaridaki 6zellikleri saglayan ve en ¢ok kullanilan ¢6ziicti olmakla birlikte,
baz1 bitkisel hammaddeler i¢in etilalkol, aseton, petrol eteri, hekzan, kloroform gibi

organik ¢oziiciiler de sikca kullanilir.

1.6.1. Fenolik Bilesiklerin Bitkilerden Ekstraksiyonu

Yapilan kantitatif analizler i¢in, Oncelikle fenolik maddelerin 6rnekten ekstrakte
edilmeleri gerekmektedir. Ekstraksiyonunda kullanilacak olan yontem, ekstrakte
edilmek istenen fenolik bilesigin ¢esidine gore degismektedir. Bitkilerden fenolik
maddelerin ekstraksiyonu suyla, asit ya da tuzlarin sulu ¢ozeltileriyle, etanol, metanol
ve bunlarin su ile gesitli oranlarda karisimlarinin olusturdugu ¢ozeltilerle, aseton, n-
batanol, dietil eter, etil asetat ¢ozeltileri ya da dimetil stlfoksit gibi polar ¢oziictler
kullanilarak gergeklestirilmektedir (Kallithraka vd., 1995). Ayrica ekstrakt, jel

kromotografi ya da kati-faz ekstraksiyonu kullanilarak saflagtirilabilmektedir.

Sicaklik arttikca ekstraksiyon verimi genellikle artar. Sicakligin artisi, ekstrakte
edilecek madde ve ¢oziicliniin viskozitesini azaltici etkisinin yaninda ¢oziiniirliigiin
artmasimna neden olur. Herhangi bir ekstraksiyon ortam sicakliginin, kullanilan
coziiciiniin kaynama sicakliina bagimli bir {ist st bulunmaktadir. Ciinki
ekstraksiyon ortaminin sicakligi, ¢oziiciiniin kaynama sicakligina yaklastikca ¢oziicli
buharlagmasi artacagindan ekstraksiyon i¢in yararli ¢oziicii miktar1 azalir. Bunun i¢in

uygulamada ekstraksiyon ortamimin sicakligi kullanilan ¢oziiciiniin  kaynama
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sicakligindan 10-12°C daha diisiik tutulur. Ayrica fenolik bilesiklerin dogal yapilarini

korumalar1 agisindan da sicakligin gereginden yiiksek olmamasina dikkat edilir.

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

uygulandigindan bu yontem detayli incelendi.

1.6.2. Sivi-Sivi Ekstraksiyonu

Sivi-sivi ekstraksiyonu, karigmayan iki sivida ¢oziinen bir maddenin bu iki
fazdaki konsantrasyonlar1 oraninin belli bir sicaklikta sabit olmasi seklinde tanimlanan
dagilma kanunu temeline dayanir. Sivi faz i¢indeki bir madde bu maddeyi daha ¢ok
cozen ve ilk sivi ile hi¢ karismayan ikinci bir sivi kullanilarak gekilir. Ornegin suda
¢Oziinmiis olan bir organik madde daha ¢ok ¢dziinebilecegi ve su ile karigmayan eter ya

da kloroform gibi organik sivilarla ekstrakte edilir.

Fenolik bilesiklerin sivi-sivi ekstraksiyonunda en yaygin olarak kullanilan
ikiorganik ¢ozici dietil eter ve etil asetattir (Termentzi vd., 2006). Bu ¢oziiciiler ¢ogu
zaman polimerlesmis ya da glikozitleri halinde bulunan fenolik bilesiklerin
hidrolizlenerek  serbest fenolik  bilesikler —halinde ekstrakte edilmelerinde
kullanilmaktadir (Naczk ve Shahidi, 2006). Baz1 durumlarda ham ekstrakttan fenolik
bilesikleri dogal formlarinda ve polarite degisimlerine gore fraksiyonlayarak izole
etmek daha iyi bir ¢6zumdur. Bunun icin sulu ¢ozeltideki bilesenler hekzan, kloroform
ya da diklorometan gibi apolar bir ¢oziicii ile baglayarak sirasiyla dietil eter, etil asetat,
n-biitanol ile ardisik olarak ekstrakte edilerek fraksiyonlarina ayrilabilirler (Termentzi
vd., 2006). Bu tez kapsaminda metanol ile elde edilen ham ekstraktlar sirasiyla dietil
eter, etil asetat, n-biitanol ile ardisik olarak fraksiyonlarina ayrildi ve her bir ekstrakt
HPLC-DAD ile analiz edildi.
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1.7. Fenolik Bilesiklerin Analizleri

Fenolik bilesiklerin analizleri genel olarak spektrofotometrik ve kromatografik
olarak iki yontemle yapilmaktadir. Spektrofotometrik yontemler, fenolik bilesiklerin
etkilestirildikleri reaktifler ile olusturduklari renkli bilesiklerin renk yogunlugunun
spektrofotometre ile Slglilmesi esasina dayanir. Bu yontemler, genel olarak fenolik
yapilarin verdigi reaksiyon triinleri 6l¢iildiigii i¢in toplam fenolik madde tayini olarak
kullanilmaktadirlar. Kromatografik analizlerde ise bitki ekstraktlarindaki fenolik
bilesikler oncelikle kromatografik bir ayrima tabi tutulurlar ve ayri ayri dedekte
edilirler. Sicaklikla bozulabilen ve kaynama noktalar1 yiiksek olan fenolik bilesikler i¢in
stvi kromatografisi kullanilmaktadir. Kromatografik calismalar ile bitki dokularinda
yaygin olarak bulunan ve kararli bir yapiya sahip olan fenolik bilesiklerin

tanimlanabilmesi miimkiin olmaktadir.

Bu tez kapsaminda da bitki ekstraklarindaki antioksidan bilesiklerin analizleri
spektrofotometrik olarak ve HPLC-DAD ile gerceklestirilmistir ve bu konuya detayli

olarak deginilecektir.

1.7.1. Spektrofotometrik Yontemlerle Fenolik Bilesiklerin Tayini

Genel olarak, fenolik bilesiklerin tayini ayristirma, saflastirma ve miktar tayini
olarak tli¢ temel asamadan olusur. Fenolik bilesikleri analiz etmek i¢in spektrofotometrik
(kolorimetrik reaksiyonlar), HPLC, gaz kromatografisi (GC), enzimatik esasli ve
biyosensorlere dayali yontemler basta olmak lizere birgok yontem kullanilmaktadir

(Gomez-Caravaca vd., 2006).

Ozellikle fenolik bilesikler arasinda bilyilk kimyasal cesitlilik nedeniyle,
numunelerin antioksidan kapasitesini degerlendirmek igin gesitli testler gelistirilmistir.
Bu testler, reaksiyon mekanizmasi, hedef tiirler, reaksiyon kosullar1 ve sonuglarin nasil
ifade edildigi bakimindan farklidir. Antioksidan kapasitesini degerlendirme

yontemlerinin ¢esitliligine ragmen, evrensel bir yontem yoktur. Bu gergek, antioksidan
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kapasitesinin farkli testler, farkli temel ve etki mekanizmalar1 ile degerlendirilmesi

geregini getirir (Huang vd., 2005; Niki ve Noguchi, 2000).

1.7.2. DPPHe Serbest Radikal Temizleme ile Antioksidan Aktivite Belirleme

DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali, birka¢ kararli organik azot
radikalinden bir tanesidir. 516 nm dalga boyunda absorbsiyon veren koyu menekse
renktedir. Bu yontem DPPH radikalinin antioksidanlar tarafindan bir redoks
reaksiyonuna bagli olarak siipiiriilmesi temeline dayanir (Prior vd., 2005). Basit ve
hizli olmasi, dogru ve tekrarlanabilir sonuglar vermesi, ¢ok sayida Ornek analizi
mikroplaka kullanilarak yapilabilir olmasi bu yontemi avantajli kilmaktadir (Perez-
Jimenez vd., 2008).

DPPHe suda ¢oziiniirliigliniin diisiik olmasi, suda ¢oziinen antioksidanlarin tespiti
icin bir sinirlamaya sebep olsa da fenolik Dbilesiklerce zengin dogal iiriinlerin
antioksidan kapasitesini 6lgmek ve karsilastirmak icin genis Olcude kullaniimaktadir.
Radikalin uzun siire 151k ile etkilesiminin renginde agilmaya sebep oldugu, metanol ve
aseton ile hazirlanmis ¢ozeltisinin 517 nm’deki absorbansinin 151k altinda, 120 dakikalik
stire boyunca %20 ve %35 azalis1 ile tespit edildigi i¢in bu yoéntemde bekletme
karanlikta yapilmahdir. Karanlikta ise 150 dakika boyunca 6nemli bir degisme olmadig:
bulunmustur (Ozcelik vd., 2003).

Bir antioksidan ya da radikal (Re) tiiriin etkisiyle, DPPH, sar1 renkli 2,2-
difenilpikrilhidrazin (DPPH-H) formuna indirgenir (Sekil 11). Renk degisimi ile
absorbsiyon bandinin kaybolmasi absorbansin diisiiniin izlenmesiyle tespit edilir. Bu
durumda mor rengin siddetindeki azalma antioksidan maddenin radikal temizleme
aktivitesinin  hesaplanmasinda  kullanmilir (Huang vd., 2005). Antioksidanlar
ilereaksiyona giren DPPHe radikalinin 517 nm’deki absorbans degisimi Ol¢iiliip,
degisen antioksidan derisimlerine karsi absorbans siddeti grafige gegcirilir. Elde edilen
grafigin denklemi kullanilarak DPPHe radikalinin maksimum absorbansini yariya
diisiiren antioksidan konsantrasyonu, yani radikal temizleme Kkapasitesi (SCso)

hesaplanir.
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O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

DPPH?e radikali (mor) DPPH-H (sar1)
Sekil 11. DPPHe radikalinin antioksidan bilesikle reaksiyonu

1.7.3. Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD ile Analizleri

Dogada, aromatik halkalarmin yapisal farkliliklarina, OH gruplarinin sayisina ve
yerine, karbonhidratlarla ve organik asitlerle yapmis olduklari baglara bagli olarak
30.000°den fazla fenolik bilesik bulunmaktadir. Bunlardan 5.000-10.000 kadarinin
giinlik diyetimizde yer aldig1 disiiniilmektedir. Fenolik bilesikler antialerjik,
antienflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antitrombotik
etkiye sahip olmalar1 nedeniyle insan sagligi agisindan Onemli bilesiklerdir. Bu
bilesiklerin yapisal olarak birbirlerine ¢ok benzer olmalari nedeniyle tek tek
izolasyonlar1 ve analizleri zaman alici oldugundan Yyiksek performansli Sivi
kromatografisi (HPLC) teknigi ile ayirimlart kisa zamanda daha etkin olarak
gerceklestirilir. HPLC, biitiin analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygin
kullanilanidir. Yontemin bu kadar yaygin olmasinin baglica sebepleri, duyarliligi, dogru
nicel tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, otomasyon kolayligi, ugucu olmayan
veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve hepsinden
onemlisi endiistriyi, bircok bilim dalin1 ve halki yakindan ilgilendiren maddelere genis
bir sekilde uygulanabilirligidir. Fenolik bilesiklerin HPLC analizlerinde, cogunlukla
ters-faz sivi kromatografisi kullanilmakla birlikte, fenolik asitler i¢in iyon-degistirme
kromatografisi de kullanilmaktadir. Ters-faz sivi kromatografi kullanildiginda sabit faz

olarak ¢ogunlukla C18 kolon, mobil faz olarak da su ya da formik asit, asetik asit gibi
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bilesiklerin sulu ¢ozeltileri ile birlikte asetonitril, metanol, isopropil alkol,
tetrahidrofuran gibi organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir (Skoog vd., 2007). Bilesenler
hakkinda ayirt edici bagka bilgilerin elde edilmesi i¢in HPLC sistemine bagli olarak UV
vis absorbsiyonuna dayanan Fotodiyot serili detektor (DAD), floresans detektori ve
kiitle detektorti (MS) gibi detektorler gelistirilmistir. HPLC analizlerinde yaygin olarak
UV dedektorler kullanilir. Fotodiyot dizi dedektdriin, tiim dalga boylarini ayni anda
Olgcmesi, sinyal/giiriiltii oraninin yiiksek olmasi, analizin hizli ger¢eklesmesi (~ 1 sn) ve

hareketli pargasinin olmamasi nedeniyle daha saglam olmasi gibi iistiinliikleri vardir

(Harris, 2007).

Tez kapsaminda fotodiyot dizili dedektor kullanildi. Bu detektoriin UV
detektoriine gore ustiinliigli, tasarimindaki farklilik sayesinde analizlerde es zamanl
olarak ornekteki UV vis absorbsiyonuna sahip bilesenlerin UV vis spektrumlarinin da

elde edilebilmesidir.

HPLC sistemi pompa, enjektor, kolon, dedektér ve bilgisayar birimlerinden
olugsmaktadir. Bu sistemin 6nemli bir boliimii ayirmanin gergeklestigi kolondur. Dlzgun
i¢ c¢apli paslanmaz c¢elikten olusan kolonlar kullanilir. Kolonlarin ¢ogu cm
uzunlugundadir ve diizdiir. I¢ caplari homojen olup, 4-10 mm kalinhigindadir. Gézenekli
kolon dolgu malzemelerinin (polimer, alimina, sentetik recine gibi) mikrotanecik
boyutu 3-10 um arasindadir. En yaygmn dolgu maddesi silisyum dioksittir.
Kromatografik analiz siireci ¢oziiciide ¢6ziinmiis drnegin sisteme enjekte edilmesi ile
baglar. Hareketli faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek, kolon i¢inde bilesenlerine
ayrilmaya baglar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller dedektor tarafindan kaydedilir.
Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamaminin kolonda
alikonma zamanlarina karsilik ¢izildigi grafiklere kromatogram adi verilir. Analizler bu

kromatogramlarin yorumlanmasi sonucu gergeklestirilir (URL-2, 2018).
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| Ornek Dedektor | __hj_ ]
JJ HPLC k::-'lmu:i}_.'

Mobil faz  Pompa Enjektor

Atik

Sekil 12. HPLC-DAD cihazinin sematik gdsterimi.

1.8. Phytolacca americana L.

Phytolacca americana L. bitkisi Phytolaccaceae familyasina ait bir bitki tiiriidiir.
Bitkinin botanik adi sekerci boyasi olup genelde 1-3 metre boyunda ve dallar1 1-2 metre
capinda yayilabilen otsu bitkidir. Cok yillik, herdem yesil bir bitki olup dikine gelisir.
Anavatan1 Kuzey Amerika’dir. Tiirkiye’de de egzotik olarak yetistirilebilir. Cicekleri
Mayis ayinda agmaya baglar ve Ekim ayima kadar (4-5 ay) cigekli kalabilir. Cicekleri
govde veya dallarin tepesinde silindir seklinde bir arada bulunur. Once pembemsi beyaz
sonra yesildir. Sonrada olgunlagan meyveleri koyu mor renklidir. Genel olarak
Phytolacca cinsi; Kuzey ve Kuzey Dogu Anadolu’dan Ermenistan’a kadar, Rize
Vergenik Yaylast 2800 m rakimlarinda, Artvin Sevval Tepe’nin yukarilarinda, Kafkasya
ve Karadeniz daglarmin ¢evrelerinde sik¢a goriilmektedir. Ulkemizdeki yayilis1 Sekil

13’de gorulmektedir.
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Istanbul, Antalya, Artvin, Diyarbakir, Giresun, Ordu, Rize, Sakarya, Trabzon
illerindedir (URL-3, 2018).

— =

Sekil 13. Phytolacca americana L.bitkisinin Tiirkiye izerindeki dagilimi

Meyveleri 6nce yesil sonra parlak siyaha yakin koyu mor bir sekil alir ve 1cm

capindadir. Govdesi yuvarlak ve i¢i bostur. Govde ve siirgiinler gencken yesil sonra

kirmizi renktedir. Zehirli bir bitkidir (Sekil 14).

Ding vd. (2013)’ te yaptiklari calismada bitkinin yaprak, sap ve kok ekstraklarmin
zengin saponin iceriklerinden dolayr pamuk kirmizi oriimcegi denen Tetrancyhus

Cinnabarinus’u oldiiriicii etkisi oldugunu belirlediler.

~

ekil 14. Phytolacca americana L. bitkisinin iki gelisim evresi
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Tibbi bir bitki olup, saponin, rezin ve seker icerir. Miishil ilaglar1 yapiminda,
ayrica kozmetik ve boya sanayinde kullanilir. Regel, sarap ve jel yapiminda da

kullanilir. Daha ¢ok kirsal peyzajda sinir 6gesi olarak kullanilir.

Cin tibbinda kurutulmus kokleri tiimorler, bronsit ve iltihaplanma tedavisinde
bitkisel ila¢ olarak kullanilir (Wang vd., 2008). Ancak, yiksek dozlarda ve uzun sureli
tedavide organizmaya toksik etki verebilir. Kokler agri, huzursuzluk, bitkinlik
tedavisinde kullanilabilir (Maness vd., 2014).

Bu bitkinin kokleri gesitli virtsleri engelleyebilen antiviral dzelliklere sahip olan
bir protein igerir. insanlarda enfeksiyonlardan sorumlu herpes simpleks viriisii (HSV)
olan virusiin ¢ogalmasini engelledigi tespit edilmistir (Ryan ve Ray, 2004; Teltow vd.,
1983).

Joy vd. (1995)’ te yaptiklar1 ¢alismada P. americana bitkisinin meyve kisminda
betasiyaninler karakterize edilmistir. Meyvelerde betanin -6'-O-sillfat yapis1 ana bilesen

olarak ortaya ¢ikmistir.

Bu tez galismasinda Phytolacca americana L. bitki ekstraklarinin biyoaktif
bilesenlerinin aydinlatilmas1 hedeflendi. Bitkilerde en yaygin olarak bulunan
antioksidan bilesikler olan fenolik bilesikler spektrofotometrik toplam fenolik madde
tayini ile toplam olarak ve HPLC-DAD yontemi ile de ayri ayri tespit edildi. Fenolik
asitler ve flavonoidlerden olusan 20 standart fenolik bilesik kullanilarak gelistirilen
HPLC-DAD yoéntemi kullanildi. Kromatografik ayirma oncesinde uygun ekstraksiyon
yontemleri segilerek bitki bilesenleri ¢esitli ekstraklarina ayrildi. Boylece daha keskin

pikler elde edilerek ayrim gii¢lendirildi.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Toplanmasi

Deneylerde kullanilan Phytolacca americana L. bitkisine ait 6rnekler, Temmuz
2015°te Rize Vergenik Yaylas1 2800 m rakimlarinda toplandi. Taze 6rnek ekstraksiyona
kadar -20°C’ de saklandi. Bitkinin meyveleri sap kismindan ayrilarak yiizey alaninin
genisletilmesi amaciyla 6giitme makinesinden gegirildi. Ogiitiilen bitki orneklerinin bir
miktar1 etiivde 100 °C’ de 5 saat bekletilerek ihtiva ettikleri nem miktar1 % 11, 73

olarak belirlendi.

2.2. Phytolacca americana L. Bitkisinin Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Ogiitiilen taze meyve &rneklerinden 5g tartilarak 20 mL metanol ile 27 °C’de 2
saat calkalayicida ekstrakte edildi. Sonrasinda mavi siizge¢ kagidi ile siiziildii. Geri
kalan kat1 kisim i¢in 5 mL metanol ile iki kez ekstraksiyon tekrar edildi ve elde edilen
tim ekstraktlar birlestirildi. Bu islemden sonra evaporatorde kuruluga kadar
buharlastirilan metanol ekstrakti ultra saf su ile ¢0zildl. Sulu faz {izerine 5’er mL
olmak fizere ikiser kez sirasiyla hekzan, dietil eter, etilasetat ve n-biitanol ile sivi-sivi
ekstraksiyonu yapildi. Farkli balonlara alinanher bir ekstraktin ¢ziclsu evaporatorde
ucuruldu. Kuru ekstraktlar 1 mL metanolde ¢06zildi ve suyla uygun oranlarda
seyreltilerek 0,2 pum boyutunda HPLC filtrelerinden gecirilip HPLC-DAD analizleri
gerceklestirildi.
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2.3. Phytolacca americana L. Ekstraklarinda Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD

Analizleri

2.3.1. Kimyasal Malzeme ve Materyaller

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

Almanya) firmasindan alindu.

Bu ¢alismada, kimyasal madde ve bitki drneklerini tartmak igin Precisa analitik
terazi, ekstraksiyonu gerceklestirmek i¢in Heidholph isiticili galkalayici, numunelerin
¢oziinmesine yardimei olmak i¢in Bandelin Sonorex su banyosu, ¢oktiirme iglemi icin
Hettich santrifiij, kurutma islemleri i¢in Oven etiiv, ¢ozeltileri karigtirmak i¢in Velp
Scientifica vorteks, ultra saf su temini i¢in Human Corporation su destile sistemi
kullanild1.  Ekstraksiyon sonrasi ¢0ziicliyli uzaklastirmak amaciyla Heidholph
evaporator kullanildi. Toplam fenolik icerik, belirlemede absorbans 6lgmek igin Thermo
Scientific Multiskan Go spektrofotometre kullanildi.
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2.3.2. HPLC-DAD Analiz Kosullar:

HPLC analizleri bir DAD dedektér ile donanimli Thermo Dionex Ultimate 3000
seri analitik HPLC sistemde yapildi. Sistem Chromeleon program ile kontrol edildi.
Tum analizler igin Agilent PLRP-S C18 (150 mm x 4,6 mm i.d., 100 A° pd) kolonu
kullanildi. Ayrica 6n kolon olarak kolonla uyumlu i¢ ¢ap1 3 mm Macherey Nagel marka
kolon kullanildi. Hareketli faz (A) % 2 asetik asitin sudaki ¢ozeltisi ve (B) % 70
asetonitril-su ¢ozeltileri kullanildi. Eliisyonda takip eden gradiyent kullanildi. Baslangi¢
kosullarina donmeden 6nce 0-3 dk % 5,5 B; 3-10 dk % 5,5-23 B; 10-20 dk % 23-31B;
20-30 dk % 31-56B; 30-40 dk % 56-85 B; 40-45 dk % 85-5,5 B; 45-60. dakikalar
arasinda baslangi¢ kosullarina dontildii. Akis hizi 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 10 pL.
idi. Kolon sicaklig1 30°C ve ornek saklama sicakligr 18°C idi. Dedektor 254, 280, 315

ve 370 nm’dekromatogram almak tizere 200-400 nm araliginda ¢alistirildi.

Yontemin kantitatif performansi ve dogrusalligi, her bir standart fenolik bilesigin
% 56 metanol igerisinde hazirlanan 40, 30, 20, 10, 5, 2, 1, 0.5 ve 0.25 mg/L derisim

diizeylerinde kalibrasyon egrileri kullanilarak izlendi.

2.3.3. Bitki Ekstraktlarinda DPPHe Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Calismada DPPHeradikalinin metanol ile 100 uM’lik ¢6zeltisi hazirlandi. Metanol
ile c¢oziilerek farkli derisimlerde hazirlanan ekstraktlar ve fraksiyonlar esit hacimde
DPPH- ¢ozeltisiyle karistirilip oda sicakliginda ve karanlikta 50 dakika bekletildi. 517
nm dalga boyunda derisimlere karsi bulunan absorbanslar grafige gecirilerek SCso
degerleri mg/mL cinsinden hesaplandi. Kor olarak DPPHe ¢6zeltisinin ve ekstraktlarin
¢ozildiugii ¢oziicli olan metanol kullanildi. Calismada gallik asit, kuersetin, kamferol ve

izoramnetin standart olarak kullanildi. Pipetleme islemleri Tablo 1’ de verildi.
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Tablo 1. DPPH radikal temizleme aktivitesi yontemi i¢in deney sartlari

Kor Kontrol Ekstrakt
Ekstrakt 150 uL - 150 uL
Metanol 150uL 150 uL -
DPPHe (100 pM) - 150 pL 150 pL

50 akika bekletildi ve 517 nm’deabsorbanslar okundu

2.3.4. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini

Calismada Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik madde tayini, gallik asit ve
kuersetin standartlar1  kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafiklerine gore
degerlendirildi (Singleton vd., 1999). Metoda gore 20 uL 6 farkli derisimde (0,600;
0,300; 0,150; 0,075; 0,0375 ve 0,01875 mg/mL) gallik asit, kuersetin veya kér deneme
i¢in metanol, 400 pL 0,2 N Folin-Ciocalteu reaktifi ve 680 puL destile su karistirilarak
vortekslendi ve 3 dakika bekletildi. Karigima 400 pL %10 Na.COz eklenerek
vortekslenip 2 saat oda kosullarinda bekletildi. Bekletmenin ardindan 760 nm’ de
absorbanslar1  6lgiildii ve standartlara ait kalibrasyon grafikleri ¢izildi. Bitki
ekstraktlarimintoplam fenolik madde icerikleri gallik asit esdegeri (GAE) ve kuersetin
esdegeri (KE) cinsinden mg gallik asit esdegeri/g ekstrakt ve mg kuersetin esdegeri/g

ekstrakt seklinde hesaplandi. Tablo 2’de uygulama siirecleri ayrintili olarak verildi.

Tablo 2. Toplam fenolik madde tayininin uygulama asamalari

Kor Standart Ekstrakt
Metanol 20 uL - -
Standart - 20 uL -
Ekstrakt - - 20 ulL
Saf su 680 uL 680 uL 680 uL
0,2 N Folin reaktifi 400 pL 400 uL 400 uL
Tiipler vorteks ile karistirildi, 3 dakika sonra
% 2 NaCOs 400 pL 400 pL 400 pL

2 saat oda kosullarinda bekletildi ve 760 nm’deabsorbans 6l¢iildii
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3. BULGULAR

3.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-DAD Metot Optimizasyonu

Optimize edilen kromatografik sartlar yirmi standart fenolik bilesigin ayrimi i¢in
yeterliydi (Sekil 16). Yontemin seciciligi 20 fenolik standart karigimin iyi bir sekilde
ayrilmasi i¢in en uygun kolon kullanilarak, kararli kolon sicaklifinda ve ayrim igin
uygun ¢oziicliler ve gradiyent eliisyonla birlikte uygun dedeksiyon araligi kullanilarak
belirlendi. Standart derisimine karsi elde edilen absorbans degerlerinin dogrusallig
korelasyon katsayis1 (R?) hesaplanarak belirlendi ve Tablo 4’ te verildi. Calisilan
derisim araliginda 1’e yakin korelasyon katsayilar1 ile (R? > 0,999) yiiksek dogrusallik
elde edildi. 0,5 mg/L derisimindeki standart karisiminin optimize edilen HPLC-DAD
kosullarinda 7 kez analizi degerlendirilerek diisiik varyasyon katsayilart (CV< 5) ile
alikonma zamani ve pik alanlarinin tekrarlanabilirligi kabul edilebilir seviyede bulundu.
Analitin mevcut olup olmadigini belirlemek icin gerekli olan en kiigik miktar LOD ve
giivenilir kantitatif analiz yapabilmek i¢in gerekli en kiigiik miktar LOQ degerleri mg/L

cinsinden Tablo 3’ te verildi.
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Sekil 16. Optimize edilen HPLC-DAD metodu kullanilarak 5 mg/L derisimde 20
standart fenolik bilesigin 254, 280, 315 ve 370 nm'deki kromatogramlar1
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Tablo 3. Gelistirilen HPLC-DAD metodunun validasyon parametreleri

No Standardin Adi RTord °CV (RT) PCV(Alan) °LOD °LOQ
1 Gallik asit 2,98 0,581 0,184 0,002 0,006
2 Protokatekuik asit 7,19 0,660 0,892 0,013 0,040
3 Klorojenik asit 11,02 0,136 0,095 0,001 0,004
4 p-OH Benzoik asit 11,31 0,182 0,807 0,011 0,030
5 Kafeik asit 12,37 0,165 0,186 0,003 0,008
6 Vanilik asit 13,32 0,088 0,304 0,004 0,013
7 Sirincik asit 13,70 0,059 0,213 0,003 0,009
8 Rutin 15,05 0,022 0,235 0,003 0,010
9 Ellacik asit 15,21 0,047 0,244 0,003 0,009
10 p-Kumarik asit 16,27 0,083 0,349 0,005 0,015
11 Ferulik asit 18,67 0,058 0,802 0,012 0,035
12 o-Kumarik asit 20,55 0,166 0,840 0,011 0,033
13 Mirisetin 22,86 0,015 0,254 0,001 0,001
14 Fisetin 23,57 0,012 0,110 0,001 0,003
15 Kuersetin 28,12 0,005 0,043 0,001 0,001
16 Apigenin 31,55 0,013 0,690 0,010 0,029
17 Kamferol 32,14 0,014 0,036 0,001 0,001
18  Izoramnetin 33,05 0,020 0,525 0,006 0,018
19  Paenol 38,80 0,012 0,032 0,001 0,001
20  Timol 40,68 0,010 0,680 0,009 0,028

& Zaman birimi dakika cinsindendir; ®: CV: Varyasyon katsayis1; ¢ Degerler mg/L
cinsinden verildi.

3.2. Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD Analizleri

Ekstraktlarda tamimlanan ve kantitatif olarak analiz edilen p-OH benzoik asit,
kafeik asit, vanilik asit, sirincik asit, rutin, ferulik asit, kuersetin ile birlikte katesin,
vanilik asit, apigenin, luteolin, sirincik asit ve rutin bilesiklerinin tiirevleri DAD
detektorii sayesinde mevcut olan UV spektrumlar ile karakterize edildi. Kullanilan
HPLC-DAD yontemi ile kalibrasyon degerlerine sahip olan fenolik bilesiklerin
haricinde aydinlatilan ya da karakterize edilen bilesikler i¢in spektroskopik olarak en

yakin benzerlige sahip olan standardin kalibrasyon verileri kullanilarak miktar tayin
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edildi. Boylece karakterize edilen p-OH benzoik asit, vanilik asit, sirincik asit, apigenin
ve rutin tiirevleri ilgili standardin es degeri olarak hesaplandi. Ote yandan kullanilan
HPLC-DAD yodnteminde standardina ait kalibrasyon degeri olmayan katesin ve luteolin
tirevleri icin ayni kolon ve HPLC-DAD sistemi ile optimize edilen baska bir yontemin
verileri kullanildi. Boylece katesin ve luteolin tiirevleri ilgili standartlara ait regresyon
esitlikleri kullanilarak sirasiyla katesin ve luteolin es degeri olarak degerlendirildi.
Kullanilan HPLC-DAD yontemindeki standartlara ek olarak katesin ve luteolinin

regresyon denklemleri Tablo 4’ te verildi.

Tablo 4. Gelistirilen HPLC-DAD metodunun kalibrasyon parametreleri

No Standardin Adi R?  UV-Maksimum (nm) Regresyon denklemi
1 Gallik asit 0,999 280 y=0,482x-0,060
2  Protokatekuik asit 0,999 254 y=0,253x-0,001
3 Katesin 1,000 280 y=0,211x+0,009
4 Klorojenik asit 0,999 315 y=0,473x-0,005
5 p-OH Benzoik asit 1,000 254 y=1,081x+0,020
6 Kafeik asit 0,999 315 y=0,895x+0,030
7 Vanilik asit 0,999 254 y=0,524x+0,010
8  Sirincik asit 0,999 280 y=0,520x-0,091
9 Rutin 0,999 254 y=0,226x-0,020
10 Ellacik asit 0,999 254 y=1,295x-0,142
11 p-Kumarik asit 1,000 315 y=1,274x-0,020
12 Ferulik asit 0,999 315 y=0,881x+0,060
13 o-Kumarik asit 0,999 315 y=1,021x+0,961
14 Mirisetin 0,999 370 y=0,589x-0,130
15 Fisetin 0,999 370 y=0,760x-0,112
16 Luteolin 0,997 254 y=1,072x+0,246
17 Kuersetin 1,000 370 y=0,661x-0,050
18 Apigenin 1,000 315 y=0,288x-0,010
19 Kamferol 0,999 370 y=0,646x-0,051
20 Izoramnetin 0,999 370 y=0,268x+0,030
21 Paenol 0,999 280 y=0,765x-0,242
22 Timol 0,999 280 y=1,219x-0,161
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P. americana meyvesinin metanol ekstrakti ve ondan fliretilen alt1 ekstrakt olarak toplam
yedi ekstrakti optimize edilen HPLC-DAD yontemi ile analiz edildi. Ekstraktlarin
birbirleriyle karsilastirmasinin kolay olmasi agisindan HPLC-DAD ile analiz edilen
konsantrasyonlarinin ayni olmasi saglandi. Sadece kuru etil asetat ekstrakti 50 mg/mL
olacak sekilde metanol ile ¢oziildii ve diger 6 ekstraktin metanol ile ¢oziilerek
hazirlanan c¢ozeltileri 100 mg/mL idi. Kromatografik ayirimdan once metanolde
hazirlanan tiim ekstraktlar suyla %44 oraninda seyreltildi ve filtreden gegirildi.
Kromatografik verilerin analizlerinde seyreltmeler dikkate alinarak uygun katsayi ile

carpild.
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Tablo 5. HPLC-DAD ile ekstraklarda belirlenen fenolik madde miktari (ug /g ekstrakt)

No RTort Bilesik Metanol Eter Etil asetat Bitanol  Su H. Org

1 8.32 Sirincik asit tiirevi-1 G G G G G 853.8
p-OH benzoik asit

2 9423  tlrevi-1 G G G G G 287.6

3 995 p-Kumarik asit tirevi G G G 62.4 G G

4 11.41  p-OH benzoik asit G 3.6 G G G 242.6

5 1250  Kafeik asit G 6.8 G G G G

6 12.93  Rutin turevi-1 G G 634.8 G G G

7 13.44  Vanilik asit G 5.2 39.1 G G 529.4

8 14.12  Sirincik asit G G 926.1 G G 3239.8

9 14.63  Rutin turevi-2 G G G 477.8 G G

10 1476  Rutintlrevi-3 28.0 G G 831.0 G G

11 1521  Rutin 60.6 G G 832.6 1222 G

12 16.01  Apigenin turevi-1 G G G 552.4 G G

13 16.31  Rutin tlrevi-4 288.6 G G G G G

14 16.33  Luteolin tirevi-1 G G G 189.7 G G

15 16.57  Rutin tlrevi-5 318.1 G 2305.2 5541.0 G G

16 17.03  Luteolin tlrevi-2 216.3 G G 212.0 127 G

17 17.05  Apigenin tirevi-2 G G 3335 G G G

18 17.17  Kuersetin tirevi-1 G G G G G 226.0

19 1797  Kuersetin tirevi-2 G G G G G 44.8

20 18.03  Katesin tiirevi 77.2 275.7  9437.7 G G G

21 18.92 Luteolin tiirevi-3 454 G G 1050.4 G G

22 18.94  Apigenin turevi-3 G G 21217 G G G

23 18.93  Ferulik asit G 415 G G G 144.3

24 2170  Vanilik asit tlrevi-1 G 28.8 850.9 G G G

25 2223  Vanilik asit tlrevi-2 44.1 386.6  8233.0 G G G

26 2353  Vanilik asit tlrevi-3 16.8 162.7  3099.4 G G G

27 27.72  Apigenin tirevi-4 G 251.7 1628.1 G G G

28 28.10  Apigenin tirevi-5 G 166.7  1005.6 G G G

29 28.28  Kuersetin G G G 74.2 G G

30 28.84  Vanilik asit tiirevi-4 G 27.1 G G G G

31 29.43  Vanilik asit tirevi-5 G 39.7 G G G G

32 316 Luteolin tiirevi-4 G G G G G 136.9

33 32.07  Apigenin tiirevi-6 G 76.8 250.4 G G G

34 3233  Apigenin tirevi-7 G G 190.8 G G G

35 3258  Apigenin tiirevi-8 G 104.7 2615 G G G

36 32.82 Sirincik asit tiirevi-2 G G 380.1 256.3 G G
p-OH Benzoik asit

37 37.06 turevi-2 G G G G G 1738.6
Toplam 1095 1577 31698 10080 135 7444

G: Gozlenmedi; H. Org: Hidrolizli organik ekstrakt
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P. americana meyvesinin toplam yedi ekstrakti optimize edilen HPLC-DAD y0ntemi
ile analizleri incelendiginde etil asetat ekstraktinin en zengin fenolik igerigine sahip
oldugu goriilmektedir (Tablo 5). Etil asetat ckstraktina fenolik madde miktarlart
acisindan en yakin olan biitanol ekstraktinin HPLC-DAD ile belirlenen igerigi bu
ekstrakttan 3 kat daha diigiik bulundu. Ekstraktlarda kromatografik yontemde kullanilan
standartlar ile oOrtiisen baslica bilesenler, p-OH benzoik asit, kafeik asit, vanilik asit,

sirincik asit, rutin, ferulik asit ve kuersetindir.

Ekstraklara polariteleri agisindan bakildiginda polaritesi yiksek metanol, butanol
ve sulu ekstraktralarin kromatogramlarinda ilk 22 dakikada pik yogunluklarinin fazla
oldugu, eter ve etil asetat ekstraktlarinin kromatogramlarinda piklerin kromatogramin

basindan sonuna kadar ayni1 yogunlukta oldugu gézlendi.

Metanol, bitanol ve sulu ekstraklarda ayrica ilk dakikalarda ¢Oziict piki ile
birlikte elue edilen renkli piklere rastlandi. Uzun dalga boyunda absorbansa sahip olan
bu piklere 13. dakikalara kadar rastlandi. Spektrumlarinda turuncudan mora yakin (430-
550 nm) dalga boyunda maksimum dalga boyuna sahip piklerin P. americana bitkisinin
igerigindeki renkli bilesikler olan betalainlere ait oldugu literatiire de dayandirilarak
belirlendi (Sekil 17) (Willibald vd., 1996).

% o o,
230.0 - 5344
50 f\ 100%at 1.90 min I 100%at 2.85 min . rw5_ 784
|
i

100% at 7.84 min

200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 00
Sekil 17. Betalain olarak karakterize edilen piklere ait UV spektrumlari
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Metanol ekstraktinin igeriginde rutin tlrevleri, luteolin turevleri, katesin tiirevi, rutin ve

vanilik asit tirevleri bulunmaktadir. Bu ekstraktin 280 nm’deki kromatogrami Sekil 18’

de gosterildi.
mAlJ Betalein T, Metanol WVL:280 nm
147

Luteolin T-2

Rutin

1.5 o
Luteolin T-3
Vanilik asit T.-2 ve 3

3.9 7.5 100 12,5 150 17.5 200 22.5 25.0 27.5 30,0 32.5 35.0 37.5 40,0 dk
Sekil 18. P. americana metanol ekstraktinin 280 nm’ de HPLC-DAD kramatogrami

Rutin en yuksek bitanol fraksiyonunda gozlenirken, metanol ekstrakti ve sulu
fraksiyonda da gozlendi (Tablo 5). igerigindeki rutinozit sekeri sayesinde polaritesi
artan bu flavonol tipi bilesigin belirlenen 5 tane tiirevinden ilk ve son elue edilenler etil
asetat fraksiyonunda da tespit edilirken biitanol fraksiyonu rutin tiirevleri agisindan en
zengin ekstrakt idi. Rutin tlrevlerinin secilen temsili UV spektrumu molekiil yapisi ile
birlikte da Sekil 19’da verildi.
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Sekil 19. Rutin tlrevlerinin UV spektrumu

Bitanol ekstraktinin igeriginderutin trevleri, luteolin tirevleri, rutin, apigenin
tlrevi, sirincik asit tiirevi, kuersetinin yanisira, p-kumarik asit turevi tespit edildi. Bu

ekstraktin 370 nm’deki kromatogrami Sekil 20° de gosterildi.

mﬂ]J Biitanol
w1, WVL:370 nm
2007
1507 Luteolin T.-3
100] Rutin T.-2 ve 3
] Rutin
30 Kuersetin

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 dk
Sekil 20. P. americana biitanol ekstraktinin 370 nm’de HPLC-DAD kramatogrami
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Biitanol ekstraktinda sulu ekstrakt gibi ¢oziicii pikinin gozlendigi ilk dakikalarda renkli
bolgede maksimum absorbans veren oldukga yiksek pikler bulunmaktadir. Bu
ekstraktin Sekil 15” te gortldiigii gibi turuncu renginin betalainlerden kaynaklanmasi

muhtemeldir.

Su ekstraktinin kromatograminda, 5 tanesi ilk 4 dakikada, ikisi 7,8 ve 12,9.
dakikada gelen pikler UV spektrumlarinda 465, 500 ve 535 nm’de maksimum dalga
boyuna sahiptir (Sekil 21). Bunlarin literatiirde de bu bitkide oldugu rapor edilen

betalainler olmasi muhtemeldir.
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Sekil 21. P. americana su ekstraktinin 280 nm’de HPLC-DAD kramatogrami

Su ekstraktinin 254 nm’deki kromatogrami 13,17-17,61 dakikalar arasina
odaklanmis olarak Sekil 22’de gosterildi. Su ekstratinda rutin ve luteolinin bir tirevide
belirlendi. Rutinin yine seker grubu igeren bir bilesik olmasi ve polaritesinin yiiksek
olmasi dolayisiyla sulu ekstraktta bulunmasi beklenen bir sonugtur. Luteolin tiirevi olan

bilesigin de yine ayn1 sebeplerden dolay1 seker grubu igermesi beklenir.
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Sekil 22. P.americana su ekstraktinin 254 nm’de HPLC-DAD kramatogrami

Hidroliz organik ekstraktinin igeriginde sirincik asit, p-OH benzoikasit tirevleri,
sirincik asit tiirevi, vanilik asit, p-OH benzoikasit, kuersetin tiirevi, ferulik asit, luteolin

tirevi, kuersetin tirevi gozlendi. Hidroliz organik ekstraktinin 254 nm’deki
kromatogrami Sekil 23’ te verildi.

mAIT Hidroliz Organik 254 nm

3005 -OH Benzoik asit T .42

5511 Sirincik asit T.-1 ) S 'l':\l

.y 1 > Sirincik asit Kuersetin T.-1 ve 2 \,

2001 ‘ p (}H benzoik asit P N\
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100k " [ 9 || M

}{Jdm I J#J-'wwll |; . J Y U, Wy S L
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-
4 h & 10 12 14 16 18 “H 22 “4 jﬁ ’ﬂ 032 34 1ﬁ sH 4“ dk

Sekil 23. P. americana hidroliz organik ekstraktinin HPLC-DAD kromatogrami

Hidroliz su ekstraktinin iceriginde kullanilan HPLC-DAD yontemi ile belirgin
herhangi bir bilesige rastlanmadi. Bu sonu¢ hidrolizden sonra eter ve etil asetat ile
uygulanan sivi-sivi ekstraksiyonunun bu bitkinin meyve ekstrakti i¢in yeterli oldugunu

ve sulu kisimdan fenolik bilesikleri etkili bir sekilde ekstrakte ettiklerini gosterdi.
HPLC-DAD sisteminde yaritulen dietil eter ekstraktinin igeriginin standart

karisim ile karsilastirildiginda vanilik asit tlrevleri, katesin tiirevi, apigenin tirevleri,

ferulik asit, kafeik asit, vanilik asit, p-OH benzoik asit bakimindan zengin oldugu
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goriilmektedir. Eter ekstraktinin iginde miktar olarak en ylksek vanilik asit turevleri,

ardindan apigenin tlrevleri ve katesin tiirevi gozlendi (Sekil 24).

mAU Dietil eter WVL:280 nm
Vanilik asit T.-2
307
257
Vanilik asit T.-3 i
20 1 Apigenin T.-4 ve 5
Katesin T.-1
15
107 Ferulik asit ﬂ
v
0 1

40 7.5 100 125 150 17.5 200 22,5 250 27.5 30.0 32.5 35.0 37.5 40,0 dk
Sekil 24. P. americana eter ekstraktinin HPLC-DAD kromatogrami (280 nm)

Etilasetat fraksiyonunun katesin tiirevi, vanilik asit tdrevleri, rutin tdrevleri,
apigenin tdrevleri, sirincik asit, sirincik asit tiirevi ile birlikte vanilik asit igerdigi

belirlendi. Etilasetat fraksiyonunun 280 nm’deki kromatogrami Sekil 25’ te verildi.

mAU] Etil asetat
] WVL:280 nm
3504 Vanilik asit T-2
3007
250% Katesin T-1

2007 Vanilik asit T-3
150% Apigenin T-4 ve 5
1007 Sirincik asit

50 7

00 25 50 7.5 100 125 150 175 200 225 250 27.5 300 325 350 375 400 dk
Sekil 25. P. americana etilasetat ekstraktinin HPLC-DAD kramatogrami (280 nm)

Etil asetat fraksiyonunun kromatograminda 10. dakikadan 37. dakikaya kadar
genis aralikta pik yogunlugu gozlendi (Sekil 25). Kantitatif igerik olarak etil asetat
fraksiyonu eter fraksiyonundan zengindir. Ote yandan bu iki fraksiyonun

kromatogramlarindaki pik profilleri olduk¢a benzerlik gostermektedir.
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Flavan-3-ol smifindan bir flavonoid olan katesinin bir tlirevi, metanol ekstrakti, eter ve
etilasetat fraksiyonlarinda ortak olarak goézlendi ve UV spektrumu Sekil 26° daki

gibidir.

2IR 2

1Y ot 1803 mm

.....

. e — —— — — u
_Lr['.hi' 220 240 LTl 2R FOH 320 S0 36l

Sekil 26. Katesin tlrevinin UV spektrumu

3.3. P. americana L. Bitkisinin Antioksidan Kapasitesi

P. americana bitkisin ekstraktlari, toplam fenolik igerik ve DPPH radikal
temizleme aktivitesi agisindan spektrofotometrik olarak incelendi. Ekstraktlarin toplam
fenolik igerikleri gallik asit esdegeri cinsinden (GAE) ve kuersetin esdegeri cinsinden
(KE) hesaplandi. En ylksek toplam fenolik icerik hem gallik asit hem de kuersetin
esdegeri cinsinden etilasetat ekstraktinda (83,604 mg GAE/g, 44,488 mg KE/qQ)
gozlenirken, en diisiik toplam fenolik igerik 3,604 mg GAE/g, 1,956mg KE/g
degerleriyle eter ekstraktinda elde edildi. DPPHe radikal temizleme aktivite sonuglarina
bakildiginda ise standart olarak kullanilan gallik asit ve kuersetin standartlari iginde
kuersetin’ in temizleme aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriildii. DPPHe aktivitesi en
yuksek etil asetat fazinda gozlendi. Toplam fenolik igerik ile DPPHe radikal temizleme

aktivitesinin sonuglar1 Tablo 6°’da gosterildi.
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Tablo 6. P.americana L. meyve ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi

DPPHe
Ekstraktlar Toplam fenolik madde miktari Radikal temizleme
aktivitesi
mg GA/g std mg KE/g std SCso(mg.mL1)
Metanol 9,077 (x0,821)  3,789(0,514) 0,910 (0,196)
Eter 3,604 (+0,096)  1,956(+0,060) 0,829 (+0,033)
Etilasetat 83,604 (+2,860) 44,488 (+2,757) 0,070 (+0,071)
Bijtanol 27,117 (+1,333) 15,375 (+0,835) 0,440(0,033)
Su 22,613 (+1,468) 21,948 (+1,839) 0,218(0,067)
Hidroliz Organik 34,099 (+1,905) 18,139(+1,193) 0,293(0,010)
Gallik asit 0,003 (+0,001)
Kuersetin 0,002 (£ 0,001)
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

HPLC-DAD analizleriyle kantitatif olarak belirlenen fenolik bilesiklerin miktar
olarak ekstraktlarda bulunma sirasi etil asetat> biitanol> hidroliz organik (H. Org)
>dietil eter> metanol> su esktrakti seklindedir. Ekstraktlarin igeriklerinde benzer
bilesenler olmasina ragmen ayni bilesenlere az rastlanmasi nedeniyle ekstraktlar
arasinda farkliliklar gozlenmektedir. Genel olarak hem flavonoid hem de fenolik asit
icerikleri zengindir. Ekstraktlarda fenolik asitlerden, p-OH benzoik asit, vanilik asit,
kafeik asit, ferulik asit ve sirincik asit ile birlikte p-OH benzoik asit, vanilik asit, sirincik
asit, p-kumarik asit, tiirevlerine rastlandi. Flavonoidlerden ise, rutin ve kuersetinin

yanisira, rutin, kuersetin, apigenin, luteolin ve katesin tirevleri gézlendi.

Tiim ekstraktlar metanol ekstraktindan olustugu icin bu ekstraktin en yiiksek
icerige sahip olmasi beklenirdi. Ancak diger c¢oziiciiler ile yapilan sivi-sivi
ekstraksiyonu sayesinde aslinda gozlenme smirmin altinda kalan bilesiklerin
zenginlestirilerek alindig1 goriildii. Fenolik bilesikler etil asetat tarafindan daha yiiksek
oranda ekstrakte edildi ve bu da polaritelerin etil asetata en yakin oldugunu gosterdi. Bu
ekstrakt hem fenolik asitler hem de flavonoidler agisindan oldukga zengindir. Biitanol

ekstraktinin ise flavonoidlerce daha zengin oldugu Tablo 3°te goriilmektedir.

Metanol  ekstraktinin  eter, etil asetat ve biitanol fraksiyonlarinin
kromatogramlarinda UV spektrumlar1 apigenin ile ayni olan pikler gozlendi. Bu pikler
apigenin tiirevi olarak adlandirildi ve miktarlar1 apigeninin kalibrasyon denklemi
kullanilarak apigenin esdegeri olarak hesaplandi. Standart apigenin i¢in optimize edilen
HPLC-DAD yontemi ile elde edilen alikonma zamani 31,55 dakikadir. Toplamda
gozlenen § apigenin tiirevinden yalnizca 3 tanesi standart apigenin pikinden sonra elue
edildi. Bundan dolay1 erken elue edilen 5 apigenin turevinin polariteleri apigeninden
daha yiiksek, son 3 apigenin tiirevinin ise polaritelerinin daha diisiik oldugu sonucuna
varildi. Apigenin ya da 4',5,7-trihidroksiflavon, A halkasinda 2 ve B halkasinda 1 tane
olmak Uzere 3 tane —OH grubu igeren bir flavondur (Sekil 26). Flavonoidler genel
olarak —OH gruplar ile glikozit, asetil, p-kumaroil, kuinik asit gibi ¢esitli gruplara
baglanarak farklilagirlar. Ote yandan halkadaki karbonlar ile bagl olan glikozit,
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hidroksit ve diger gruplar sayesinde farklilagan flavonoid tiirevlerine de dogal
bilesiklerin igeriginde rastlanmaktadir. Apigenin standardinin UV spektrumu ve
apigenin tiirevleri icin elde edilen UV spektrumlarindan temsili olarak seg¢ilen bir tanesi

Sekil 27’ de verildi.

A B
%] 100% at 31.55 min 68 5{}.% 226.8 100% at 27.72 min
500 2236 267.3 // N\ 4“‘
_ o) .
AN / \ _
3 0‘__./ \\\_’/ — \\ k) t.]_
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10 10]
0] _ 0
00 10 20 260 280" 300 330" 340 360 380 Hn 220240 260 280 300 320 340 nm

Sekil 27. Apigenin (A) ve apigenin turevlerinin (B) UV spektrumu

Sekil 27-B’ deki temsili spektrumda flavon yapisinin UV bandma karsilik gelen
287 nm, apigeninin UV bandi olan 265 nm’ den daha goriiniir bolgeye dogru yani
kirmiziya kaydig: gozlendi. Kirmiziya kayma genellikle halkaya katilan elektron g¢ekici
ornegin —OH gibi gruplarin varliginda gozlenmektedir. Bu temel enstriimantal bilgileri
ve literatiirdeki flavon tipi bilesiklerin UV spektrum verileri incelendiginde bu yapinin
apigenin yapisina gore daha fazla hidroksil yada metoksil (-OCHz) grubu igeren bir
flavon olabilecegi disiiniildii (Liu vd., 2009). Alikonma zamanlar1 agisindan
bakildiginda standart apigeninden Once elue edilen apigenin tlirevlerinin
polaritelerindeki artis fazladan i¢erdikleri —OH ve glikozit gruplarindan kaynaklanabilir.
Ornegin, bir flavon olan scutellarein (5,6,7,4 -tetrahidroksiflavon), apigenine gére A
halkasinda fazladan bir —OH grubu igerir ve bu nedenle alikonma zamani apigeninden
daha kisadir (Siraichi vd., 2013). Ote yandan ge¢ elue edilen 3 tane apigenin tiirevinin
ise —OH gruplar yerine daha diisiik polariteye sahip gruplart drnegin, —-OCHz3 gruplarini

icerdikleri i¢in polaritelerinde diisiis olabilir.
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Kafeik asit yalnizca eter ekstraktinda bulunurken Kkuersetin ise yalnizca
flavonoidler agisindan ¢ok daha zengin igerige sahip olan biitanol ekstraktinda tespit
edildi. Rutin en yiiksek biitanol ekstraktinda olmak {izere, ardindan azalarak su ve
metanol ekstraktlarinda da tespit edildi. Rutinin, rutin tiirevlerinin ve hatta diger
flavonoidlerin erken elue edilen tiirevlerinin hidroliz organik ekstraktinda bulunmamasi,
hidroliz ile basarili bir sekilde flavonoidlere bagli seker guruplarinin koparildigini
gostermektedir. Ayni sekilde hidroliz su ekstraktinda fenolik bilesiklere rastlanmayisi
hatta kullanilan 200-550 nm araliginda pik gozlenmemesi de hidroliz sonucunda
uygulanan sivi-sivi ekstraksiyonunun oldukca yiiksek geri kazanima sahip oldugunu

gOstermektedir.

HPLC-DAD analizlerine gore hidroliz organik fraksiyonunun toplam fenolik
madde miktari, eter ve etil asetat fraksiyonlarina gore yaklasik 4,5 kat daha az oldugu
gozlendi (Tablo 5). Bu durum bazi fenolik bilesiklerin sicaklik ve pH’ ya duyarli oldugu
ve bozunmaya ugradigin1 gosterdi. Fenolik bilesikler seker bagh tiirevleri halinde daha
kararlidirlar ancak hidrolizle koparilan bu gruplardan geride kalan yalin hallerinin

hidroliz stirecinde bozunduklari rapor edilmistir (Akyuz Turumtay vd., 2014).

Metanol, biitanol ve su ekstraktlarinda ilk dakikalarda ¢oziicii piki ile birlikte elue
edilen renkli pikler goriildii. Bu piklere ilk 13 dakika i¢inde rastlandi. Bu piklerin
turuncudan mora yakin (430-550 nm) dalga boyunda maksimum dalga boyuna sahip
oldugu belirlendi. P. americana bitkisinin renkli olmasini saglayan bilesiklerin
betalainler oldugu literatiirde belirtilmistir (Willibald vd., 1996).

Lee ile Kader (2000)’ de yaptiklar1 ¢alismada betasiyanidinlerin dogal antioksidan
bilesik olduklarini literatiirde belirtmislerdir.
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Betanin
Sekil 28. Glikozidik betalain (betanin) yapisi

Betalainler Sekil 28 de gosterildigi gibi iyonik yapida oldugu i¢in 0zellikle daha
polar ekstraktlarda ve ¢oziicl piki ile birlikte elue edilmeleri beklenen bir sonugtur. Bu
bilesikler sicaklik ve pH ya kars1 hassasiyetlerinden dolay1 hidroliz edilen ekstraktlarda
g6zlenmedi. Su ekstrakti fenolik bilesiklerden yalnizca rutin ve luteolin tlirevi-2 olarak
karakterize edilen bilesikleri icermektedir ki bu da dietil eter, etil asetat ve biitanoliin
metanol ekstraktinda var olan fenolik bilesikleri olduk¢a iyi ekstrakte ettiklerini
gosterdi. Ote yandan su ekstraktinin renginin Sekil 15’ te verildigi gibi koyu mor renkli
olmasi ve betalainler olarak karakterize edilen bilesiklerce zengin olmasi bu bilesiklerin
iyonik yapilarindan dolayr organik c¢oziiciiler tarafindan diisiik oranda ekstrakte
edildiklerini ortaya koydu. Betalainler gida maddelerinde sentetik organik boyar
maddelerinin yerini tutabilecek potansiyele sahip 6nemli pigmentlerdir. Willibald vd.
(1996)’ da yaptiklar ¢alismada P. americana' nin hiicre kiiltiirlerinden elde edilen beta-
siyaninler, bitkinin kokleri ve olgunlasmis meyveleri ile karsilagtirildi ve sonug olarak
meyve kisminda prebetanin (betanin 6'-O-siilfat) ve izoformlarina baskin sekilde

rastlanildi.

P. americana’ nin meyve ekstraktlarinin toplam fenolik icerik ve DPPH radikal
temizleme aktiviteleri de spektrofotometrik yontemler kullanilarak incelendi. En ylksek
toplam fenolik icerik ve DDPH radikal temizleme aktivitesi etil asetat fraksiyonunda

gozlendi. Toplam fenolik bilesik miktar1 gallik asit cinsinden ekstraktlarda sirasiyla etil

39



asetat> hidroliz organik> bitanol> su> metanol ve dietil eter seklindeydi. Kuersetin
esdegeri cinsinden bakildiginda siralamada sulu fraksiyonun toplam fenolik igerigi
bltanol ve hidroliz organik fraksiyonundan daha yuksek bulundu. Sulu fraksiyonun
radikal temizleme aktivitesi de biitanol ekstraktindan yiksek bulundu. HPLC-DAD
sonuglarina gore sulu fraksiyon en az fenolik bilesige sahip iken, spektrofotometrik
yontemler ile yiiksek fenolik igerik ve gliclii antioksidan 6zellik sergilemesi igeriginde
baska biyoaktif ve fenolik grup igeren bilesenlerinin yiiksek oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu biyoaktif bilesenlerin sulu fraksiyona yogun renklilik veren betalainler
olmast muhtemeldir ki, HPLC-DAD kromatogramlarinda da bu tiir renkli bilesiklere
rastland1 (Sekil 15 ve 21).

Literatiir caligmalarina dayanarak genelde renkli bilesiklerin antioksidanca daha
zengin yapida olduklari sdylenebilir. Bundan dolay: antioksidan aktivitesinin sulu ve
bltanol fraksiyonlarinda yiiksek olmasi beklenebilir. Ancak etilasetat fraksiyonunun
renginin Sekil 15° deki sar1 oldugu ve en yiiksek antioksidan kapasite sergiledigi
gozlendi. Sadece renk siddetine bakarak ekstraktlarin antioksidan kapasitelerinin
degerlendirilemeyecegi bu sekilde ortaya konuldu. HPLC-DAD analiz sonuglar1 da en
zengin igerige sahip olan bu ekstraktin yliksek antioksidan kapasiteye sahip oldugunu

dogrulamaktadir (Tablo 5).

Sonug olarak yapilan bu tez ¢alismasinda P. americana’ nin meyvelerinin fenolik
asitler ve flavonoidlerce oldukca zengin igerige sahip olduklari belirlendi. Ayrica bu
meyvelere mor renklerini veren betalain tiirii bilesiklerin 6zellikle polar ekstraktlarda
yiiksek miktarlarda bulundugu tespit edildi. Bu bitkinin biyoaktif bilesenlerinin zengin
olmasi onu antioksidan, antimikrobiyal, antikanser gibi pek cok ozellikler agisindan
incelenmeye deger kilmaktadir. Bu bitkinin meyvelerinin ¢esitli ekstraktlarinda

biyoaktivite calismalar1 uygulamaya degerdir.
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5. ONERILER

P. americana meyvelerinin fenolik asit igerigi kantitatif olarak HPLC-DAD
ilebelirlendi. Meyvelerin fenolik asitler ve flavonoidlerce oldukga zengin igerige sahip

oldugu goriildii.

Bitkinin meyve kisminin fenolik bilesen igeriginin detayli incelemesi sonucunda
meyvenin tibbi agidan degerlendirilmesi gereken degerli kaynak oldugunu soylenebilir.
Tez kapsaminda kullanilan HPLC-DAD ydntemi ile tiim bilesenlerin tam olarak yapilari
ortaya konulamadi. Evrensel bir detektor olan kiitle detektoriine (MS) bagli HPLC
sistemi ile bilesenlerin yap1 tayinleri ileri bir calisma olarak yapilabilir. Dahasi
preparative HPLC yada farkli kromatografik izolasyon yontemleri kullanilarak
meyvelerin ana bilesenleri izole edilebilir. Izole edilen bilesenlerin tek tek biyolojik

aktiviteleri arastirilabilir. Bu sayede bitkiden ila¢ aktif madde izolasyonu yapilabilir.
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