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OZET
Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus Bitkisinin
Antosiyanidinlerinin HPLC-UYV ile Aydinlatilmasi

Bir¢cok meyve ve sebzede dogal olarak bulunan fenolik bilesikler, sahip olduklar
antioksidan, antiviral ve antitimor gibi 6nemli biyolojik aktiviteleri nedeniyle ilgi
cekmektedir. Antosiyanidinler, flavonoid grubunda yer alan renkli fenolik bilesiklerdir.
Fenolik bilesikler, bitkiler tarafindan ikincil metabolitler olarak sentezlenmektedir. Bir
kekik tiirii olan Anzer ¢ayr (Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus)
Anzer balin1 olusturan bitkilerdendir ve yerel halk tarafindan sifa kaynag olarak
kullanilir. Renkli ¢igeklere sahip olan bitkinin antosiyanidinlerinin HPLC-UV ile
analizleri bu tez ¢alismasinda yapildi.

Antosiyanidinlerin HPLC-UV analizleri i¢in oncelikle uygun metot gelistirildi.
Anzer cayindan antosiyanidinleri izole etmek i¢in uygun iki ekstraksiyon yontemi
kullanildi. Bu yontemlerden birinde ekstraktin bir kismina asit hidrolizi uygulanarak
hidrolizin etkisi incelendi. Ayrica kararsiz bilesikler olan antosiyanidinlerin kararhligi,
pH 1°de, 1 mg.L™" ve 10 mg.L™" konsantrasyonlarda hazirlanan siyanidin standardi ve
hidrolizli ve hidrolizsiz elde edilen Anzer ¢ay:1 ekstraktlarinin, -18 °C’de zamana bagli
miktar degisimleri 50 giin boyunca, HPLC-UV analizleri kullanilarak incelendi.

Anzer ¢ay1 ekstraktlarinda, siyanidin ve pelargonidin tespit edildi. Hidrolizli ve
hidroliz edilmeyen ekstraktlar karsilastirildiginda, hidrolizden 6nce 11 pik gbzlenirken
hidrolizin ardindan pik sayisi siyanidin dahil 3’e diismiistiir. Hidrolizli ekstrakttaki
siyanidin miktar1 diger iki pikin siyanidin esdegerine gore 2,28 ve 10,55 kat daha
fazladir. Bu veriler 1s1ginda bitkinin baslica siyanidin glikozitlerince zengin bir
antosiyanin igerigine sahip oldugu sonucuna varildi.

HPLC-UV analizlerine gore, siyanidin standardinin her analiz giiniinde siirekli
dondurucudan ¢ikarilan 1 mg.L™" ve 10 mg.L™" ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 50 giin
sonunda yaklasik %60 ve %90 azaldi. Sadece belirlenen giinde dondurucudan ¢ikarilan
cozeltilerinde ise konsantrasyon kaybi yaklasik %20 olarak belirlendi. Anzer cayi
ekstraktlarindaki siyanidinin 50 giin sonundaki konsantrasyon kayiplarinin benzer

sekilde %85 kadar oldugu gozlendi.

Anahtar kelimeler: Antosiyanidin, Anzer ¢ayl, HPLC-UV, siyanidinin kararlilig1.
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SUMMARY

Elucidation of anthocyanidins of Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var.
caucasicus by HPLC-UV

Phenolic compounds, found naturally in many fruits and vegetables, attiribute
attention because they have important biological activities such as antioxidant, antiviral
and antitumor. Anthocyanidins are colorful phenolic compounds placed in the group of
flavonoids. Phenolic compounds are synthesized by plants, as secondary metabolites.
Anzer tea (Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus), as a type of
thyme, is in a herbs constituting Anzer honey and used as a healing source by local
people. Plant with colorful flowers was analyzed by HPLC-UV for its anthocyanidin in
this thesis.

An appropriate method has been developed primarily for HPLC-UV analysis of
anthocyanidins. Two suitable extraction method was used to isolate anthocyanidins
from Anzer tea. The effect of the hydrolysis was examined applying acid hydrolysis on
the some part of the one of these methods. Also the stability of anthocyanidins, known
as unstable compounds, was investigated with cyanidin standard at two different
concentrations 1 mg.L™* and 10 mg.L™ prepared in pH 1 and hydrolyzed and non-
hydrolyzed Anzer tea extracts, at -18 °C for the time-dependent changes in the amount
during 50 days, using HPLC-UV analysis.

Cyanidin and pelargonidin were detected in the Anzer tea extracts. Comparing
non-hydrolyzed extracts with hydrolyzed one, while 11 different peaks were observed
before hydrolysis, they have dropped to 3 peaks including cyanidin after hydrolysis.
The amount of cyanidin was greater than the cyanidin equivalent of the other two peaks
2.28 and 10.55 times in the hydrolyzed extract. In the light of these data, it is concluded
that the plant has the main anthocyanin content being rich of cyanidin glycosides.

According to the HPLC-UV analysis the concentration of cyanidin standard
extracted from the freezer sequentially in every analysis day at 1 mg.L™* and 10 mg.L™*
concentrations were dropped around 60% and 90% at the end of 50 days. The loss of
concentrations of the cyanidin extracted from the freezer only one certain day were
determined around 20% . The loss of concentration of cyanidin in the Anzer tea extracts

were observed similarly around 85% at the at the end of 50 days.

Key Words: Anthocyanidin, Anzer tea, HPLC-UV, The stability of cyanidine.
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1. GENEL BILGILER
1.1.Giris
Antosiyanidinler, dogal renkleri ve saglik iizerine olumlu etkileri nedeniyle son
yillarda genis kapsamli arastirilmaya ve calisilmaya baslanmistir. Gida, ilag ve
kozmetik sanayi igin biiyiikk 6nem arz etmesine ragmen diisiik ekstraksiyon yiizdeleri ile
birlikte diisiik kararliliga sahip olmalar1 nedeniyle kullanimlar1 sinirl olmustur.
Antosiyanidinler dogada tek baslarina bulunmazlar, bunlar antosiyanidinlerin
glikozitleri antosiyaninler seklinde bulunur. Renkli meyve ve sebzelerde bolca
bulunduklar literatiirde belirtilmistir. Ayrica renkli ¢i¢eklerin renk bilesenleri olarak da
bilinmektedirler. Bu bilesenlerin renkli olmalar1 dogal gida boyast olarak
kullanilmalarina da olanak saglamaktadir. Antosiyaninler, gidalarin renklendirilmesinde
yiiksek boyama giicleri ve yiiksek kalitede iirin olusumunu saglamalar1 nedenleriyle
aranan bilesiklerdir. Ayrica antosiyanin kullanimi ile yapay renklendirici kullanimi
azalmaktadir. Gida endiistrisinde sentetik renklendiricilerin yerine, dogal pigmentlerin
kullanilmasi yoniinde artan bir egilim gorilmektedir (Camire ve ark., 2007). Ancak
antosiyaninler bilinen en iyi dogal gida boyalar1 olmalarina ragmen saflastirilmalarinda
yasanan giiclilkler ve kimyasal acidan yapilarinin kararli olmamasi kullanimini
zorlastirmakta ve yayginlasmasini engellemektedir (G. Ozen, M. Akbulut 2008).
Antosiyaninlerin en 6nemli biyolojik 6zelligi, dogal biyoaktif bilesenlerden olup
antioksidatif etkiye sahip olmalar1 gésterilmektedir. Oksijen radikallerinin neden oldugu
oksidasyonu o6nleyebildigi ve radikallerin olusumunda gérev yapan enzim sistemlerini
inhibe edebildigi belirlenmistir (Karakaya ve El, 1997 ; Espin ve ark., 2000). Meyve ve
sebzelerin antioksidan o6zelliklerinin, igerdikleri C ve E vitaminleri ile a-karotenden
daha cok flavon, izoflavon, antosiyanin, katesin ve izokatesin gibi flavonoidlerden
kaynaklandig tespit edilmistir (Wang ve ark., 1996). Siyanidin ve siyanidin-3-glikozitin
cesitli sistemlerde antioksidatif aktivite gosterdigi, hatta bazi sistemlerde a-tokoferolden
daha fazla antioksidatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Tsuda ve ark., 1994).
Bitkilerden antosiyanidinlerin eldesi ve saflagtirilmalar1 bu bilesenlere kaynak
olusturma agisindan Onemlidir. Antosiyanidinlerin, kromatografik yontemlerden
ultraviyole dedektore (UV) bagh yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile
analizleri, ayrilan bilesenlerin tanimlanmasi, saflastirilmasi i¢in yaygin olarak ve etkin

sekilde kullanilmaktadir. Kararsiz bilesikler olan antosiyanidinlerin endiistriye



uyarlanmasi ve analiz edilmeleri zordur. Bu agidan antosiyanidinlerin analizleri yani
sira kararli olduklar1 ortamlarin da belirlenmesi 6nemlidir.

Anzer gayr olarak bilinen Thymus praecox subsp. caucasicus var. caucasicus
bitkisi Lamiaceae familyasina ait bir kekik tiiriidiir. Familya iiyeleri ugucu ve aromatik
yag icermelerinden dolayi, farmakoloji ve parfiim sanayinde de kullanilirlar (Malingré
ve ark., 1974; Orhan I. ve ark., 2009). Lamiaceae familyasi uzun yillardir farkli ve
benzersiz fenolik bilesiklerce zengin bir kaynak olarak goriilmektedir (Saito ve
Harborne, 1992; Phippen ve Simon, 1998). Meshur Anzer balinin igeriginde oldugu
bilinen Anzer c¢aymin antioksidan aktivitesi ilizerine yapilan calismalarda yliksek
antioksidan aktivite bulunmustur (Orhan ve ark., 2009; Boros ve ark., 2010).
Universitemiz, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya anabilim dalinda bitkinin ¢icek, yaprak
ve sap kisimlarinin fenolik asitleri ve flavonoidleri HPLC-UV yontemiyle calisiimis ve
ayni ¢alismada spektrofotometrik antioksidan aktivite testleri de yapilmistir (Cavus
2011).

Bu tez calismasi, Rize’nin Anzer yaylasinda yetisen Anzer ¢aymin, antosiyanidin
igeriginin HPLC-UV yo6ntemi ile aydinlatilmasi tizerine yapilmistir. HPLC-UV yontemi
ile antosiyanidinlerin analizleri i¢in uygun kosullar saglanmistir. Bu kosullar altinda iki
farkli sekilde ekstrakte edilen antosiyanidinlerin analizleri gerg¢eklestilirmistir. Calisma
stirecinde antosiyanidinlerin karasizliklarinin ¢aligmayr olumsuz yonde etkilemesi

lizerine bu bilesiklerin kararlilik testleri de yapilmistir.

1.2. Antosiyanidinler

Flavonoidlerin genel siniflant iginde katyonik flavilyum yapisi ile karakterize
edilen antosiyanidinler (Sekil 1), Yunanca ‘anthos’ (gi¢ek), ‘kyanos’ (mavi) anlamina
gelen iki kelimenin birlesmesiyle adlandirilir (Pazmifio ve ark, 2001). Birgok meyve ve
sebze cigeklerine, kendilerine 6zgii olan pembe, kirmizi, mavi ve mor, renklerini veren

suda ¢ozlinebilir nitelikteki dogal renk maddeleridir (Giusti ve Wrolstad, 2003).
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Sekil 1. Flavilyum Katyonu

Dogada yaklasik 20 civarinda antosiyanidin oldugu bilinmektedir. Bunlardan alt:
tanesi, meyve ve sebzelerle, bunlarin {iriinlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Bunlar
pelargonidin, siyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin ve malvidindir (Clifford, 2000).
Antosiyanidinlerin  O-glikozillenmis tiirevleri antosiyaninler olarak adlandirilir
(Philpott ve ark., 2009). Antosiyaninler, glikozit formundaki benzopirilyum veya
flavilyum tuzlaridir. Kimyasal yapilar1 ¢ok i1yi bilindigi halde degradasyonlar1 heniiz
tam anlamiyla aydinlatilamamistir. Antosiyaninler kismi hidrolize ugratilir ve glikozit
bag ile baglanmig bilesik ayrilirsa geriye antosiyanidin kalir. Bu kisma aglikon’da
denmektedir. Diger kisim, yani aglikona glikozit bagi ile baglanmis kisim ise gesitli
sekerlerden birisidir. Antosiyanidinler ile glikozid bagi yaparak antosiyaninleri
olusturan baslica sekerler ramnoz, glukoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdur. Buna gore,
antosiyanidinlerin sekerle esterlesmis formuna antosiyaninler denir. Antosiyanidinlere
glukoz, galaktoz, ramnoz, ksiloz ve arabinoz gibi sekerlerden biri veya ikisi ayni anda
baglanabilmektedir. Sekerler genellikle ii¢lincii karbon atomundaki hidroksil grubuna

baglanmaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. Siyanidin-3-O-glikozit

Her aglikonun farkli sekerlerle glikozit olusturdugu c¢ok sayida kombinasyonun
miimkiin olmasi1 nedeniyle 600 civarinda ¢ok farkli renklerde dogal olarak olusan
yapilarinin var oldugu belirtilmistir (Andersen, 2002; Giusti, 2002).

Antosiyaninlerde hidroksilasyon arttik¢a renk maviye doner. Molekiildeki (—OH)
sayisina gore mavimsi rengin sirasiyla pelargonidin, siyanidin ve delfinidin seklinde
artis1 s0z konusudur. Buna karsilik glikozillenme ve metillenme ise rengin kirmiziya
dénmesine neden olmaktadir. Buna 6rnek olarak kirmizi rengin siyanidinden peonidine
dogru artmasini verebiliriz. Birgcok meyve, sebze, bitki ve g¢igeklerin ¢ok cesitli
renklerde olmasinin nedeni de budur.

Bircok antosiyanin rengi ortamin pH degerine bagli olarak bir indikator gibi
degisim gosterir. Antosiyaninler asidik ortamlarda yiiksek kararlilik gosterirken, normal
proses ve depolama kosullarinda renksiz bilesiklere doniismekte ve daha sonra
kahverengi bilesikler olusmaktadir. Asidik ortamlarda antosiyaninler pH degisimleri ile
birlikte geri doniigebilir yapisal degisimlere ugramakta ve farkli renk ozelligi
gostermektedirler. Kirmizimsi renklerin pH 1-3 araliinda baskin oldugunu, bu
kosullarda tipik flavilyum formlarinda bulunduklarin1 ve 10°C’de 60 giinden sonra bile
olduk¢a kararli olduklar1 belirlenmistir. Renklerdeki belirginlik ve kararlilik pH 5-7
civarina yani notral pH’ ya gidildikce azalmaktayken mavimsi renkler ortaya
cikmaktadir (Cabrita ve ark).



Tablo 1. Flavilyum katyonuna baglanarak antosiyanidinleri olusturan yan gruplar

Antosiyanidinler ~ Rj R, Rs Rs Rs Rs Ry Ana Renk
Pelargonidin(Pg) H OH H OH OH H OH Turuncu
Siyanidin (Cy) OH OH H OH OH H OH K.Kirmizi
Delfinidin (Dp) OH OH OH OH OH H OH Pembe-mavi
Peonidin (Pn) OCH;, OH H OH OH H OH Mor-Kirmizi
Petunidin (Pt) OCH;, OH OH OH OH H OH Pembe
Malvidin (Mv) OCH;, OH OCH; OH OH H OH Pembe
Apigeninidin(Ap) H OH H H OH H OH Turuncu
Luteolinidin (Lt) OH OH H H OH H OH Turuncu
Trisetinidin (Tr)  OH OH OH H OH H OH Kirmizi

Suda iyi ¢o6ziinebilen ve bircok meyveye, sebzeye ve cicege etkileyici mavi,
kirmizi ve mor renklerini veren pigmentler olan antosiyaninlerin giiniimiizde 200' iin
tizerinde farkli kaynagi bulunmustur. Bogiirtlen, ahududu, nar, kirmizi lahana, siyah ve
kirmizi kus tiztimi, agag ¢ilegi, Fransiz fasulyesi, erik gibi birgok meyve ve sebzenin
pembeden mora kadar degisen renklerini veren maddeler, antosiyanin grubu
pigmentlerdir. Antosiyanin pigmentleri, hiicre sitopldzmasinda sudaki ¢oziiniirligii
yiksek olan glikozit formlarinda bulunmaktadir. Cesitli bitkisel materyalin yaprak,

cigek veya meyvelerinde bulunurlar.

1.2.1. Antosiyaninlerin Kullanim Alanlari

Antosiyaninlerin kullanimlar1 i¢in pH’nin diisiik olmasi, bulanikligin olmamasi
gerekir. Antosiyanin renk maddelerinin temel kullamim alanlar1 alkolsiiz igeceklerdir.
Koruyucu olarak SO; igermeyen pH 3,4’in altindaki berrak igecekler ideal
uygulamalaridir. Dogal renkleri ve antosiyanini hesaplarken, renk katkisi yapilacak
gidanin rengini belirlemeden Once, rengin sabitlenmesi i¢in 24 saat beklemek akillica
bir 6nlem olur (Cemeroglu ve ark. 2001; Kiiciik ve ark. 2003).

Antosiyaninlerin siilfit tiirevlerinden serbest birakilmalar1 periyodu boyunca
renkteki artis1 gdrmek miimkiindiir. I¢ime hazir iceceklerde koyu kirmizi rengi vermek
icin 30 ile 40 mg.L™" antosiyanin dozu yeterlidir. Antosiyaninlerin her zaman bulanik
iceceklerde kullanimlar1 uygun degildir. Ticari uygulamalari sinirli olmasina ragmen,
teknik olarak alkollii icecek ve sirke igeren iriinlerin de antosiyaninlerle

renklendirilmesi mimkindiir.



Antosiyaninler, meyve preparatlarinda, marmelatlarda da kullanilir. Meyvenin
kalitesi ve Ozelligi onemlidir. Taze veya donmus meyve, siilfitlenmis ya da konserve
meyveler tercih edilir. Konserve meyveler daha kahverengi olabilir. Antosiyaninler
kahverengi alanda absorbe ettiklerinden (420-440 nm) kahverengiligin antosiyanin
kullanarak maskelenmesi zordur (Timberlake ve ark. 1976; Bridle ve ark. 1996).

Asit kullanilarak yiliksek sicakliklarda kaynatilan sekerlemeler ve pektin jelleri,
kirmiz1 rengin gozlendigi antosiyaninler i¢in ideal uygulamalardir. Bazi antosiyanin
ekstraktlar1, 6zellikle tiziim tiirevliler jelatin ile birbirine uymazlar, bu nedenle son
iriinde istenen rengi elde etmek i¢in dogru uygulama big¢imi se¢imine dikkat
edilmelidir. Uziimden elde edilen konsantre antosiyaninler, jelatin ¢ozeltisine
eklendiginde bulaniklik veya ¢okelti olusabilir. Bunu engellemek i¢in uygulanan jelatin
durultmasinda yardimci madde olarak tanen kullamilir (Schobinger, 1988). Rengi
kullanmadan oOnce seyreltmek ve iiretim denemelerini basarmadan Once jelatin
uygunlugunu kontrol etmek gerekir.

Asidik tatli karisim gesitlerinde ve piliskiirtmeli kurutucuyla kurutulmus toz
igeceklerin renklendirilmesinde de antosiyaninler kullanilir (Kii¢iik ve Ballikaya, 2003).

Antosiyanidin kullanimini1 sinirlayan baslica etmenleri $0yle siralayabiliriz;
Antosiyaninlerin suda ¢ok kolay ¢oziinebilmesi kullanimint kisitlayan en onemli
faktordiir. Ayrica pH degisikliklerine karsi kararli degillerdir (Cemereoglu ve ark.2003).
Asitlik degistiginde rengi degisir. Gida endiistrisi agisindan antosiyaninlerin katildiklart
reaksiyonlardan en 6nemlisi, teneke konserve kaplarinda yol agtiklar1 korozyondur.
Sicaklik ayn1 zamanda, antosiyoninlerin iginde kalan sekerden dolayr Maillard
reaksiyonlarina neden olur. Sicaklik flavilyum iyonunu pargalayabilir ve rengin
kaybolmasina neden olur. Isik da benzer etkiye sahiptir. Oksijen, antosiyaninleri
pargalayabilir, bu ger¢eklestiginde, peroksitler ve vitamin C gibi diger reaktifler okside
olur (Rein 2005). Depolama sirasindaki bazi renk kayiplari; diisiik sicaklikta, karanlik
konteynerlerde depolayarak veya oksijensiz paketleme yapilarak 6nlenebilir.

Dogal renk maddesi olmasimin yani sira farmakolojik Ozelliklerinden dolay1
antosiyanidinler ile ilgili calismalar son yillarda giderek artmistir. Ozellikle karaciger
hastaliklar1 {lizerine olumlu etkileri, kan basincin1 dengelemesi, antimikrobiyal etki
gostermesi, kanserli hiicrelerin gelisimini engellemesi gibi insan saglhigma yararl
etkileri tespit edildik¢e antosiyanin igerikli gidalara olan ilgi de artmistir (Konczak ve

Zhang, 2005).


http://www.food-info.net/tr/colour/maillard.htm

Antosiyanidinler, flavonoidlerin alt grubu olmasi sebebiyle flavonoidlerin
gosterdigi bir ¢ok 6nemli biyolojik 6zelligi de beraberinde gdstermektedir. Oksijen
radikalleri ve lipid peroksidasyonunun, kalp damar hastaliklari, kanser ve kronik
iltihaplanma gibi hastaliklarin en 6nemli etkenleri oldugu bilinmekte, flavonoidlerin bir
cogunun lipid peroksidasyonunu baslatan radikallerin ve lipid peroksi radikallerinin
olusumunu engelledigi, yapisindaki baz1 gruplarin flavanoid radikallerinin
kararliliklarin1 ve bdylece antioksidan kapasitesini artirabildigi, flavonoidlerin bunlarin
disinda metal iyonlarim1 baglayarak lipidlerin oksidasyonunu Onleyebildigi ve
radikallerin olusumunda gorev yapan enzim sistemlerini inhibe edebildigi belirlenmistir
(Karakaya ve El, 1997). Ornegin iiziim kabugundan izole edilen antosiyanin ekstrakti
cok iyi antioksidatif aktivite gdstermistir. Uziim kabugunun major bileseni acillenmis
malvidin glikozit, linoleik asitin oksidasyonunda olduk¢a biiyiik aktivite gostermistir
(Tamura ve Yamagami 1994).

Bazi caligmalar flavonoidlerin mutajen (Fieschi ve ark., 1989) ve kanserojen
oldugu belirtilmekle birlikte bir ¢ok calismada elde edilen bulgular flavonoidlerin
antimutajen ve antikanserojen oldugunu desteklemektedir (Shahidi ve Naczk, 1995;
Hertog ve ark., 1992; Cemeroglu ve Cemeroglu, 1998; Wanasundara ve Shahidi, 1998).
Meyve ve sebzelerin antioksidan oOzellikleri icerdikleri C ve E vitaminleri ile o-
karotenden ¢ok flavon, izoflavon, antosiyanin, katesin ve izokatesin gibi
flavonoidlerden kaynaklanmaktadir. Oksijen radikallerini tutma kapasiteleri (ORTK)
bakimindan 12 meyve ve 5 ticari meyve suyunun incelendigi bir ¢alismada ORTK
degeri en yliksek meyvelerin ¢ilek ve erik oldugu bunlar1 portakal ve siyah {iziimiin
izledigi, meyve sularin arasinda iiziim suyunun ORTK degerinin maksimum oldugu
saptanmistir. Incelenen meyvelerin antioksidan 6zelliginin yapilarinda bulunan
flavonoidlerden kaynaklandigi belirtilmistir (Wang ve ark., 1996).

Foti ve ark. (1996), yaptiklar1 bir ¢alismada flavonoidler, kumarinler ve sinamik
asitleri antioksidatif etki bakimindan karsilastirmislar ve en giiglii etkiye flavonoidlerin
antosiyanidin tiirlerinin sahip oldugunu bunlari sirasiyla kumarinler ve sinamik asitlerin
takip ettigini belirlemislerdir.

Fenolik bilesiklerin troloks esdegeri antioksidan aktiviteye gore degerlendirildigi
bir derleme ¢alismasinda, siyanidinin merkezindeki C halkasindaki ¢ifte baglar
sayesinde konjugasyon yaparak kuersetine benzer sekilde yiliksek antioksidan aktivite

gosterdigi rapor edilmistir (Rice-Evans ve ark., 1996).
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1.2.2. Antosiyanidinlerin Bitkilerden Ekstraksiyonu

Antosiyaninlerin, gesitli bitkisel kaynaklardan ekstraksiyonlarinda kullanilacak
yontemler, cogunlukla ekstraksiyonun amacina ve antosiyaninlerin yapisina bagli olarak
degismektedir.

Ekstraksiyon islemleri igin antosiyaninlerin yapisini ve kararliligini etkileyen
faktorlerin bilinmesi gerekmektedir. Ekstrakte edilen pigmentler kalitatif veya kantitatif
olarak hemen analiz edilecekse, yontem pigmentleri miimkiin oldugunca dogal
durumlarma yakin tutacak sekilde sec¢ilmelidir. Ekstrakte edilen pigmentlerin
renklendirici veya gida bileseni olarak kullanilmasi durumunda maksimum pigment
verimi, boyama kuvveti ve kararlilik gibi faktorler de 6nem kazanmaktadir (Fossen ve
ark.1997). Ayrica ekstraksiyon ve temizleme islemlerinin ¢ok kompleks olmamasi,
zaman alic1 ve pahali olmamas1 gerekmektedir.

Antosiyaninler notral veya alkali ¢ozeltilerde kararli olmadigindan genellikle
asidik c¢ozeltilerin kullanilmas1 Onerilmektedir. Ekstraksiyonda en yaygin ydntem;
bitkisel materyalin az miktarda mineral asit igeren ve diisiik kaynama noktasina sahip
olan alkol ile ekstraksiyonudur.

HCI ile asitlendirme diisiik pH’y1 korumaya yardimci olmakla birlikte, bu gibi
mineral asitlerin  kullanimi, kompleks yapidaki pigmentlerin dogal formunu
degistirebilmekte ve daha sonraki konsantrasyon asamasinda dayanikli olmayan agil ve
seker kalintilarinda kayiplara neden olabilmektedir. Bu nedenle pek ¢ok arastirmact
acillenmis  pigmentlerin bozunmasmmi en aza indirmek i¢in ¢ok  diisiik
konsantrasyonlarda asit kullanimin1 6nermisler, gii¢lii asit ¢ozeltilerinin baz1 bilesiklere
zarar verdigini bildirmislerdir (Rodriguez ve ark. 1998).

(Coziicii olarak ¢ogunlukla, yiiksek ekstraksiyon giicii ve diisiik kaynama
noktasindan dolay1r kolay konsantre edilebildigi i¢in metanol kullanilmaktadir. Ancak
metanoliin toksik etkisinden dolayi, ekstrakte etme giicii metanole gore daha diislik
olmasina ve yliksek kaynama noktasindan dolay1 daha zor konsantre edilmesine ragmen
asitlendirilmis etanol de gida esasli preparatlarin hazirlanmasinda tercih edilmektedir
(Revilla ve ark.1998; Rodriguez ve ark.1998). Ayrica %10 HCI’ li metanoliin, ayni
asitli etanole gore %20, suya gore %73 oraninda daha etkili oldugu tespit edilmistir
(Metivier ve ark., 1980).

Antosiyaninleri dogal formlarina yakin elde etmek icin pek ¢ok arastirmaci

tarafindan, baslangi¢ pigment ekstraksiyonunda nétral ¢6zgenlerin kullanimi %60
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metanol, aseton/metanol/su karisimlari, n-biitanol, soguk aseton veya kaynamis su
olarak Onerilmistir. Ayrica zayif organik asitler de (¢ogunlukla formik asit, asetik asit,
propiyonik asit, sitrik asit ve tartarik asit) ekstraksiyon ¢ozgenlerinde kullanilmustir
(Giusti ve ark.1996).

1.2.3. Bitki Ekstraktlarindaki Antosiyanidinlerin Analizi

Bitki ekstraktlarindaki antosiyanidinler genel olarak spektrofotometrik ve
kromatografik yontemlerle analiz edilirler. Spektrofotometrik analizler sonucunda
toplam antosiyanidin miktart belirlenir. Bu yontemde kullanilan standart bir
antosiyanidinin degisen konsantrasyonuna karst absorbans degeri kullanilarak
kalibrasyon grafigi ¢izilir ve mevcut antosiyanidinler bu standart antosiyanidin esdegeri
olarak ifade edilirler. Kromatografik analizlerde ise ekstraktlarin i¢erdigi antosiyanidin
bilesenleri hem tanimlanir hem de Kkantitatif olarak belirlenir. Giintimiizde
kromatografik yontemlerden yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) en yaygin
ve etkin sekilde kullanilmaktadir. Antosiyanidinlerin HPLC ile analizlerinde ayrilan
bilesenlerin tanimlanmasi i¢in yaygin olarak ultraviyole dedektdr (UV) ve Kkiitle
dedektorii  kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasi boyunca bitki ekstraktlarindaki
antosiyanidinler HPLC-UV yontemi kullanilarak analiz edildikleri ig¢in burada bu

yonteme daha detayli olarak deginilecektir.

1.2.3.1. Antosiyanidinlerin HPLC-UV Analizi

HPLC yontemi, pargacik boyutlar1 6nemli dl¢iide kiigiik sabit fazin hareketli faz
ile etkilesen yiizey alani biyiikliigli sayesinde yiiksek ayirma giicline sahip bir
kromatografik yontemdir. Ayrica diisiik miktarda drnek hacimleri ile ¢aligilabildigi igin,
ekonomik bir yontemdir. Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedektorle
tesbit edilip miktariyla orantili olarak kaydedilir. Bu mekanizmanin sematik olarak
gosterimi sekil 3’te verilmistir. Gorlinlir bolgede absorbsiyon veren bilesikler olan
antosiyanidinler i¢in, kullanim1 kolay, dedeksiyon limiti diigiik ve segici olmasindan
dolayr UV dedektor, HPLC ile kombine olarak ayrilan bilesenlerin tanimlanmasi ve

saflagtirilmasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.



g
HPLC

pompasi

oy
N knsa

enjektor

mobil fazlar

~

uv

veva

DAD
s dedektor
kolon

P
el

Sekil 3. HPLC-UV cihazinin sematik gosterimi

Cesitli kaynaklardan antosiyanidinlerin  HPLC kullanilarak analiz edildigi

calismalardan bazilar1 Tablo 2’de belirtilmistir. Antosiyanidin ¢alismalarinin dogal

olarak morumsu ve kirmizimsi meyveler tizerinde yogunlastigi goriilmektedir.

Tablo 2. Antosiyaninlerin HPLC ile analizi i¢in baz1 kaynaklar

Kolon Coziicii Sistemi Dedektor Antosiyanin Kaynaklar
Kaynagi
LiChrosoher A:Su/Formikasit(90:10) HPLC-DAD Uziim 6rnekleri ~ Favretto ve ark.
100RP-18 B:Metanol/Su/Formik asit DAD:520nm 22 bilesik (2000)
250x10mm, 10um  (50:40:10)
Capcell Pak C18 ASU/TFA(%1) LC-PDA Yaban mersini Nakajima  ve
150x4.6mm, Spm B:Asetonitril/Su(50:50) 250-600nm Frenk tiziimii ark. (2004)
%1 TFA
Novapack C18 A:Su/Formik asit(90:10) HPLC-PDA Uziim kabugu Munez ve ark.
150%3,9mm B:Su/Metanol/Formik asit ~ 530nm 21 bilesik (2004)
(45:45:10)
Symmetry C18 A:Su- %10 Formik asit HPLC-PDA Siyah ve kirmizi  Tian ve ark.
75%4.6mm, 3,5um  B:Asetonitril 200-600nm ahududu (2005)
Novapack C18 A:Su/Formikasit(90:10) HPLC-DAD Uziim ezmesi Monagas ve
150%3,9mm, B:Su/Metanol/Formik asit ~ 530nm yapragi ve ark. (2006)
4 pm (45:45:10) tohumu
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Bunlarin yani sira yapilan bazi ¢aligmalari incelersek detayli bir kanitya varmis
oluruz. Antosiyanidin igerigi ¢ok fazla olmasmna ragmen moro kan portali iizerinde
yapilan ¢alismalarda 6zellikle renkte goriilen bozulmalardan dolayr hemen hemen higbir
iriine (meyve suyu, konsantre sarap gibi) islenememektedir. Bu yilizden kan
portakalinin meyve suyuna islenebilme olanaklarini ve {riinlerde antosiyanin
kararliligini saglamak amaciyla iiriin kalitesi lizerine olan etkiler Tokgdz ve ark.(2010)
calismasinda arastirilmistir.

Meyve sikilip suyu cikarilinca karakteristik rengini yani antosiyanin igerigini
saglamak i¢in 3 farkli konsantrasyonda sitrik asit ile ayarlanmistir. Pastorizasyon
isleminden sonra oda sicakligina kadar sogutulmus meyve suyu ornekleri ambalajlanip
+6°C’de buzdolabinda 10 ay, +24°C’de oda sicakliginda 4 ay depolanmustir.

Depolama sicakligina gore, meyve suyu orneklerinin toplam antosiyanin igerigi

degisim gostermistir. Buzdolab1 kosullarinda 6°C’de depolanan kan portakali suyunun

toplam antosiyanin igerigi 136 mg. L* iken, oda sicakliginda 91 mg. Lt diizeyinde
kaldig1 goriilmiistiir. Bu da depolama sicakliginin antosiyaninlerin kararli olmasinda ne
kadar 6nemli oldugunu gdstermektedir.

Orneklerin antosiyanin igerigi ambalaj tipine gore de istatistiksel olarak énemli
farklilik gostermistir. Ancak bu farklilik sayisal anlamda oldukga diisiik diizeyde
olmustur. Isik gecirmez ambalajdaki orneklerin antosiyanin igerigi az da olsa saydam
ambalajdaki 6rneklerin antosiyanin igeriginden yiiksek bulunmustur.

Antosiyanin kararlilig1 iizerine etkili olan bir diger faktor de ortam pH’s1 olup,
artan ortam pH degeri ile birlikte antosiyanin miktarinda azalmalar olmustur. Ortam
pH’s1 sitrik asit ile 3.00’e ayarlanmig drneklerin toplam antosiyanin miktar1 125 mg. L™
iken, ortam pH’s1 3.50 olan 6rneklerin 89 mg. L* diizeyinde kalmistir.

Antosiyaninlerin kararliligi tizerinde etkili olan bir diger faktér de depolama
siiresidir. Orneklerin, depolama baslangicinda 165 mg L™ olan toplam antosiyanin
miktari 4 aylik depolama periyodu sonunda yaklasik %60°1ik bir azalma ile 66 mg L™

degerine diismiistiir. Bu azalma depolama sicaklik degerlerine gore olduk¢a Onemli

farkliliklar gostermistir. Bu kayip orant 6 °C’de dort aylik depolama sonunda yaklasik

%39 iken, oda sicakliginda %81 diizeyine kadar ¢iktig1 tespit edilmistir (Tokg6z ve ark.,
2010)
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Bagka bir ¢aligmada karadut meyvesinin zengin antosiyanin igerigi nedeniyle
yetistiriciliginin ~ yayginlagtirllmast  ve antosiyaninlerin  kullanim  olanaklarinin
endiistriye uyarlanmasi ile gida endiistrisi i¢in iyi bir boyar hammadde ve katki maddesi
olusturacag distiniiliilerek calisma yapilmistir. Bu ¢alismanin ¢ikis noktasi olan bagka
bir c¢alismada karadut meyvesinin fazla miktarda antosiyanin igerdigi ve bu
antosiyaninlerin siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit ve pelargonidin-3-glikozit
oldugu ve miktarm ise 231.26+21.75 mg L™ oldugu belirtilmistir (Ozen ve ark.,
2008). Bu c¢alismada dut pigmentlerinden antosiyaninlerin karekterizasyonu ve
analizleri {iizerinde odaklanmilmistir. Bu calisma yapilirken daha once antosiyanin
analizleri, ekstraksiyon yontemleri ve kararlilik iizerine yapilan ¢aligmalar incelenerek
uyarlamalar gerceklestirilmistir.

Taze dut meyveleri %95 alkol / %0.1 HCl (1:1) oda sicakliginda 4 saat
bekletilerek ekstrakte edilmistir. C-18 kolonla izolasyondan sonra UV spektroskopi,
HPLC-PAD, LC-MS, ve H-NMR kullanilarak kimliklendirilmistir. Sonu¢ olarak dut
pigmentlerindeki en fazla bulunan antosiyaninler siyanidin-3-rutinozit (%60) ve
siyanidin-3-glikozittir (%38). Ekstraktta bulunan diger bilesenler toplamda % 2 olup
bunlar pelargonidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-rutinozit olarak belirlenmistir (Qin C
ve ark. 2010). Bunun gibi benzer nitelikte birgok c¢alisma olup c¢ogu calismada
antosiyanin kararlilig1 lizerinde durulurken farkli numunelerde ya da benzer 6rneklerde
calismalar yapilmistir. Benzer sekilde olan Aramwit ve ark. (2010), Withy ve ark.
(1993) ve Tsai ve ark. (2005) caligmalarin1 kismen inceleyerek cesitli yargilara varmis
oluruz.

Aramwit ve ark. (2010), dut meyvesinden elde edilen ekstraktlarin 70 °C’de 10
saat tutulmasi sonucunda 1s1 ve 15181n antosiyaninler tizerindeki etkisini incelemislerdir.
Sonugta 1s1 ve 151k etkisi sonucu antosiyaninlerin miktarinda azalma oldugu belirlenmis
ve Orneklerin 70 °C’nin altinda bir sicaklikta ve 1s18a kapali bir ortamda tutulmasi
gerektigi bildirilmistir.

Withy ve ark. (1993), kirmizi ahududu suyu konsantrelerinde antosiyanin
kaybinin depolama sicakligina bagli oldugunu gostermislerdir. 20 °C’de 3 ay siireyle
depolanan konsantrelerin antosiyanin igeriginde %80.4 kayip oldugu saptanirken, -20
°C’de depolamada kayip orani yalnizca %3.1 diizeyinde kaldigini tespit etmisler. Ayrica
baska bir ¢calismada Gomez ve ark. (2004), Vitis vinifera L tiirii tizimlerinden elde

ettikleri antosiyanidin ekstraktlarini analiz edilinceye kadar -18 °C’de saklamiglardir.
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Tsai ve ark. (2005), yiiksek sicaklikta 1sitma sirasinda dut meyvelerinin metanol
ile ekstraktlarinin antosiyanin ve antioksidan kapasitesi iizerinde sekerin etkisini
incelemis ve seker konsantrasyonu ve pH’nin son derece etkili oldugunu
gostermislerdir. Seker konsantrasyonu arttikga ve pH diistiikge antosiyanin bozunmasi

azalmis, antioksidan kapasitesinin daha iyi korundugu belirlenmistir.

1.3. Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus

Thymus praecox Opiz subsp. caucasicus var. caucasicus bitkisi Lamiaceae
familyasina ait bir kekik tirtidiir. Bitkinin familya adi olan Lamiaceae, Tiirk¢e’de
Ballibabagiller olarak kullanilmakta olup genellikle giizel kokulu bir ya da ¢ok yillik
cicekli bitkiler familyasidir. Feslegen, kekik, ve adagayini iceren Lamiaceae familyasi
uzun yillardir farkli ve benzersiz fenolik bilesiklerce zengin bir kaynak olarak
goriilmektedir (Saito ve Harborne, 1992; Phippen ve Simon, 1998). Familya iiyeleri
ucucu ve aromatik yag igermelerinden dolayi, farmakoloji ve parfiim sanayinde de
kullanilirlar (Malingré ve ark., 1974; Orhan I. ve ark., 2009). Yoresel adi Anzer gayi
olan bitki, 15-20 cm arasinda boylanabilen, kii¢iik yaprakli, kuvvetli kokulu, yaz
aylarinda dallarin tepe kisminda basak formunda pembe-erguvani-beyaz ¢igekler agan,
otsu yapida ¢ok yillikl1 bir tiirdiir (Sekil 4).

Dogu Karadeniz boélgesinin yiiksek kesimlerinde, o6zellikle meyilli, kurak ve
yamag kisimlarda kiimeler halinde yayilis gdsteren bu bitki, Rize ili ikizdere ilgesi asag
ve yukart Anzer adi verilen ve denizden 2300-2500 m ytkseklikteki yorede yogun
sekilde dogal olarak yetismektedir. Haziran ayindan itibaren yaklasik iki ay boyunca
farkl yiiksekliklerde, cicekli olarak bulunan Anzer g¢ayi, arilarin en ¢ok ziyaret ettigi
nektar bitkilerindendir. Yiizlerce yildir yore halki tarafindan bilinen ve dogadan
toplanan Anzer gayi, kurutularak kis aylarinda bitkisel ¢ay seklinde tiiketilmektedir.
Yorede Anzer caymin; soguk alginligi, gribal enfeksiyonlar, mide ve bagirsak
rahatsizliklar gibi bir¢ok derde deva olduguna inanilmaktadir (Yildiz, 2007). Ayrica,
timol ve karvakroliin diiz kas spazmlarim ¢6zerek, i¢ organlarda duyulan agrilar1 yok
ettigi hayvan deneyleri ile kanitlanmistir (Bal, 2001). Kekik, dogal temizleyici olarak ta
kullantlir.

Artvin ilinde de yetisen bitki, Artvin ilinde nesli tehlike altinda olan bitkiler

arasinda degerlendirilmis ve tehlike boyutu olarak zarar gorebilir olarak belirlenmistir.
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Bu durum bitkinin yetistigi alanin koruma altina alinmasi1 gerektigine isaret etmektedir

(Eminagaoglu ve ark., 2010).

Sekil 4. Anzer caymnin goriiniimii

1.4. Literatiir Ozeti

Antosiyanidinler iizerine giiniimiizde saflastirma ve onlarin taninmasini
saglayacak analiz caligmalarinin  yaninda antosiyaninlerden elde edilen renk
pigmentlerinin kararlilig1 {izerinede yogun olarak cesitli arastirmalar yapilmistir.
Antosiyaninlerin HPLC yontemiyle analizi i¢in simdiye kadar bir g¢ok yoOntem
gelistirildi ve bu yontemlerin bazilar1 sadece spesifik olup ekstrakte edilen materyale
uygun olarak gelistirilmistir.

De Villiers ve ark. (2011) kirmiz1 sarabin antosiyaninlerinin HPLC ile analizi i¢in
yontem  gelistirmislerdir. Calismada kromatografik kosullardaki degisikliklerin
antosiyaninlerin analizleri {izerine etkisi incelenmistir. Gradient programinin se¢iminde
bu calismadan faydalanilmistir.

Jamal Uddin ve ark. (2004) yaptig1 ¢aligmada ise Eustoma (Eustoma grandiflorum
Gries.) adli ¢icegin 29 farkli Kkiiltiiriinlin mevsimsel olarak ta¢ yapraklarinin
pigmentlerindeki ~ degisimler  incelenmistir. ~ Pigmentler  olarak  ozellikle
antosiyanidinlerden delfinidin, pelargonidin ve siyanidin igeriklerinin mevsimsel
degisiklikleri incelenmistir. Calismada ayn1 zamanda ¢igeklerin renkleri ile igerikleri de
degerlendirilmis ve mor rengin baglica delfinidinden, kirmizimsi rengin siyanidinden ve
pembe rengin baslica pelargonidinden ileri geldigi gbézlenmistir. Beyaz cigeklerde ise

hi¢bir antosiyanidin gézlenmemistir. Bu ¢alisma antosiyanidinlerin ekstraksiyonu
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acisindan da bir kaynak olarak degerlendirilmistir. Antosiyanidinler, antosiyaninlerin
seker grubu igermeyen formlar1 olduklarindan 6zellikle antosiyanidinlerin incelendigi
calismalarda hidroliz islemi baglh seker gruplarinin kirilmast ve antosiyanidin
cekirdeklerinin incelenmesini saglamaktadir. Bu c¢alismada da asidik hidroliz
kullanilarak antosiyaninlerin antosiyanidinlere donilisimii sayesinde analizleri
gerceklestirilmistir.

Orhan 1. ve ark. (2009) ¢alistigimiz bitkinin (Thymus praecox subsp. caucasicus
var. Caucasicus) kloroform, etil asetat, etanol ve sulu ekstraktlarinda 2,2-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPHe) radikali temizleme ve demir(lll) iyonu indirgeme, antioksidan
kuvvet (FRAP) yontemlerini kullanarak antioksidan ozelliklerini incelenmislerdir.
Bitkinin etil asetat ve etanol ekstraklar1 6nemli derecede DPPHe radikali temizleme
aktivitesi gosterirken, sulu ekstraktlar1 yiiksek demir iyon-selat etkisi gostermistir. Bu
kapsamda bitkinin ugucu yaglari da calisilmis ve FRAP yontemine goére yaprak ve
ciceklerinin ugucu yaglar1 yliksek antioksidan kuvvet gostermistir. Boylece bize
andioksidan olarak kuvvetli olan bitkinin antosiyanidin analizlerini ¢alismamiz igin
olanak saglamistir.

Saito ve Harborne (2009) yaptig1 ¢alismada ise gicek renkleriyle antosiyanidin
tiirleri arasindaki iligkiyi incelemislerdir. 49 Tiirlin arastirildigi bu calismada ¢icek
renkleri antosiyanidinler ve tozlagsma vektorleri arasinda iyi korelasyon oldugu
bulunmustur. 6 Cicek tiirii pelargonidin, 4 tiirii siyanidin igermektedir. Biitiin kirmizi-
mor ve kirmizi gigek tiirlerinde siyanidin igerigi gézlenmistir. 26 mor-viyole, viyole ve
mavi c¢iceklerin delfinidin ve 8§ tanesinin malvidin 13 tanesininde siyanidin igerdigi
bulunmustur.

Qin ve ark. (2010) dut pigmentlerinden antosiyaninlerin karekterizasyonu ve
analizleri iizerine yaptiklar1 calismada, ekstrakte ettikleri antosiyaninlerin C18 kolonla
izolasyonundan sonra UV, MS ve HNMR spektroskopi kullanarak tanimlanmasi
yaptlmigtir. Sonu¢ olarak dut pigmentlerindeki en fazla bulunan antosiyaninler,
siyanidin-3-rutinozit (%60) ve siyanidin-3-glikozittir (%38). Diger bilesenler ise
toplamda %2 iken bunlar pelargonidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-rutinozit olarak
belirlenmistir.

Gomez ve ark. (2004) antosiyaninlerin kararlilig: lizerine yaptig1 calismada pH,
sicaklik, 151k etkisi incelenmis farkli pH’larda (3,4,5) ve farkli sicakliklarda (10, 25, 38

°C) yapilan denemelerin bir kismi giin 1s18ina maruz birakilmistir. Bunun sonucunda
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sicaklik artikca antosiyaninlerde yapinin bozuldugu ve rengin kahverengiye dogru
dondiigii gozlenmistir. Bu sicakliklardan 10 °C’nin uygun oldugu ve siyanidin-3-
glukozidin 10 °C’de 60 giin sonunda %90 korundugu goézlenmistir. Giin 1s1gina maruz
kalan numunelerde, giin 1s181yla etkilesmeyen numunelere gore %5-10 arasi1 kayip
oldugu gozlenmistir.

Cabrita ve ark. (2000) yaptig1 ¢alismalarda Fragaria ananassa, Oriza sativa ve
Abies koreana’ dan elde ettikleri pigmentleri (siyanidin-3-glikozit) inceleyerek renkleri
ve kararliliklarimi belirlemislerdir. Kirmizimsi1 renklerin pH 1-3 araliginda baskin
oldugunu, bu kosullarda tipik flavilyum formlarinda bulunduklarimi ve 10 °C’ de 60
giinden sonra bile oldukca kararli olduklarini belirlemislerdir. Renklerdeki belirginlik
ve kararlilik pH 5-7 civarina yani notral pH’ya gidildik¢e azalmaktayken mavimsi
renkler ortaya ¢ikmaktadir.

Bu caligmalardan yararlanarak Anzer ¢ayinin antosiyanidin ekstraklarinin HPLC-
UV analizleri yapildi. Oncelikle antosiyanidin analizleri i¢in uygun HPLC-UV yéntemi
gelistirildi. Uygun ekstraksiyon yontemleri segilerek karsilastirmali olarak analiz edildi.
HPLC-UV’de analiz edilen standart antosiyanidinlerin ve numune ekstraktlarmin
konsantrasyon kayiplar1 nedeniyle uygun pH, 151k, depolama sicaklig1 ve siiresi iizerine

kararlilik testi uygulanmstir.
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2.YAPILAN CALISMALAR
2.1. Bitkilerin Toplanmasi

Deneylerde kullanilan Anzer ¢ayi, Temmuz 2012’de Anzer yaylasindan 2300
m’den toplanarak giines almayacak sekilde ve agik havada (yaylada) kurutuldu. Bitkinin
mor ¢igekli kismi ayrilarak ekstraksiyon verimini artirmak igin yiizey alaninin
genigletilmesi amaciyla kahve o6giitme makinesinden gegirilerek partikiil boyutlari
kiigiiltiildii. Kurutulan bitki 6rnekleri analizleri yapilana kadar uygun sartlarda (nem
almayacak sckilde) muhafaza edildi. Bitki 6rnekleri etiivde 100 °C’de 3 saat
bekletilerek ihtiva ettikleri nem miktar1 ¢igekte %9,86 olarak belirlendi.

2.2. Anzer Cayindan Antosiyanidinlerin Ekstraksiyonu

Anzer cayinda, ekstraksiyonun optimize edilmesi i¢in antosiyanidinlerin genel
olarak bitkilerde en bol bulunduklar: ¢igek kismi se¢ilmis olup, ¢igegin mor kisimlari
ayrilarak  bir seri farkli ekstraksiyon yontemi paralel olarak uygulandi.
Antosiyanidinlerin bitkiden ekstraksiyonu iki farkli yontem ile denendi.

Bu yontemler:

1) 1 g numuneye 20 mL (%80 metanol, %19 su, %1 HCI ) eklenerek 1 gece
karanlikta karigtiricida bekletildi. Ertesi giin kat1 kistm mavi bant siizge¢ kagidindan
stiziilerek ayrildi. Cozelti kismi iki esit parcaya ayrilarak (A ve B) ¢oziiciileri uguruldu .
A kismi 5 ml suda %3 formik asitli (FA) olacak sekilde ¢oziiliip filtreden gegirilerek
HPLC-UV analizi gergeklestirildi. B kism1 ise 6 ml %1°lik HCI’li metanolde ¢6ziiliip
HPLC-UV analizi gerceklestirildi

2) 0,25 g numuneye 5 mL %1 HCI ‘li metanol eklenip, karistiricida 2 saat 40 °C
de bekletildi. Elde edilen ekstraktin 300 uL’si, 900 uL metanol, 285 pL su ve 15 pL
HCI eklenerek (%80 metanol, %19 su ve %1 HCI’li olacak sekilde) filtreden gecirilip
HPLC-UV ile analiz edildi (C). Geri kalan ektraktin 2 mL’si alinarak iizerine 4 mL 2N
HCI eklenerek 2 saat yaklasik 100 °C’de bekletildi. Elde edilen ekstraktin 300 uL’ sine
900 pL metanol, 285 pL su ve 15 pL HCI eklenerek (%80 metanol, %19 su ve %1 HCI)
filtreden gecirilip HPLC-UV ile analiz edildi (D).
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2.3. Anzer Cay1 Ekstraktlarinda Antosiyanidinlerin HPLC-UV Analizleri

2.3.1. Kimyasal Malzeme ve Materyaller

Analitik saflik derecesinde olan antosiyanidin standartlarindan delfinidin kloriir,
siyanidin klortir, apigeninidin kloriir, pelargonidin kloriir ve malvidin kloriir
antosiyanidinleri Sigma-Aldrich’den, numune hazirlamada ve kromatografik analizde
kullanilan HPLC saflikta asetonitril, metanol, formik asit ve hidroklorik asit Merck’den
satin alindi. HPLC siringa filtreleri (RC-membrane, 0.2 um) Filtre Sartorius Minisart
RC 15, Sartorius’dan satin alindi.

Bu ¢alismada, kimyasal madde ve bitki Orneklerini tartmak i¢in And GR200
analitik terazi, ekstraksiyon islemleri ve kimyasal maddelerin ¢6ziinmesine yardimei
olmak i¢in Wise Clean ultrasonik su banyosu, ¢oktiirme islemi igin Thermo Scientific
Heroeus multifuge 3SR+ santrifiij, kurutma islemleri i¢in Oven etiiv, ¢ozeltileri
karistirmak i¢in Velp Scientifica vorteks, ultra saf su temini i¢in Human Corporation su
destilesistemi kullanildi. Ekstraksiyon sonrasi ¢Oziicliyii uzaklastirmak amaciyla

Heidholph laborota 4000 marka evaporator kullanildi.

2.3.2. HPLC-UV Kosullar1

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
icin bir ters faz C18 kolon (150 mm x 4,6 mm i.d., 5 um partikiil; ACE) kullanildi.
HPLC-UV analizleri i¢in gradient eliisyonu 5 antosiyanidin standardinin uygun
¢oOzlinlirliikte ayrilmasini saglayacak sekilde De Villiers ve arkadaslarinin (2011)
kullandiklar1 yontem modifiye edilerek uygulandi. Bu yontemde kullanilan ¢oziiciiler
A: Suda %5 formik asit (FA) B: Asetonitrilde %5 FA igermektedir. Gradient sistemi
%90 A mobil fazi ile baslayip kademeli olarak B mobil fazi yiizdesi %30 lara
cikarilacak ve sonra baslangi¢ diizeyine geri doniileceksekilde ayarlandi. Akis hiz1 1
mL/dk olup enjeksiyon hacmi 25 pL olarak se¢ildi. Yontem igin standart olarak
delfinidin kloriir, siyanidin kloriir, apigeninidin kloriir, pelargonidin kloriir ve malvidin
kloriir antosiyanidinleri kullanilarak sistemin dalga boyu 520nm’ye ve kolon sicakligi
kolon firminda 30°C’ye ayarlandi. Gradient sisteminin ¢oziicli bilesenleri Tablo 3’de

verildi.
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Tablo 3. Antosiyanidin standartlarinin ayirimi igin kullanilan gradient sistemi

Dakika %5 FA Suda % 5FA Asetonitrilde
0 90 10
3 90 10
8 84 16
12 80 20
15 75 25
20 70 30
30 90 10
40 90 10

FA: Formik asit

Standartlar, metanolde ¢o6ziilerek kararliliklarint saglamak igin %1 derisik HCI ile

asitlendirilip ve %19 sulandirildilar.

2.3.3. Standartlar, Kalibrasyon ve Validasyon

Kalibrasyon i¢in delfinidin Kkloriir, siyanidin kloriir, apigeninidin kloriir,
pelargonidin kloriir ve malvidin kloriir antosiyanidinlerinin metanol igerisinde 100
mg.L'l stok ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltileri % 1:19:80; HCI, su ve
metanollii ¢ozeltiyle seyreltilerek 1; 2; 5; 10; 20; 30 ve 50 mg.L™lik ¢ozeltileri
hazirlandi ve dis standart yontemine gore kalibrasyon gergeklestirildi. Dogrusal
cevaplar elde edildi (R*~1) (Tablo 6).

Validasyon i¢in tekrarlanabilirlik testleri yapildi. 1 mg.L™ konsantrasyonda
karisimin 7 kez analizi sonucunda elde edilen bagil standart sapmalar (%BSS) Tablo
6°da verildi. Dedeksiyon limitleri ise giiriiltiiniin 3 katin1 saglayan gézlenebilme siniri
yani kalitatif tayin limiti (LOD) ve giiriiltiiniin 9 katin1 saglayan kantitatif (nicel) tayin
limiti (LOQ) hesaplandi (Tablo 6).

2.3.4. Optimize Edilen HPLC-UV Yonteminin Ayirma Parametreleri

Uygun HPLC kosullar1 kullanilarak optimize edilen ydntemin ayirma
parametreleri, standart karisimina ait kromatogram verileri kullanilarak hesaplandi.
Kolon verimliligini ifade eden tabaka sayist (N), alikonma faktorleri (k'), segigilik

faktorii (o) ve ¢oziiniirliik (Rs) degerleri tablo 4’de verilen ilgili formiillerle hesapland:
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Tablo 4. HPLC’de kullanilan kolonun ayirma parametreleri ve formiilleri

Parametre Formiil

Tabaka sayis1 (N) N= 16. (tr/ Wh)*
alikonma faktorleri (k') K'a = (tr - to)/ to
secicilik faktori (o) a=k'g/K'a
¢oziiniirlik (Rs) Rs= tro-tra/ Wy

W,,: piklerin taban genislikleri
to: ¢Oziicli pikinin alikonma zamani (61l zaman)
tr: standart pikinin alikonma zamani

2.4. Antosiyanidinlerin kararhlik testleri

Antosiyanidinlerle c¢alisirken renk ve konsantrasyon kaybi gibi sorunlarla
karsilasilmaktadir. Literatiirde bu kayiplar1 6nlemek i¢in belli calismalar yapilmistir. Bu
tez c¢alismasinda da Anzer cayi ekstraktlarindaki antosiyanidinlerin konsantrasyon
kayiplarinin neyle ilgili oldugunun bulunmasi i¢in literatiirden yararlanilda.

Antosiyanidinler asidik ortamlarda yiiksek kararlilik gosterdikleri bilinmektedir.
Kirmizimsi renklerin pH 1-3 araliginda baskin oldugunu, bu kosullarda tipik flavilyum
formlarinda bulunduklarini ve 10 °C’ de 60 giinden sonra bile oldukc¢a kararli olduklar
belirlenmistir (Cabrita ve ark., 2000). Bu bilgiler 1s18inda bu tez ¢alismasinda, kararlilik
testi i¢in uygun pH 1 olarak secildi.

Antosiyaninlerin kararliliginin depolama sicakligina bagli oldugu ve en az
kayiplarin -20 °C civarinda oldugu rapor edilmistir (Withy ve ark., 1993; Gomez ve
ark., 2004). Bu galismada -18 °C depolama sicakligi olarak segildi.

Boylece kararlilik testi ¢alismasi; %1 HCI” in metanoldeki ¢ozeltisi ile pH 1°de ve
-18 °C’de iki ayr1 konsantrasyonda (1 mg.L'1 ve 10 mg.L'l) hazirlanan standart
siyanidinin farkli gilinlerde yiiriitilmesi sonucu yapildi. Calismada siyanidin
standardinin zamana bagli olarak miktarindaki degisimin belirlenmesi i¢in 1, 2, 3, 5, 10,
15, 20, 30, 40 ve 50. giinlerde HPLC-UV analizleri yapildi. Bu test i¢in analiz edilecek
standartlarin her bir konsantrasyonu i¢in tek bir stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stoktan farkl
giinlerde yiiriitiilmek {izere ayr1 ayr1 HPLC viallerine ¢ozelti alindi. Zamana baglh
degisim iki farkli sekilde incelendi. Tasarlanan giinlerde analizi yapilacak standart
cozeltiler -18 °C’deki dondurucudan alinarak tiim analiz siireleri boyunca (yaklasik 11
saat) 0 °C’ye ayarlanmig HPLC oto 6rnekleyicisine birakildi. Analizler ardigik olarak
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otomatik sekans programi kullanilarak yapildi. Bu durumda her analiz siirecinde
standart yaklasik 11 saat boyunca 0 °C’de kalmakta ve bununda kararliligina etkisi
olmaktadir. Bu etkiyi net bir sekilde gérebilmek icin bir seri siyanidin standart ¢ézeltisi
iceren vial tek bir giin analiz edilmek iizere 3 tekrarli hazirlandi. Bu vialler o giine 6zgii
vialler oldugu i¢in yalnizca bir analize tabi tutuldu ve T harfi ile kodlandi. Bu viallerin 1
mg.L™" konsantrasyonunda olanlar T1, 10 mg.L™ konsantrasyonda olanlar T2 olarak
kodlandi1. Boylece her analiz giinii geldiginde o giinilin standart ¢ozeltisinin viali ilk kez
dolaptan cikarilarak HPLC tepsisine yerlestirildi ve analiz edildi. Ote yandan her analiz
giinii ardigik olarak -18 °C’deki dondurucudan alinarak tiim analiz siireleri boyunca 0
°C’ye ayarlanmis HPLC oto ornekleyicisinde tutulan standart ¢ozeltileri ise S harfi ile
kodland: ve 1 mg.L™ konsantrasyonunda olanlar S1, 10 mg.L™ konsantrasyonda olanlar
S10 olarak kodlandi. Tiim analizler i¢in esdeger 3 ayri vial hazirland1 ve ¢ozeltileri
analiz edildi.

Antosiyanidinlerin kararlilik testleri Anzer ¢aymin siyanidin igerigi yiiksek olarak
gozlenen C ve D ekstraksiyon numunelerine de uygulandi. Bunun i¢in C ve D
ekstraksiyonu tekrarlandi. Elde edilen ekstraktlarin 300 puL’ sine 900 uL metanol, 285
uL su ve 15 pL HCI eklenerek (%80 metanol, %19 su ve %1 HCI’li olacak sekilde)
ayarlanip filtreden gecirildi. Bu numuneler ardisik olarak her giin geldiginde
dondurucudan alinarak 0 °C’ye ayarlanmis HPLC oto drnekleyicisine yerlestirildi ve
HPLC-UV ile analiz edildi.
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3.BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Antosiyanidinlerin analizi icin HPLC-UV Metot Optimizasyonu

Optimize edilen HPLC-UV metodu kullanilarak 5 standart antosiyanidin
bilesiginin analizine drnek Sekil 5’de verildi. Bu standart antosiyanidinlerden ekstraktta

gozlenen siyanidin ve pelargonidinin kalibrasyon egrileri Sekil 6 ve Sekil 7°de verildi.

mAU
40| UV/IVIS-520nm
35
30
25
20
15
10

Pelargonidin

=
=
c
&
2
(7]

Delfinidin

Malvidin

Apigeninidin

Dakika
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 5. Standart antosiyanidin karisiminin HPLC-UV kromatogrami (2 mg.L™)

5 Antosiyanidin standardinin optimize edilen kosullar altinda 17 dakika icerisinde
uygun ayimrimi saglanmustir. Sekil 5’deki kromatogram verileri kullanilarak alikonma
faktorii (k"), segicilik faktorii (o), tabaka sayisi (N) ve c¢oziiniirlik (Rs) degerleri

hesaplanarak Tablo 5’ de verildi.

Tablo 5. HPLC-UV de optimize edilen ayirma parametreleri

Standartlar tr (dk) W (dk) k' o N Rs
Delfinidin 9,15 0,40 3,57 1,39 9277,60 5,27
Siyanidin 12,05 0,33 505 1,22  21350,90 5,63
Apigeninidin 14,27 0,24 6,13 1,04  44710,99 1,74
Pelargonidin 14,86 0,50 6,43 1,11 1412811 2,54
Malvidin 16,38 0,29 7,19 1,11  44701,26 4,59
Ortalama teorik tabaka sayisi 26833,77
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Coziiniirliik degerinin 1 olmasi ayrimin %95,4 oraninda tamamlandigini gosterir.
En az R<=1,5 olmalidir ki bu noktada ayirim %99,73 olsun (YBSK Calistay1, 2006;
Sandra, 2004). Calismadaki ¢Oziiniirlik degerlerimiz 1,74’ten biiyiik olup ayirim
giicliidiir.

Teorik tabaka sayist (N) 100 ile 100.000 arasinda degisebilir. Kolon verimi tabaka
sayisinin artmastyla artar. Tabaka sayisi en yliksek olan apigeninidin en kiigiik taban

genisligine sahiptir. Taban genisligi biiyiidiik¢e teorik tabaka sayis1 azalmaktadir.
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Sekil 6. Siyanidinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 7. Pelargonidinin kalibrasyon egrisi

HPLC-UV ile 5 antosiyanidin standardinin analiz edildigi metot, hassasiyet ve

giclillik acgisindan  degerlendirildi. Alikonma zamami ve pik alanlarinin
tekrarlanabilirligi, kalitatif analiz i¢in dedeksiyon limiti (LOD) hazirlanan standart

karisiminin 7 kez enjeksiyonu ile belirlendi. LOD, kantitatif analiz tayin limiti (LOQ)
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ve optimize edilen HPLC-UV yonteminin kalibrasyon parametreleri Tablo 6’da

verilmistir.

Tablo 6. Antosiyanidinlerin HPLC-UV yontemine gore kalibrasyon ve validasyon
parametreleri

%BSS %BSS LOD LOQ
RT Bilesikler ~ R? (RT) (alan) (mg.LY)  (mg.L?)
9,15 Delfinidin 0,992 0,111 1,653 0,104 0,347
12,05  Siyanidin 0,994 0,065 3,394 0,099 0,331
14,27 Apigeninidin 0,996 0,080 3,307 0,077 0,255
14,86  Pelargonidin 0,993 0,078 3,420 0,051 0,169
16,39  Malvidin 0,992 0,099 3,294 0,103 0,342

Dogrusal kalibrasyon grafikleri elde edilmistir (>0,99). Alikonma zamani ve
alanlarin tekrarlanabilirlik seviyeleri, bagil standart sapmalar1 %5’in altinda bulunmus

olup kabul edilebilir degerdedir. LOD 0,1’in, LOQ ise 0,35’in altindadir.

3.2. Anzer ¢ayimin HPLC-UV Analizleri

Anzer gayinin ¢igek kisimlari iki farkli ekstraksiyon yontemi uygulanarak bolim
2.2’de anlatildigi sekilde analize hazirlandi. Optimize edilen HPLC-UV kosullari
altinda analizi yapilan Anzer ¢ayinin A, B, C, D ekstraktlarinin kromatogramlar1 Sekil
8, Sekil 9, Sekil 10, ve Sekil 11°de wverildi. B, C ve D ekstraktlarinin
kromatogramlarinda ¢oziici piki diger bilesiklere karsi baskin oldugundan

kromatogramlarda ¢oziicii piki alinmadi.
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Sekil 8. A ekstraktinin HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 9. B ekstraktinin HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 10. C ekstraktinin HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 11. D ekstraktinin HPLC-UV kromatogrami
Anzer c¢aymin optimize edilen HPLC-UV kosullar1 altinda A, B, C, D

ekstraktlarinda bulunan antosiyanidin igerigi mg antosiyanidin/g ekstrakt cinsinden
Tablo 7°de verildi.
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Tablo 7. Anzer ¢ayr numunelerinin A, B, C, D ekstraksiyon yontemlerine goére
antosiyanidin igerikleri

RT Bilesikler A7 B™* c* D"
11,90 Siyanidin 0,183 0,026 0,070 0,950
14,57 Pelargonidin 0,024 0,016 0,017 G

": Kullamilan Ekstraksiyon Yontemi
*. Esdeger mg antosiyanidin/g ekstrakt
G: Gozlenmedi

Ekstraktlarda, farkli miktarlarda siyanidin ve pelargonidin oldugu gézlenmistir
Tablo 7 deki verilerin karsilastirilmasi agisindan daha net anlasilmasi i¢in Sekil 12°de

bar grafigi halinde incelenmistir.

M Siyanidin

M| Pelargonidin

Pelargonidin
iyvanidin

Sekil 12. Anzer c¢ayr numunelerinin A, B, C, D ekstraksiyon yontemlerine gore
antosiyanidin iceriklerinin bar grafigi halinde gosterimi

Ekstraksiyon yontemleri kendi aralarinda kiyaslandiginda A ekstraksiyon yontemi
B ve C ekstraksiyon yontemlerine gore daha verimlidir (Tablo 7 ve Sekil 12). C
yontemi siyanidin agisindan B yontemine gore daha verimli iken pelargonidin miktarlari
yaklagik aynidir. Siyanidin miktari D ekstraksiyon yonteminde en yiiksek bulunurken
bu yontemde pelargonidin gozlenememistir. D ekstrakti, diger ii¢ ekstraktdan farkli
olarak hidrolize tabi tutuldu. Bu ekstraktin diger ekstraktlardan kendisine en yakin A
ekstraktina gore bile 5,3 kat daha yiiksek miktarda siyanidin igermesi bitkinin
siyanidinin geker bagl glikozitlerince zengin oldugunu gostermektedir. Pelargonidinin

ise hidroliz ile parcalandigi ve bu sebeple diger ekstraktlarda belirlenirken, hidrolize
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tabi tutulan D ekstraktlarinda belirlenemedigi goriilmektedir. Anzer ¢ay1 ekstraktlarinin
HPLC-UV kromatogramlarinda gozlenen, standartlarla ortiismeyen antosiyanidinlerinin
miktarlar1 siyanidin esdegeri olarak Tablo 8’de ve alan grafigi olarak Sekil 13°de

verildi.

Tablo 8. A, B, C ve D ekstraktlarina ait HPLC-UV kromatogramlarinda
tanimlanamayan piklerin siyanidin esdegeri cinsinden konsantrasyonlari

Bilesikler ~ RT A7 B™* c* D7
1 3,33 0,086 0,035 0,037 G
2 6,23 0,140 0,029 0,054 G
3 8,10 0,175 0,034 0,061 G
4 9,43 0,094 0,028 0,044 G
5 10,09 0,382 0,082 0,162 G
6 11,05 0,029 0,058 0,033 G
7 12,60 0,198 0,098 0,157 G
8 15,52 0,024 0,047 0,077 0,417
9 17,67 0,004 0,017 0,025 0,090

": Kullamlan Ekstraksiyon Yontemi
*. Esdeger mg siyanidin/g ekstrakt
G: Gozlenmedi

0,45
0,40
0,35
0,30
oA
0,25
mB
Q0,20 C
0,15 =D
0,10
0,00 | . . , | .
1 2 3 4 6 7 8 9
Bile;ik?er

Sekil 13. A, B, C ve D ekstraktlarina ait HPLC-UV kromatogramlarinda
tanimlanamayan piklerin siyanidin esdegeri cinsinden konsantrasyonlarinin
alan grafiginde gosterimi

28



Tablo 8 ve Sekil 13’de 1-7 arasi bilesiklerin A ekstraktina en fazla miktarda
alinabildigi ve bunu C ekstraktinin takip ettigi gozlenmektedir. Sekil 13°te bar
grafiginde pikler alikonma zamanlarina gore siralandi ve en ¢ok alikonan piklerin
belirgin olarak D ekstraktinda oldugu go6zlendi. Antosiyaninlerin seker grubu
icermelerinden dolay1 polariteleri yiiksektir ve bu da kromatogramda erken gelen
piklerin daha ¢ok antosiyanin olabilecegi ipucunu vermektedir. Bu durumda D
ekstraksiyon yonteminde uygulanan hidroliz islemi hedefine ulagmis ve antosiyaninlerin
seker gruplarini kirdigi i¢in D ekstraktinin kromatogrami daha ¢ok alikonan (8, 9)
bilesenler icermektedir. D ekstraktina ait kromatogramda toplamda ii¢ pik gozlendi ve
bunlardan birinin siyanidin oldugu tespit edildi. Ayrica D ekstraktinda siyanidin
miktari, siyanidin esdegeri olarak ifade edilen piklerden 8 nolu pike gore yaklasik 2,28
kat ve 9 nolu pike gore ise yaklasik 10,55 kat daha fazladir. Boylece Anzer ¢ayinda
hidroliz ile seker gruplari kirillan antosiyaninlerin yiiksek oranda siyanidin tiirevi

antosiyaninler oldugu sonucuna varildi.

3.3. Antosiyanidinlerin kararhhk testleri

Antosiyanidinlerin kararlilig1 iizerine yapilan caligmalar pH, depolama sicakligi,
kimyasal yapisi, konsantrasyon, 1sik, oksijen, ¢oziicii, enzim ve flavonoid etkileri
dikkate alinarak yapilmistir (Rein, 2005).

Boylece Kararlilik testi ¢alismast; pH 1°de, -18 °C’de iki ayr1 konsantrasyonda (1
mg.L'1 ve 10 mg.L'l) hazirlanan standart siyanidinin farkli glinlerde yiiriitiilmesi sonucu
yapildi. Ayrica Anzer cayinin kararlilik testleri de siyanidin igerigi yiiksek olarak
gozlenen C ve D ekstraktlarina uygulanarak numune ekstraktlarindaki siyanidinin
konsantrasyon kayiplar1 % olarak verildi. Kararlilik testi igin HPLC-UV’de yiiriitiilen
standart siyanidinin ve anzer ¢ayinin konsantrasyonlar1 ve standart sapmasi ile birlikte

sirasiyla Tablo 9 ve Tablo 10’da verildi.
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Tablo 9. S ve T ¢ozeltilerinin iki farkli konsantrasyondaki (1 mg.L™" ve 10 mg.L™)

kararlilik testi sonuglari

Giin S1* S10* T1* T10*

1 1,000:£0,006 10,000+0,078 1,000:£0,006 10,000+0,078
2 0,993+0,009  9,736+0,113 0,981+0,007 9,646+0,024
3 0,956+0,010  9,131+0,093 0,946+0,011 9,148+0,052
5 0,964+0,017 8,906+0,057 0,949+0,003 9,250+0,020
10 0,818+0,031 7,074+0,112 0,845+0,002 8,272+0,112
15 0,775+0,050  5,587+0,231 0,843+0,001 8,04620,029
20 0,702+0,050  4,270+0,231 0,813+0,092 7,850+0,036
30 0,567+0,033  2,894:+0,264 0,821+0,004 8,001+0,058
40 0,470+0,039 1,787+2,014 0,796+0,005 7,863+0,025
50 0,405+0,048 1,003+0,173 0,877+0,005 8,037+0,008

*: Esdeger mg siyanidin.L™

S: Her arll)aliz giiniinde siirekli dondurucudan ¢ikarilan standartlar (S1: 1 mg.L™", S10:
10 mg.L

T: Yalnizca belirlenen analiz giinii dondurucudan ¢ikarilan standartlar (T1: 1 mg. L™,
T10: 10 mg.LY)

Konsantrasyonda zamana bagli olarak azalmalar meydana geldi. Bu azalmalar,
dondurucuda bekletilerek tek bir analiz giinlinde 0 °C’ye ayarlanmig HPLC oto
ornekleyicisine alinan T orneklerinde ve dondurucuda bekletilen fakat takip eden her
analiz giiniinde 0 °C’ deki HPLC oto o6rnekleyicisine alinan S d6rneklerinde ayr1 ayri
incelendi. Tablo 9°da S1, 1,000£0,006 mg.L™ baslangi¢ konsantrasyonundan 50 giiniin
ardindan 0,405+0,048 mg.L'l’ ye diismekte T1 ise 1,000+0,006 mg.L'1 baslangic
konsantrasyonundan 0,821+0,004 mg.L"ye diismektedir. S1 standard: ardisik olarak
dondurucudan ¢ikarildigi ve analiz siiresince 0 °C’de tutuldugu i¢in T1’e gore
sicakliktan daha fazla etkilenmis ve konsantrasyon kaybi 4,83 kat daha artmistir. S10
¢ozeltisi  10,000£0,078 mg.L™ baslangic konsantrasyonundan 50 giiniin ardindan
1,003+0,173 mg.L'l’ ye, T10 ise 10,000+0,078 mg.L'1 baslangi¢ konsantrasyonundan
8,037+0,008 mg.L'l’ e diismektedir. Burada da S10’daki azalis T10’a gore 4,5 kat daha
fazladir.

Sonuglar, sicaklik degisimi ve zamana bagli olarak siyanidin standardinin
bozulmasinin belirlenmesi i¢in istatistiksel olarak %95 giiven seviyesinde T testi
uygulanarak degerlendirildi. T testi i¢in 1. Giin denemeleri diger giinlerle karsilastirildi.
Elde edilen T testi sonuglara gore; 1 mg.L™ standardin 2. giinii ile 1. giin arasindaki

fark haricinde 50. giine kadar olan tiim giinlerdeki T1 ve T10 standartlarinda degisimler
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onemli bulundu (p<0,05). Hem S hem de T analizleri sonucunda zamana bagli olarak
onemli bulunan miktar azalmasi, 6rneklerin -18 °C’deki depolanma kosullarinda bile
siyanidin bilesiginde bozunmanin oldugunu gosterdi. Literatiirde yapilan ¢alismalar
arasinda, bu calisma siiresince de degerlendirilen Cabrita ve ark. (2000) tarafindan
antosiyanidinlerin seker bagli (antosiyanidin-3-glikozit) bazi bilesikleri {izerine yapilan
calismada pH 1-12 araligi se¢ilmis olup, iki ayr1 sicaklik degeri 10 ve 23 °C ¢aligilarak
kararlhilik testi yapilmistir. Bu caligma sonucunda uygun pH araligmin 1-3 oldugu
belirlenmis olup, pH 1°de 10 °C’ de 60 giin sonunda pelargonidin, siyanidin, peonidin,
delfinidin, petunidin ve malvidin antosiyanidinlerinin 3-glikozit formlar1 i¢in ortalama
%10 konsantrasyon kaybi gozlenmistir. pH 1’in 23 °C’deki 6rneklerinde ise 60 giin
sonunda %8-25 arasi kayiplar oldugu gézlenmistir. pH 1°deki siyanidin-3-glikozitin 10
°C’deki analizlerinde 60 giin sonundaki konsantrasyon kaybi yaklagik %4 civarinda
iken 23 °C’deki analizlerinde ise bu kayip yaklasik %8 civarinda gozlenmistir. Fenolik
bilesiklerin seker grubu bagli yapilarimin kararhiliklari, fenolik bilesik ¢ekirdeklerine
gore daha yiiksektir. Seker gruplari antosiyanidinlerin sudaki ¢oziiniirliiklerini artirdig
gibi kararlilik da sagladigi belirtilmistir. (Cuyckens ve Claeys, 2004).

Tablo 9°daki degisimleri daha net gorebilmek igin, 1 mg.L™ ve 10 mg.L™
konsantrasyonlarindaki zamana bagh degisim Sekil 14 ve 15’te bar grafigi olarak

verildi.
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Sekil 14. Siyanidinin standardinin S1 ve T1 ¢ozeltilerinin (1 mg.L™) giinlere gore
degisen konsantrasyonlarinin grafiksel gosterimi
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Sekil 15. Siyanidinin standardinin S10 ve T10 cézeltilerinin (10 mg.L™") giinlere gore
degisen konsantrasyonlarinin grafiksel gdsterimi

Sekil 14 ve 15’ teki grafiklerden S barlarinin her iki konsantrasyonda da glinlere
gore Ozellikle 5. giiniin ardindan sabit bir egimde siirekli azaldigi goriilmektedir. T
barlarinin ise her iki konsantrasyon igin de 5. giin ile 10. giin arasinda belirgin bir
diistisiin ardindan konsantrasyonlardaki degisimin azaldigi goriilmektedir. T1 igin 10.
giin ile 15. gilin arasindaki degisim, yapilan T testine gore %99 giiven seviyesinde
onemsiz bulundu (p>0,05). 10. giin ile takip eden 20, 30, 40 ve 50. giinler arasindaki
fark ise 6nemli bulundu (p<0,01). T10 i¢in ise 20. giine kadar konsantrasyon diisiisii T
testine gore onemli iken (p<0,01), 20. giin ile 40. giin arasinda konsantrasyon degisimi
onemsiz bulundu (p>0,05). Ancak 40. giin ile 50. giin arasinda degisim 6nemli bulundu
(p<0,01). Dolaysiyla T standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon degisimleri 10. giinden
sonra oldukca azalmakta neredeyse sabit kalmaktadir. Bu azalis az da olsa kiiclik
miktardaki T1 ¢ozeltileri icin istatistiki olarak %95 giiven seviyesinde degisimin devam
ettigi (p<0,05) ancak biiyiikk miktardaki T10 ¢ozeltileri igin istatistiki olarak degisimin
devam etmedigi sonucu ¢ikarilmaktadir.

Anzer ¢ay1 ekstraktlarindaki siyanidinin pH’ s1 1 olan metanolde ve -18 °C’de

belli giinlerde dl¢iilen konsantrasyonlar1 Tablo 10°da verildi.
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Tablo 10. Anzer ¢ayinda mevcut olan siyanidinin kararlilik testi sonuglari

Giin Anzer ¢ay1 (C, mg.L™) Anzer ¢ay1 (D, mg.L™)
1 2,087 8,729
2 1,878 8,279
3 1,488 7,714
5 1,060 7,582
10 1,349 6,169
15 1,023 4,964
20 0,787 3,950
30 0,763 3,726
40 0,441 1,982
50 0,332 1,100

Tablo 10°da C ekstraktinin siyanidin miktar1 baslangigta 2,087 mg.L'1 iken 50 giin
sonunda 0,332 mg.L™, D ekstraktinda ise baslangicta 8,729 mg.L™ iken 50 giin sonunda
1,100 mg.L™"ye diistigii tespit edilmistir. Tablo 10’daki Anzer caymmin C ve D

ekstraktina ait konsantrasyon degisimleri Sekil 16’da bar grafigi olarak verildi.

10.000
9.000
8.000 -
7.000 - B Anzer ¢ay1 (C)
6.000
5.000 -
4.000 -
3.000 -
2.000 -
1.000 -
0.000 -

® Anzer ¢ay1 (D)

mg.L-1

1 2 3 5 10 15 20 30 40 50

Giinler

Sekil 16. Anzer ¢ayr ekstraktlarmin (C ve D) gilinlere gore degisen siyanidin
konsantrasyonlarinin grafiksel gosterimi

Anzer ¢aymnin hidroliz edilmeyen C ve hidroliz edilen D ekstraktlarinda ikinci
giinden itibaren her gecgen giinde siirekli konsantrasyon azalmalari goézlenmektedir
(Sekil 16).

Siyanidinin hazirlanan standart ¢ozeltilerinde (S ve T) ve Anzer g¢aymdaki

konsantrasyon kayiplar1 % olarak Tablo 11°de verildi.
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Tablo 11. Siyanidin standarti ve Anzer cayinda zamana bagli % konsantrasyon

degisimleri
Gin S1 S10 T1 T10 Anzer ¢ayi (C) Anzer gay! (D)

2 -0,676 -2,641 -1,893 -3,536 -9,996 -5,158

3 -4,384 -8,694 -5,434 -8,520 -28,693 -11,628
5 -3,560 -10,945  -5,061 -7,502 -37,703 -13,139
10 -18,220 -29,259  -15,458 -17,279 -42,495 -29,330
15 -22,489 -44,131 -15,677 -19,536 -50,953 -43,133
20 -29,771 -57,303  -18,742 -21,499 -62,273 -54,744
30 -38,752 -71,061 -17,866 -19,993 -63,421 -57,317
40 -50,676 -82,129 -20,448 -21,370 -78,887 -77,291
50 -59,451 -89,971 -19,300  -19,630 -84,080 -87,387

Siyanidinin 50 gin sonunda S ¢ozeltilerindeki % kayiplari, 1 mg.L*
konsantrasyonda %60 iken, 10 mg.L™ konsantrasyonda %90 civarinda oldugu gozlendi.
Bununla beraber 1 mg.L™ ve 10 mg.L™" konsantrasyonlu T ¢ozeltilerinde 50 giin
sonunda konsantrasyon kaybinin benzer bir sekilde %20 civarinda oldugu gozlendi.
Anzer caymin C ve D ekstraktlarimin 50 giin sonundaki konsantrasyon kayiplarmin
%85 civarinda birbirine yakin oldugu gézlendi.

Her analiz giiniinde siirekli dondurucudan ¢ikarilan standartlar (S) ile yalnizca
analiz glinii cikarilan standartlar (T) arasinda konsantrasyon kaybinin daha net

anlagilmasi i¢in iki ayri grafik gosterim Sekil 17 ve Sekil 18’ de verildi.

mT1
HS1

Sekil 17. Siyanidinin standardinin S1 ve T1 ¢ozeltilerinin % konsantrasyon kayiplarinin
karsilagtirmali olarak grafiksel gosterimi
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Sekil 18. Siyanidinin standardinin S10 ve T10 g¢ozeltilerinin % konsantrasyon
kayiplarinin karsilastirmali olarak grafiksel gosterimi

Sekil 17 ve 18’den de anlagilacagi gibi siyanidin standardi -18 °C’ den analiz
amactyla 0 °C’deki HPLC oto 6rnekleyicisinde bekledigi esnada bozunmaya ugramistir.
Her analiz giinlinde bozunma miktar1 artmig ve 50. giinde en yiiksek azalig gozlendi.
Dogrusal azalmanin S ¢ozeltilerinde ve anzer ¢ay1 numunelerinde ilerleyen giinlerde de
devam edecegi tahmin edilmektedir. Zira 50 giinliik ¢alisma boyunca degerlerde siirekli
azalma gozlenip, kaybin durmasi ve sabitlenme gibi bir meyil bu 06rneklerde
gozlenmemistir. Ancak sadece analiz gliniinde -18 °C’den 0 °C’ye alman T
cozeltilerinde kayiplar, T1 6rneginde 20, T10 6rneginde ise 15. glinden itibaren %20
civarinda sabit kalmaktadir.

Anzer ¢ayimnin giinlere gore % konsantrasyon kayiplari Sekil 19°da bar grafigi
seklinde verildi.
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Sekil 19. Anzer ¢aymin giinlere gore % konsantrasyon kayiplarinin karsilastirmali
grafigi

Hidroliz edilmeyen C ekstraktinda, hidroliz edilen D ekstraktina gore
konsantrasyon kayb1 ilk 10 giin boyunca yaklasik iki kat daha fazladir. 50 giin sonunda
ise konsantrasyon kayiplari benzer diizeyde %85 civarindadir. Oysa ki hidrolize tabi
tutulmayan ekstraktlarin kararliligi hidroliz edilen ekstraktlara gore daha fazla olmasi
beklenirken, 50 giin sonunda konsantrasyon kayiplar1 her ikisinde de %85 civarinda

esitlenmektedir. Bu durum matriks etkisi ile agiklanabilir.
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4. SONUC VE ONERILER

Anzer cayi, adim1 aldig1 Anzer yaylasinin florasini olusturan ve diinyaca meshur
Anzer balinin igeriginde 6nemli yeri olan bitkilerden biridir. Anzer balinin sifa kaynagi
olmasi bu yaylada yetisen ¢iceklere ilgiyi artirmistir. Morumsu renkli ¢igekleri olan
bitkinin fenolik asitleri ve flavonoidleri tiniversitemiz biinyesinde tez galigmasi olarak
incelenmis ve olduk¢a zengin igerige sahip oldugu belirlenmistir. Fenolik asitlerden
kafeik asit ve flavonoidlerden kuersetin bitkide baglica gozlenen fenolik bilesenlerdir
(Cavus, 2011). Renkli ¢igeklerinin antosiyanidin igeriginin belirlenmesi bu tez
calismasinda hedeflendi. Bu ¢alismada kurutulmus Anzer cayinin ¢igek kisimlari
kullanild1. Bunun i¢in uygun HPLC-UV yo6ntemi literatiirden de faydalanilarak optimize
edildi. Bitkiden antosiyanidinler bir ka¢ yontemle ckstrakte edildi ve karsilastirmali
olarak degerlendi. Antosiyanidinlerin seker grubu igeren formu olan antosiyaninler,
dogal kaynaklarda ¢ok daha yaygin bulunmaktadirlar. Seker gruplart onlarin gidalarda
daha kararli olmalarin1 saglar ve suda c¢oziniirliiklerini artirir. Ancak antosiyanin
standartlar1 antosiyanidin standartlarinin  yaninda olduk¢a pahali olduklarindan
calismalarda daha c¢ok antosiyanidin standartlar1 kullanildi. Antosiyanidinlerin
bitkilerde belirlenebilmesi i¢in ekstraksiyon asamasina hidroliz islemi de katilir ve
antosiyaninlerin seker gruplar1 kirilarak antosiyanidin c¢ekirdeklerinin belirlenmesi
saglanir. Bu calismada hidrolize maruz birakilan ve birakilmayan seklinde farkl
ekstraksiyon yontemleri uygulandi. Ekstraktlarda genel olarak siyanidin ve pelargonidin
tesbit edildi. Siyanidin miktari hidroliz edilen ekstraktta, diger ekstraktlardan kendisine
en yakin olana gore 5,3 kat daha yliksek miktarda bulunmus olmas1 bitkinin siyanidinin
seker bagh glikozitlerince zengin oldugunu gostermektedir. Pelargonidin ise hidrolizli
ekstraktta gozlenmedigi i¢in hidrolize dayanikli olmadigi sonucuna varildi. Ancak
siyanidin ve pelargonidin haricinde 2 tanesi hidrolizli ekstraktta da gozlenen 9 bilesen
daha gozlendi. Mevcut standartlar ile aydinlatilmayan bu bilesenlerin sadece hidroliz
edilmeyen Orneklerde bulunan 7 tanesinin seker bagli antosiyaninler oldugu sonucuna
varildi. Bu maddelere seker gruplarmin kattigi polarite 6zelliginden dolayir alikonma
zamanlar1 daha kisadir. Ote yandan kromatogramin sonunda beliren ve tiim
ekstraktlarda ortak olan 2 pikin antosiyanidin olduklart ve hidroliz sayesinde
miktarlarinin daha da arttig1 tespit edildi. Antosiyanidinlerin 1siktan etkilendikleri ve

miktarlarinin azaldig: bilinmektedir. Bundan dolay1 yas 6rneklerle ¢alismak daha uygun
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olacaktir. Ancak Anzer ¢aymin yas drnekleri ¢alisma siiresince temin edilemediginden
dolayr goélgede kurutulmus taze Ornekler ile ¢alisma yapildi. Bu ¢aligmanin devami
olarak bu bitkinin yas 6rnekleri temin edilebilir ve antosiyanidin analizleri bu ¢alisma
ile karsilastirilabilir.

Tez calismast boyunca antosiyanidin standartlarinin zamanla miktarlarindaki
azalmanin ciddi boyutlarda oldugunun farkedilmesi iizerine bu bilesiklerin kararli
olduklar1 kosullar arastirildi. Literatiirde antosiyaninler ile ilgili olan kararlilik
caligmalari incelendiginde, antosiyanidinler i¢in kararliligin bu ¢alismalarda verilen pH
degerlerinde ve daha diisiik sicakliklarda nasil olacaginin arastirilmasina karar verildi.
Bunun i¢in metanol i¢inde %1 HCI ile pH 1’¢ ayarlanan, 1 ve 10 mg.L*
konsantrasyonlarda hazirlanan ve -18 °C’de saklanan standart siyanidin ¢ozeltilerinin 2,
3,5, 10, 15, 20, 30, 40 ve 50. giinlerde konsantrasyon degisimleri HPLC-UV ydntemi
kullanilarak o6lgiildii. Konsantrasyonda zamana bagli olarak azalmalar meydana geldi.
Bu azalmalar, hem dondurucuda bekletilerek tek bir analiz giiniinde 0 °C’ye ayarlanmis
HPLC oto ornekleyicisine alinan drnekler, hem de dondurucuda bekletilen fakat takip
eden her analiz gilintinde 0 °C’deki HPLC oto 6rnekleyicisine alinan érneklerde ayr1 ayri
incelendi. Siyanidinin 0 °C’ye alman c¢ozeltilerinde 50 gin sonunda 1 mg.L™
konsantrasyondaki ¢ozeltide %60’°a kadar azalma olurken, 10 mg.L™" konsantrasyonda
ise %90’a varan azalma gozlendi. Bununla beraber 1 mg.L? ve 10 mg.L*
konsantrasyonlu sadece belirlenen giinde analizi yapilan siyanidin ¢ozeltilerinde ise 50
giin sonunda %20 civarinda konsantrasyon kaybi oldugu gozlendi. Anzer c¢ayi
ekstraktlarida kararlilik testine tabi tutulup hidrolizli ve hidrolizsiz olmak tizere yeni
hazirlanan iki ayri ekstrakt -18 °C’de saklanarak takip eden her analiz giiniinde 0 °C’ye
alinarak HPLC-UV analizi yapildi. Anzer ¢aymimn her iki ekstraktinda da 50 giin
sonundaki konsantrasyon kayiplarinin benzer bir sekilde %85 civarinda oldugu
gbzlendi. Oysaki hidroliz edilmeyen ekstraktin seker gruplarinin verdigi kararlilik ile
daha az konsantrasyon kaybina ugrayacagi tahmin edilmekteydi. Artik bu durumun
cicek ekstraktlarinin igerisinde gerceklesebilecek kompleks matriksi reaksiyonlardan
kaynaklanabilecegi tahmin edilmektedir.

Genel olarak bitkinin antosiyanidinlerinden iki tanesi bu tez kapsaminda
aydinlatildi. Daha detayl1 bir ¢calisma olarak tanimlanamayan piklerinde tanimlanmasini
saglayacak olan HPLC-MS kullanilarak yapilabilir ve bdylece diger antosiyaninler

karakterize edilebilir.
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