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OZET

Antioksidan etkili bilesikler genellikle canli organizmalarda hiicre biitiinliigliniin
korunmast ve gidalardaki bozulmalarin 6nlenmesi i¢in 6nemli olan ve yaygin
kullanilan maddelerdir. Canli organizmalarin yasam siiresi ve kalitesi agisindan
hiicre biitiinliigliniin korunmas1 énemlidir. Hiicre biitiinliigiiniin korunmasi hiicre
membranlarinin  bliylik bir kismimi olusturan lipit dokusunun bozulmadan
kalabilmesi ile miimkiindiir. Bu biitiinliigiin antioksidan maddeler ile
saglanabildigi bilinmektedir. Giiniimiizde bu amagla daha ¢ok sentetik antioksidan
maddeler kullanilmaktadir. Bununla birlikte, sentetik kimyasallarin zararl etkileri
ile ilgili artan bilimsel bulgular nedeniyle, dogal maddelerin antioksidan etkileri
ile ilgili arastirmalar artarak devam etmektedir.

Bu tez kapsaminda Tiirkiye’de yetisen Mentha spicata L’nin iki alttiiri, Mentha
spicata L. ssp. spicata ve Mentha spicata ssp. tomentosa (Brig.) Harley
kullanilmis ve simdiye kadar Mentha spicata alt tiirleri ile ilgili yapilmis en
ayrintili fenolik bilesik analizi arastirmasi olmustur. Toplam 80 maddenin Yiiksek
Basingli S1vi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi/ Kiitle Spektrometresi (YBSK-
KS/KS) ile analizi yapilmig ve yapilari aydinlatilmaya c¢aligilmistir. Bu fenolik
maddelerden 18 tanesi ise Mentha cinsinde, 25 tanesi Mentha spicata tiiriinde ilk
defa tespit edilmistir.

Mentha cinsi i¢in yeni olan fenolik maddeler: sagerinik asit, ikarisit BS5
glukopiranozit, apigenin asetilglukozit, luteolin asetilglukozit, salvianolik asit F,
salvianolik asit C, salvianolik asit A, feruloilkinik asit, ponsirin, metil litospermat,
dimetil litospermat, metil dansensu, 4-kafeoilkinik asit (kriptoklorojenik asit), 3-
kafeoilkinik asit, 3-kumaroil kinik asit, 4-kumaroilkinik asit, kafeoil glukoz,
dimetil rosmarinat olarak siralanabilir

Diger Mentha tiirlerinde rastlanmasina kargin daha 6nce Mentha spicata da
rastlanmayan fenolik maddeler ise: salvianolik asit E, protokatesik asit heksozit,
12-hidroksi jasmonat siilfat ve metil rosmarinat, genkvanin, visenin-2, dansensu
dimer’dir.

Ekstrelerin  antioksidan aktivitelerini  belirlemek amaciyla 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH ) radikal siiptriici etkileri, [-karoten-linoleik asit
oksidasyonunu ve linoleik asit peroksidasyonunun inhibe etmeleri, ABTS

radikali stipiiriicti etkileri troloksa esdeger olarak (TEAK) incelenmistir. ABTS
radikali ile kolon sonrasi her bilesik ayr1 ayr1 reaksiyona sokulmus ve ekstre
icindeki her molekiiliin antioksidan aktivite glicleri belirlenmistir. Etkiden
sorumlu olan her molekiill YBSK-MS/MS yardimi ile tanimlanmistir. Ayrica
ekstrelerin indirgeme kapasiteleri ile spektrofotometrik (toplam fenol, toplam
flavonoit) ve kromatografik (YBSK, GK/KS, GK/FID, YBSK-KS/KS) olarak
kompozisyonlar1 da belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Lamiaceae, Mentha spicata; Mentha spicata ssp. spicata;
Mentha spicata ssp. tomentosa; YBSK-KS, Fenolik bilesikler; Antioksidan
aktivite



ABSTRACT

In gerenal terms antioxidant compounds are important in contributing to the
protection of living organizms for the cell integrity and thus widely used in foods
to avoid spoilage and detoriation. For the lifespan and quality of living organizms
maintaining the cell integrity is also vital. Maintaining the integrity of cell
membranes is largely possible with the intact cell lipid layers. It is known that this
integrity may be achieved by antioxidant substances. For this purpose generally
synthetic antioxidants are used more frequently. However, the in the light of
increasing scientific evidence on the potential harmful effects of synthetic
chemicals versus natural substances continue to be the subject of increasing
antioxidant research.

In this present work, Mentha spicata L. ssp. spicata and Mentha spicata ssp.
tomentosa (Briq.) Harley two subspecies of Mentha spicata L growing in Turkey,
were investigated and analyzed in most detail for their phenolic composition,
respectively. High Pressure Liquid Chromatography- Mass Spectroscopy/ Mass
Spectroscopy (HPLC-MS/MS) was used in the detection and elucidation of 80
compounds. 18 of the phenolics were identified in Mentha species and 25 of them
were identified in the Mentha spicata genus for the first time.

New phenolic compounds for the Mentha sp. are namely: salvianolic acid F,
sagerinic acid, icariside Bs glucopyranoside, apigenin acetylglucoside, luteolin
acetylglucoside, salvianolic acid C, salvianolic acid A, feruloylquinic acid,
poncirin, methyl lithospermate, dimethyl litospermate, methyl danshensu, 4-
caffeoylquinic acid, 3-caffeoylquinic acid, 3-coumaroylquinic acid, 4-
coumaroylquinic acid, caffeoyl glucose, and dimethyl rosmarinate, respectively.
Other phenolic compounds reported in Mentha species but not in Mentha spicata
are namely; salvianolic acid E, 12-hydroxyjasmonate sulphate, protocatechuic
acid hexoside, methyl rosmarinate, genkwanin, vicenin-2 and the danshensu
dimer, respectively.

Antioxidant activity of the extracts were determined using 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH ) radical scavenging activity, B-carotene-linoleic acid co-

oxidation assay and linoleic acid peroxidation assay. ABTS radical scavenging
activity was calculated as trolox equivalent (TEAC). Post column derivatization

with ABTS radical was also done for evaluation of all phenolics within the
extracts. Active coumpounds were determined using LC-MS/MS. In addition, the
reduction power and chemical composition of extracts were analysed by
spectrophotometric  (total phenol, total flavonoids, total flavonols) and
chromatographic (HPLC, GC/MS, GC/FID, LC-MS/MS) techniques.

Keywords: Lamiaceae, Mentha spicata; Mentha spicata ssp. spicata; Mentha
spicata ssp. tomentosa; HPLC-MS, Phenolic Compounds; Antioxidant activity
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GIRIS VE AMAC

Tiirkiye bitki ¢esitliligi bakimindan diinyanin en zengin iilkelerinden biridir. Son
yapilan ¢alismalarla birlikte Tiirkiye Florasinda 12.476 takson kayit altina
alinmistir (Deveci, 2012). Bunlardan yaklasik 500 kadar1 halk arasinda tibbi
amaglarla kullanilmaktadir. Halk arasinda tibbi bitkiler en fazla ¢ay formunda
tilkketilmektedir. Tibbi caylar arasinda da énemli bir kism1 Lamiaceae (Labiatae)
bitkileri olusturmaktadir (Kendir ve ark., 2010).

Mentha cinsi diinyada 18 tiir ve 11 hibrit olmak {izere 62 takson ile temsil
edilirken iilkemizde 6’s1 hibrit toplam 15 taksonu bulunmaktadir (Baser ve ark.,
2012).

Mentha spicata (Bahge Nanesi) halk tarafindan en ¢ok kullanilan ve en iyi bilinen
baharatlar arasindadir. Nane yaginda antiseptik Ozelligine sahip mentol
bulunmaktadir. Gidalarda kullanilmasinin yaninda, halk arasinda mide bulantisini
kesici, gaz soktiirlicli ve koku verici olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1984). Tibbi
olarak, dahilen sigkinlik ve mide gazi gibi sindirim sistemi problemlerinde, safra
kanal1 ve gastrointestinal sistem kramplarinda, irite kolon sendromunda, oksiiriik
ve soguk alginligi tedavisinde, oral ve farenjiyal mukoza iltihabina karsi
kullanilmaktadir. Haricen inhalasyon yoluyla soguk alginligina, kas kasilmalar1 ve
kramplara, nevraljiye karsi kullanilmaktadir (Ersoy, 2009).

Son yillarda sentetik antioksidanlarin insanlar lizerindeki zararli etkilerinin ortaya
¢ikmasi nedeniyle bunlarin yerine kullanilabilecek dogal madde arayisi hizla
stirmektedir. Mentha tiirleri de bu arastirmalarin yogun olarak siirdiigii tiirlerin
basinda gelmektedir. Farkli iilkelerde pek ¢ok Mentha tiirii ile hem aktivite hem
de kimyasal arastirmalar stirdiiriilmektedir (Oueslati ve ark., 2010; Candan ve
ark., 2011, 2012).

Bu tez kapsaminda iilkemizde dogal olarak yetismekte olan Mentha spicata’nin
iki alt tiirii, Mentha spicata L. ssp. spicata ve M. spicata L. ssp. tomentosa (Brig.)
Harley’nin fenolik bilesikleri ve antioksidan aktivitelerinin arastirilmasi
amaclanmustir.

Antioksidan aktivite tayini i¢in farkli polaritelerdeki coziiciiler ile hazirlanan
ekstrelerin in vitro 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikal siipiiriicii etkileri,
troloksa esdeger antioksidan aktivite gilicleri, YBSK sonrasi tiirevlendirme ile
antioksidan  aktivite gii¢lerinin  belirlenmesi  yaninda, linoleik  asit
peroksidasyonunu engelleyici etkileri, B-karoten-linoleik asit peroksidasyonunu
engelleyici etkileri ile indirgeme kapasiteleri belirlenmistir. Ayni1 zamanda
ekstrelerin antioksidan aktiviteden sorumlu olabilecek fenolik bilesikleri hem
spektrofotometrik hem de kromatografik yontemlerle incelenmistir.
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KAYNAK BIiLGIiSi

Bu bolimde Mentha cinsi ile ilgili botanik, kimyasal, etnofarmakognozik ve
farmakolojik arastirmalar Ozetlenmektedir. Botanik bilgiler Tiirkiye Florasi
(Hedge, 1982) temel alinarak, diger boliimler ise gesitli veri tabanlar1 ve internet
erisimiyle ulasilan kaynaklar derlenerek hazirlanmistir.

Botanik Ozellikler
Lamiaceae (Labiatae) familyasi

Baslica Akdeniz havzasinda yayilis gosteren, ugucu yag tasiyan, bir veya ¢ok
senelik otsu bitkiler veya ¢alilardir. Govde 4 koseli, yapraklar basit veya pargali,
dekusat dizilislidir. Cigekler yapraklarin koltugunda, sik kiimeler halinde bulunur
(Davis, 1982).

Tipta ve parfiimeride kullanilan bir¢ok ucucu yagin kaynagi olmasi nedeniyle
onemli bir familyadir. Lamiaceae familyas: bitkileri halk arasinda da oldukca
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bitkiler daha ¢ok cay ya da baharat olarak
kullanilirlar. Bu familya bitkileri ayn1 zamanda tilkemizin énemli ihrag maddeleri
arasinda da yer almaktadir (Baytop, 1984; Sertkaya ve ark., 2010). Ulkemizde bu
familyanin ugucu yaglari ile ilgili olarak yogun arastirmalar Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali tarafindan yapilmaktadir. Bu
familya bitkileri ayrica son yillarda antioksidan aktiviteye sahip bitkiler
bakimindan da arastirma odagi olmustur (Baser ve ark., 1997, 1999, 2008; Kosar
ve ark., 2004)

Mentha cinsi

Cok yillik, nemli yerlerde yetisen, siiriiniicii rizomlu, dik ya da yatik gelisen
bitkilerdir. Yapraklar basit, ¢igekler hermafrodit (erdisi) veya disi ¢igekler ayni
(monoik) veya ayr1 (dioik) bitkilerde bulunur. Brakteler yaprak benzeri veya
oldukea kiiciilmiis, kaliks aktinomorf (yildizs1) veya hafif bilabiat (iki dudakl),
tiipsti veya c¢an seklindedir. Korolla bilabiat, 4 loblu, iist lob genis genelde daha
belirgindir. Stamenler 4 adet esit boyda, genelde korolladan disar1 ¢ikar. Nukletler
genelde diizdiir (Davis, 1982).

Mentha spicata L. Cok degiskenlik gosteren, keskin kokulu, kiiltiir formlart
tilystiz, 30-110 cm boyunda, dik ve yar1 yatik habituslu bitkilerdir. Yapraklar
cogunlukla tabanda daha genis olup, ovat veya lanseolat, yaprak kenarlar1 disli,
yiizeyi diiz veya hafif dalgalidir (Davis, 1982).
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Mentha spicata L.

Mentha spicata alt tiirlerine ait tayin anahtar1 (Davis, 1982; Ersoy, 2009)
Govde yapraklar tabanda genis, alt tarafinda yesil ve tiiysiizden kaba gri-yesil,
gri-villousa degisen sekillerde tiiylii; tiiyler sert kurudugunda kivrilmaz (kege gibi
goriinmez), spika alt kisimda kesintili, az dallanmis........... ................. spicata
1. Bitki tiiysliz veya tiiylii, govde yapraklari 35-75 mm uzunlugunda ve
genellikle genisligi 12 mm’nin {istlinde, kenarlar1 yasst ve alt tarafinda
baglica basit tliylii; spika 40-80 (-110) mm, alt kisimda
KeSINtI. ...uie e subsp. spicata
2. Bitki daima tiiylii, yapraklari1 30-38 mm uzunlugunda ve genellikle
genisligi 12 mm™“nin altinda, siklikla kenarlar1 undulat ve alt tarafinda ¢ok
sayida dallanmis tiiyld; spika (35-) 70-110 (-140) mm, 6zellikle meyvede
genellikle fazla kesintili...................oo subsp. tomentosa

e

—7

Sekil 1. Mentha spicata ssp. spicata dagilim haritas1 (Bolu, istanbul, Antalya, Artvin,
Balikesir, Bilecik, Edirne, Elazig, Izmir Mugla, Rize, Tokat Usak) (Babag, 2004).
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Sekil 2. Mentha spicata ssp. tomentosa dagihm haritasi (istanbul, Antalya, Aydin,
Canakkale, Denizli, Isparta, Izmir, Manisa, Mugla, Sakarya) (Babac, 2004).

Farmakopelerde Kayith olan Mentha Monograflar:

Avrupa Farmakopesinde Mentha ile ilgili 4 monograf bulunmaktadir: Menthae
arvensis aetheroleum partim mentholum depletum (Nane yagi, mentolii kismen
alinmig), Menthae piperitac aetheroleum (nane esansi), Menthae piperitae folii
extractum siccum (nane yapragi ekstresi), Menthae piperitac folium (nane
yapragi) (EP 7.5, 2012).

Ingiliz Farmakopesinde Mentha ile ilgili 4 monograf bulunmaktadir: Peppermint
Leaf, Peppermint Oil, Spearmint Oil, Dementholised Mint Oil (BP, 2009).

Amerikan Farmakopesinde kayitlh 4 monograf bulunmaktadir: Peppermint,
Pepermint Oil, Peppermint Spirit, Peppermint Water (USP, 2008).

Alman Farmakopesinde ise Mentha piperitae aetheroleum kayithidir (Deutsches
Arzneibuch 1999).

Aetheroleum Menthae Piperitae, Folium Menthae Piperitac monograflarida Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) monograflari arasinda bulunmaktadir (WHO, 2002).

Mentha Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanim

Mentha tiirleri Gaziantep yoresinde kalp rahatsizliklarinda ¢ay olarak
kullanilmaktadir. M. aquatica Malatya yoresinde ishale karsi, M. piperita’nin
limon kabuklar1 ile hazirlanan dekoksiyonu Eskisehir yoresinde soguk
algiliklarma karsi, Istanbul’dan gelen bilgilerde yine M. piperita’nin mide
isiitmelerine karsi kullanildigi, nane yagmnin ise bas ve dis agrilarmi giderici
oldugu bilgileri kayithidir (Baser ve ark., 1986)

Mentha longifolia toprak iistii kisimlar1 dekoksiyon halinde ¢ay olarak tiiketilirken
taze bitki kurt diisiiriicti olarak kullanilmaktadir (Kozan ve ark., 2006).

M. longifolia ssp. longifolia yapraklart Zonguldak, Caycuma’da antiseptik olarak
acitk yaralarin {izerine konulmaktadir, ayni bitkinin dekoksiyonu Bartin,
Akcaagac’ta bobrek taslara karsi ¢ay olarak kullanilmaktadir, ayni bitki Nigde,
Elmali’da hemoroide karsi dahilen tiiketilir (Yesilada ve ark., 1999; Sezik ve ark.,
2001).

M. longifolia ssp. typhoides var. typhoides yapraklarindan hazirlanan infiizyon
karin agrisina karsi ¢ay olarak tiiketilir (Kiiltiir, 2007).
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M. spicata dekoksiyonu karminatif olarak, M. longifolia dekoksiyonu veya taze
bitki dahilen kurt diisiiriicii olarak Mersin Gozne ve Erdemli bolgelerin de de
kullanilmaktadir (Yesilada ve ark., 1993).

M. longifolia dekosiyonu Van, Gevas’da soguk algnligina karst1 Van
Giizelkonak’da tasikardiye ve nezleye karsi, Bitlis Sibek’de infiizyonu ¢ay olarak,
Van, Bahgesaray’da M. spicata dekoksiyonu  romatizmaya  karsi, M.
pulegium dekoksiyonu ise safra kesesi rahatsizliklarina karst kullanilir (Tabata ve
ark., 1994).

M. longifolia Isparta Siitgiiler’de gilines ¢arpmasina karsi bitki 1slatilarak alina
kompress yapilir. Konya Bozkir Sogucak’da ise ¢ocuklarda yiiksek atese karsi
lapa yapilip alina uygulanir (Yesilada ve ark., 1995).

M. longifolia dekoksiyonu Bolu Celtikdere’de bogaz agrisina karsi; Mentha tiirleri
Samsun Vezirkoprii’de giines ¢apmasina karst kizileik lapasiyla karistirilarak
kompres yapilir (Fujita ve ark., 1995).

M. longifolia ssp. typhoides Kiitahya Emet’de karin agrisinda, bas agrisinda
dekoksiyon olarak kullanildigi gibi giines ¢apmasinda da kullanilir (Honda ve
ark., 1996).

Mentha tiirlerinin baslica etkileri analjezik, afrodizyak, anestezik, antibakteriyel,
antiemetik, antiinflamatuar, antipuritik, antioksidan, ates disiiriicii, antiseptik,
antispazmodik, okstiriik kesici, antiiilser, antiviral, apoptotik, sikilastirici,
bronkodilator, kardiyotonik, gaz giderici, kolagog, sedatif, tahrise karsi
dekonjestan, detoksikant, terletici, hazmettirici, idrar soktiiriicii, balgam
soktiirtici, bocek oldiriicii, kas gevsetici, sekrolitik, yatistirici, uyarici, mide,
tonik, sakinlestirici, vazodilatator ve yara iyi edici olarak kullanilir.

Aft, meme kanseri, akciger kanseri, dalak kanseri, mide kanseri, soguk alginligi,
kolik, oksiiriik, kramp, depresyon, diyare, hazimsizlik, bagirsak enfeksiyonlari,
ateslenme, gaz sancisi, mide rahatsizliklari, bel soguklugu, kum dékme, bahar
nezlesi, bas agrisi, hemoroit, hepatozis, histeri, uykusuzluk, nefroz, sinir
hastaliklari, tasikardi, romatizma, dalak rahatsizliklarinda, karin agrisinda, ve
enflemasyon durumlarinda kullanildigini belirtilmistir (Guedon ve ark., 1994;
Olennikov ve ark., 2010; Deans, 2007).

Ulkemizde Yetisen Mentha Tiirleri Uzerinde Yapilmis Arastirmalar

Ulkemizde Mentha tiirleriyle ilgili olarak daha ¢ok ugucu yag bilesenleri
incelenmis, bu caligmalarin biiylik ¢ogunlugu Anabilim Dalimiz tarafindan
yapilmistir (Baser ve ark., 1999; 2008). Bu c¢alismalar1 etnofarmakognozik
caligmalar (Sezik ve ark., 2004; Avci ve ark., 2006; Kozan ve ark., 2006; Kiiltiir,
2007) ve antimikrobiyal etki ¢alismalar1 takip etmistir.

Mentha spicata alttiirlerinde yapilan ugucu yag arastirmasinda, ssp. spicata’nin
ucucu yag verimi % 2,2 ve ana bilsikleri limonen (% 18) ve karvon (% 64), ssp.
tomentosa’nin ugucu yag verimi % 0,8 ve ana bilesikleri trans-piperiton oksit (%
58), piperitenon oksit (% 12), 1,8-sineol (% 7), cis-piperiton oksit (% 5) olarak
bulunmustur (Baser ve ark., 2012)
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Boliimiimiizde yapilan bir aragtirmada 21 farkli bitki ve insan patojenine
kars1 Mentha piperita ugucu yagi denenmis ve ugucu yagin bitki patojenlerine
kars1 kuvvetli etkili oldugu buna kars1 insan patojenlere karsi orta diizeyde bir etki
gosterdigi goriilmiistiir (Iscan ve ark., 2002). Aralarinda Mentha spicata’nin da
bulundugu 17 degisik bitkiden elde edilen ekstrelerin kiiltiir ortaminda bakteri ve
mayalar lzerindeki inhibitor etkisi test edilmistir ve zayif etkili olarak
bulunmustur. Mentha ekstresinin bakteri ve mayalar ilizerine zayif inhibitor etkisi
bulunmustur (Kivang ve ark., 1997).

M. spicata ssp. spicata ugucu yagi ile yapilan bir antimikrobiyal etki ¢alismasinda
Escherichia coli, Candida albicans, Candida tropicalis e kars1 yiiksek oranda
aktivite goOsterirken Staphylococcus aureus’a karsi orta diizeyde aktivite
gozlenmistir (Sarer ve ark., 2011).

M. longifolia’dan elde edilen luteolin tiirevleri antigenotoksik potansiyelleri
yoniinden incelenmistir Benzer bir ¢alismadaM. pulegium metanol ekstresinin
lenfosit hiicreleri tizerindeki antioksidatif ve antigenotoksik etkilerine bakilmigtir
(Orhan ve ark., 2012).

Bir diger farmakolojik ¢alismada M. piperitave M. spicata bitkilerinin
biyokimyasal ve histopatolojik ozelliklerini arastirmak amaciyla siganlarin
karaciger dokular1 kullanilmis. Bitki g¢aylari’nin siganlara verilmesi ile lipit
peroksidasyonunun olustugu ve karacigerde hasara yol agtig1 goriilmiis, hasarin
doza bagimli olarak ortaya ¢iktigi bulunmustur (Akdogan ve ark., 2004a). Ayni
caligma grubu benzer ¢alismalar1 bobrek hiicreleri ile de denemislerdir ve mentha
spicata’nin nefrotoksik oldugunu belirtmislerdir (Akdogan ve ark., 2003). Bir
baska caligmalar1 ise nane ¢aylarinin hormon seviyeleri iizerine etkisi olmustur
(Akdogan ve ark., 2007). Aynmi ekibin yaptig1 bir diger calisma diyetlerinde
Mentha spicata bulunan farelerin dokularindaki demir seviyeleri 6lgiilmiis ve doz
ile dogru orantili olarak demir absorblama giiciiniin arttig1 rapor edilmis ve demir
eksikligi ¢ceken hastalar ve ¢ocuklarda dikkatli kullanilmas1 gerktigi belirtilmistir
(Akdogan ve ark., 2004b).

Mentha tiirlerinin kiiltiire alinmalart ile ilgili de calismalar yapilmistir (Telci,
2001; Kartal ve ark., 2008).

Endiistriyel amagli bir aragtirma M. piperita nin kurutma kosullarin1 ve sartlarinin
tyilestirilmesi yoniinde ¢esitli parametrelerin gézlemlenmesi iizerine yapilmistir
(Arslan ve ark., 2010).

Mentha tiirleri tilkemizde bitkisel enzim izolasyonu amaciylada kullanilmis ve M.
piperita’dan polifenoloksidaz enzimi izole edilmistir (Kavrayan ve ark., 2001).

Antioksidan etki iizerine ¢alismalar da ¢ok sayidadir. Bu caligmalar neticesinde
polar ekstrelerinde yiiksek fenol miktar1 ve yiliksek antioksidan etki goriilmiistiir
(Kosar ve ark., 2003; 2004; Ayar-Kayali ve ark., 2009; Candan ve ark., 2011,
2012).

M. spicata ssp. spicata ve M. spicata ssp. tomentosa bitkilerininde aralarinda
bulundugu 38 bitkinin % 50 metanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesi {izerine

yapilan ¢alismada Mentha tiirlerinin 6nemli 6lglide etki gosterdigi bulunmustur
(Serteser ve ark., 2009).
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Ozgiiven ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada diyetlerinde Mentha bulunan
farelerde lipit peroksidasyon ve malonildialdehit (MDA) seviyeleri 6l¢ililmiis ve
fare uterus hiicrelerinde lipit peroksidasyonuna bagl olarak agir hasar bulgularina
rastlanmistir (Giiney ve ark., 2006).

Bir diger caligmada M. spicata etanol ekstresinden S-karvon izole edilmis ve S-
karvonun gii¢lii antioksidan etkiye sahip oldugu o tokoferolden daha fazla etkili
oldugu bulunmustur (Elmastas ve ark., 2006). Ayn1 ¢alisma grubu’nun yaptig: bir
baska ¢alismada M .spicata etanol ekstresinin lipit peroksidasyonunu
engellemede %97 oaraninda basarili oldugu rapor edilmistir (Elmastas ve ark.,
2005).

Bir bagka ¢alismada M. aquatica, M. arvensis var. japanensis; M. dalmatica, M.
piperita, M. haplocalyx, M. moroccan, M. spicata var. crispa, M x verticillata sulu
ekstreleri YBSK ile kolon sonrast DPPHe radikali siiptiriicii etki islemine tabi
tutulmus ve ekstreler antioksidan olarak etkili bulunmustur. Toplam fenol miktari
ve DPPH’ radikali siiriicii etki arasinda dogru oranti bulunurken bu durum
kromatografik olarak da ifade edilebilmistir (Kosar ve ark., 2004).

M. longifolia ile yapilan bir ¢alismada metanol ekstreleri DPPHe radikal siipiiriicii
etki ve beta karoten linoleik asit peroksidasyonunu onleyici etki bakimindan zayif
olarak bulunmustur (Gtilliice ve ark., 2007).

Bir diger calismada antioksidan enzim aktivitesi ile agir metaller arasindaki iliski
incelenmistir. Cesitli agir metaller ile strese sokulmus Mentha tiirleri iizerine de
yapilan inceleme sonucu Ozellikle Mn*?ve Cu*? varliginda antioksidan enzim
aktivitelerinini arttig1 gozlemlenmistir (Candan ve ark., 2003).

Sarikiirk¢li ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada M. pulegium metanol
ekstresini DPPHe radikali siipiiriicii etki bakimindan incelemis ve pozitif kontrol
olarak kullandiklar1t BHT kadar etkili bulmuslardir (Sarikiirk¢ii ve ark., 2012).
Albayrak ve arkadaslar1 benzer etkileri M. piperita metanol ekstresinde
gozlemlemisler ve DPPHe radikal siipiiriicii etki bakiminda giiclii etkili olarak
rapor etmislerdir (Albayrak ve ark., 2013).

Mentha Tiirlerinde Bulunan Polifenoller, Fenolik Asitler ve Glikozitler

Bu aragtirmada antioksidan etki ve bu etkiden sorumlu fenolik bilesiklerin
belirlenmesi amaglandigi i¢in Mentha tiirlerinden tanimlanan fenolik maddeler
derlenmistir. En ¢ok rastlanan bilesik rozmarinik asittir. Diger bilesikler asagida
gruplandirilarak verilmistir.

Salvianolik asit tiirevleri: salvianolik asit J, litospermik asit, litospermik asit B,
magnezyum litospermat B, sodyum litospermat B, dangensu (salvianik asit),
salvianolik asit E, protokatesik asit hekzozit, dangensu dimer, metil rozmarinat.
Metoksi  flavonlar: Bu gruptaki  bilesiklerin  kiitle  spektrumlarinin
degerlenmesinde metil gruplarinin sayis1 6nemli oldugundan siralama buna goére
yapilmistir.  Tek metoksil tasiyanlar: sorbifolin, asesatin, genkvanin,
dimetoksisudakitin. Dimetoksi flavonlar: timusin, ladanein. Trimetoksi flavonlar:
nevadensin, mentokiibanon, Opatorin, eriositrin, ksantomikrol, salvigenin,
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ksantomikrol, timonin, sideritoflavon. Tetrametoksi flavonlar: 5,6-dihidroksi-
7,8,3',4'-tetrametoksiflavon, himenoksin, 5-hidroksi-3',4',6,7-tetrametoksiflavon,
gardenin B, gardenin D, pebrellin. Pentametoksi flavon: demetilnobiletin.

Flavaonit glikozitler: luteolin-7-glikozit, eriodiktiol-7-glikozit, narirutin,
diosmin, luteolin-7-O-glikozit, Isorhoifolin, roifolin, eriositrin, visenin-2,
hesperidin ve luteolin-7-O- rutinosit. luteolin-7-O-rutinosit.

Flavonoit Aglikonlar, fenolik olmayan bilesikler ve digerleri: katesin,
epikatesin, rutin, mirsetin, luteolin, apigenin, naringenin hesperetin, diosmetin,
kafeik asit hidroksi benzoik asit, homovanilik asit, vanilik asit, ferulik asit,
naringenin, hidroksi sinnamik asit 12 hidroksi jasmonat siilfat protokatesik
aldehit, protokatesik asit, krizoeriol, nodifloretin spikatosit a ve b, spikatolignan a
ve b, oksinobiletin, ikarisit bs, karveol B-D-glikopiranosit, alilkatesol glikozit, 3,4-
dihidroksilaliloenzen 4-O-B-D-glikozit (Z)-3-heksinil B-D-glikopiranosit, 3-
metoksi-4-metilbenzaldehit, ve veratrik asit olarak sayilabilir. (Duband ve ark.,
1992; Guedon ve ark., 1994; Maruyama ve ark., 1996; Zaidi ve ark., 1998,
Yamamura ve ark., 1998, Sharaf ve ark., 1999; Zheng ve ark., 2002; Zheng ve
ark., 2003; Fiamegos ve ark., 2004, Gomez ve ark., 2007; Chen ve ark., 2006,
2007; Zheng ve ark., 2007; Deans, 2007; Olennikov ve ark., 2010; Yannai, 2010;
Bimakr ve ark., 2011; Li ve ark., 2013; Kapp ve ark., 2013).

Mentha Tiirlerinin Ugucu Yag Bilesimleri

Lamiaceae familyasina dahil cinslerin pek ¢ogunda oldugu gibi Mentha cinsinde
de ugucu yag miktarlar1 ve kompozisyonlar1 6nemlidir. Bu nedenle Mentha tiirleri
ucucu yaglar ile ilgili pek ¢ok kaynak bulunmaktadir (Baser ve ark., 2012;
Lawrence, 2010). Burada sadece Mentha spicata alttiirleri ile yapilmis olan ugucu
yag calismalar1 6zetlenmistir (Cizelge 1).

Mentha spicata ile yapilmis olan Biyolojik Aktivite Arastirmalar:

Mentha spicata ile yapilan alttiir belirtilmeyen biyolojikaktivite arastirmalari
Cizelge 2. de dzetlenmistir.

Mentha spicata ile yapilmis diger ¢calismalar

Mentha spicata ile yapilmis kiiltiir ve doku kiiltiirii ¢alismalari, kurutma kosullari,
ucucu yag veriminin arttirilmasi arastirmalari, enzim caligmalar1 ve veteriner
hekimlik agisindan degerlendirilmesi gibi konular1 iceren ¢alismalar Cizelge 3. te
Ozetlenmistir
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Cizelge 1. Menta spicata ile ilgili yapilmis ucucu yag calismalari

Ana maddesi Kaynak
1,8 sineol, trans-piperiton oksit Cook ve ark., 2007
karvon Stella ve ark., 1995

trans-piperiton oksit, piperiton oksit

kemotip 1: karvon, dihidrokarvon. kemotip 2:
piperitenon oksit piperiton oksit

karvon, limonen

pulegon, menton, izomenton

karvon, limonen

karvon, limonen, 1,8-sineol

linalol

karvon, pulegon, linalol

karvon, limonen

kemotipl: terpinen 4-asetsat, kemotip 2:karvon
oksit; kemotip 3:piperiton ve mentol, kemotip
4. karvakrol, kemotip 5: izomenton ve
piperiton oksit kemotip 6: p-simen, trans-karil
asetat

limonen, piperiton

karvon

karvon

karvon, limonen

piperiton, pulegon

karvon, limonen

cis-piperiton oksit, piperitenon oksit

karvon, 1,8-sineol (M.spicata ssp. spicata)
karvon

karvon, trans-karveol

karvon, piperiton oksit

karvon , cis-karveol, limonen
2,5-dimetil-3-metoksipirazin karyofillen
karvon

limonen, karvon

karvon, cis-karveol

karvon biyosentezi

limonen biyosentezi

limonen biyosentezi

trans-karveol ve trans-izopiperitenol
biyosentez ¢aligmast

karvon, limonen

Ucgucu yag verimi ve karvon limonen oranlari
ana bitkiden daha yiiksek olarak bulunmustur.
Otoklavlanan fungal artiklarin ugucu yagda
karvon miktari lizerine etkisi arastirilmig,
Karvon miktarinin arttig1 gézlenmistir.
karvon, limonen (M.spicata ssp. insularis)

S. Kokkini ve ark., 1997
Karousou ve ark., 1998

Kim ve ark., 1999

Fuchs ve ark., 2001

Pino ve ark., 2001
Diaz-Maroto ve ark., 2003
Kofidis ve ark., 2004
Telci ve ark., 2004
Younis ve ark., 2004
Zeinali ve ark., 2005

Rasoolia ve ark., 2008
Vian ve ark., 2008

El Hassani ve ark., 2009
Matraka ve ark., 2010
Telci ve ark., 2010

Vimolmangkang ve ark., 2010

Kofidis ve ark., 2011

Sarer ve ark., 2011
Sitthithaworn ve ark., 2011
Znini ve ark., 2011

Baser ve ark., 2012
Govindarajan ve ark., 2012
Silva ve ark., 2013

Egawa ve ark., 2003
Aggarwal ve ark., 2002
Hussain, A. ve ark., 2010
Maffei ve ark., 2001

Karp ve ark., 1990

Wust ve ark., 2001

Bertea ve ark., 2003

Delfine ve ark., 2005
Hirata ve ark., 1990

Khan ve ark., 2005

Marongiu ve ark., 2001
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Cizelge 2. Mentha spicata ile ilgili yapilmis aktivite ¢calismalari

Ativite ¢caligmasi Kisaca sonucu Kaynak
Antimikrobiyal Ucucu yag1 pek ¢ok insan patojenine karsi Aggarwal ve ark.,
etkili bulunmustur karvon ve limonen ana 2002

Antioksidan
Antimikrobiyal

Antioksidan,
Antimikrobiyal

Antioksidan

Antioksidan ve

Antigenotoksik

Antioksidan

Antifungal

Antifungal

Antikanser

Antioksidan

Antioksidan

Antioksidan aktivite

Antioksidan aktivite

madde olarak tespit edilmistir.

Ucgucu yagi antimikrobiyal aktivite
gostermistir Metanol ekstresi yiiksek fenolik
madde icerigi ve antioksidan aktivite
gostermistir.

Ugucu yag1 DPPH® radikal siipiiriicii etki ve
B-karoten testlerinde etkili goriilmiis fakat
Mentha piperita daha etkili goriilmiis ve gida
endiistrisi icin kullanimi tasviye edilmistir.
Ugucu yag karvon ve trans-piperiton oksit ana
bilesik olarak bulunmustur ve yiiksek oranda
antioksidan aktivite gézlenmistir.

Etanol ekstresi, sulu  fraksiyonunda
antigenotoksik etki goézlenmistir. Bununla
beraber fareler iizerinde yapilan in vivo
deneylerde antioksidan enzim seviyelerinde
artig gorilmistiir.

Isitmanin etkisiyle rozmarinik asit
seviyelerindeki diislis izlenmis ve yiiksek
sicaklikta rozmarinik asit seviyesinin ve
antioksidan aktivitesi diismiistiir.

Ugucu yag Epidermophyton floccosum,
Microsporum gypseum ve M. nanum iizerinde
ketokanozol ve mikanazolden daha etkili
olarak bulunmuslardir.

Ugucu yagt karvon ana madde olarak
goriilmiis Malassezia furfur, Trichophyton
rubrum ve Trichosporon beigelii {tzerinde
denemis ve orta diizeyde etkili goriilmiistiir.
Wehi-164 fibrosarkoma ve U937 1osemik
monosit hiicrelerine karsi sulu ekstre denemis
ve antikanser aktivitesi gdzlenmistir.

Mentha spicata, Foeniculum vulgare ve
Aloysia citrodora infiizyonlar1 antioksidan
aktiviteleri bakimindan degerlendirilmisler
ayni zamanda infiizyon karigimlarinin sinerjik
etkilerine bakilmigtir sonug olarak en yiiksek
antioksidan  aktivite biki karisimlarinda
gbzlenmisgtir bu durum sinerjik etkiyi
gostermistir.

M. spicata’nin alkollii ekstresi antioksidan
aktivite ve toplam fenolik madde igerikleri
bakimindan M. longifolia dan daha etkili
bulunmustur. ilk ¢ikan yapraklardaki toplam
fenolik madde igerigi ikincil ¢ikan
yapraklardan daha diisiik bulunmasina kargin
antioksidan ativitesi daha yiiksek olarak
bulunmustur.

Fareler 1izerinde yapilan incelemelerde
oksidatif stresi azalttig1 goriilmiistiir.

Etanol ekstresine ait etil asetat hekzan su ve
kloroform  fraksiyonlarinin  antiokasidan
aktivitelerine  bakilmig ve etil asetat

Scherer ve ark., 2013

Rasoolia ve ark., 2008

Chauhan ve ark., 2011

Arumugam ve ark.,

2009a

Fletcher ve ark., 2005

Pandey ve ark., 2002

Adam ve ark., 1998

Hajighasemi ve ark.,
2011

Guimaraes ve ark.,
2011

Malik ve ark., 2013

Saleem ve ark., 2000

Arumugam ve ark.,
2006
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Antioksidan aktivite
Antioksidan aktivite

Antioksidan aktivite

Farmakolojik aktivite

Farmakolojik aktivite

Antioksidan aktivite

insektisit aktivite

ekstresinin en yiiksek toplam fenol igerigine
ve antioksidan etkiye sahip oldugu
gOrlilmistiir.

Metanol ekstresinin giiglii antioksidan etkisi
oldugu gozlenmistir.

Sulu ekstre Cok giiclii lipit koruyucu ve
radikal siipiiriicii etkisi oldugu gozlenmistir.

in vivo lipit peroksidasyon, etil asetat
ekstresinin giiclii antioksidan etkisi oldugu
rapor edilmistir

Hipotalamusa olan oksidatif stressi iizerine
aragtirmalar ~ oksidatif  stresi  azalttig
gOrlilmistiir.

Sulu ekstre Kontakt dermatit’e sebeb oldugu
rapor edilmistir.

Dietil eter, metanol ve diklorometan ekstreleri
DPPH® radikal siipiiriicii etki bakimindan
degerlendirilmis sadece dietil eter ekstresi
giiclii antioksidan aktiviteye sahip ¢ikarken
diger 2 eckstrede sonuglar zayif olarak
bulunmustur.

Ucucu yag etkili bulunmustur.

Hosseinimehr ve ark.,
2007
Kanatt ve ark., 2007

Arumugam ve ark.,
2009b

Kumar ve ark., 2008
Bonamonte ve ark.,
2001

Choudhury ve ark.,
2006

Raja ve ark., 2001
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Cizelge 3. Menta spicata ile ilgili yapilmus diger ¢calismalar

Konusu

Kisaca sonucu

Kaynak

Doku kiltiirii

Doku kiiltiirii gen
transferi

Enzim izolasyonu
Enzim izolasyonu

Enzim izolasyonu
Hayvan yemi

Kurutma kosullari
Kurutma kosullart

Ugucu yag verimi ve
morfolojik 6zellikler

Ugucu yag verimini
arttirtlmasi

Kiiltiir calismalari

Kiiltiir hasat zamanlar1

Magnezyum ve demirce
zengin destek

Veteriner hekimlik
arastirmasi

Doku kiiltiirlinde biiylime saglanmustir.
Topraga transferi ile ilgili bir bilgi mevcut
degildir.

Agrobacterium tumefaciens ile gen transferi
yapilmistir.

NADPH-Sitokrom P450 izole edilmistir

sitokrom P450
edilmistir.
limonen sentetaz enzimi izole edilmistir.

Yagir alinmis fabrika atiklari diigiik kaliteli
yem olarak degerlendirilmistir.

Nem, sicaklik ve kurutma hiz1 gibi faktorler
degerlendirilmis sicaklik en 6nemli parametre
olarak belirlenmistir.

Yiksek sicaklikta kurutmalarda ugucu yag
veriminde diisiis gozlenmistir.

Yaprak biiylikligi arttikca ucucu yag verimi
artmig, verimi arttiran bir bagka unsur ise
gbovde cap1 olarak bulunmus ve gévde cap1 ve
ucucu yag verimi arasinda bir dogru oranti
gOriilmistiir.

Siiper kritik karbondioksit ile ekstraksiyon
parametreleri iizerine bir ¢aligma yapilmis en
iyi sonug¢ karbondioksit basmcinin 90 bar,
sicakhigm 45°C, partikiil ¢apmin 500pm ve
akis hizinin 5ml/s oldugu, parametrelerde
ugucu yag verimi %2 ile en yiiksek olarak
bulunmustur.

Cinko ilaveli toprak igeriginin etkisi
incelenmis dokularda c¢inkoya rastlanmasina
karsin yapraklarda rastlanmamustir.

Kuzey Finlandiyada yetisen M. spicata
iizerine yapilan bu rasgtirmada ugucu yag
miktari en 1iyi agustos sonunda yapilan
hasatlarda goriilmiis agustos basinda ve eyliil
sonunada yapilan hasatlardaki toplam ugucu
yag verimi agustos sonunda elde edilenden
daha disiik olarak bulunmustur.

Magnezyum ve demirce zengin desteklerle
yetistirilen Mentha spicata kiiltiirlerinin
icerdigi demir ve magnezyum miktarlarinida
arttirmistir.

Mentha spicata ekstreleri enjekte edilen
atlarda inflamasyon belirleyicileri  olan
lipopolisakkarit ve prostoglandin seviyelerine
bakilmigtir. Diyetlerine Mentha ekstreleri
katilan atlarin eklem stvilarinda
lipopolisakkarit (LPS) prostaglandin E2, nitrik
oksit (NO) ve glikozaminglikan (GAG)
seviyelerinin  belirgin  0Olcide  azaldig:
goriilmiistir.

limonen hidroksilaz izole

Banthorpe ve ark.,
1990

Diemer ve ark., 1999

Ponnamperuma ve
ark., 1996
Lupien ve ark., 1999

Muiioz ve ark., 2008
Mustafa ve ark.,
2001

Lebert ve ark., 1992

Parminder ve ark.,
2009
Mirzaie-Nodoushan
ve ark., 2001

Ansari ve ark., 2012

Bekiaroglou ve ark.,
2002

Aflatuni ve ark.,
2006

Arzani ve ark., 2007

Pearson ve ark.,
2012
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Antioksidanlar

Molekiiler oksijen, aerobik organizmalar i¢in gerekli oldugu kadar bu
organizmalar i¢in uygun kosullar saglandiginda tehlikeli de olabilmektedir.
(Gilbert ve ark., 1999). Soludugumuz havanin % 21’ini olusturan oksijen solunum
olay1 sonucunda mitokondrilerde bulunan elektron tagima sistemlerinde (ETS)
birtakim enzimsel olaylar ve indirgenme reaksiyonlari ile suya ¢evrilmekte ve
zararsiz hale getirilmektedir (Cadenas ve ark., 2000).

Tiim bu olaylar sonucunda elde edilen enerji de bize hayat vermektedir. Bazi
durumlarda oksijen suya kadar indirgenemeden ortamdan uzaklasir ve yarim
biraktig1 bu reaksiyonu her tiirlii hiicresel materyalle tamamlama egilimine girerek
cok tehlikeli bir hal alan reaktif tiirleri olugturur. Oksijenin bu sekilde davranmasi
oksijen paradoksu olarak adlandirilmistir (Scandalios, 1997).

Normal sartlar altinda viicudun serbest radikallere karsi bir savunma sistemi
bulunmaktadir. Eger oksidasyon olaylarimi kontrol eden bu savunma sistemi
zayiflarsa veya dengeler antioksidan sistem aleyhine donerse oksidasyon siireci
kontrolii kaybederek hastalik olusturacak seviyelere erisebilir (6rn. damar sertligi,
kanser, karaciger rahatsizliklar1 v.b.) (Davies, 2005).

Giliniimiizde yapilan ¢aligmalarin amaci bu oksidatif siireci geciktirmek veya
durdurmaktir. Yapilan calismalarda, bu etkilere fenolik bilesiklerin neden oldugu,
gostermistir (Kosar ve ark., 2008).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri, dogada radikal veya radikal olmayan formlarinda
bulunabilir.

Cizelge 4. Reaktif oksijen tiirleri

Radikal tiirler Radikal olmayan tiirler
Molekiiler oksijen, O, Hidrojen peroksit, H,O,
Siiperoksit, O, Hipoklordz asit, HOCI
Hidroksil, *OH Ozon, Os

Peroksil, RO,* Singlet oksijen, 'Ag
Alkoksil, RO* Peroksinitrit, ONOO"

Hidroksiperoksil, HO,*
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A_, AQ 202 A» *OH —\ » H,0

Sekil 3. Oksijenin indirgenmesi (0," : siiperoksit, H,O,: hidrojen peroksit, *OH: hidroksil
radikal) (Halliwell, 2006)

Serbest oksijen radikalleri

Serbest radikaller son orbitallerinde eslesmemis elektron igeren ve bu nedenle de
cok fazla reaktif Ozellik gosteren molekiillerdir. Serbest radikaller oksijen tiirevi
veya azot tiirevi serbest radikaller olabilir (Fang ve ark., 2002; Halliwell, 2006)

Hidroksil radikali

Hidroksi radikaller (*OH) hiicre i¢inde bulunan hemen hemen her tip molekiille
(sekerler, amino asitler, fosfolipitler, DNA ve organik asitler gibi) hizli bir
bi¢imde etkilesime girerler. In vivo ortamda hidroksil radikali 3 yolla olusur.

a) UV isinlariyla olusan, H,0,’deki O-O bagmin homolitik fizyonu ile

uv
H-0-0-H ——— 2°OH

b) Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksidin transiston metallerle
reaksiyona girmesi sonucu olusur.

Fe?* + H,0,— ara kompleksler — Fe*"+® OH + OH
c) Peroksinitrit radikalinin bozulmasiyla
ONOOH ——> OH°® +NO,

*OH radikali ile karbonat iyonu (CO3%) arasindaki reaksiyon ¢ok giiclii oksidan
ozelligi olan karbonat radikallerini (CO®3) meydana getirir. Bu ise karbonat
metabolizmasinin ¢ok genis yer tuttugu insan organizmasi i¢in ¢ok Snemlidir
(Halliwell, 2006).

Stiperoksit anyon radikali

Siiperoksit radikali (O,"), oksijenin bir elektronla indirgenmesi sonucu olusur.
Sulu ¢ozeltilerde siiperoksit radikali hidroksil radikalinden daha az reaktiftir
clinkii olugsmasimi takip eden kisa siire icinde dismutasyon reaksiyonuna bagh
olarak hidrojen peroksit ve oksijen molekiiliine doniisiir (Sekil 4).

02.- + 02.- + 2H+—> H202 + 02

Sekil 4. Siiperoksit anyon radikallerinin dismutasyon reaksiyonu
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Guinlik kullanilan oksijenin yaklasik %1-2 lik bir kismi elektron tasima
sistemlerinden kagarak siiperoksit radikalini olusturur. Bu durumda 80 kg lik bir
adam gilinde yaklasitk 215-430 mmol siiperoksit radikali olusturabilir.
Mitokondriyal kaynakli stiperoksit iiretiminde mitekondri membraninda bulunan
Fe ve Cu miktarinin da ilgisi oldugu diistiniilmektedir. Siiperoksit radikalinin
diger bir biyolojik kaynagi ise ksantin oksidaz enzimidir (Cadenas ve ark., 2000;
Halliwell, 2006).

Peroksil ve alkoksil anyon radikalleriOrganik peroksitlerin bozulmasiyla peroksil
(RO,") ve alkoksil (RO®) radikalleri olusabilir. Bu reaksiyona peroksitlerin gegis
metal iyonlar ile olan etkilesimleri (demir (II) iyonlar1) 6rnek olarak verilebilir
(Sekil 5).

ROOH + Fe**—— RO,* + Fe** + H'

ROOH + Fe*——— RO® + Fe** + OH"
Sekil 5. Organik peroksitlerin demir (II) iyonlariyla bozulmasi

Peroksil ve alkoksil radikali pek ¢ok organik molekiiliin C-H baglarini etkileyerek
onlarin pargalanmasin1 saglar. Bu durum Ozellikle lipit peroksidasyonunun
¢ogalma basamaginda 6nemlidir (Denisov ve ark., 2005).

Serbest olmayan oksijen radikaller
Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit (H,O;) genellikle in vivo ortamlarda enzimatik olarak siiperoksit
dismutaz tarafindan katalizlenen maddelerin olusturdugu radikal olmayan
tiirlerdir. Siiperoksit dismutaz enziminden baska ksantin, tirat ve D-aminoasit
oksidaz gibi enzim sistemleri tarafindan da olusturulabilir. H,O, molekiiler yapisi
nedeniyle suya ¢ok benzedigi i¢cin (H-O-O-H) hiicre icine kolaylikla difiize
olabilir. Hidrojen peroksit metal iyonlar1 sayist arttirdiginda fenton reaksiyonunu
tetikler ve hidroksil radikali olusmasina neden olur. Ortamdaki demiri kullanmasi
ozellikle haem proteinlerinin (hemoglobin, miyoglobin) sayisim1 azaltmaktadir.
Hidrojen peroksit idrarda antibakteriyel ajan olarak bulunur ve bobrek
fonksiyonlarinin  diizenlenmesinde yardimci olur. Idrarda bulunan hidrojen
peroksit miktar1 diyetle degisebilse bile ayn1 zaman da viicutta meydana gelen
oksidatif stresinde gostergesidir (Halliwell, 2006).

Reaktif azot tiirleri (RNS)

Reaktif oksijen tiirlerinde oldugu gibi azot tiirlerinde de radikal olanlar ve
olmayanlar vardir (Cizelge 5) (Halliwell, 2006).

Cizelge 5. Reaktif azot tiirleri

Radikal olanlar Nitrik oksit (NO*), azot dioksit (NO*,)

Nitrik asit (HNO,), diazot trioksit (N,O3), diazot tetraoksit
(N20Oy), peroksinitrit (ONOQO"), peroksinitrik asit (ONOOH),
alkil peroksinitritler (ROONO), nitroksil anyonu (NO),
nitroksil katyonu (NO™) ve nitril klorit

Radikal olmayanlar
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Antioksidan maddeler

Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri hiicre zarinda bulunan lipitleri oksidasyona
kars1t korumalar1 olmustur. Bunun sonucu olarak baglangigta antioksidanlar lipit
peroksidasyonunu engelleyen maddeler olarak tanimlanmislardir (Yalgin, 1998).
Halliwell ve ark. antioksidanlar1 diisiik konsantrasyonlarda okside edici ajanlarla
karsilastiklarinda bu ajanlarla yarigsarak substratin oksidasyonunu gegiktiren veya
engelleyen maddeler olarak tanimlanmislardir (Goger, 2006; Halliwell, 2006)

Antioksidanlar etkilerini baslica su sekillerde gosterirler

1. Reaktif oksijen tiirlerinin enzimsel reaksiyonlar araciligi ile veya dogrudan
temizlenmesi

2. Reaktif oksijen tiirlerinin baskilama yoluyla engellenmesi

3. Metal iyonlarinin baglanmasi ve boylece radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi

4. Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi
Antioksidanlar ¢esitli sekillerde siniflandirilabilir
1) Yapilaria gore
a) Enzimler
b) Enzim olmayan proteinler, kiiclik molekiiller
2) Kaynaklaria gore
a) Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b) Disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)
3) Coziintirliikklerine gore
a) Suda ¢oziinenler
b) Lipitlerde ¢oziinenler
4) Yerlesimlerine gore
a) Hiicre i¢inde bulunanlar

b) Ekstraseliiler sivilarda bulunanlar (Goger, 2006)

Antioksidan savunma mekanizmasi

Aeroblarin hayatta kalabilmelerinin sebebi ise, antioksidan savunma
mekanizmalarinin igslemesidir.

Baz1 hareketli bakteriler oksijenin toksisitesini basit tagima yollar1 veya
elektron iletim zincir reaksiyonlarinda O,° iiretimini engelleyerek yok ederler
(Bachmayer 2004).
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Antioksidan savunma mekanizmasi sunlardan olusur:

a) Ajanlar serbest radikalleri ve diger reaktif tiirlerini katalitik olarak
uzaklastirirlar. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimleri bu kisimda
yer alir.

b) Demir, bakir ve haem gibi pro-oksidanlarin varliginda proteinler yapar.
Transferrinler, heptaglobinler, hemopeksinler ve metallotiyonein bu kisimda yer
alir.

¢) Proteinler farkli mekanizmalarla biyomolekiilleri oksidatif hasara kars1
korurlar.

d) Kiiciik molekiillii ajanlar reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerini
(ROS/RNS) siipiiriirler. Glutatyon, askorbik asit ve a-tokoferol Ornek olarak
verilebilir (Bachmayer 2004).

In vivo antioksidan savunma mekanizmasi

Enzimatik antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD)

Hiicre membranlarinda ve DNA iizerinde dogrudan veya dolayli olarak hasar
yapar. Siiperoksit anyon radikalinin organizmadan uzaklastirilmasi igleminden
sorumlu olan siiperoksit dismutaz enzimidir. Siiperoksit dismutaz enziminin 3
farkli tipi vardir: metal igeren siiperoksit dismutaz enzimi (Fe-SOD), manganez
iceren siiperoksit dismutaz enzimi (Mn-SOD), bakir/¢cinko iceren siiperoksit
dismutaz enzimi (Cu, Zn-SOD) (Cheng ve ark 2006). Siiperoksit dismutaz enzimi
sliperoksit anyon radikalini hidrojen peroksit radikaline déniistiirerek etkisiz hale
getirir (Bachmayer 2004).

20,° + ZH& H,O, + O,

Katalaz

Stiperoksit anyon radikali siiperoksit dismutaz tarafindan H,O, ye
dontstiiriiliip etkisiz hale getirilse de bu durumda bir bagka tehlike ortaya
cikmaktadir. Meydana gelen H,O, aslinda bu haliyle zararsiz bir molekiil de olsa
parcalanip OH® radikaline kolayca doniisebildigi i¢in ortamdan uzaklastiriimasi
gerekmektedir (Halliwell ve ark 2000).

uv
H-0-O-H ——— 2°OH
Fe?" + H,0,—> Fe®" +2° OH

Olusan H,0O, katalaz enzimi etkisiyle su ve oksijene parcalanarak ortamdan
uzaklastirilir. (Huang ve ark., 2005)
Gulutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidrojen peroksidin suya indirgenmesinden
sorumlu bir enzimdir ve yapisinda selenyum bulunmaktadir. Glutatyon peroksidaz
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bu reaksiyon sonucu yiikseltgenmis glutatyona dontisiir (GSSG) (Bachmayer
2004).

H,0, + 2GSH ——— GSSH + 2H,0

Enzimatik olmayan koruma

Enzimatik olmayan antioksidanlar E vitamini, C vitamini, karatenoitler,
flavonoitler, fenolik bilesikler gibi pek ¢ok eksojen ve endojen kokenli
maddelerdir.

Vitamin E

E vitamini sadece bitkilerde sentezlenebilen ve yagda ¢oziinen tokoferoller ve
tokotrienollerden olusan toplam 8 cesit bilesik i¢in kullanilan genel bir isimdir.
Siniflandirilmalar1 ise eski yunan alfabesine gore yapilmaktadir. En etkili
antioksidan bilesik d-a-tokoferoldiir. Alfa-tokoferol yag asitlerini serbest
radikallerin oksidasyonundan koruyan c¢ok gii¢lii bir ajandir. E vitamini yagda
eriyen bir vitamin olmasi nedeniyle emilmesi i¢in ince barsakta yagin
bulunmasina ihtiyag vardir. Ince bagirsakta yag bulunmasini ya da absopsiyonunu
bozan bazi hastaliklarda ciddi E vitamini eksikligi ortaya ¢ikmaktadir. E
vitamini’nin zengin oldugu kaynaklar baliklar hari¢ diger yagl besinler, findik,
tahillar ve yumurta olarak sayilabilir (Tanakol, 1998).

Vitamin C

C vitamini, askorbik asit olarak da bilinir ve suda eriyebilen Onemli bir
antioksidandir. Bir¢ok hayvanda C vitamini sentezlenemediginden diyetle
disaridan alinmasi1 gerekmektedir. Eksikliginde meydana gelen skorbit hastaligi
cok eski zamanlardan beri bilinmektedir (Tanakol 1998). Askorbik asit giiclii bir
serbest radikal siipliriici etkiye sahiptir ayrica kollajen sentezinde de
kullanilmaktadir. E vitamini ile birlikte Diisiik Yogunluklu Lipoproteinlerin
(LDL) oksidasyonunu engellemektedir. C vitamini bazi durumlarda prooksidan
6zellik gosterir. Ortamda C vitamini ile birlikte Fe* iyonlar1 varsa bu iyonlari
Fe*? formuna indirger. Fe*? iyonlar ise hidrojen peroksit ile etkilesime girerek
stiperoksit radikalinin olusmasini saglar ve prooksidan 6zellik bu sekilde ortaya
cikmis olur (Tanakol, 1998; Goger, 2006).

Karotenoitler ve ksantofiller

En onemli karatenoit A vitamininin de 6n maddesi olan beta-karatenoit’tir. A
vitamini retinoit olarak da adlandirilir ve eksikliginde 6zellikle ¢ocuklarda korliik
ortaya ¢ikabilmektadir. Karatenoitler bitkilerde fotosentez sonucu olusan singlet
oksijeni ortamdan uzaklastirirlar (Tanakol, 1998).

Polifenoller

Aromatik halkasinda bir ya da daha fazla hidroksil grubu tasiyan maddeler fenolik
maddelerdir. Fenolik maddelerin bir araya gelmesi ile polifenolik maddeler
olusur. Polifenollerden antioksidan etkisi C ve E vitamininden bile daha giiclii
olan bir grup vardir ki, bu grup flavonoitler olarak adlandirilir ve C6-C3-C6
yapisina sahiptirler ve bitkilerde genellikle glikozit halinde bulunmaktadirlar.
Flavonoitler serbest radikal siiptiriicii etkileri yaninda metallerle selat olusturarak
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muhtemel serbest radikal olusumlarinin da Oniine gegerler. Flavonoitlerin
flavanol, flavonol, flavanon ve flavon alt smiflar1 vardir. Bunlardan katesinler
flavanol grubuna dahildir ve yesil cay, siyah ¢ay ve kirmizi sarap baslica katesin
kaynaklaridir. Naringenin ve taksifolin flavanon grubuna dahillerdir ve baglica
kaynaklar1 narenciye kabugu ve turunggillerdir. Krisin ve apigenin flavon grubuna
dahildir ve baslica kaynaklarini meyvalarin kabuklar1 ile kereviz ve maydanoz
olusturmaktadir (Yalgin, 1998; Goger, 2006).

Diger Diistik Molekiil Agwrlikli Ajanlar

Bilirubin, melatonin, koenzim Q, iirik asit bu gruba dahil antioksidanlardir.

Bilirubin lipit peroksidasyonu inhibe eder, siiperoksit ve hidroksil radikalini
stipiirtir (Yalgin, 1998).

Melatonin lipofilik bir antioksidandir. Kan-beyin bariyerini gegebilme o6zelligi
bulundugundan beyinde de etkili olabilien bir antioksidandir. Toksik etkisine uzun
kullanimlarda bile rastlanmamistir. Prooksidan aktivitesi de yoktur. DNA
hasarlarin1 engellemede ¢ok basarili olmustur Yaslanma ile melatonin {iretimi
azalir (Yalgin, 1998).

Ubikinon lipofilik antioksidandir ve soya yag ile balik basglica dogal
kaynaklaridir. En 6nemli {ibikinon, {ibikinon-10 (koenzim-Q) dur. Cok gii¢lii bir
antioksidan degilse de E vitamini gibi gii¢lii bir antioksidan maddenin
rejenerasyonunda rol oynar (Tanakol, 1998; Yal¢in, 1998).

Urik asitin en énemli dzelligi C vitamininin prooksidasyon etkisini baskilamasidir.
Bu 6zeligini demir ve bakir iyonlarini baglayarak yapar. Lipit peroksidasyonunu
engelleyici 6zelligi yoktur (Yalcin, 1998).

Gidalarda kullanilan antioksidanlar

Gidalarda bulunan lipitler, 6zellikle doymamis lipitler, cok ¢abuk okside olup
gidalarin  bozulmasina sebep olmaktadirlar. Gidalarda antioksidan maddeler
kullanilmasinin asil sebebi bu oksidasyonu geciktirerek gidalarin raf omriini
uzatmaktir (Bachmayer, 2004).

Sentetik antioksidanlar

BHA (butillenmis hidroksianisol), BHT (butillenmis hidroksi toluen), trolox,
propil gallat sentetik antioksidanlardandir. Bunlardan BHT ve BHA lipit
peroksidasyonunu engellemede basarilidir. Trolox, alfa-tokoferoliin suda ¢oziinen
formu olarak da diisiiniilebilir. Propil gallat ise suda ¢6ziinen giicli bir
antioksidandir. (Sebranek ve ark., 2005).

Dogal antioksidanlar

Sentetik  antioksidanlarin  toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasi ile dogal
antioksidanlarin kullanilmasi diislincesi 6nem kazanmaya baslamistir. Fakat dogal
antioksidanlarin etkilerinin istenilen kadar giiclii olmamasi ve tat/kokularinin
giiclii olmasi gibi olumsuzluklar nedeniyle kullanimlar1 kisithdir. Cogunlukla
sentetik antioksidanlarla kombine halde kullanilmaktadirlar (Bachmayer, 2004).
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Kiitle Spektrometresi ile Fenolik Bilesiklerin Analizi

Bir organik bilesigin yap1 analizi i¢in en kolay yol, hidrojen ve karbon atomlari
tirtine bakmak, fonksiyonel gruplarim1 aramak yerine tiim yapisina birden
bakmaktir. Kiitle spektrometrisi, giiniimiizde mevcut spektroskopik yontemler
arasinda arastirmactya molekiiliin tiim yapisi hakkinda bilgi veren ve cogu kez
molekiil kiitlesinin ve molekiil formiiliiniin bulunmasmi saglayan yegane
yontemdir (Erdik, 1993). Geride biraktigimiz son yirmibes yil Yiiksek Basingli
Stvi Kromatografisi (YBSK) ve Kiitle Spektroskopisi (KS)’ nin beraberce
kullanildigr ve kabul gordiigii yillar olmustur. Son zamanlarda da bu ikili
kullanilarak yapilan calismalar artis gostermistir. Kompleks bitkisel karisimlarin
ayrilmasindan tip alaninda viicut sivilarinda numune aranmasina, adli tipta
suclularin bulunmasina kadar pek cok alanda kullanimi artmistir. YBSK ile
kullanilan diger dedektdrlerde analizden dogru sonu¢ almanin olmazsa olmazi
kolonda iyi bir ayirim gerceklesmesinden geciyorsada kiitle spektrometresinde
aradigimiz molekiillerle ilgili 6n bilgiye sahipseniz kromatografik bir ayirim
yapilmasa bile ilgili maddelerin tespitine olanak saglanmaktadir (Niessen ve ark.,
1995; Mauri ve ark., 2000). Fakat burada bir konu gézden kagirilmamalidir:
Kromatografik ayrimin yapilmamasi, analizi yapilacak madde karisiminin
dogrudan kiitle spektrometresine gonderilmesi ve spektrum toplanmasi, bu
karisim ile yapilacak sonraki calismalar i¢in sadece belirleyici, kistas yapici, yol
gosterici olmaktadir. Kromatografik ayrim sonucu bilgi toplanmasi isleminde yol
gosterici olmasi1 bakimindan 6nemlidir. Bu tarz bir analizde izomer bilesiklerin
ayriminin yapilmasi miimkiin olamamaktadir, baz1 molekiiller hareketli faz i¢inde
baskilanmakta ve taban giiriiltiisii i¢inde kaybolmaktadir. Bu nedenle yanlis
sonuglar almak biiytik bir olasiliktir.

Fenolik bilesiklerin analizi i¢in yapilan yayinlarda kromatografik islemler
esnasinda kullanilan ¢6ziicii se¢imi, analiz sicakligi, akis hiz1 gibi pek ¢ok faktor
farklilik gostersede hepsinde kullanilan kolon aymidir. Partikiil ¢apr 1,7-5pum
arasinda degisen ve boylari 50-250 mm olan ters faz C-18 kolonlar bu analizler
icin en ¢ok tercih edilen kolonlar olmuglardir. Fenolik asitlerin analizi i¢in tavsiye
edilen pH degeri 2-4 arasinda olmustur, ¢linkii pek ¢ok fenolik asitin pKa degeri 4
civarindadir. Bu amagla kiitle spektrometrisi i¢cinde analizler asitli mobil fazlarda
yapilmaktadir. UV dedektorler veya diger tip dedektdrler i¢in kullanilan ¢cogu asit
KS igin uygun olamamaktadir. Ornegin, fosforik asit kullanimi diger dedektorler
icin ideal bir pH ayarlayicis1 olabilir, fakat ucucu olmamasi KS analizlerinde
kullanilmasii engellemektedir. Benzer olarak Trifloro asetik asit (TFA) da KS
analizlerinde uygun degildir, ¢linkii bu asidinde iyonlagsma giicii cok fazla oldugu
icin analizler sirasinda diger iyonlarin baskilanmasina neden olmaktadir. TFA ile
yapilan analizler sonucunda alinan spektrumlarda ilgili molekiiller ¢ok az veya hig
goriilememektedir. Asetik asit ideal bir c¢oziicii olarak goriilse de ilgili
molekiillerle kompleks yapma ihtimali biiyiiktiir. Bu tarz analizlerde eger aranan
molekiil agirligi goriilemiyorsa “negatif M+59 veya pozitif M+61” pikleri de
kontrol edilmelidir. KS i¢in en uygun pH ayarlayict formik asittir bazi
durumlarda formik asit molekiil ile kompleks yapar. Bu durumda (negatif M+46
veya pozitif m+48) pikleri de aranmalidir. KS analizlerinde kulanilan mobil fazin
pH degeri % 0.1 den % 3 e kadar degisen konsantrasyonlarda
kullanilabilmektedir. Surasi unutulmamalidir ki kullanilan asitli mobil faz
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kromatografik ayrimin gergeklesmesi i¢in gerekli oldugu kadar molekiilleri
protonlayici olarak da calismaktadir (pozitif iyon modunda). Negatif iyon
modunda amonyum asetat gibi tampon ¢ozeltili mobil fazlar molekiilden H
kopmasini kolaylastirdiklari i¢in tercih edilmektedir. Bu durumda kromatografik
ayrim istenildigi gibi olamamaktadir. Amonyum asetathi ¢ozeltiler dogrudan
enjeksiyonlarda kromatografik bir ayrimin yapilmadigi durumlarda tercih sebebi
olabilir. Hareketli fazda pH ayarlamak ve iyonlagsmay1 kolaylastirici tampon
olarak kullanilan ¢ozeltilerde uyulmasi gereken ilk kural kullanilan tamponun
ugucu olmasidir.

Bu nedenle genel bir kural olarak kullanilan asitlerin inorganik asit olmamasina ve
kullanilacak bazlarin da alkali metal tiirde olmamasina dikkat edilmelidir. Bu
amagla sadece asetat veya format tamponlar1 kullanilmalidir (Stalikas, 2007). KS
analizlerinde kullanilacak en uygun akis sistemleri dakikada 10-50 pl olanlardir
fakat boyle bir akis hizinda ayrimin saatler alabilecegi diisiiniiliirse bu durumda
elektro sprey iyonlagma (ESI) icin akis maksimum 2 ml/dk atmosferik basingta
kimyasal iyonlagsma (APCI) i¢in ise akis maksimum 3 ml/dakika olmalidir.

Fenolik Asitlerin Kiitle Spektrometresi ile Analizi

Fenolik asitler bitkisel sekonder metabolitlerden fenolik diye ifade edilen ¢ok
biiyiik bir grubun kii¢iik bir parcasini olustururlar. Genel olarak yapilarinda en az
bir hidroksil veya karboksilik asit tasiyan fenol halkalaridir. Bagka bir ifadeyle
hidroksisinnamik asit veya hidroksibenzoik asit tiirevleri fenolik asitler olarak
ifade edilir (Robbins, 2003). Fenolik asitlerde iskelet yap1 ayni olmasina karsin
yapidaki hidroksil sayis1 ve pozisyonlar1 degiserek kendi iclerinde tiirevlerini
olusturular.
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Cizelge 6. Dogada sik rastlanan fenolik asit yapilar1 (Robbins, 2003)

H
Rs X 7 7
Xa =/1%=)L0H Xb= *.-»ZJ\OH
R4 Ry
R;
No R, R R4 Rs X Genel ismi
1 H H H H a sinnamik asit
2 -OH H H a o-kumarik asit
3 H H -OH H a p-kumarik asit
4 H -OH H H a m-kumarik asit
5 H -OCHj; -OH H a ferulik asit
6 H -OCHg3; -OH -OCHg; a sinapik asit
7 H -OH -OH H a kafeik asit
8 H H H H b benzoik asit
9 -OH H H H b salisilik asit
10 H H -OH H b p-hidroksibenzoik asit
11 -OCH3 -OH H b vanilik asit
12 H -OCHgs -OH -OCHgs b siringik asit
13 H -OH -OH H b protokatesik asit
14 -OH H H -OH b gentisik asit
15 H -OH -OH -OH b gallik asit

Fenolik asitlerin KS analizlerinde en iy1 sonuglar negatif ESI ile alinmaktadir. Bu
duruma fenolik asitlerin yapilarinda bulunan hidroksil veya karboksil gruplarindan
H koparmanin proton eklemeye nispeten daha kolay olmasi sebep olmaktadir.
Fenolik asitlerin ve flavanoitlerin benzer bu durumu giiniimiizde artik negatif
iyonlasma modunda yani ana molekiilden bir proton ¢ikartarak analiz yapma
tekniklerinin yayginlagmasini saglamistir.

Fenolik asitler yiiksek sicaklik ve basingta kolaylikla yapilarindan CO; ¢ikartarak
(M-H-44) Kkarakteristik iyonunu gosterirler. KS analizlerinde taninmalarini
kolaylastiracak birgok ipucu vardir. Ornegin m/z 191 iyonu tipik olarak kinik asit
esterlerinin yapida oldugu gosterir (Clifford ve ark., 2005). Bazen yapidan bir
molekil su ¢ikistyla m/z 173 iyonu da spektrumda goziikebilir. Bazen analizleri
degerlendirmek ¢ok kolay olmayabilir. Spektrumda goriilen -162 amu luk farklar
yapidan kafeoil veya bir hekzoz (glikoz veya galaktoz) grubunun koptugunu
gosterir boylesi durumlarda yapmin glikozit olup olmadigi, glikozit ise
aglikonunun spektrumunun goriiliip goriilmedigi gibi veya UV spektrumlarimin
verecegi farklar dikkate alinarak yap1 aydinlatilmaya ¢alisilmalidir.
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Sekil 6. kafeoilkinik asite ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi

kafeoilkinik asite ait kiitle spektrumu

Spektrumda goriilecek olan m/z 191 iyonu molekiiliin bir kinik asit tiirevi oldugu
gosterir ayn1 spektrumda m/z 179 ve 135 iyonlar sirasiyla kafeik asit ve kafeik
asit — CO; pikleridir. Bu bilgiler spektrumu goriilen molekiiliin kafeik asit ve kinik
asit birlesmesi ile olusmus bir kafeoilkinik asit oldugunu, iyonlarin bagil
yogunlugundan ise kafeik asit ve kinik asitin esterlesme pozisyonlari
belirlenebilir. Benzeri tanimlamalar YBSK-KS/KS analizi esnasinda rastlanilan
her molekiil i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir ve yeri geldiginde tekrar iizerinde
durulacaktir. Bu ve benzeri bilgileri igeren sayisiz makale vardir (Hughes ve ark.,
2001; Clifford ve ark., 2003; Hvattum ve ark., 2003; March ve ark., 2004;
Matsuda ve ark., 2009; Barros ve ark., 2012; Prasain, 2012).

Flavonoitlerin Parcalanmalari

Flavanoitler bitkisel sekonder metobolitlerin ¢ok biiyiik bir kismini olusturur.
Yapilarinda bir kromon halkas1t ve fenil halkasi ihtiva ederler. Flavonoitler
genellikle 3, 5, 7, 3°, 4’ ve/veya 5’ pozisyonlarindan hidroksillenirler siklikla da
bu hidroksillerden biri veya birkagi metillenir, asetillenir veya siilfatlanabilir.
Flavon glikozitleri ¢ogunlukla “O” nadiren ise “C” glikozitleri seklinde
goriilebilir. O glikozitlerinde seker genellikle 3 veya 7 pozisyonuna baglanirken C
glikozitlerinde seker genellikle 6 veya 8 pozisyonundadir.

Flavanoitlerin Parcalanma Sekilleri

En bilinen flavonoit pargalanma sekli Retro Dials Alder (RDA) reaksiyonudur ve
ozellikle aglikon yapisini belirlerken kullanilmaktadir. RDA pargalanmasinin
gergceklesmesi i¢in 6’11 bir siklik yap1 ve bir ¢ifte bag bulunmasi gerekmektedir ki
bu durum ¢ogu flavonoit glikozitin C halkasini tarif etmektedir. Pargalanma sigma
baginin oldugu yerden meydana gelir ve acgiga ¢ikan paylasiimamis elektronlarin
yeni ¢ifte baglar olusturmasi ile sonlanir.
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Fragmentasyonlarin olugmasi kullanilan cihazdan ve iyonlagsma kaynagindan
bagimsiz olarak hareket eder. Farkliliklar ancak iyonlarin goreceli bollugu
iizerinde meydana gelir. olusan fragmentler su sekilde gosterilir:

1 .4“—

O 0 ————————— > 13—

L4y — seemsmsien s 3 OAP—

Sekil 7. Aglikonlar i¢in negatif kiitle parcalanmas:1 (Ko ve ark., 2013)

:LE:,: -
w Oy

—0 Aglycone

[“5.;_;

Sekil 8. Glikon parcalanmalarim gosteren siniflandirma (Ferreres ve ark., 2004)

*YA" ve *YB" kavramlarindan x ve y kopmanin oldugu baglari A ve B ise
kopmanin hangi halkayr igine alarak olustugunu  gosterir. "°A" ve °B
fragmentleri flavonoitler i¢inde en sik rastlanan bag kopmasi seklidir. Fakat L3p0
fragmentini goriilme siklig 138" den her zaman daha fazladir. °°A" ve %°B
par¢alanmalarina sadece izoflavonlarda rastlanmistir. Benzer olarak 04 B
parcalanmasia da siklikla izoflavonlarda rastlanirken 04 parcalanmasina
flavonlarda rastlanmaktadir.

L2p- pargalanmas1 kersetin i¢in karakteristiktir. Flavanoller hari¢ biitiin
flavanoitlere m/z151 ve 107 iyonlar1 gézlemlenirken katesin ve epigallokatesinde
m/z137 ve 109 iyonlar1 gozlenir. Benzer olarak flavonlar hari¢ biitiin
flavanoitlerde m/z137 ve 109 gozlemlenirken flavonlarda m/z121 gézlemlenir (de
Rijke ve ark., 2006; Gates ve ark., 2012). Ayrica negatif iyon modunda -18, -28, -
44, -42 (H,0, CO, CO,, H,CCO) farklar da goriilmektedir.

Kovalent Baglarin koparak molekiiliin glikon ve aglikonuna ayrilmas: 2 sekilde
olabilir: Homolitik bag kopmasi ki bu durumda elektronlar esit olarak ayrilan
kisimlara dagilir. Bu durumda (Yo-H) radikal aglikon iyonu olusur. Bir diger bag
kopmasi seklide heterolitik bag kopmasidir ki bu durumda elektronlar esit olarak
dagilmaz (Y,) aglikon iyonu olusur. Negatif iyon modunda (Yo-H) ve (Yo)
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iyonlar1 da olusur. Flavonol 3-O-glikozitlerde homolitik kopmanin hetrolitik
kopmaya orani ((Yo-H)/Yy) B halkasinda hidroksil sayisinin artmasi ile artar.
Aksine B halkasinda metoksil bulunmasi flavon 7-O glikozitlerde radikal
aglikonun (Yo- H) olusmasini engeller. Son olarak da dihidrokalkon ve flavanon
glikozitlerde radikal aglikon iyonu olusmamaktadir.

Sekil 8 den anlagilacag: lizere Y; sadece diglikozitler i¢in gecerli bir molekiil
iyonudur. Spektrum yorumlanmasinda bu iyonlarin bagil yogunlugu da 6nemlidir
(Yo-H) 3-O glikozitlerde 7-O-glikozitlere gore daha yiiksektir (Hvattum ve ark.,
2003).
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Flavonlar 5 7 3’ 4
Apigenin OH OH OH
Luteolin OH OH OH OH
Kirisin OH OH

> "

5

Flavan-3-ol 3 5 7 3 45
Katesin BOH OH OH OH OH
Epikatesin oOH OH OH OH OH
Epiagallokatesin o«OH OH OH OH OH OH
Izoflavononlar 5 7 4’
Genistein OH OH OH
Genistin OH O-glu OH
Daidzein OH OH
Daidzin O-glu OH

Flavonoller 5 7 3’ 4 5
Kersetin OH OH OH OH
Kamferol OH OH OH
Galangin OH OH
Fisetin OH OH OH
Mirsetin OH OH OH OH OH
Flavanonol 5 7 3 4
Taksifolin OH OH OH
¥
2' U
I
7 rS)i\\\ ™7
6 3
5 4
Flavanonlar 5 7 3’ 4
Naringenin OH OH OH
Naringin OH O-ram- OH
glu(1,6)

Hesperetin OH OH OH OCH;
Hesperidin OH O-ram- OH OCH;
glu
(1,6)

Sekil 9. Sik rastlanan flavonoitlere ait formiiller (ram: ramnoz, glu: glikoz)
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GEREC VE YONTEMLER

Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyal ve Kimyasal Maddeler

Bitkisel materyal

Materyal olarak Mentha spicata ssp. spicata ve M. spicata ssp. tomentosa’nin
toprak tistii kisimlart kullanilmistir.

Bitkisel materyaller Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi
Yrd. Dog. Dr. Giil Tarimcilar tarafindan 2006 yilinda toplanmistir. Herbaryum
ornekleri Bursa Uludag Universitesi Herbaryumunda (BULU) bulunmaktadir.
Toplanma yerleri ile ilgili bilgiler:

Mentha spicata ssp. spicata, Prj-143, A2: Yalova; Yalova-izmit arasi, Sultaniye,
0 m, nemli alan, 07.09.2006. BULU 30571.

Mentha spicata ssp. tomentosa, Prj-138. A2: Yalova; Orhangazi-Yalova arasi,
Esadiye, 200 m, kurak alan, 07.09.2006. BULU 305609.

Kimyasal maddeler

Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik kalitededir. Yiiksek
Basingli Sivi Kromatografisi analizlerinde YBSK kalitesinde ¢oziiciiler ve
standart maddeler kullanilmistir. Tiim deneylerde kullanilan su ise bidistile sudur.

Kullanilan aletler

Calkalamali su banyosu (GL Science)
Rotavapor (Heildolph)

Santrifiyj (Eppendorf)

Ultrasonik banyo (Bandalin Sonorex)
Vorteks karistiric1 (Heildolph)

pH metre (WTW Inolab)

Etiiv (Binder)

Liyofilizator (Lyovac)

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografi Cihazi (Shimadzu Prominance)
UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu)

Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (Agilent 5975 GC-MSD ve Agilent
6890N GC/FID)

S1vi Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi/Kiitle Spektrometresi
(Aplied Biosystem 3200Q trap)
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Deneysel Calisma

Bu boliimde Mentha spicatanin iki alt tiirii SSp. spicata ve ssp. tomentosa’nin
toprakdistii kisimlar1 iizerinde yapilan ekstraksiyon islemleri, ekstrelerde yapilan
YBSK/KS sistemi ile bilesim belirleme ve miktar tayinleri ile antioksidan aktivite
caligmalar1 hakkinda bilgi verilmektedir.

Ekstrelerin hazirlanisi

Bikisel materyallerin kurutulmus toprakiistii kisimlar1 100gr olacak sekilde kaba
toz edildikten sonra oda sicakliginda ¢oziicii olarak sirasiyla hekzan, etil asetat,
%70 metanol kullanilarak 16 saat siireyle 3‘er kez ¢alkalamali maserasyon
yontemiyle ekstre edilmistir. Elde edilen ekstreler vakum altinda rotavaporda (<
40 °C) yogunlagtirilmistir. Ayrica materyallerden, % 5’lik infiizyonlar ve asit
hidroliz sonras etil asetat ekstresi hazirlanmistir. Asit hidroliz i¢in materyaller 1,2
M Hidroklorik asit iceren metanol:su (1:1) ile 80°C de ¢alkalamali su banyosunda
1 saat bekletilmis, sogutulan ekstreden metanollii kisim uzaklastirilmis, geri kalan
sulu kisim etil asetat ile tekrar ekstre edilmis, etil asetatli kisimlar rotavaporda
diisiik basing altinda kuruluga kadar yogunlastirilmistir (Kosar ve ark., 2007).

Bu ekstrelerden % 70 metanol ve % 5 infiizyon ekstreleri daha sonra suyla
disperse edilip sirasiyla hekzan ve diklorometan ¢oziiciileri ile fraksiyonlanmis ve
geri kalan sulu kisimlarla birlikte diger fraksiyonlarda kuruluga kadar
yogunlastirilmistir. Elde edilen su ekstreleri liyofilize edilmis ve tiim ekstreler
analiz anma kadar -18 °C’de saklanmistir. Ekstreler asagidaki kodlar ile
adlandirilmistir. %5 inflizyon ekstresi bundan sonra sulu ekstre olarak
adlandirilacaktir.

Kodu  Ekstraksiyon metodu Ekstre agiklamasi

(E1) maserasyon hekzan ekstresi

(E2) maserasyon etil asetat ekstresi

(E3) maserasyon % 70 metanol ekstresi

(E4) inflizyon % 5 inflizyon ekstresi (sulu ekstre)

(E5) asit hidrolizi asit hidrolizi ekstresi

(E6) partisyon % 70 metanol hekzan fraksiyonu ekstresi

(E7) partisyon % 70 metanol diklorometan fraksiyonu ekstresi

(E8) partisyon % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim ekstresi

(E9) partisyon % 5 inflizyon hekzan fraksiyonu (sulu ekstre hekzan fraksiyonu)

(E10)  partisyon % 5 infiizyon diklorometan fraksiyonu (sulu ekstre diklorometan
fraksiyonu)

(E11)  partisyon % 5 inflizyon fraksiyon sonrasi sulu kism (sulu ekstre fraksiyonlanma

sonrast kalan sulu kisim)
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Bilesim analizleri

Bitkisel materyallerden hazirlanan ekstrelerde toplam fenol miktari, toplam
flavonoit miktari, Yilksek Basmgli Sivi  Kromatografisi/KiitleSpektrometresi
(YBSK-KS/KS) ile fenolik bilesiklerin analizleri asagida agiklandigi sekilde
yapilmustir.

Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam fenoller gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu
yontemi (Singleton ve ark., 1999) kullanilarak hesaplanmistir. 6 mL distile su
iceren 10 mL Olgekli kap igerisine 100 uL ornek ¢ozeltisi ve 500 pL Folin-
Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir. 1 dakika sonra 1,5 mL %20’lik sulu Na,CO3
ilave edilip 10 mL’ye su ile tamamlanmistir. Kontrol olarak ekstre igermeyen
reaktif karisimi kullanilmistir. 2 saat 25 °C’de inkiibe edildikten sonra absorbans
760 nm’de oOlgiilerek ve gallik asit kalibrasyon egrisi ile karsilastirilmistir. Toplam
fenolik madde miktar1 gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Ug paralel deney
yapilarak sonuglar ortalama degerler olarak verilmistir.

Toplam flavonoit miktar tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam flavonoit miktarlar1 rutine esdeger olarak (RE)
MORre/Qekstre Olarak hesaplanmistir (Miliauskas ve ark., 2004). 1 mL metanolde
hazirlanmis ekstre (10g/L), 1 mL etanolik aluminyum triklorit (20g/L) ile
karistirilmis ve 25 mL ye etanol ile seyreltilmistir. Cozeltilerin absorbanslart 20
°C de 40 dakika bekletildikten sonra 415 nm de Olcililmiistiir. Sahit ¢ozelti 1 mL
ekstre ve 1 mL asetik asitin 25 mL etanolik ¢ozeltisi olarak hazirlanmistir. Rutinin
kalibrasyon egrisi etanolde c¢oziilerek ayni sekilde hazirlanmistir. Biitiin dl¢timler
dort paralel olarak alindi ve ortalama sonuglar kullanilmstir.

Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi Kiitle-Spektrometresi (YBSK-KS/KS)
ile fenolik bilesiklerin analizi

Cihaz : Shimadzu 20A Prominance s1vi kromatografisi sistemi
Dedektor : Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS

Iyonlasma modu : Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI), negatif iyonlasma
Kolon : GL Science Intersil ODS 4,6x 250mm, 5u

Kolon sicakligi : 40°C

Akim hizi : 1 ml/dk

Hareketli faz A : metanol: su: formik asit (10:89:1 h/h/h)

Hareketli faz B : metanol: su: formik asit (89:10:1 h/h/h)
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Akis programi:

Zaman(dk) B kons
0.01 15
15.00 40
18.00 45
30.00 45
35.00 75
38.00 85
39.00 95
40.00 100
45.00 100
46.00 15

Hekzan ekstrelerinin analizi

Gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC/MS) ve gaz kromatografisi
(GC/FID) ile apolar bilesiklerin analizi

GC/IMS-GC/FID c¢alisma sartlar:

Cihaz : Agilent 5975 GC-MSD sistemi ve Agilent 6890N GC/FID
sistemi

Enjektor sicaklig 1250 °C

Interface : 280 °C

GC dedektor sicakligi: 300 °C

Kolon : HP-Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 mm, 0.25 mm film

kalinlig1) (Ayn1 kolon ve analiz sartlar1 Gaz kromatografisi
i¢in de kullanilmistir)

Tastyict gaz : Azot (0.8 mL/dak)
Sicaklik programi
zaman Sicaklik Artis programi
(dak) (°C) (°C/dak)
0 60 -
10 60 -
50 220 4
60 220 -
80 240 1
120 240 -
Split oran1 :40:1
Kiitle aralig1 : m/z35-550 (70 eV)
Tanimlama : Ucucu bilesenlerin kiitle spektrumlar1i Ugucu Yag

Bilesenleri Baser Ugucu Yag Bilesikleri Kiitiiphanesi, Adams Kiitiiphanesi ve
MassFinder Kiitiiphanesi kullanilarak, ayrica tutunma indeksleri karsilagtirilarak
Aydinlatilmistir.  Ayrilan  bilesiklerin  relatif ylizde miktarlart ise FID
kromatogramlarindan alan degerleri kullanilarak hesaplanmuistir.
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Antioksidan aktivite calismalari
Indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Ekstrelerin demir (III)’ii indirgeme kapasiteleri Oyaizu ve arkadaslarinin
yontemine gore yapilmistir. 1 mL ekstre ¢ozeltisi 2.5 mL 0.2 M fosfat tamponu
(pH 6.6) ve 2.5 mL %Il lik potasyum hekzasiyanoferrat c¢ozeltisi ile
karistirtlmistir. 50 C de 30 dakika inkiibe edildikten sonra 2.5 mL %10 luk
trikloro asetik asit (TCA) ilave edilmis ve karigim 10 dakika santrifiij edilmistir.
Son olarak, 2.5 mL st kisim 2.5 mL su ve 0.5 mL %0.1 lik FeCls ilave edilip
karistirilarak 700 nm de absorbanslart okunmugtur. Ekstrelerin indirgeme giicleri
askorbik asite esdeger olarak (AscAE) mmol askorbik asit/g Ornek olarak
verilmistir. Biiyiilk AscAE degeri zengin indirgeme kapasitesini gostermistir. Tiim

analizler dort paralel olarak yapilmis ve ortalama degerler olarak verilmistir
(Oyaizu, 1986).

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etki tayini

DPPH radikal siipiiriicti etki tayini i¢in Kumarasamy ve arkadaglariin yontemi
kullanilmistir. Bu amacla 96-kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarinin ilk siitununa
sirastyla 100’er uL. metanol ve drnek aktarilmistir. Cok-kanalli pipet araciligiyla,
esit miktarda MeOH iginde 10 seri seyreltme yapilarak, 5 dakika boyunca
vortekste karistirilmistir. DPPH stok ¢ozeltisi 2 mg DPPH® 1 25 mL MeOH’de
¢oziinmesiyle son konsantrasyonu 80 pg.mL™ olacak sekilde hazirlanmustir. Her
kuyucuga 100 pL DPPH® ¢ozeltisinden eklenerek tepkime baglatilmis ve 30
dakika siireyle karanlik bir ortamda birakilmistir butillenmis hidroksi toluen
(BHT) ve Gallik asit ayni konsantrasyonda pozitif kontrol, DPPH*+MeOH
negatif kontrol, sadece MeOH ise kor olarak ayni mikro plaga’e uygulanmistir.
UV absorbans 517 nm’de mikroplate spektrofotometre kullanilarak oda
sicakliginda okunmustur. Sonuglar, ortalama + standart sapma (n=8) olarak ifade
edilmis, istatistiksel degerlendirme ve hesaplamalarda Gen5 Data Analysis
programi (BioTek) kullamilmistir. % 50 inhibisyon konsantrasyonu degeri
hesaplanmistir % inhibisyon degeri asagidaki formiil ile hesaplanmigtir
(Kumarasamy ve ark., 2007).

ICs0 = [(Ao-A1)/Ag] X100

Ao: kontrol absorbans

Ai: numune absorbans

ABTS®" Radikal Siipiiriicii Etki

Standart TEAC metodu (Troloks’a esdeger antioksidan kapasite) yOntemi
(Papandreou ve ark., 2006) kullanilarak gergeklestirilen deney, ABTS™ (2,2'-
azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikalinin siipiiriilmesi ve vitamin E
nin suda ¢dzilinen analogu olan troloks ile karsilastirilmasina dayanmaktadir. 7mM
ABTS **ve 2.5 mM sodyum persiilfat (Na,S;0g) karisiminin karanlikta 12-16 saat
bekletilmesi sonucu mavi yesil renkli radikal olusumu saglanmis, bu ¢ozeltinin
734 nm deki absorbans1 0,8-0,7 olacak sekilde absolii etanol ile seyreltilmistir. 10
uL 6rnek ve 990 uL hazirlanan ABTS®" ¢ozeltisi karistirilarak, 1dk *lik araliklarla
734 nm de absorbansi 30 dk siire ile Ol¢ililmiistiir. TEAC aktivite sonuglarinin
bulunmasi i¢in ABTS" radikali Trolox‘un 2,5mM (miliMolar), 2 mM, 1.5 mM,
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ImM, 0.5 mM ve 0.ImM Iik konsantrasyonlari kullanilarak % inhibisyon
degerlerine bagl olarak kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve denenen materyallerin %
inhibisyonlar1 kalibrasyon denklemine gore bulunmustur. Troloksa esdeger
antioksidan kapasitesi troloksun kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmistir
(Papandreou ve ark., 2006)

YBSK Sonrasi Tiirevlendirme ile ABTS® Radikali Siipiirme Giicii

ABTS" Radikalinin sulu ve organik ¢oziiciilerde rahatlikla ¢dziilmesi ve genis pH
aralifina dayanikli olmasi, YBSK sistemlerinde kolon sonrasi tiirevlendirmelere
dayal1 antioksidan etkinin 6l¢giilmesinde tercih edilme sebebi olmustur. Bu amacla
TEAK deneyinde hazirlanan ABTS" radikal ¢ozeltisi kullanilmistir. Reaktif
0.7ml/dk akis hiz1 ile reaksiyon bolimine YBSK pompasi araciligi ile
gonderilmistir. 13m uzunlugunda ve 0.25 mm capli Yiiksek bansinca dayanikli bir
reaksiyon kolonu bu amagla kullanilmistir. Bu reaksiyon kolonu YBSK kolon
cikist ve ABTS®" reaktif pompasi arasina bir T baglantisi ile yerlestirilmistir. Tiip
icerisindeki reaksiyon stiresi 0.6 dakika olacak sekilde pompa akis hiz1 ayarlanmis
ve tirevlendirme sonrast Olgiimler 734 nm de PDA dedektér kullanilarak
alinmigtir ve etkili pikler negatif pikler olarak dedekte edilmistir (M. Kosar ve
ark., 2003) Birbirinden bagimsiz olan 2. Kisimda ise etkili bilesikler kiitle
spektrometresi ile tayin edilmistir.

. YBSK calisma sartlari:

Cihaz : Shimadzu Prominance sivi kromatografisi sistemi
Dedektor : Shimadzu SPD-M10Avp PDA dedektor (200-500 nm arasi)
Kolon : GL Science Intersil ODS 4,6x 250mm, 5p

Sicaklik :40°C

Akis hizi : 1 mL/dak

Hareketli faz : A) metanol/su/asetik asit (10:88:2, h/h/h)
:B) metanol/su/asetik asit (90:8:2, h/h/h)

C) metanol
Gradient akis :

zaman hareketli faz A hareketli faz B hareketli faz C

(dak) (%) (%) (%)
0 15 85 0
15 30 70 0
18 40 60 0
30 40 60 0
35 0 100 0
37 0 85 15
48 0 70 30
50 15 85 0

50



Linoleik asit peroksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Tiyosiyanat metodu: Lipit oksidasyonunun inhibe edilmesinin in vitro olarak
belirlenmesi amaciyla bu yontem kullanilmistir (LIorach ve ark., 2002). Reaktifler
taze olarak hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi (2.525 mL) etanolde ¢Oziinmiis
linoleik asit (% 2.5) (0.25 mL), 50 mM sodyum fosfat tamponu, pH 7 (1 mL),
etanol (0.25 mL), distile su (0.9 mL), 6rnek (0.1 mL) ve hizlandiric1 olarak 1.8
mM AAPH (25 pL) icerecek sekilde hazirlanmigtir. Reaksiyon karigimi agzi
kapali tiiplere konup karistirilmis ve 50 °C lik etiivde 10 saat inkiibe edilmistir.
Her 2 saatte bir 30 uL reaksiyon karisimi 2910 pL etanol igerisine alinmig ve 30
pL amonyum tiyosiyanat (3.86 M) ilave edilmistir. Daha sonra 30 pL demir (II)
kloriir ilave edilip 3 dakika sonra 500 nm de absorbans okunmustur.
Spektrofotometre numune igermeyen reaktif karigimina karsi sifirlanmigtir. Pozitif
standart olarak BHT ve askorbik asit kullanilmistir. Inhibisyon yiizdesi asagidaki
formiile gore hesaplanmistir. Kontrol absorbansi olarak 10 saat sonundaki
absorbans kullanilmis, degerler dort paralel deneyin ortalamasi olarak verilmistir.

% inhibisyon = 100-(AbSsmex — AbSkontrol X 100)

1.kisim
Enjektor Kolon
PDA
ABTS.
Cozicti Reaksiyon
boluma
- L PC
u — PDA
dedektoru
734nm
Atik
Enjektor Kolon 2. kisim
KS
Coziicti
I O
o—

Sekil 10. YBSK sonrasi tiirevlendirme semasi
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Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Metodu: Demir (II) tiyosiyanat metodunda kullanilan
reaksiyon karigimi 10 saat sonunda olusan MDA miktarinin belirlenmesi amaciyla
TBA deneyinde kullanilmistir (Llorach ve ark., 2002).1 mL reaksiyon karigimi 1
mL trikloroasetik asit (TCA, % 2.8) ve 1 mL tiyobarbitiirik asit (TBA, % 1) ile
karistirilip agzi kapatilarak 90 °C lik su banyosunda 20 dakika inkiibe edilmistir.
10 dakika buz banyosunda sogutulduktan sonra 2 mL n-butanol ilave edilip
vorteks ile karistirilmistir. 5 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
absorbans 532 nm de n-butanol’e karsi okunmustur. Degerler dort deneyin
ortalamasi olarak verilmistir.

B-Karoten/Linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi B-karoten soldurma deneyine gore yapilmistir
(Oomah ve ark., 1996; Velioglu ve ark., 1998). Kisaca, 1 mL p-karoten (0.2
mg/ml kloroform igerisinde) igerisinde linoleik asit (40 mg) ve Tween 20 (400
mg) bulunan ¢ozeltiye ilave edilmistir. Kloroform azot altinda yogunlastirilmistir.
50 ml distile su ilave edilmis ve hizla calkalanmistir. Kontrol, 6rnek ve standart
konulmadan ayni prosediir ile hazirlanmistir. Kontrol ve drneklerin sahitleri ise j3-
karotensiz olarak hazirlanmistir. Tim numunelerin Ornekleri 470 nm de
spektrofotometrede ol¢iilmiistiir. Sonra 6rnekler termal otooksidasyon igin 50 °C
de 105 dakika su banyosunda bekletilmistir. f -Karoten’in solma derecesi 15
dakikalik periyotlarla 6rnek alinarak izlenmistir. Antioksidan aktivite sonucu {ii¢
deneyin ortalamasi olarak verilmistir.

AAY = [1-(AD smekc-ABS ®smet)! (AL kontrot-ABS ®kontro)] X 100
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BULGULAR

Ekstrelerin Hazirlamisi, Spektrofotometrik ve Kromatografik Bilesik
Analizleri

Sulu metanol (%70) ve sulu ekstre hekzan fraksiyonlari hari¢ tim ekstreler hem
antioksidan  aktivite analizlerinde hem de kompozisyon analizlerinde
kullanilmistir. Elde edilen ekstre verimleri Cizelge 7°de verilmistir. Cizelge 7’°de
goriildiigli gibi %70 metanol ekstresi en yliksek verimde elde edilmistir. Hekzan
ekstrelerinde verim diisiik bulunmustur. Mentha spicata ssp spicata orneginde
toplam ekstre verimi % 16.3 olarak bulunurken, bu oran Mentha spicata ssp
tomentosa 6rneginde % 18.8 olarak bulunmustur.

Fraksiyonlamalar sonucunda elde edilen ekstrelerde ise sulu ekstrenin
fraksiyonlanmasi sonrasi elde edilen sulu kisim en yiiksek verimi vermistir.

Cizelge 7. Mentha spicata alttiirlerinden elde edilen ekstrelerin % verimleri

Kodu* E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E1l1

S 201 193 1242 514 1210 021 231 3253 053 091 4324

T 270 320 1294 9.82 1204 032 112 2480 041 152 5110

*(S) Mentha spicata ssp. spicata (T) M.spicata ssp. tomentosa, (E1) hekzan; (E2), etil asetat; (E3),
% 70 metanol; (E4), sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E6) % 70 metanol hekzan fraksiyonu; (E7) %
70 metanol diklorometan fraksiyonu; (E8) % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E9) sulu
ekstre hekzan fraksiyonu; (E10) sulu ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon
sonrasi sulu kismina ait ekstrelerin bitkide % miktarlari

3.50

3.00 4

2.50 -

N
o
S

Absorbans (760 nm)
3

1.00 -

0.50 - y =1.601x + 0.1217
R*=0.9727

0.00

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 11. Toplam fenol miktar tayininde kullanilan gallik asite ait kalibrasyon grafigi.
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Cizelge 8. Mentha ekstrelerinin toplam fenol ve toplam flavonoit miktarlar:

Toplam fenol? Toplam flavonoit”
Ekstre
S T S T

(ED)* 78+4 27+3 34+0.7 22+1
(E2) 116+5 78+2 60+3 3642
(E3) 202.2+4 226+7 3242 30+2
(E4) 153+5 14342 2140.5 25+1
(E5) 26143 273+8 4142 3842
(E6) - - - -
(E7) 118+1 137+7 50+1 51+1
(E8) 194+1 22942 3142 3742
(E9) - - - -
(E10) 1131 125+1 24+1 2742
(E11) 1601 187+1 28+1 311

a .b .
mgGAE/gekstreu ngE/gekstre,

*(S) Mentha spicata ssp. spicata (T) M.spicata ssp. tomentosa, (E1) hekzan; (E2), etil asetat; (E3),
% 70 metanol; (E4), sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E6) % 70 metanol hekzan fraksiyonu; (E7) %
70 metanol diklorometan fraksiyonu; (E8) % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E9) sulu
ekstre hekzan fraksiyonu; (E10) sulu ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon
sonrasi sulu kismina ait ekstrelerin

Ekstrelerin YBSK sistemi ile yapilan analizlerinde KS dedektoér kullanilmis ve
miktar tayinleri Molekiiler iyon pikleri ve temel pikler iizerinden yapilmistir. Elde
edilen sonuglar Cizelge.10’da verilmistir. Ekstrelerin igerisindeki tanimlanan
bilesiklerin miktar tayinleri ic¢in standart maddelerden hazirlanan kalibrasyon
egrileri kullanilmis, sonuglar Cizelge 9 da verilmistir.

Ekstrelerin YBSK analizleri sonuglart Cizelge 10°da verilmistir. Asit hidroliz ile
hazirlanan ekstrenin fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu bulunmustur.
Hekzan ekstresi diginda tiim ekstrelerde ana bilesik olarak rozmarinik asit tespit
edilmistir. Naringenin rutinozit, salvianolik asit B, kafeik asit ve hesperidin ise
ekstrelerin diger 6nemli bilesikleri olarak bulunmustur.
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Cizelge 9. YBSK analizlerinde kullamlan standartlara ait kalibrasyon denklemleri ve
korelasyon katsayilar:

Bilesik Kalibrasyon denklemi Korelasyon

[y =ax +b] katsayisi [r’]
Apigenin 8.31e+004x+929 0.9937
Kafeik asit 5.06e+004x+5220 0.9993
Eriositrin 7.98e+003x+4510 0.9974
Narirutin 4.46e+003x+784 0.9939
Rozmarinik asit 3.99e+004x+1890 0.9985
Salvianolik asit b 1.87e+004x+2370 0.9959
Naringenin 3.55e+004x+2040 0.9991
Luteolin 1.36e+005x+11000 0.9996
Hesperidin 1.08e+003x+1030 0.9993
Eriodiktiyol 1.1e+005x+6950 0.9933

"W Snimadzu LE Controber Gabector &, Channal 11imm Samgis | (FGO6A) of FG36A wT Wax 1348

211

1: stakioz, 2: 3-kafeoilkinik asit, 3: protokatesik asit hekzozit, 4: kafeik asit tiirevi, 5: bilinmeyen
m/z409, 6: 5-kafeoilkinik asit 7:ikarisit Bs, 8: kafeik asit , 9: eriositrin 10: salvianolik asit E, 11:
naringenin rutinozit, 12: luteolin rutinozit, 13: luteolin 7 glikozit, 14: hesperidin, 15:hesperitin
glukozit, 16:luteolin glukronid, 17: salvianolik asit C tiirevi, 18: izosalvianolik asit A, 19:
rozmarinik asit, 20: apigenin rutinozit, 21: ikarisit glukozit, 22: salvianolik asit B, 23: diosmin, 24:
eriodiktiyol, 25: metil rozmarinat, 26: izosakuranetin rutinozit, 27: luteolin glukuronit,
28:naringenin, 29: salvianolk asit C tiirevi, 30: luteolin, 31: bilinmeyen salvinolik asit tiirevi
(m/z713-533-335), 32: apigenin, 33: diosmetin, 34: izosakuranetin, 35: genkvanin
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Sekil 12: % 70 Metanol ekstresinin diklorometan fraksiyonunun, YBSK-KS/KS ile
tammmlamasi yapilan bilesikleri

[ Shmadzu LC Controller Detector A, Channel 1 Trom Sample 1 (FG119 Tz sl mb 3) 07 P& 118 56a mIx3 Zulwhr EETEETH

AUy

Time. min

Sekil 13. Miktar tayininde kullanilan standartlara ait 6rnek kromatogram: 1: kafeik asit, 2:
eriositrin, 3:narirutin, 4:luteolin 7 glikozit, 5:hesperidin, 6:rozmarinik asit, 7: salvianolik asit
B, 8: eriodiktiyol, 9: naringenin, 10: luteolin, 11: apigenin

YBSK-KS/KS analizi sonucunda standart kullanilmayan 72 tane bilesigin yapisi
kaynak bilgileri 1s1¢inda spektrumlar yorumlanarak aydinlatilmaya calisilmistir.
Sekil 12 de 6rnek bir kromatogram iizerinde ayrimlar ve Sekil 13’te standartlara
ait karisimin kromatogrami verilmistir.
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: Cizelge 10. Ekstrelerin YBSK analiz sonuclari

Mentha spicata ssp. spicata (S)

mg/g ext E2 E3 E7 ES8 E4 E10 Ell E5
apigenin 0.36£0.01 0.18 £0.05 1.91+£0.01 0.17+£0.01 0.04 £0.00 1.18 +0.09 0.11+£0.00 0.36+£0.00
. . 0.46 £0.02 1.17 £0.03 0.60 £0.03 1.26 £0.03 0.99+0.13 0.99+ 0.10 0.56 £ 0.05 4.23 +£0.15
kafeik asit
eriositrin 0.93+0.04 2.85+0.06 1.64 +0.04 453 +0.14 1.71+0.10 1.96 +0.05 2.39+0.09 2.89+0.01
narirutin 1.641 £0.01 3.15+0.12 0.45 £0.08 5.19 £0.62 1.10 +0.07 1.58 +0.02 1.26 +0.14 0.21+0.01
.. . 18.26 £ 0.11 61.91 +£0.70 4.36 £0.01 74.74 +0.11 38.63+ 0.34 18.27 £ 0.66 35.50 +0.54 19.79 £1.13
rozmarinik asit
. . . 0.82 £0.00 5.67 £0.27 0.93+0.04 5.88 £0.09 1.82 +0.05 2.05 £0.15 3.74 £0.23 2.79 £0.12
salvianolik asit b
. . 1.67£0.10 3.57+0.03 12.25+0.03 2.23 £0.17 - 7.5+ 0.20 3.59 £0.02 5.40 £0.01
naringenin
luteolin 0.38£0.01 - 1.458 £ 0.04 1.22 +£0.03 0.93 £0.01 - 1.59 +£0.02 1.92 +0.08
- 3.48 £0.10 4.33+0.01 0.89+0.03 5.91+0.01 4.01 £0.01 1.86 £0.07 3.55 £0.15 0.21 +£0.00
hesperidin
et 0.47 £0.01 1.95 + 0.06 2.89 +0.02 2.04 +£0.01 1.71 £0.01 - - 3.07 £0.01
eriodiktiyol

(E1) hekzan; (E2), etil asetat; (E3), % 70 metanol; (E4), sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E6) % 70 metanol hekzan fraksiyonu; (E7) % 70 metanol diklorometan fraksiyonu;
(E8) % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E9) sulu ekstre hekzan fraksiyonu; (E10) sulu ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu

kismina ait ekstrelerin
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Cizelge 10 (devam). Ekstrelerin YBSK analiz sonuc¢lari

Mentha spicata ssp. tomentosa (T)

mg/g ext E2 E3 E7 ES8 E4 E10 Ell E5
apigenin 0.24 +0.01 0.15+0.01 1.51 £0.13 0.39 +0.00 0.78 £0.01 2.64 +£0.03 1.36+0.11 0.77 £0.02
. . 0.25+0.02 1.56 £0.01 0.56 £0.01 1.47 £ 0.04 1.12 +0.03 0.25+ 0.02 2.18+0.02 4,52+ 0.04
kafeik asit
eriositrin 0.35+0.01 1.18 +0.01 1.46 +0.01 1.44 +0.01 2.217+0.11 0.88 +£0.02 1.32+0.01 -
narirutin 0.10+0.00 0.33 £0.00 0.14+£0.01 0.31 £0.04 0.19+0.01 0.07+0.00 0.12+0.01 -
.. . 12.86 +0.01 77.39+0.18 1.28 +0.03 73.70 £ 1.46 42.19 +0.34 0.44+0.01 27.05+0.53 15.28 £ 0.07
rozmarinik asit
. . . 0.79+£0.11 9.62 £0.05 0.57+£0.01 8.48 +0.17 3.99+0.18 0.27 £0.00 3.91+0.40 -
salvianolik asit b
. . 0.87 £0.20 1.91 £0.01 3.08 £0.02 1.74 £0.01 2.06 £0.01 - 2.49£0.08 2.56 £0.04
naringenin
luteolin 0.35+ 0.01 0.82 £0.00 1.19+£0.01 0.62 £0.01 0.21+£0.01 - 0.48 £0.02 0.48 £ 0.02
- 1.01 + 0.02 1.13+0.04 0.09+£0.01 1.1 £0.11 0.84+0.01 0.16 £ 0.01 0.13+£0.02 -
hesperidin
et 0.35+0.00 1.55+0.02 2.45 £0.03 1.43 +0.01 1.59+ 0.00 0.92+0.01 1.33+0.03 1.37 £0.07
eriodiktiyol

(E1) hekzan; (E2), etil asetat; (E3), % 70 metanol; (E4), sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E6) % 70 metanol hekzan fraksiyonu; (E7) % 70 metanol diklorometan fraksiyonu;
(E8) % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E9) sulu ekstre hekzan fraksiyonu; (E10) sulu ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu

kismina ait ekstrelerin
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Cizelge 11. YBSK-KS/KS analizi sonucu tammmlamasi yapilan bilesikler

Madde MA RT (M-H) Temel Diger iyonlar Muhtemel yapr Bulundugu ekstreler
no Pik
Hidroksisinnamik asit tiirevieri
1. 354 6.0 353 191 179, 135 3-kafeoilkinik asit * E8(ST),E4(S,T) E3(ST)
2. 316 6.4 315 108, 152, 153 protokatesik asit E8(ST),E4(S),E2(ST),
109 hekzozit E3(ST)
3. 476 7.4 475 161 179, 135 kafeik asit tiirevi E8(ST), E4(T),E3(ST)
4, 338 8.1 337 163 191,119 3-p-kumaroilkinik asit E4(T)
5. 354 9 353 191 173, 135 5-kafeoilkinik asit E4(S,T),E8(S),E5(S)
6. 354 92 353 173 191, 135 4-kafeoilkinik asit E8(T),E2(S,T),E3 (ST),
7. 180 112 179 135 kafeik asit* E2(ST) E3(ST) E4(ST)
E7(ST) E8(ST)
E11(ST) E10(ST)
E5(ST)
8. 338 12 337 173 163 4-p-kumaroilkinik asit E3(ST)
9. 368 121 367 161 135 feruloilkinik asit izomeri  E5(S)
10. 368 142 367 135 179 feruoilkinik asit izomeri  E5(S)
11. 260 18.7 259 135 179 kafeik asit siilfat tuzu E3(T),E8(T)
12, 488 224 487 323 161,179, 221, kafeik asit tiirevi E4(T)
133,119
13. 354 22,6 353 321 179, 161, 133, kafeoilkinik asit tiirevi E5(T)
135
14. 508 24 507 161 299, 284, 133 kafeik asit tiirevi E2(S), E5(S),E3(S)
15. 324 24 323 179 161 135 207 kafeoil glukoz E5(T)
16. 208 29 207 135 179, 161, 133 etil kafeat E5(ST)
Salvianolik asit tiirevleri
17. 396 5.5 395 197 179, 135 dansensu dimer E5(ST)
18. 212 7.1 211 167 123,93 metil dangensu E5(S)
19. 212 8.8 211 179 151, 123 metil dangensu E5(ST)
20. 226 128 225 123 179 dangensu dimetil eter E5(ST)
21. 718 16.9 717 475 519, 339, 321, salvianolik asit E E3(ST), E8(ST), E2(S),
243,229, 365, E4(T), E11(T), E7(S)
431, 409
22. 552 18 551 353 321,519, 293 metil litospermat E5(T)



Cizelge 11 (devam) YBSK-KS/KS analizi sonucu tanimlamasi yapilan bilesikler

23.

24.

25.

26.

27.
28.
29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.
37.

38.

716 205 715 285 553, 535, 465, salvianolik asit C tirevi ~ E8(ST), E3(ST)
311, 241, 179,
135
494 21 493 295 313, 185, 267, izosalvianolik asit A E8(ST), E4(S), E3(ST)
179, 135
718 226 717 321 537, 519, 339, salvianolik asit B * E2(ST), E3(ST)
295,279 E4(ST), E7(ST)
E8(ST), E11(ST)
E10(ST)
520 241 519 339 321, 295, 267, salvianolik asit B tirevi ~ E4(S)
251
552 25 551 353 321, 519, 293 metil litospermat E5(S), E3(T)
492 284 491 311 267,179, 135 salvianolik asit C E4(T), E3(T)
552 31 551 193 161, 135, 359, metil litospermat E5(S)
133, 179, 519,
221,
494 324 493 161 359, 197, 179, salvianolik asit A E8(T), E4(ST), E3(T)
135
566 34 565 353 217, 327, 293, dimetil litospermat E5(ST)
243, 321
716 35 715 293 535, 517, 491, salvianolik asit C tirevi ~ E8(ST), E3(ST)
337, 311, 267,
197, 179, 135
746 354 745 533 321, 339, 295, dimetil litospermat B E5(ST)
507, 203, 371,
277
314  36.7 313 161 133 salvianolik asit F E3(TS)
Flavonoit glikozitler
594 121 593 353 473, 395, 383, apigenin-6,8-C E8(T), E4(T)
339, 297 diglukozit
450 148 449 287 151, 135 eriodiktiyol 7 glikozit* E5(S)
596 15.3 595 287 151 eriositrin* E2(ST), E3(ST),
E4(ST), E7(ST)
E8(ST), E11(ST)
E10(ST), E5(ST)
580 184 579 271 417, 313, 181, naringenin 7 rutinozit E2(S), E3(ST), EA4(S),
151 E7(S), E8(S), E10(S),

E11(S)



Cizelge 11 (devami) YBSK-KS/KS analizi sonucu tanimlamasi yapilan bilesikler

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45,

46.

47.

48.
49,
50.
51

594  18.9 593 285 327, 447, 285, luteolin rutinozit E2(ST), E8(ST), EA(S),
133, 256, 199, E3(ST)
175, 151, 133
448  19.2 447 285 327, 285, 255, luteolin 7 glukozit * E2(ST), E3(ST)
226, 211, 199, E4(ST), E7(ST)
133 E8(ST), E11(ST)
E10(ST), E5(ST)
610 19.9 609 301 343, 325, 286, hesperidin* E2(ST), E3(ST)
2o 1ok 134 E4(ST), E7(ST)
E8(ST), E11(ST)
E10(ST), E5(ST)
464  20.2 463 300/ 287,271, 151 hesperetin glukozit E8(ST), E5(S), E3(T)
301
578 21.7 577 269 269, 225, 183, apigenin rutinosit * E2(ST), E8(ST),
159, 117, 107 E3(ST)
432 224 431 268 269, 238, 211, apigenin glukozit* E2(ST), E8(ST),
183, 171, 117, E5(ST)
107
608 22.8 607 299 284 diosmetin rutinozit E3(S), E8(S), E2(S)
(diosmin)
594 294 593 285 351, 327, 309, izosakuranetin-7-O- E2(ST), E4(ST), E3(T)
285, 270, 243, neohesperosit, (ponsirin)
226, 164, 151
Flavonoit glukronitler
462 204 461 285 357, 327, 299, luteolin glukuronit veya E2(S), E8(ST), E4
161, 133 molekiil agirhigi 300 olan  (ST), E3(ST)
bir flavanoit ile
(diosmetin, kamferit,
krisoeriol) kafeik asit
birlesmesi
476 26.7 475 284 299, 256 diosmetin glukuronit E5(ST)
446 23,7 445 269 117,107, 113 apigenin glukuronit E11(T)
462 30.1 461 285 175, 153, 133 luteolin glukuronit E8(S)
624 36.3 623 285 447, 461, 323, luteolin  glukuronit ve E2(S), E8(ST), E4
299, 221, 179, hekzoz birlesmesi veya (ST), E3(ST)
161, 135 molekiil agirligi 300 olan

bir flavon ile
(diosmetin,kamferit,
krisoeriol vs) hekzoz
birlesmesi



Cizelge 11 (devam) YBSK-KS/KS analizi sonucu tanimlamasi yapilan bilesikler

52.
53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.
64.

65.

66.

67.

68.

Flavonoit asetilglikozitler

490 225 489 285 447, 429 luteolin asetilglukozit E5(S)
490 315 489 285 175, 327 izosakuranetin E5(S)
asetilglukozit
474 36.3 473 268 478, 268, 239, apigenin7-O E5(ST)
211, 167, 117, asetilglukozit olabilir
183
Rozmarinik asit tiirevleri
720 179 719 161 359, 197, 179, sagerinik asit E3(T), E4(T)
135
360 21.3 359 161 197,179, 135 rozmarinik asit* E2(ST), E3(ST)
E4(ST), E7(ST)
E8(ST), E11(T)
E10(ST), E5(T)
374 281 373 179 135, 161, 107 metil rozmarinat E2(S),E4(T),E5(ST),E3
S)
568 23 567 373 193,179, 135 metil rozmarinat ve kinik  E5(T), E2(S)
asit esterlesmesi olabilir
440 35 439 161 359, 259, 179, rozmarinik asit stlfat E8(T), E4(T), E3(T)
197, 161, 135 tuzu olabilir
388 35 387 179 135 dimetil rozmarinat E5(ST)
Flavonoit aglikonlar
302 35 301 301 286, 257, 242, hesperetin E4(S), E8(S)
199, 151, 108
306 195 305 225 147,97 12-hidroksijasmonat E8(ST), E2(S), E4(ST),
sitilfat E3(ST)
288 24.7 287 135 151, 107 eriodiktiyol* E8(S), E3(S)
272 33 271 271 177, 151, 119, naringenin * E2(ST), E3(ST)E4(ST), E7
107 E8(ST), E11(T)
E10(ST), E5(T)
300 34.7 299 284 255, 227, 186, Molekiil agirhg 300 E5(ST), E2(T),
137 olan metoksiflavanoit
(diosmetin, kamferit,
pratensein, farresol vs)
638 351 637 283 268 asetatin veya genkvanin E8(T)
tiirevi
286 353 285 133 241, 199, 175, luteolin * E2(S), E4(ST), E5(S),
151, 133, 107 E8(S), E3(T)
284  36.0 283 268 239,167 asesatin E8(T), E5(ST), E3(ST)



Cizelge 11 (devami) YBSK-KS/KS analizi sonucu tanimlamasi yapilan bilesikler

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

410 36.3 409 329 314, 299 trisin stilfat veya EB8(T), E3(T)
hidroksi -trimetoksi
flavon tiirevi siilfat tuzu
270 37.0 269 117 225, 151, 107 apigenin* E2(ST), E4(ST), E5(T),
E3(S)
330 37.2 329 299 314, 271 330amu’luk hidroksi - E2(ST), E5(S)
dimetoksi flavon Orn:
timusin
360 374 359 344 329 timonin (5,6,4 E2(ST), E5(ST), E3(S)
trihidroksi-7,8,3’-
trimetoksiflavon)  veya
bir baska trihidroksi-
trimetoksi flavon
346 335 345 330 315, 215 187 spikatosit B veya E2(ST)
tetrahidroksi-dimetoksi
flavon tiirevi olabilir
300 38.3 299 284 255, 227, 211, diosmetin veya 300amu E2(S), E8(ST), E4(ST),
200, 151, 134 digermetoksi E5(S), E3(ST)
flavonoitler:
krisoeriol, kamferit,
hispidulin, geraldol,
pratensein vs
360 39.2 359 329 344,314, 286, sideritiflavon (5,3,4'- E2(ST), E5(ST)
174, 133 trihidroksi-7,8,3'-
trimetoksiflavon)  veya
bir bagka trihidroksi-
trimetoksiflavon
(mentokiibanon,
timonin)
286  40.0 285 164 136, 151, 243, Molekiil —agirhigi 286 E2(S), E4(T), E5(T)
270 olan O-Metoksi
flavanoit: izo sakuranetin
veya sakuranetin
284 416 283 268 211, 195, 117 genkvanin E2(ST), E8(ST), E4(T),
E5(T), E3(ST)
Megastigman glikozitler
388 11 387 207 341, 163, 101 ikarisit Bs E8(ST), E2(ST), E4
(ST), E3(ST)
550 225 549 387 489, 207, 179, Ikarisit Bs glukopiranosit  E8(ST), E3(ST)
161, 135
Karbonhidratlar
666 2.4 665 503 545, 341, 413, stakioz E2(ST), E3(ST), 8(ST),
293, 203 E4(ST), E11(S)

*(S) Mentha spicata ssp. spicata ; (T) M. spicata ssp. tomentosa, (E2) etilasetat; (E3) %70
metanol; (E4) sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E7) %70 metanol diklorometan fraksiyonu; (E8)
%70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E10) sulu ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu
ekstre fraksiyon sonrasi sulu faza ait ekstreler.



Tabloda verilen molekiillerden bazilari standart kullanilarak belirlenmistir (*).
Diger tanimlamalar kaynak bilgileri 1s1ginda spektrumlar yorumlanarak
yapilmustir.

Tablodaki biitiin maddelerin Sinyal/Giiriiltii oran1 3 den biiyiiktiir ve tanimlama
sirasinda izlenen yol her molekiil i¢in tablo sonrasinda detayli olarak anlatilmistir.
Burada verilen sonuglarin sadece kiitle spektrumu sonuglar1 oldugunu ve standart
kullanilmayan maddeler i¢in kesin bir isimlendirmenin ancak diger spektroskobik
tekniklerinde kullanilarak yapilmasi gerekliligi kabul edilmistir.

YBSK-KS/KS Analizi Sonucu Elde Edilen Spektrumlarin
Degerlendirilmeleri

Hidroksisinnamik asit tiirevleri

Hidroksisinnamik asit tiirevleri bitkilerde ¢ok yaygin olarak bulunurlar. En ¢ok
bilinenleri 3,4-dihidroksisinnamik asit (kafeik asit), 3-metoksi-4-hidroksisinnamik
asit (ferulik asit), 4-hidroksisinnamik asit (p-kumarik asit) olarak siralanabilir.
Cogu zaman baska asitlerle konjugasyon yapabilirler. Konjugasyonu genellikle
kinik asitler ile yaparlar. 3-kafeoilkinik asit (klorojenik asit) en ¢ok bilinen
konjugasyon seklidir. Kafeik asitlerin kinik asitlerle olan esterleri kinik asite bagl
3, 4 veya 5 numarali karbondaki OH gruplar1 {lizerinden gergeklesmekte ve bu
esterler 3-kafeoilkinik asit, 4-kafeoilkinik asit veya 5-kafeoilkinik asit olarak
adlandirilmaktadir ve m/z353[M-H] molekiiler iyon pikine sahiptirler. Kafeik
asitlerin, ferulik asitlerin ve kumarik asitlerin kinik asitler ile konjugasyonu
sonucu olusan molekiillerin kiitle spektrumlar1 ile ilgili olarak Clifford ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 ayrintili ¢caligmalar mevcuttur. Bu ¢alismalarin
kafeoilkinik asitler i¢in olan kismimi 6zetlemek gerekirse: 3 ve 5 kafeoilkinik
asitlerde temel pik 191 (kinik asit) olarak gozlenirken 4-kafeoilkinik asitlerde
temel pik m/z173 olarak gbzlenmektedir. Diger bir ayrinti ise m/z 179 pikinin
bagil yogunludur. Bu pik 5-kafeoilkinik asitlerde hi¢ goriilmezken (veya cok az
goziikiirken) 3-kafeoilkinik asitlerde belirgin olarak goriilmektedir (Clifford ve
ark., 2003).

8]

8
§
HOOCEQ?OH
3
H OH

Sekil 14. Hidroksisinnamik asitlerin isimlendirilmesi (5-kafeoilkinik asit) (Clifford, 1999)

Ayni ¢alismaya gore benzer bir siniflandirma ferulik asitlerin Kinik asitler ile olan
konjugasyonlar:t sonucu olusan m/z 367[M-H] molekiiler iyon pikine sahip
feruloilkinik asitler i¢in de kullanilabilir. 3-Feruloilkinik asitler de temel pik m/z



193 olarak gozlenirken, 4-feruloilkinik asitlerde temel pik m/z 173 olarak, 5-
feruloilkinik asitlerde ise temel pik m/z 191 olarak gozlenmektedir.

Kumarik asitlerin kinik asitlerle yaptiklart konjugasyon sonucu olusan m/z 337
[M-H] molekiiler iyon pikine sahip kumaroilkinik asitler i¢inde durum benzerdir.
3-kumaroilkinik asitlerde temel pik m/z 163 iken 4-kumaroilkinik asitlerde temel
pik m/z 173, 5-kumaroilkinik asitlerde ise temel pik m/z 191 olarak
gozlenmektedir (Clifford ve ark., 2003).

Bu gruptaki maddelerin tanimlamalarinda bu kurallar g6z Oniinde
bulundurulmustur.

Kafeoilkinik asit tiirevleri:

m/z 353 [M-H] molekiiler iyon piki bitkide 3 farkli tutunma zamaninda
gozlenmistir.

1 numarah madde: 5. dakikada kolonu terk eden, m/z 353[M-H] molekiiler iyon
pikinin yaninda bagil yogunlugu en ¢ok olarak goriilen m/z 191(kinik asit) temel
pikli spektrum iizerinde yapilan incelemeler sonucu molekiiler iyon piki ve temel
pik arasindaki farki olusturan -162 amu’luk fark ilk bakista bir hekzoz (glukoz
veya galaktoz) kopmasini ¢agristirsada spektrum dikkatli incelendiginde 179 ve
135 pikleri de goriilmektedir. Bu pikler sirasiyla kafeik asit ve kafeik asit—-CO,
pikleridir. Bu bilgiler 1s18inda 5. dakika da kolonu terk eden madde 3-kafeoilkinik
asit (klorojenik asit) olarak tanimlanmustir (Clifford ve ark., 2003). (Sekil 15).

W ER| (353.02) Charge (+1) FT (250): Exp 3, 8.095 min from Sample 1 (FGE6A) of FGIBA wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 3.965 cps.

505, 191.0
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2.4e5 OH
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Sekil 15. 3-Kafeoilkinik asite ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi

5 numarah madde: 9. dakika da kolonu terk eden ve m/z 191 temel pikinin
yaninda m/z 173 ve m/z 135 pargalanmalar1 da gézlenen madde 5-kafeoilkinik asit
olarak adlandirilmistir (Sekil 16) (Clifford ve ark., 2003).



6 numaral madde: 9.2. dakika da kolonu terk eden ve m/z 173 temel pikinin
yaninda 191 ve 135 pargalanmalar1 da gosteren madde 4-kafeoilkinik asit olarak

adlandirilmistir (Sekil 17) (Clifford ve ark., 2003).

Kumaroilkinik asit tiirevleri

m/z 337[M-H] molekiiler iyon pikine sahip maddeye 2 farkli tutunma zamaninda
rastlanmigtir. Tanimlanmalarinda kullanilan metot yukaridan bahsedildigi i¢in bu

kisimda tekrar edilmemistir.

[ EPI (353.03) Charge (+1) FT (250): Exp 3, 6.147 min from Sample 1 (FGOBA) of FGABA wiff (Turbo Spray), Centroided
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Sekil 16. 5-Kafeoilkinik asite ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi

WP (353.07) Charge (+1) FT (250): Exp 3, 9.070 min from Sample 1

(FGBBF) of FGBAF wiff (Turbo Spray)
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Sekil 17. 4-Kafeoilkinik asite ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi




4 numarah madde: Tutunma zamani 8.1 olan m/z 337molekiiler iyon pikli ve m/z
163 temel pikli kiitle spektrumu (Sekil 18) incelendiginde 337 ve 163 pikleri
dikkat ¢ekmektedir. m/z 337 molekiil agirlikli ve m/z 163 temel pikli olan bu
madde 3-p-kumaroilkinik asit olarak belirlenmistir (Clifford ve ark., 2003).

8 numarah madde: 12. dakika da kolunu terk eden, m/z 337 molekiiler iyon pikli
ve m/z 173 temel pikli madde (Sekil 19) yukardaki bilgiler 1siginda 4
kumaroilkinik asit olarak belirlenmistir (Clifford ve ark., 2003).
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Sekil 18. 3-Kumaroilkinik asite ait kiitle spektrumu ve parc¢alanmasi

W _EP1 (337.05) Charge (+0) FT (250) Exp 3, 12.186 min from Sample 1 (1095F ) of fa96F Wil (Turbo Spray), Centroided Wax. 14e5 cps,
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Sekil 19. 4-Kumaroilkinik asite ait kiitle spektrumu ve par¢alanmasi



9 numarah ve 10 numarah maddeler: m/z 367 molekiiler iyon pikli maddeye
tutunma zamani 12 ve 14 olarak iki farkli zamanda rastlanmistir. 14. dakikada
kolonu terk eden (10 numarali madde) m/z 367 [M-H] molekiiler iyon pikinin
yaninda m/z 179 temel piki ve m/z 191 kinik asit piki goriilmiistiir (Sekil 20): m/z
191 piki ve molekiiler iyon piki arasindaki 176 amu’luk fark bir feruloil grubuna
isaret etmektedir. m/z 191’ise bir kinik asit grubudur. Bu durumda madde
feruloilkinik asit olarak tanimlanmistir. m/z 179 piki kinik asit grubu ayrildiktan
sonra metil grubunun kopmasi ile m/z 135’in ise karboksilik asit kismindan CO,
cikist sonrast olustugu disiiniilmektedir. Elde edilen bulgular kaynaklar ile
uyumludur (Ruiz ve ark., 2013). Fakat baglanma pozisyonlar1 ile ilgili bir bilgi
elde edilememistir. 9 numarali madde ise benzer parcalanmalar gostermis fakat
temel piki m/z 161 olarak bulunmustur. Her iki madde de feruloilkinik asit izomeri
olarak bulunmus fakat kinik asit ve ferulik asitin baglanma pozisyonlar1 tespit
edilememistir.

(W -EPI(367.11) Charge [+1) FT (250} Exp 3, 14.404 min from Sample 1 (FG100A001) of DaRFG100A Wi [Tureo Spray). CemmKed Wax 2 0es ops
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Sekil 20.Feruloilkinik asitin kiitle spektrumu ve par¢calanmasi

Kafeik asit ve diger tiirevleri

7 numarah madde: 11. dakikada kolonu terk eden, m/z 179 molekiil agirlikli ve
m/z 135 temel pikli madde ilizerinde yapilan ¢alismalarda (Sekil 21) kafeik asit
oldugu anlasilmistir. Bu maddenin dogrulugu standart kafeik asit kullanilarak da
dogrulanmistir.

15 numarah madde: Tutunma zamani 24.2 olan m/z 323 molekiil agirlikli ve m/z
135 temel pikli madde iizerinde yapilan incelemede (Sekil 22) molekiiliin bir
kafeik asit tiirevi oldugu dikkat ¢ekmektedir. Molekiiler iyon piki m/z 323 ‘iin
kafeik asit molekiil agirligindan 162 amu fazla olusu bir glukoz ile esterlesmeyi
diisiindiirmektedir. Kaynak taramalari da bu durumu dogrular niteliktedir ve
kaynaklarda kafeoil glukoz olarak adlandirilan aymi molekiil agirlikli ve ayni
pargalanmalara sahip maddeye rastlanmistir (Bastos ve ark., 2007; Chen ve ark.,



2011). Fakat kafeoil tinitesinin glukozun hangi karbonu (OH) iizerinde bulundugu
tespit edilememistir.

16 numarah madde: Tutunma zamani 28.7 olan m/z 207 molekiil agirlikli ve m/z
135 temel pikli molekiil {izerinde yapilan incelemelerde (Sekil 23) maddenin bir
kafeik asit tiirevi oldugu hemen goze carpmaktadir. Kafeik asit pargalanmalar1 m/z
179 ve m/z 135 in yaninda m/z 133 ve m/z 161 pikleri de gorilmektedir.
Molekiiler iyon piki m/z 207 ve kafeik asit molekiil agirligi arasinda 28 amu’luk
bir fark goriilmektedir. Bu fark bir etil kopmasini isaret etmektedir. Madde bu hali
ile kafeik asit etil esteri (etil kafeat) olarak tanimlanmistir
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Sekil 21. Kafeik asite ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi
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Sekil 22. Kafeoil glukozun kiitle spektrumu ve parcalanmasi



Metil etil gibi alt gruplarin maddenin polaritesine olan etkisinden dolay1 tutunma
zamanlarinda ciddi farkliliklar goriillmektedir (Chen ve ark., 2011). Sadece asit
ekstresinde rastlanan bu maddenin m/z 549 [M-H] molekiiliiniin par¢alanmasi
sonucu ortaya ¢iktig1r veya hidroliz prosediirii sonucu olustugu diistiniilmektedir
zira asit hidrolizi islemi sonrasi etil asetat ile fraksiyonlama yapilmistir. Madde
etil kafeat olarak kaynaklarda da kayithidir (Celli ve ark., 2007; Pellati ve ark.,
2011).
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Sekil 23. Etil kafeatin kiitle spektrumu ve parcalanmasi

11 numarah madde: 18.6 tutunma zamani ile kolonu tek eden ve m/z 259 [M-H]
molekiiler iyon pikli ve m/z 135 temel pikli madde {izerinde yapilan incelemeler
sonucu (Sekil 24) molekiiler iyon piki ve m/z 179 olarak goriilmekte ve bagil
yogunlugu ikinci en ¢ok olan pik arasinda 80 amu’luk fark goriilmektedir. Bu fark
stilffat grubu ile agiklanabilmektedir. m/z 179 ve beraberinde parg¢alanma iiriinii
olan m/z 135 karakteristik kafeik asit parcalanmalaridir. Bu bilgiler 1s18inda
molekiil kafeik asit siilfat tuzu olarak adlandirilmistir (Nakazawa ve ark., 1998;
Zhou ve ark., 2006; Stalmach ve ark., 2009). Siilfatin bagl oldugu pozisyon
tutunma zamanini etkiliyen faktorlerden birisi olmustur. 44 amu’luk CO; ¢ikisinin
goriilmesi stilfatlanmanin fenil halkas1 {izerinde 3 veya 4 pozisyonlarindan
oldugunu diistindiirmektedir. m/z 215 [M-H] iyonuda bu teoriyi dogrulamaktadir
ve molekiiler iyon piki m/z 259 dan CO; ¢ikisi ile olusmustur.
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Sekil 24. Kafeik asit siilfat tuzunun Kkiitle spektrumu ve parcalanmasi

2 numarah madde: 6.4 lincii dakikada kolonu terk eden m/z 315 molekiil agirlikli
madde tizerinde yapilan incelemelerde; maddede m/z 152 [M-H] protokatesik asit
(3,4 dihidroksibenzoik asit) veya gentisik asit (2,5 dihidroksibenzoik asit) oldugu
gortilmistiir. m/z 108 ise CO, ¢ikisiyla olusmustur. Protokatesik asit ve gentisik
asit UV spektrumlarindan kolayca ayrilabilir. Protokatesik asit 320 nm de gentisik
asitten daha yiiksek absorbans verir (Moran ve ark., 1998) 320 nm de verdigi
absorbansin  diistik olmast bu molekiiliin protokatesik asit oldugunu
diistindiirm{stiir.

[ _EPI (315.07) Gharge (+0) FT (250) EXp 3, 6.346 min from Sample 1 (FGBBA) of FGB8A will (Turbo Spray) Wax. 2.885 cps
2865 3180

2 6eb

m/z 108\ Q
2.4¢5 N J\ N
\\\ o
22e5 \
J oo
2.0e8 108.0 m/z 152

1865 1520

OH

1865 m/z 315 (M-H)

1.485

Intensity, cps

1.265

1.085

8.0e4

6.0e4

4.0e4

2.0e4

15B.5
111.50135.0 1651
P I

L L
100 150 200 250 200 250 400 450 500 550 600 650 700 750 800
miz, Da

Sekil 25. Protokatesik asit hekzozitin kiitle spektrumu ve parcalanmasi



Molekiiler iyon piki ile m/z 152 arasindaki 162 amu’luk farkin bir hekzozdan
geldigi anlasilmaktadir. Bu durumda madde protokatesik asit hekzozit
(muhtemelen glukozit) olmalidir (Sekil 25) (N. Fang ve ark., 2002; Cadiz-Gurrea
ve ark., 2013). Bu madde Mentha spicata da ilk kez tanimlanmasina ragmen daha
once diger Mentha tiirlerinde rastlanmistir (Kapp ve ark.2013).

Salvianolik asit tiirevleri

Salvianolik asit ve rozmarinik asit tlirevleri aslinda kafeik asit (KA) tiirevleridir.
Genel olarak ifade etmek gerekirse: rozmarinik asit iki kafeik asitin
birlesmesinden (kafeik asit dimeri), litospermik asit ve salvianolik asit C ii¢
kafeik asitin birlesmesinden (kafeik asit tirimeri), litospermik asit B (salvianolik
asit B) ve salvianolik asit E ise dort kafeik asit birlesmesinden (kafeik asit
tetrameri) olusmaktadir. Kiitle spektrumlarindaki par¢alanmalarinda m/z 179
kafeik asit ve/veya m/z 197 dansensu (3,4-dihidroksifenil laktik asit) kopmalari
seklinde gozlenmektedir. CO, ve CHj ¢ikislarina da siklikla rastlanmaktadir. Kiitle
spektrumlarinda bu kopmalar1 goérmek miimkiin olsa da sadece kiitle
spektroskopisi yontemleri kullanarak bu kopmalarin hangi kafeik asit veya
dangensu kaynakli oldugunu belirlenememistir (Zeng ve ark., 2006).

17 numaralh madde: Tutunma zamant 5.5 ‘inci dakika olan, m/z 395 molekiler
iyon pikli ve 197 temel pike sahip madde iizerinde yapilan incelemelerde (Sekil
26) m/z 179, 135 ve 123 iyonlarina da rastlanmustir.

m/z 395 iyonunun iki molekiil dansensu kondensasyonu sonucu olustugu
goriilmektedir ve maddenin ayrintili kiitle spektrumunda dansensu 197 [M-H]
iyonu da goriilmektedir. Kaynak taramalar1 bu tespiti dogrular nitelikte olup ayni
molekiil agirlikli ve ayni parcalanmalar dansensu dimeri olarak adlandirilmistir
(Chen ve ark., 2011).
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Intensity, cps

Sekil 26. Dansensu dimeri’ne ait kiitle spektrumu



Yapilan analizler de asit hidrolizi ekstrelerinde 2 farkli tutunma zamaninda ayni
molekiil agirlikli 2 farkli maddeye rastlanmistir (18 ve 19 numarali maddeler):

18 numarah madde: 7.1 tutunma zamani ile kolonu terk eden ve m/z 211
molekiiler iyon pikli m/z 167 temel pikli madde iizerinde yapilan analizler sonucu
(Sekil 27) m/z 123 ve m/z 93 iyonlarina rastlanmistir. Molekiiler iyon pikinin
dangensu m/z 197 [M-H] den 14 fazla oldugu goriilmiistiir ve bu durum akillara
dangensu metil esterini getirmistir. Ancak m/z 167 iyonunun karboksilik asitten
CO, cikist ile oldugu, benzer sekilde fenil halkasinin yan zincirden kopmasi ile de
m/z 123 iyonunun olustugu diisliniilmektedir ve daha once agiklandigi {izere
(dansensu dimeri) bu maddelerin salvianolik asit par¢alanmalar1 sonucu olustugu
varsayilarak kaynak bilgileri 1s18inda metil grubunun fenil halkasindaki OH
gruplarindan birinin iizerinde oldugu anlasilmistir. Madde metil dangensu olarak
tanimlanmuistir.

19 numarah madde: 8.5 tutunma zamani ile gelen bir diger m/z 211 molekiiler
iyon pikli madde iizerinde yapilan incelemelerde (Sekil 28) temel pik olarak m/z
123 molekiiliine ve eser miktarda m/z 179 iyonuna rastlanmistir. 179 iyonunun
dangensu dan (M-H-H;0) ¢ikisi ile olustugu diisiiniilmektedir. 8,5 tutunma zamani
ile kolonu terk eden maddenin pargalanma firiinleri Chen ve arkadaslarinin elde
ettigi dansensu metil kiitle spektrumu sonuglar1 ile uyum gostermektedir. Bu
bilgiler 15181in da bu molekiil metil dangensu olarak tanimlanmistir (Liu ve ark.,
2007; Chen ve ark., 2011).

Metillenmenin farkli pozisyonlardan gergeklesmis olmast 2 molekiil arasinda
goriilen tutunma zamani farkliligini agiklamaktadir fakat tam olarak metillenme
pozisyonlart belirlenememistir. 7.1 tutunma zamani ile gelen madde de m/z 123
iyonunun  olusmasi  metillenmenin  halka  i{izerinde oldugu zaman
gercekleseceginden muhtemelen bu madde dansensu 4 metil ester veya dansensu 5
metil ester iken tutunma zamani 8.5 olan madde de m/z 167 iyonunun goériilmemis
olmas1 metillenmenin karboksilik asit lizerinde oldugu fikrini uyandirmistir. Bu
teoriyi destekleyen bir bagka wunsur ise molekiiler iyon piki m/z

L =] (211.02) Charge (+0) FT (250): Exp 3, 7.100 min from Sample 1 (FG100A001) of DataFG100A.wiff (Turbo Spray), Centroided
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Sekil 27. Metil dansensunun kiitle spektrumu ve parcalanmasi



211 ve m/z 179 arasinda goriilen 32 amu’luk farktir ki bu bir metanol kopmasini
isaret etmektedir.

Boylesi bir kopma metillenmenin karboksilik asit {izerinde oldugunu gosteren bir
diger unsurdur. Muhtemel par¢alanma sekilleri bu bilgiler {izerinden ¢izilmistir.
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Sekil 28. Metil dansensunun kiitle spektrumu ve parcalanmasi

20 numarah madde: 12.8’inci dakikada kolonu terk eden ve m/z 225[M-H]
molekiiler iyon pikli ve m/z 123 temel pikli spektrum iizerinde yapilan
incelemelerde (Sekil 29): ilk dikkat g¢eken parcalanma m/z 123 ve 179
parcalanmas1 olmustur. Bu parg¢alanmalar daha 6nce bahsettigimiz metil dangsensu
parcalanmasi ile olusmaktaydi (Chen ve ark., 2011). Bu durumda bu madde
tizerinden hareket edilerek m/z 225 [M-H] molekiil agirliginin metil dangensu dan
14 fazla oldugu goriilmiistiir ve maddenin dimetil dansensu olabilecegi iizerinde
durulmustur. Chem draw {izerinde yapilan ¢izimlerde spektruma uyan
parcalanmalarinda goriilmesi molekiiliin dimetil dansensu olarak adlandirilmasini
saglamigtir.

21 numarah madde: 16. dakikada kolonu terk eden, m/z 717 [M-H] molekiil
agirlikli, m/z 475 temel pikli (sekil 30) 280 ve 320 nm lerde kuvvetli absorbans
veren madde iizerinde yapilan incelemeler sonucu: m/z 519 ve m/z 321 iyonunun
molekiilden dansensu (-198) m/z 339 ve eser miktarda goriilen m/z 537 iyonunun
ise kafeik asit (-180) kopmalar1 sonucu olustugu goriilmistiir. m/z 475 temel
pikinin ise m/z 519 dan CO, cikisi ile olustugu goriilmiistiir. Dangensu ve kafeik
asit kopmalar1 bu molekiiliin bir kafeik asit tiirevi, molekiil agirhigi da dikkate
alindiginda bir kafeik asit tetrameri oldugu goriilmektedir. Molekiil agirligi m/z
718 olarak bilinen 3 salvianolik asit tiirevi vardir. Bunlar: salvianolik asit B,
salvianolik asit E ve salvianolik asit L dir (Barros ve ark., 2013). Bunlar
arasindaki ayirim kolondan ¢ikis sirasina gore yapilabilir. Ters faz kolonda bu
maddeler salvianolik asit E, salvianolik asit B, salvianolik asit L siralamasi ile



kolonu terk ederler (Liu ve ark., 2007). Bazi yaymlarda ise bu siralamada
salvianolik asit B ve E nin yerleri tam tersi olarak verilmistir (Miron ve ark.,
2013). Fakat bu yayinlarda ortak olan nokta salvianolik asit L nin kolonu
rozmarinik asitten ve diger iki izomerinden sonra terk ettigi yoniindedir.
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Sekil 29. Dimetil dansensunun Kkiitle spektrumu ve parcalanmasi

Bu maddenin dogrulugu standart salvianolik asit B kullanilarak yapilmistir.
Alikonma zamaninin salvianolik asit B den ve rozmarinik asitten erken
olmasindan dolay1 bu madde salvianolik asit E olarak tanimlanmistir (Ferreres ve
ark., 2013; Miron ve ark., 2013).
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Sekil 30 Salvianolik asit E’nin kiitle spektrumu ve parcalanmasi



22 numarah madde: Tutunma zamani 17.8 olan ve m/z 551[M-H] molekiiler
iyon piki ve m/z 197 temel pike sahip spektrum {izerinde yapilan incelemeler
sonucu (Sekil 31): Molekiiler iyon piki m/z 551 den sonra m/z 519, m/z 371, m/z
353, m/z 339, m/z 321 iyonlar1 goriilmektedir. m/z 551 ve m/z 519 arasindaki 32
amu’luk fark metanol kopmasina isaret etmektedir. Bu durumda molekiilde en az
bir metoksi grubundan s6z edebiliriz. m/z 551 ve m/z 371 arasindaki 180 amu’luk
fark ise kafeik asit grubunu isaret eder. m/z 551 ve m/z 353 arasindaki 198 lik fark
bir dansensudan ileri gelmis olmalidir. Dansensu ve kafeik asit birlesmelerine
genel olarak litospermik ve salvianolik asit tiirevlerinde rastlanmaktadir ve her
ikiside kafeik asit tiirevleridir. m/z 551 ve m/z 339 arasindaki 212 amu’luk fark da
bir kafeik asit veya dansensu ile ilintili olmalidir nitekim 212 amu’luk farkin
kafeik asit ve MeOH kopmasi sonucu 180+32 olustugu sonucuna varilmistir.
Benzer sekilde m/z 551 ve m/z 321 arasindaki 230 luk farkda kafeik asit veya
dangensu ile ilgili olacagindan inceleme bu yonde yapilmis ve sonug olarak m/z
232 nin dangensu ve MeOH 198 +32 birlesmesinden olustugu anlagilmistir. Temel
pik olarak goriilen m/z 197 [M-H] ise dansensunun kendisidir ve takip eden pikleri
m/z 179 ve m/z 135 ise sirasiyla su ve karbondioksit ¢ikiglart sonucunda
olusmustur.

Molekiil agirlhigi dikkate alinacak olursa m/z 551[M-H] litospermik asit m/z 537
[M-H] den bir metil grubu fazla olarak goriilecektir ki MeOH kayiplarida bu
metillenme dolayis1 ile gerceklesmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda molekiiliimiiz

monometil litospermat olarak adlandirilmistir ve kaynak bilgileri ile uyumludur
(Zeng ve ark., 2006).

Metillenme pozisyonu icin degerlendirme yapmak gerekirse hem dansensu hem
de kafeik asit ile etkilesime girecek bir noktada bulunmalidir ki her iki durumdada
32 MeOH kopmalar1 gozlenebilsin. Bu durumda en uygun pozisyon furan
halkasindaki karboksilik asitin hidroksil grubu olarak goriilmektedir. Bu madde
icin pargalanma semasi ¢izilmemistir. Ciinkii litospermik asitler belli bir diizen
icinde parcalanma gostermemektedirler.
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23 numarah madde: Salvianolik asit C tiirevi ayrintili aciklamalar bir diger
salvianolik asit C tiirevi olan 32 numarali madde i¢in yapilmistir.

24 numarah madde: Rozmarinik asitten hemen oOnce gelen m/z 493[M-H]
molekiil agirlikli (Sekil 32) ve karakteristik par¢alanma iiriinleri olan kafeik asit
kayb1 (-180amu) ile olusan m/z 313 ve dansensu kaybi (-198 amu) ile olusan 295
lik pargcalanma fdirlinleri bu maddenin bir kafeik asit trimeri oldugunu
gostermektedir. m/z 185 iyonu 295 iyonundan 3,4 dihidroksifenil (-110)
halkasinin kopmasi (Zeng ve ark., 2006; Liu ve ark., 2007) ve m/z 313 den su ve
3,4 dihidroksifenil (-110) halkas1 kopmasi sonucu 2 ayri kaynaktan olugsmaktadir.
Bu durum 185’in bagil yogunlugunun neden yiiksek oldugunu acgiklamaktadir.
Yapilan kaynak taramalari bu maddenin salvianolik asit A izomeri oldugunu
gostermektedir. Pargalanma semasi1 Liu ve arkadaslarimin ¢alismasi kullanilarak
cizilmistir (Kapp ve ark.2013, Barros ve ark., 2012).
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Sekil 32. izosalvianolik asit A kiitle spektrumu ve parcalanmasi

25 numarah madde: Rozmarinik asitten hemen sonra kolonu terk eden ve m/z
717[M-H] molekiil agirliklt molekiil iizerinde yapilan analizler sonucu (Sekil 33):
ana molekiilden dansensu (-198) ve kafeik asit (-180) kopmalar1 gozlenmistir. Bu
kopmalar salvianolik asit tiirevlerini diisiindiirmektedir. Molekiil agirligi1 718 olan
salvianolik asitlerden bilinenleri salvianolik asit E ve salvianolik asit L ile birlikte
salvianolik asit B dir (Barros ve ark., 2013). Elimizde mevcut olan standart
salvianolik asit B ile yapilan g¢alismalarda tutunma zamanmin ve pargalanma
irlinlerinin de ayni oldugu gozlenmis ve molekiil salvianolik asit B olarak
adlandirilmistir.

26 numaralh madde: Bu madde {izerinde yapilan incelemeler m/z 519 [M-H]
molekiiler iyon pikinin yaninda m/z 339 temel piki gozlenmistir. Spektrumda
gozlenen diger iyonlar sirastyla m/z 321-295-267 ve 251 olmustur. Bu maddenin
degerlendirilmesi bu veriler 1s18inda miimkiin olmamis fakat spektrum
incelendiginde maddenin salvionolik asit B den 1 molekiil dansensu (197 amu)




eksik olarak gorilmistiir. Molekiiler iyon piki ve temel pik arasindaki 180
amu’luk luk fark ise 1 kafeik asit olmalidir. Madde bu haliyle salvionalik asit B
den dansensu kopmasi seklinde goriinmektedir. Bulundugu ekstrenin bir asit
hidrolizi ekstresi oldugu da diistliniilecek olursa 26 numarali maddenin salvionalik
asit B’ nin parcalanmasi sonucu olustugu diisiintilebilir.
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Sekil 33. Salvianolik asit B kiitle spektrumu ve parcalanmasi

27 numarah madde: Tutunma zamani 25.17 olan ve m/z 551 [M-H] molekiiler
iyon piki ve m/z 551 temel pike sahip spektrum {izerinde yapilan incelemeler
sonucu (Sekil 34): Molekiiler iyon piki m/z 551 den sonra m/z 519, m/z 353, m/z
321 iyonlar1 gorilmektedir. m/z 551 ve m/z 519 arasindaki 32amu’luk fark
metanol kopmasina isaret etmektedir. Bu durumda molekiilde en az bir metoksi
grubundan soz edebiliriz. m/z 551 ve m/z 353 arasindaki 198’lik fark bir
dangensudan ileri gelmis olmalidir. m/z 551 ve m/z 321 arasindaki 230 amu’luk
fark bir dangensu ve metanol kopmasi (198 +32) sonucu olusmus olmalidir. Bu ve
benzeri parcalanmalara tutunma zamanlar1 17,8 (22 numarali madde) ve 31 ( 29
numaralt madde) olan monometil litospermat molekiiliinde de rastlanmistir. Ayni
molekiil agirlikli ve benzer parcalanmalar gosteren bu molekiiller de monometil
litospermat olarak adlandirilmistir. iki farkli zamanda alikonan bu molekiillerde
tutunma zamani etkileyen faktoriin metillenme pozisyonlarinda ki farkliliktan
ileri geldigi diisiiniilmektedir. Kaynaklarda monometil litospermat ve ayrintili
kiitle spektrumu sonuglar1 da kayitlidir (Zeng ve ark., 2006).
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Sekil 34 Monometil litospermat izomeri ne ait kiitle spektrumu

28 numarah madde: 28.5 tutunma zamani ile kolonu terk eden m/z 491 [M-H]
molekiiler iyon pikli ve m/z 311 temel pikli molekiil izerinde yapilan incelemeler
sonucu (Sekil 35): molekiiler iyon piki ve temel pik arasindaki 180 amu’luk fark
bir kafeik asit kopmasi m/z 311 ve m/z 267 arasindaki 44 amu’luk fark CO,
cikisini, m/z 179 kopan kafeik asite ait [M-H] piki ve m/z 135 ise kafeik asit- CO,
pikidir. Molekiil agirligi, ve kafeik asit tiirevi goz Oniine alindiginda bir
salvianolik asit tiirevi oldugu anlasilmaktadir. Kaynaklara gore bu molekiil agirligi
ve parcalanmalar salvianolik asit C’ye aittir (Liu ve ark., 2007; Barros ve ark.,
2013; Ferreres ve ark., 2013; Miron ve ark., 2013). Molekiil salvianolik asit C
olarak adlandirilmistir.
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Sekil 35. Salvianolik asit C ye ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi




30 numarah madde: 32.7’inci dakikada gelen m/z 493 [M-H] molekiil agirlikli
madde ve karakteristik parcalanma tirtinleri olan m/z 359, 295,197,161 ve 135 lik
parcalanma iriinleri bu maddenin bir kafeik asit trimeri ve dolayisiyla bir
rozmarinik asit tlirevi (kafeik asit dimeri) oldugunu gostermektedir (Sekil 36).
Yapilan kaynak arastirmalarinda bu maddenin salvianolik asit A oldugunu
gostermektedir (Lu ve ark., 2002; Barros ve ark., 2013). Ayn1 kaynaklara gore bu
madde yiiksek miktarda antioksidan etkilidir ve stabilitesi de oldukca diigiiktiir ve
derhal m/z 491 molekiil agirlikli salvianolik asit C ye doniisebilir ki yapilan
analizlerde 28.5’inci dakikada kolonu terk eden m/z 491, 311, 197 parcalanma
irlinlerine sahip bir maddeye de rastlanmistir. Kaynaklara goére bu madde
salvianolik asit C olmalidir (Zeng ve ark., 2006; Chen ve ark., 2011). Bu
maddenin dogal olarak bulunabilecegi gibi salvianolik asit A nin bozulmasi ile de
olustugu rapor edilmistir (Barros ve ark., 2013). Eger bu molekiil tamamen
salvianolik asit A ‘nin bozulmasi ile olusuyor olsa idi kaynak taramalarinda ve
yaptigimiz analizlerde salvianolik asit A ve salvianolik asit C ye ayni anda
rastlamamiz imkan miimkiin olmayacakti fakat kaynak taramalar1 her ikisinin de
bir arada bulundugu analizleri rapor etmislerdir (Chen ve ark., 2011)
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Sekil 36. Salvianolik asit A ya ait Kkiitle spektrumu ve parcalanmasi

31 numarah madde: Tutunma zamani 34 olan ve m/z 565 [M-H] molekiiler iyon
piki ve m/z 353 temel pike sahip spektrum iizerinde yapilan incelemeler sonucu
(Sekil 37): Molekiiler iyon piki m/z 565 den sonra m/z 533, m/z 353, m/z 371
iyonlart goriilmektedir. m/z 565 ve m/z 353 arasindaki 212 amu’luk fark dansensu
ve metil kopmas1 (198+14), 533 ve 353 arasindaki 180 amu ise bir kafeik asit
kopmasini gostermektedir. m/z 565 ve m/z 371 arasindaki 194°liik fark kafeik asit
ve metil kopmasini (180 +14) gostermektedir. 565 ve 335 arasindaki 230 amu’luk
fark bir dansensu ve metanol kopmasi (198 +32) sonucu olusmus olmalidir.



Bu ve benzeri kopmalara monometil litospermat molekiiliinde de rastlanmisti ve
ilgili yerlerde bu molekiil ile ilgili de ayrintili agiklamalarda bulunulmustu.

Molekiil agirligr 551 olarak bulunan monometil litospermat ve molekiil agirlig
m/z 565 olarak bulunan bu molekiil arasindaki 14 amu’luk fark bir metil grubunu
daha isaret eder. Bu durumda molekiiliimiiz dimetil litospermat olmalidir.
Metillenme pozisyonlar ile ilgili olarak bu bilgiler 1s181nda bir sey sdylemek ¢ok
dogru olmasada 32 amu’luk metanol ¢ikislar1 gz Oniiniine alindiginda metillerden
en az birinin karboksilik asit itizerinde oldugunu diisiinebiliriz. Molekiile
kaynaklarda raslanmistir (Zeng ve ark., 2006).

W -EP1(565.16) Charge (+1) FT (250): Exp 3,34.015 min fom Sample 1 (FG100A001) of DataFG100A wiff (T urbo Spray), Centored Wax B35 ops.
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Sekil 37. Dimetil litospermat kiitle spektrumu

32 numarah madde: m/z 715 molekiil agirlikli m/z 293 temel pikli molekiil
tizerinde yapilan incelemeler sonucu (Sekil 38) molekiiler iyon piki m/z 715 ve
535 arasindaki 180 amu’luk fark molekiilden bir kafeik asit koptugunu
gostermektedir. Maddenin kafeik asit tiirevi oldugu 179 ve 135 molekiil agirlikli
piklerden de anlagilabilmektedir. Salvianolik asit C m/z 491 molekiil agirlikli
oldugunu daha oncede tartismistik. Parcalanmalar incelendiginde m/z 535
parcalanmasinin salvianolik asit C den 44 amu fazla oldugu goriilecektir ki bu bir
karboksil grubunu isaret eder. Bu maddenin ne oldugu tam olarak
anlagilamamistir. Fakat salvianolik asit C tiirevi olarak adlandirilmistir. Bu
maddeye son yillarda yapilan 2 ¢alismada da rastlanmis fakat yapisi tam olarak
aydinlatilamamustir (Barros ve ark., 2012; Miron ve ark., 2013).
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Sekil 38. Salvianolik asit C tiirevi maddeye ait kiitle spektrumu

33 numarah madde: Tutunma zamani 35.3 olan m/z 745 molekiiler iyon pikli ve
m/z 533 temel pikli molekiil iizerinde yapilan incelemeler sonucu (Sekil 39):
molekiiler iyon piki 745 ve temel pik 533 arasindaki ve de 533 ile 321 arasindaki
212 amu’luk fark dangensu ve metil kopmasi (198+14), 533 ve 339 arasindaki
194 liik fark kafeik asit ve metil kopmasini (180 +14) 339 ve 159 arasindaki 180
amu ise bir kafeik asit kopmasini gostermektedir. Bu durumda bazilari
metillenmis kafeik asit ve dangensu parcalanmalarini irdelemek gerekmistir. Bu
madde bir salvianolik asit tiirevinin metil esteri olmalidir. m/z 745 molekiil agirlig
bakimindan en yakin olan m/z 717 ile salvianolik asit B dir ve m/z 745 ile
arasindaki 28 amu’luk fark dimetil grubunu isaret eder. Bu bilgiler 1s1ginda madde
Dimetil salvianolik asit B (dimetil litospermik asit B) olarak adlandirilmistir.
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Sekil 39. Dimetil litospermik asit B kiitle spektrumu



34 numaralh madde: m/z 313 [M—H] molekiilii iizerinde yapilan ¢aligmalar
sonucu (Sekil 40): Kiitle spektrumunda, 313 ve 133 iyonlar1 arasindaki 180
amu’luk fark dikkat c¢ekmistir ve bunun bir kafeik asit kopmasi oldugunu
distindiirmiistiir. 313 ve 269 arasindaki farktan ileri gelen 44 amu CO; ¢ikisi ile
meydana gelmistir. Salvianolik asitlerin kafeik asit tiirevi olmalar1 arastirmalarin
salvianolik asitler Tlizerine yogunlasmasini saglamis ve yapilan kaynak
aragtirmalart sonucu salvianolik asit F’nin ayni molekiil agirlikta oldugu
gorlilmiigtiir. Chem Draw {izerinde yapilan pargalamalar ve kaynak destekli
fragmentler sonucu 161 molekiil agirlikli iyonunda dihidroksi benzen
kopmasindan ileri geldigi anlagilmistir ve molekiil salvianolik asit F olarak
tamimlanmustir. (Liu ve ark., 2007a ve b). Bu molekiil hakkinda stiphe uyandiran
tek sey alikonma zamaninin rozmarinik asitten sonra olmasidir. Bu konudaki
yayinlarda rozmarinik asitten dnce geldigi (Chen ve ark., 2011) ve baz1 yayinlarda
ise rozmarinik asitten sonra geldigi (Barros ve ark., 2013) ile ilgili bilgiler
mevcuttur. Barros ve arkadaglart bu durumu yayinlarinda belirtmigler ve molekiilii
salvianolik asit F izomeri olarak adlandirmislardir.
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Sekil 40 Salvianolik asit F ye ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi

Flavonoit glikozitleri

Flavonoit glikozitlerin kiitle spektrumlarinin incelenmesinde aglikona ait iyon
pikinin belirlenmesi ve bu pik ile molekiiler iyon piki ile arasindaki farkin
(glikonun) yorumlanmasina yoénelik incelemelerde bulunulmustur. Bu yontem O
glikozitlerinde yorum yapilmasina olanak saglasada C glikozitlerinde gegerliligini
yitirmistir. BOylesi durumlarda glikon kismina ait yapr once belirlenmis ve
molekiiler iyon piki ile arasindaki fark (aglikon) belirlenerek yapi aydinlatilmaya
caligilmastir.




35 numaralh madde: Tutunma zamani 12. dakika olan ve molekiil agirlig
593[M-H] bagil yogunlugu en yiiksek pargalanma {iirtini m/z 473 olan ve
devaminda m/z 383 ve m/z 353 parcalanmalar1 gosteren madde ilizerinde yapilan
caligmalar sonucu (Sekil 41): Spektrum incelendiginde ilk bakista molekiil ile
ilgili bir ipucu elde edilememistir. Bu durumda molekiiliin bir C-glikoziti olma
ihtimali tizerinde durulmustur. C-C baglarinin kolayca parcalanamamasi sebebiyle
C glikozitlerinin kiitle spektrumlarinda glikoziti olusturan aglikon kisimlarina
rastlanamamaktadir. Buna karsin seker molekiiliinde bulunan C-O baglarinin
birbirinden ayrilmasi ile olusan 90 amu ve 120 amu’luk karakteristik kopmalar
gozlenmektedir (Parejo ve ark., 2004a). m/z 473(M-H-120) m/z 353 (M-H-120-
120 ) ve m/z 383 (M-H-120-90) bu sekilde pargalanmalar gdstermislerdir. Bu
bilgiler 1s18inda bilesigin 2 hekzoz icerdigini (glukoz veya galaktoz)
sdyleyebiliriz. Iki glukozun molekiil agirhig: 324 amu yapar. Bu glikozitin glikon
kismi ise aglikon kismi 593-324=269 dur. m/z 269[M-H] karakteristik apigenin
molekiil agirligidir. Apigenin'in formiiliine bakacak olursak C’na baglanacak
muhtemel baglanma yerlerinin de 6 ve 8 numarali karbonlar oldugu goriilecektir.
Dolayisiyla bu madde 6-8 dihekzozil apigenin (apigenin 6,8-C diglukozit) olarak
tanimlanmistir ve kaynak bilgilerine uygundur (Parejo ve ark., 2004b).
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Sekil 41. 6,8-Dihekzozil Apigeninin Kkiitle spektrumu ve par¢alanmasi

36 numaral madde: 15.3 tutunma zamani ile kolonu terk eden, m/z 449 [M-H]
molekiiler iyon piki ile birlikte m/z 287 temel piki gozlenen spektrum tiizerin de
yapilan incelemelerde (Sekil 42) ilk dikkati ¢ceken temel pik olmustur. m/z 287
eriodiktiyole ait molekiil agirligidir ve takip eden pargalanmalar da eriodiktiyol
parcalanmalaridir. Molekiiler iyon piki m/z 449 ile temel pik eriodiktiyol
arasindaki 162 amu’luk fark bir glukoz molekiiliinii isaret etmekte molekiiliin ¢ok
kuvvetli bir olasilikla eriodiktiyol glukozit oldugunu diisiindiirmektedir.



Daha sonra deginecegimiz bir bagka molekiil olan eriodiktiyol 7-O-rutinozit de
benzer bir tutunma zamani ile kolonu terk etmistir ve rutinozlarin glukoz ve
ramnoz kondensasyonundan olustugu diisiiniilecek olursa muhtemeldir ki asit
hidroliz esnasinda eriodiktiyol rutinozitten bir molekiil ramnoz kopmus ve
eriodiktiyol glukozit olusmustur.

Burada ¢eliski yaratan bir durum varsa oda maddenin tutunma zamanidir: Her ne
kadar eriodiktiyol rutinozit ile ayni tutunma zamaninda gelmis olsada bu
maddenin tutunma zamani, polaritesi ve kullanilan kolon goz oniine alindiginda
erodiktiyol rutinozitden biraz daha yiiksek olmasi beklenirdi.

Tutunma zamanindaki bu farklilik asitligin polariteyi arttirmis ve tutunma
zamanini One ¢ekmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir veya aglikon olarak
eriodiktiyol yerine eriodiktiyol ile ayni molekiil agirlikli olabilecek hidroksi
apigenin, fustin gibi diger molekiillerle olusmus bir glikozitten bahsediyor
olabiliriz ki bu ihtimalde asit hidrolizi ve diger ekstrelerde birden fazla m/z 287
molekiili goriilmesini gerektirirdi. Bu ihtimali gbz ardi eden unsur ise su
olmustur: m/z 287 tim bitkide bir tane bulunmus ve oda eriodiktiyol olarak
standart ile teyit edilmistir. Bu bilgiler 1s181nda madde eriodiktiyol glukozit olarak
adlandirilmistir.
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Sekil 42. Eriodiktiyol glukozit kiitle spektrumu



37 numarah madde: 15.3’lincii dakikada kolonu terk eden bilesigin m/z 595 (M -
H) molekiil agirlikli ve bir rutinoz kayb1 ile olusan, m/z 287 temel pikli (M - H-
308) oldugu gorilmiistiir (sekil 43). Bu durum molekiiliin eriodiktiyol rutinozit

olasiligini disiindiirmiis ve m/z 287 temel pikine ait diger pargalanmalar
incelenmistir. Par¢alanmalarin m/z 269 m/z 151 ve m/z 135 olarak goriilmesi
standart eriodiktiyol parcalanmalari oldugunu dogrulamistir. Boylece molekiil
eriodiktiyol rutinozit olarak ve standart eriositrin kullanilarak yapilan ¢alismalar
ile de molekiil eriodiktiyol-7-rutinozit (eriositrin) olarak adlandirilmistir. Bu

sonug kaynak bilgileri ile de dogrulanmistir (Gattuso ve ark., 2006) .

38 numaralh madde: 18.3’lincli dakikada kolonu terk eden ve m/z 579 [M-H]
molekiil agirlikli ve m/z 271 temel pikli molekiil tizerinde yapilan incelemeler
sonucu (Sekil 44): temel pikten sonra bagil yogunlugu en ¢ok olarak goériilen m/z
417 (y1) pikinin molekiiler iyon pikinden 162 kayipla (gukoz kaybi) olustugu,
temel pik olan 271(yo) in ise glukoz kopmasi ardindan 146 (ramnoz) kaybi ile
ortaya ciktig1 goriilmiistiir. Bu durumda molekiiliin aglikon kismi glikoz ve
ramnoz dan olusan bir disakkarit olmalidir. Yani rutinoz veya neohesperidoz
olmalidir. Bu 2 disakkarit de glukoz ve ramnoz kondensasyonundan olusur ve
molekiil agirligi 308’dir fakat birbirlerine baglanma pozisyonlar1 farklidir
(rutinozda: ramnoz ve glukoz (1-6) seklinde baglanirken neohesperidozda: ramnoz
ve glukoz (1-2) glikozitik baglar ile birbirlerine baglanirlar).
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Sekil 43. Eriositrine ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi

Rutinozitlerin ve hesperiozitlerin birbirinden ayirt edilmeleri konusunda iki farkli
gorlis vardir: ilk goriise gore, molekiiler iyon piki ve temel pik arasinda baska
parcalanma goriilmemesi (disakkarit par¢alanmasi olmamasi) molekiiliintin bir
rutinoz oldugunu gdstermektedir (Sanchez-Rabaneda ve ark., 2003a). ikinci bir
goriisiin sahibi olan Cuykens ve arkadaslari durumun tam tersi seklinde oldugunu,
rutinozitlerin parcalanmalarinin neohesperiozit lerden

daha fazla oldugunu




belitmektedirler (Cuyckens ve ark.,, 2004). Standart olarak kullanilan
rutinozitlerden yola ¢ikarak olusturdugum sahsi goriisiim ise: bu konuda
Cuyckens ve arkadaglarinin genel olarak hakli oldugu rutinozitlerde
par¢alanmanin daha fazla olacagi yoniindedir (Yo/y; oraninin neohesperozit lerde
daha biiyiik olacagi) fakat hesperidin (hesperetin rutinozit) gibi bazi rutinozitlerde
ise Sanches ve arkadaslarinin goriisiine gore parcalanma goriilmiistiir. Bundan
sonraki degerlendirmelerde eger standart kullanilmadiysa bu iki goriis de dogru
kabul edilmis ve rutinozitler ve neohesperozitler arasinda bir ayrim yapilmamustir.

Aglikon olarak goriilen m/z 271 iyonu ise karakteristik naringenin parcalanmalari
gOstermistir. (m/z 181 ve m/z 151) ve yukardaki agiklamalar 1s1ginda (diisiik yo/y1
orani) molekiil naringenin-7-O-rutinozit (narirutin) olarak adlandirilmistir. Bu
sonug kaynak bilgileri ile de uyumludur (Parejo ve ark., 2004b). Standart narirutin
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda sonucu dogrulamaktadir.

Yapilan analizlerde m/z 593[M-H] molekiil agirlikli ve m/z 285 temel pike sahip 2
adet molekiile rastlanmistir (Sekil 45).

39 numarali madde: Tutunma zaman 18.8 olan ilk molekiiliin ayrintili kiitle
spektrumu analizlerinde (Sekil 46) m/z 285 iyonunun 256, 227, 199, 133, 107
parcalanmalar1 gozlenmistir ki bu parcalanmalar luteolinin karakteristik
parcalanmalaridir (Gates ve ark., 2012). Fakat benzer parcalanmalar molekiil
formiilinde bir OH grubunun yer degistirmesi ile olusan kamferol i¢in de
gecerlidir.

271.0
1.20e5

1.15e5 OH

1.10e5
OH
1.05e5 o

1.00e5
9 50e4
9.00e4

8.50e4 OH OH

8.00e4
7.50e4
7.0084 m/z 579 (M-H)
6.50e4
6.00e4

Intensity, cps

5.50e4
5.00e4
4.50e4 4171
4.00e4
35084 151.0 570.0
3.00e4 1811
2.50e4
2.00e4
1.50e4

1.00e4 313.0

5000.00 177-0

L] i |- | |‘ | 11 |

[ W EPI (579.15) Charge (+1) FT (250): Exp 3, 18.370 min from Sample 1 (fg36F) of Tg96F.wiff (Turbo Spray) Wax. 12e5 cps

166.0
0.00M L1 (1Ll \L !
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
miz, Da

800

Sekil 44. Naringenin rutinozite ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi

Molekiiler iyon piki ve temel pik arasinda olusan 308°lik fark ise, bir ramnoz ve
glukoz birlesmesinden olusan, rutinoz veya neohesperiodoz olmalidir bu 2
disakkarit arasinda ki tek fark ise ramnoz ve glukozun baglanma
pozisyonlarindan kaynaklanmaktadir. Molekiiler iyon piki ve aglikon piki
arasinda parcalanma goOriilmemis olmas1 (yiiksek y0/yl orani1) molekiiliin




luteolin/kamferol neohesperiosid (veya bir baska goriise gore rutinozit)
olabilecegini diisiindiirmiistiir. m/z 285 agirhikli molekiile bitkide iki yerde
rastlanildig1 goz Oniine alindiginda ise (sekil 45) molekiil luteolin rutinosit olarak
adlandirilmistir.

46 numarali madde: m/z 593 molekiil agirlik bir baska pik ise 29.1 tutunma
zamani ile kolonu terk eden ve m/z 285 temel pikli molekiildiir. m/z 285 iyonunun
ayrintili par¢alanmalarin da (Sekil 47) ise m/z 270, 243, 226 ve 164 iyonlari
gbézlenmistir. Bu parcalanmalar dikkatli incelendiginde 270 iyonu goze
carpmaktadir. Bu durum madde de bir metil grubu oldugunu gostermektedir.
Sartlar boyle iken yapisinda metil tagiyan ve molekiil agirligr 285 olan glikonlar
arasinda sakuranetin (7-metil naringenin) ve izosakuranetin (4'-metilnaringenin)
(sekil 48) bulunmaktadir. Naringeninin bitkide aglikon olarak da bulunmasi
sakuranetin veya izosakuranetin ihtimallerini oldukga arttirmistir.

Sakuranetin’in metillenmeyi 7 nolu karbon ilizerinden yapmis olmasi bir glikonla
baglanma oranini diistirmiistiir. Bu durumda ilgi izosakuranetin tistiinde
yogunlagmustir. Kaynaklar da bu durumu dogrular niteliktedir. m/z 270, 243, 226
ve 164 karakteristik izosakuranetin pargalanmalaridir (Fabre ve ark., 2001,
Silberberg ve ark., 2006). Molekiiler iyon piki m/z 593 ve temel pik m/z 285
arasindaki 308 amu’luk fark rutinoz veya neohesperidoz olmalidir. Cuyckens ve
arkadaslarinin goriistine gore 327 ve 309 luk parcalanmalar goriilmesi, y;
iyonunun  goriilmemesi  yo/y; oranmi arttirdigindan, molekiiliniin  bir
neohesperidoz olarak tanimlanmistir (Cuyckens ve ark., 2004). Bu durumda 29.1
tutunma zamani ile kolonu terk eden molekiil izosakuranetin-7-neohesperosit
(ponsirin) olarak adlandirilmistir.

Bu molekiillere ait aglikonlarda kolonu 35. dakikada luteolin (Sekil 49) ve
40.dakikada izosakuranetin (Sekil 50) olarak terk etmislerdir.
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Sekil 45. m/z 593[M-H] ve m/z 285 [M-H] molekiillerini gosterir bir iyon kromatogram
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Sekil 46 Luteolin neohesperosit kiitle spektrumu
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Sekil 47 izosakuranetin-7-rutinozit kiitle spektrumu
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Sekil 48 izosakuranetin ve sakuranetin’e ait formiiller
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Sekil 49. Luteoline ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi
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Sekil 50. izosakuranetine ait kiitle spektrumu

40 numarah madde: m/z 447 [M-H] molekiiler iyon pikli ve bagil yogunlugu en
fazla olan m/z 285 (luteolin) pargalanma iiriinli molekiil iizerinde yapilan
incelemeler sonucu m/z 285 pargalanmasinin ana molekiilden bir hekzoz ve biiyiik
bir ihtimalle glukoz (-162) kopmasi ile olustugu anlagilmistir. Bu durumda
molekiil luteolin glukozit olarak tanimlanmistir. Standart madde kullanilarak bu
molekiilin Luteolin-7-O glukozit oldugu anlagilmistir (Sekil 51) (Fu ve ark.,
2010)
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Sekil 51. Luteolin glukoziti kiitle spektrumu ve parcalanmasi

41 numarah madde: m/z 609 [M-H] molekiiler iyon pikli ve bagil yogunlugu en
fazla olan m/z 301 pargalanma iriinlii molekiil iizerinde yapilan incelemeler
sonucu (Sekil 52) m/z 301 pargalanmasinin ana molekiilden bir rutinoz veya
neohesperidoz kopmasi sonucu olustugu goriilmektedir. Temel pik olan m/z
301’in bir kersetin oldugu yanilgisina ¢ok cabuk disiilebilir. Bu durumda ayni
molekiil agirlikli bir diger molekiil olan hesperetin de diisiiniilmelidir. Hesperetin
molekiil formiiliinde bir metil grubu varken kersetinde boyle bir grup yoktur
dolayisiyla metil kopmasi oncelikli olarak gozlenecektir. Asagidaki spektrumda
da m/z 286 olarak goéziiken bu pik kersetin de goriilmeyecektir.

Bu bilgiler 1s1ginda molekiil hesperetin-7-O-rutinozit (hesperidin) olarak
tanimlanmis ve standart hesperidin kullanilarak da dogrulugu teyit edilmistir.
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Sekil 52. Hesperidinin kiitle spektrumu ve parcalanmasi



42 numaralh madde: m/z 463 molekil agirlikli ve 301 temel pikli molekiil
iizerinde yapilan incelemelerde (Sekil 53) molekiiler iyon piki ve temel pik
arasindaki 162 amu’luk fark bu molekiiliin bir glukozit veya galaktozit oldugunu
gostermektedir. Temel pik m/z 301 ve m/z 286 arasindaki 15 amu’luk fark bir
metil grubunu isaret etmektedir. Hesperetin yapisinda metil bulunan ve 302 amu
agirhikli  bir flavanondur. Elimizde standart hesperetin olmamasina ragmen
standart hesperidin (hesperetin-7-rutinozit) bulunmaktadir. Hesperidin’nin rutinoz
kopmas1 sonrasi olusan m/z 301 (hesperetin) par¢lanmalari ile bu molekiiliin m/z
301 pargalanmalar1 birebir uyusmaktadir.

Bu bilgiler 1s183inda molekiil hesperetin glukozit (veya galaktozit) olarak
tanimlanmuistir.

W .EPI (463.13) Charge (+1) FT (250): Exp 4, 20.562 min from Sample 1 (FG100A001) of DataFG100A wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 4.6e5 cps.
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Sekil 53. Hesperetin glukozitin kiitle spektrumu ve parcalanmasi

43 numarah madde: 21.8’inci dakikada gelen m/z 577([M - H]) molekiil agirlikli
madde ve ([M - H]-308)’lik bir kayipla olusan karakteristik parcalanma iriini
olan m/z 269 luk temel pik (Sekil 54) bu maddenin bir apigenin tiirevi oldugunu
gostermektedir. Olusan m/z 308 lik fark ise rutinoz kaybindan ileri gelmektedir
(Sanchez-Rabaneda ve ark., 2003a). Bu madde apigenin rutinozit (izoroifolin)
olarak tamimlanmistir. Bu maddeye ait dogrulama islemi eldeki standartlari
kullanarak yapilmistir.
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Sekil 54 Apigenin rutinozit ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi

44 numaralh madde:

Molekiil agirligi m/z 431 ve temel piki m/z 269 (apigenin) olan molekiil {izerinde
yapilan incelemelerde (Sekil 55) molekiiler iyon piki ve temel pik arasinda
gorillen 162 amu’luk farkin glukoz veya galaktoz molekiiliinden geldigi
anlasilmaktadir. Standart madde kullanilarak yapilan incelemelerde molekiiliin
apigenin glukozit oldugu anlasilmistir. Bu molekiil ve spektrum verileri kaynak
bilgileri de uyumludur (Sanchez-Rabaneda ve ark., 2003b).
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Sekil 55. Apigenin glukozit kiitle spektrumu ve par¢alanmasi



45 numarah madde: Tutunma zamani 23.3 olan m/z 607 molekiil agirlikli ve m/z
299 temel pikli molekiil iizerinde yapilan incelemede (Sekil 56): Molekiiler iyon
piki olarak goriilen m/z 607 ve temel pik m/z 299 arasindaki 308amu’luk fark bir
rutinoz kaybi ile olusmus olmalidir. O halde aglikonu 300 amu olan bir molekiil
ile rutinoz birlesmesi s6z konusudur.

Aglikon olarak molekiil agirligi 300 amu olan ve bir metoksi grubu tasiyan: 5,7,4'-
trihidroksi-3'-metoksi-flavone (krisoseriol) ve luteolin 4’ metil eter (diosmetin)
3',5,7-trihidroksi-4'-metoksizoflavon (pratensein), 4'5,7-trihidroksi-6,8-
dimetilflavanon (farresol), geraldol, kamferol 4'-metil eter (kamferit). vb
molekiiller bu tanimlamalara uymaktadir ve benzer parcalanmalar gostermektedir
(Justesen, 2000; Wang ve ark., 2008; Hossain ve ark., 2010).

Biyosentetik olarak diisliniildiigiinde bu molekiiliin luteolin tiirevi olmas1 kuvvetli
bir ihtimal olarak goriilmektedir. Zira ayni ekstrede luteolin’in diger tiirevlerine de
rastlanmistir. Bu bilgiler 1s18inda madde diosmetin (luteolin 4’ metil eter) rutinozit
bilinen bir baska adiyla diosmin olarak adlandirilmistir.
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Sekil 56. Diosmin ait kiitle spektrumu ve parcalanmasi

Flavonoit glukuronitleri

Bazi flavonoitlerin yapisinda seker olarak hekzoz oksidasyon {iriinii uronik asitler
yer alir. En sik rastlanan uronik asit ise glukuronik asittir. Glukuronik asitin
flavonoitler ile birlesmesi sonucu flavonoit glukronitler olusmaktadir ve bu grup
molekiillerde molekiiler iyon piki ve temel pik arasinda karakteristik olarak 176
amu (glukuronik asit — H,0) fark goriilmektedir.

m/z 461 molekiiler iyon piki gbzlenen ve 285 temel pikli molekiile iki farkli
tutunma zamaninda (20.5 ve 30.1) rastlanmistir (Sekil 57).

47 numarah madde: 20.5 de gelen m/z 461 molekiil agirlikli ve m/z 285 ve 161
ana fragmentli madde iizerinde yapilan calismada (Sekil 58) 2 farkli ihtimal
iizerinde durulmustur:



1. Olasilik: 461°den kopan 176 lik kayip glukuronik asit ve m/z 285 molekiil
agirlikli maddenin de luteolin veya kamferol oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla
m/z 461 kamferol veya luteolin glukronit olacaktir. Fakat molekiiler iyon piki ve
temel pik kullanilarak yapilan bu degerlendirme de m/z 161 ve m/z 179 iyonlar
luteolin ve kamferol Kkarakteristik pargalanma pikleri degildir. Surasi da
unutulmamalidir ki flavonoit pargalanmalar1 ayn1 molekiil i¢in farkli sekiller de
gortilebilir (Justesen, 2000). Negatif iyonlasma modu kullanildiginda ¢ok kesin
kurallar i¢in de par¢alanmalar goriilememektedir. Her ne kadar ¢ok alisila geldik
olmasa da, m/z 161 ve m/z 299 pikleri sirasiyla ** B ve ™* A™ parcalanmalari
sonucu olusmus olabilir).

2. Olasilik: Molekiiler iyon piki m/z 461 ve m/z 299 arasinda olusan 162 amu’luk
farktir. Ik bakista bu fark bir glukoz veya galaktoz olarak diisiiniilsede m/z 179 ve
m/z 161 parcalanmalar1 bir kafeik asit tiirevini dolayst ile 162 lik farkin bir
kafeoil kopmasi olabilecegini diisiindiirmektedir. Dolayisiyla bu molekiil molekiil
agirhigr 300 amu olan (diosmetin, kamferit, krisoeriol) bir flavon ile kafeik asit
birlesmesi ile de olusmus olabilir. Fakat bu ihtimal de m/z 299 pikinin bagil
yogunlugunun diigiikliigii ile siiphe uyandirmaktadir

47 numarali maddenin tam olarak dogru degerlendirilmesi ancak maddenin
asetatli (vb) bir formunun olusturulmasi ve olusan pikin molekiil agirlig
iizerinden yorum yapilarak olabilecektir. Fakat bu c¢alisma icin bu miimkiin
olamamustir.

50 numaral madde: 30.1 de goriilen diger m/z 461 molekiiller iyon pikli ve 285
temel pikli molekiil iizerinde yapilan incelemelerde (Sekil 59) 461 den kopan
176’lik kayip glukronik asit ve m/z 285 molekiil agirlikli maddenin de luteolin
veya kamferol oldugu disiiniilmektedir. Dolayisiyla m/z 461 kamferol veya
luteolin glukronit olacaktir. Fakat aglikonun kamferol olma ihtimali oldukga
diisiiktiir. Ciinkii ekstre iizerinde yapilan incelemelerde molekiil agirligi 285 olan
2 ayrt molekiile rastlanmistir (Sekil 45). Bunlardan biri standart luteolin
kullanilarak tespit edilen luteolin digeri ise izosakuranetin olarak belirlenmistir.
Bu veriler dogrultusunda 51 numarah madde luteolin glukuronit olarak
belirlenmistir. 30.1’inci dakikada kolonu terk eden molekiilde karakteristik
izosakuranetin par¢alanmalar1 goriilmemesi (metil kopmasina rastlanmamasi)
molekiiliin luteolin glukuronit oldugunu gostermektedir. Rozmarinik asitten sonra
gelmesi ise, 50 numarali maddenin luteolin 3°-O glukuronit yapisinda oldugu
diislincesini giiclendirmektedir (Barros ve ark., 2013).
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Sekil 57. m/z 461 molekiil agirlikh molekiillerin se¢ilmis iyon kromatografisi
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Sekil 58. 47 numaral maddeye ait m/z 461 kiitle spektrumu ve parcalanmasi
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Sekil 59. Luteolin glukuronit kiitle spektrumu

48 numarahh madde: Tutunma zamani 26.9 olan ve m/z 475 [M-H] molekiiler
iyon piki ve m/z 284 temel pike sahip spektrum {izerinde yapilan incelemeler
sonucu (Sekil 60): Spektrumda ilk dikkat ¢eken m/z 299 ve m/z 284 pikleri
olmustur. Bu iki pik arasindaki 15 amu’luk fark bir metil grubundan
kaynaklanmaktadir. Molekiiler iyon piki m/z 475 ve m/z 299 arasindaki 176
amu’luk fark glukronik asit kaybindan ileri gelmektedir. m/z 327 pargalanmasinin
glukronik asitin 0,2 bag kopmasi sonucu olustugu diisiiniilmistiir. O halde
aradigimiz madde molekiil agirh@ 300 olan (diosmetin, kamferit, krisoeriol,
Artokarpetin vb ) ve bir metoksi grubu tasiyan bir aglikon ve bir glukronik asit
birlesmesinden meydana gelmistir. Ekstrede diosmetine (luteolin 4’ metil eter)
rastlanmis olmast bu molekiiliinde diosmetin glukuronit olma ihtimalini
giiclendirmektedir.
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Sekil 60. Diosmetin glukuronit kiitle spektrumu ve parcalanmasi



49 numarah madde: Tutunma zamani 23.7 olan m/z 445 molekiil agirlikli ve m/z
269 temel pikli molekiil {izerinde yapilan incelemede (Sekil 61): molekiiler iyon
piki ve temel pik arasindaki 176 amu’luk fark bir glukuronik asit kopmasini isaret
etmektedir. 269 ve ayrintili spektrumda goriilen 117, 107, 151 ve 113 iyonlari
apigenine ait olmalidir. Bu hali ile molekiil apigenin glukuronid olarak
adlandirilmistir (176 amu bir galaktronik asit kopmasida olabilir ama ¢ok sik
rastlanmayan bu durum g6z ardi edilmistir).

W _EP| (445.01) Charge (+1) FT (250): Exp 3, 23.698 min from Sample 1 (FGO9F) of FGO9F.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 2.2e5 cps.
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Sekil 61. Apigenin glukuronit parcalanma semasi ve Kkiitle spektrumu

Flavonoit asetilglukozitleri

Flavonoit glikozitleri bazen sekerleri lizerinden asetillenebilirlerBu durum kiitle
spektrumunda 42 amu fark ile ortaya ¢ikar.

52 numarah madde: Kolonu 23. dakikada terk eden m/z 489 molekiil agirlikli ve
m/z 285 temel pikli molekiiller iizerinde yapilan incelemede (Sekil 62a): Kiitle
spektrumu luteolin glukozit kiitle spektrumu ile olduk¢a benzerlik gostermektedir.
Molekiiler iyon piki m/z 489 ile luteolin glikozit m/z 487 arasinda 42 amu’luk bir
fark bulunmaktadir. Bu farkin bir asetil grubu oldugu disiiniilmektedir ve
molekiilden de hemen ayrildigi m/z 447 piki ile goriilmektedir. m/z 429’un ise su
cikist ile oldugu goriilmektedir molekiil bu hali ile aglikonu 286 amu olan bir
flavonoit ile bir asetilglukozit birlesmesi ile meydana gelmis olmalidir. O halde
madde ekstremizde aglikon olarak bulunan 285 [M-H] molekiil agirhigina sahip
flavonoitlerden, luteolin veya sakuranetin (veya izosakuranetin) asetil glukozit
olmalidir. Fakat daha oOnce de iizerinde bahsedildigi gibi sakuranetin veya
izosakuranetin ile ilgili olabilecek herhangi metil kopmasina rasttanmamig olmasi
aglikonun luteolin oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Bu bilgiler 1s1ginda madde
luteolin asetil glukozit olarak tanimlanmistir ve kaynaklarda luteolin-7-O-6-
asetilglukosid adiyla kayitli bir tiiriide bulunmustur(Lin ve ark., 2010). Fakat su



hali ile asetillenmenin, glukozun hangi (OH)’1 {izerinden oldugunu belirlemek
miimkiin olmamustir.

53 numarah madde: Kolonu 32. dakikada terk eden ve ayn1 molekiil agirlikli ve
ayni temel pike sahip bir diger spektrum lizerinde yapilan incelemelerde (Sekil
62b) yukardaki agiklamalarla birebir ortiisen ve molekiil agirhig 285 [M-H] olan
bir aglikon ile bir asetil glukozit birlesmesi goriilmektedir. Bu spektrum
incelendiginde izosakuranetine ait olabilecek bir parcalanmanin isaretleri
gorilmiistiir: Buna gore molekiilden metil grubu kopmus ve ardindan 04p
pargalanmasi olusmustur. Boylelikle m/z 327 iyonu olusmustur. (Metil grubunun
once kopmasi aglikonda m/z 270 iyonunun goriilmesini engellemis olmalidir). Bu
bilgiler 1s1¢1inda molekiil izosakuranetin 7-O asetilglukozit olarak tanimlanmustir.
Bu degerlendirme yapilirken sadece bu spektrum iizerinden degil bitkinin aglikon
olarak tasidigt m/z 285[M-H] molekiillerine ait spektrumlarin ve tutunma
zamanlarinin da dikkate alindigini belirtmek gereklidir.
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Sekil 62a. Luteolin-7-O-asetilglukosit’e ait kiitle spektrumu ve par¢alanmasi
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Sekil 62b. izosakuranetin asetilglukozit

54 numarah madde: Tutunma zamani 36.3 olan ve m/z 473 [M-H] molekiiler
iyon pikli ve m/z 268 temel pikli molekiil lizerinde yapilan incelemelerde (Sekil
63) maddenin bir apigenin tiirevi oldugu m/z 268 (Y-H)™ apigenin radikali
iyonundan anlasilmaktadir. Bu pikin hemen yaninda m/z 269 apigenin pikide
belirmistir.

Molekiiler iyon piki m/z 473 ve apigenin arasindaki 204 amu’luk fark glikoz ve
asetil grubundan kaynaklaniyor olmalidir (162+42) bu durumda molekiil apigenin
asetil glukozit olmalidir ki bu molekiil kaynaklarda da kayithdir (Lin ve ark.,
2010).

Kiitle spektrumunda m/z 269 apigenin iyon pikinin belirgin olarak gériilememesi
ve ayrintili kiitle spektrumunda apigenine ait olabilecek par¢alanmalardan sadece
m/z 117 iyonunun goriilmesi spektrum yorumlanirken bu molekiil i¢in yapilan
tanimlamay1 eksik birakan taraflar olarak goriilmiistiir.
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Sekil 63. Apigenin asetil glukozitin kiitle spektrumu ve parcalanmasi

Rozmarinik asit tiirevleri

55 numarah madde: 17.9 tutunma zamanu ile kolonu terk eden ve m/z 719 [M-H]
molekiiler iyon piki ve m/z 161 temel piki goriilen molekiil {izerinde yapilan
incelemelerde (Sekil 64) m/z 359 piki ve beraberinde gelen 197 179 161 iyonlari
dikkat ¢cekmektedir ve molekiiliin bu hali ile rozmarinik asite benzerligi dikkat
cekicidir ve molekiiler iyon piki rozmarinik asit molekiil agirh@inin iki kati
biiyiikliigiindedir bu durumda molekiiliin bir rozmarinik asit dimeri oldugu
anlagilmigtir. Sagerinik asit bir rozmarinik asit dimeridir ve kaynak bilgilerindeki
par¢alanma triinleri spektrum ile birebir ortiismektedir ve molekiil bu bilgiler
1s181nda sagerinik asit olarak adlandirilmistir (Barros ve ark., 2013; Miron ve ark.,
2013).

Benzer molekiil agirlikli ve benzer pargalanmalar gdsteren bir baska molekiil ise
rozmarinik asit ile ayn1 tutunma zamaninda goézlenmistir. Bu durum maddenin
rozmarinik asitin pargalanmasi sirasinda meydana (2M-H) gelen dimerizasyon
sonucu oldugu diistintilmiistiir.
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Sekil 64 Sagerinik asit kiitle spektrumu

56. numarah madde: Biitiin ekstrelerde ana bilesigi olusturan rozmarinik asit bir
kafeik asit dimeridir ve kiitle spektrumu incelemesi bu gruptaki diger molekiilleri
de kapsayacak sekilde ele alinmustir.

m/z 359 molekiil agirlikli maddenin kiitle spektrumda yapilan incelemelerde (
Sekil 65) m/z 197 (dansensu) [M — H — kafeik asit], m/z 179 [kafeik asit — H] ve
kafeik asitten CO, c¢ikisiyla olusan [M—H CO;] (m/z 135) molekiil agirlikli
parcalanma ve son olarak kafeoil kaybindan dolay1 olusan (162 amu) m/z 161 [M
—H — 197] molekiil agirlikli pargalanmalar bu maddenin rozmarinik asit oldugunu
ortaya koymustur Kaynak bilgileri (Parejo ve ark., 2004a; Hossain ve ark., 2010;
Barros ve ark., 2013) ve standart madde ile yapilan kontrollerde maddenin
rozmarinik asit oldugu anlagilmistir.

57 numarah madde: Tutunma zamant 28 olan m/z 373 molekiil agirlikli ve m/z
179 temel pikli molekiil {lizerinde yapilan incelemelerde (Sekil 63) ilk dikkat
ceken bu molekiiliin bir kafeik asit tiirevi dahasi bir kafeik asit dimeri olan
rozmarinik asit parcalanmasina benzerligidir. Kaynak bilgileri (Lu ve ark., 2002;
Zeng ve ark., 2006; Chen ve ark., 2011) bu molekiiliin rozmarinik asit metil esteri
oldugunu belirtmektedir m/z 193 ve m/z 161 arasindaki 32 amu’luk farkbir
metanol ¢ikigini gosterirki bu durumda metillenme karboksilik asitin hidroksil
grubuna baglanmis olmalidir (Sekil 66).
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Sekil 65. Rozmarinik asitin kiitle spektrumu ve parcalanmasi
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Sekil 66. Metil rozmarinatin kiitle spektrumu ve parcalanmasi

58 numaral madde: Tutunma zamani 22.9 olan m/z 567 molekiil agirlikli ve m/z
193 temel pikli molekiil tizerinde yapilan incelemede (Sekil 67): Molekiiler iyon
piki olarak goriilen m/z 567 ve m/z 373 arasindaki 194 amu’luk fark bir kinik asit
kayb1 ile olusmus olmalidir. Bu hali ile molekiill aglikonu 374 amu olan bir
molekiil ile kinik asit birlesmesinden olusmus olmalidir. Molekiil agirligi 300 amu
olan sayisiz molekiil vardir. Burada dikkat edilmesi gereken bir bagka nokta
spektrumda gorillen m/z 179 ve 135 pikleridir. Bu pikler kafeik asite ait
karakteristik parcalanmalardir. Bu durumda molekill agirligi 374 amu olan
molekiil ayn1 zamanda bir kafeik asit tiirevi de olmalidir. m/z 373 ve sonrasinda
goriilen parcalanmalar da dikkat ¢eken parcalanmalarin, rozmarinik asit
par¢alanmasina benzerligidir. m/z 373 (M-H) ve rozmarinik asit m/z 359 [M-H]



arasinda 14 amu’luk bir fark vardir ki bu bir metil grubunu isaret eder bu hali ile
metil rozmarinat, kafeik asit tasiyan ve molekiil agirligi 374 olan bir molekiildiir.
Biitiin ekstrelerde ana bilesik olan rozmarinik asitin metil esterinin de bulunmasi
sasirtict olamamustir ve m/z 373 [M-H] metil rosmatinat olarak adlandirilmstir.
Kaynak bilgileri (Lu ve ark., 2002; Zeng ve ark., 2006; Chen ve ark., 2011) bu
molekiiliin rozmarinik asit metil esteri oldugunu belirtmektedir.

Bu durumda madde metil rozmarinat ve kinik asit esterlesmesi sonucu olusmus bir
molekiil olabilecegi diisiinlilmiistir. Bu molekiil i¢in bir pargalanma semasi
cizilmemistir zira metillenme i¢in ve kinik asit baglanmasi i¢in molekiilde bes
farkl1 ihtimal s6z konusudur.

W _EP| (567.14) Charge (+1) FT (250): Exp 3, 22.899 min from Sample 6 (FG100F00B) of DataF G 100A wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 2.1e5 cps.
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Sekil 67. m/z 567[M-H] molekiil agirhkl molekiile ait kiitle spektrumu (metil rozmarinat ve
kinik asit esterlesmesi)

59 numarah madde: Tutunma zamani 35 olan ve m/z 439 molekiiler iyon pikli ve
m/z 161 temel pikli molekiil izerinde yapilan incelemeler sonucu: kiitle spektrumu
dikkatli incelendiginde rozmarinik asit pargalanmalarina benzer parcalanmalar
goriilmektedir (Sekil 68). m/z 259 rozmarinik asitte rastlanmazken bu molekiilde
rastlanmigtir. Molekiiler iyon piki ve rozmarinik asit molekiiler iyon piki
arasindaki 80 amu’luk fark siilfat grubu tarafindan agiklanabilir rozmarinik asitte
stilfat grubunun yerlesebilecegi 5 farkli pozisyon vardir ve bunlardan 4’li aromatik
halka iizerinde iken bir tanesi karboksilik asit tizerindedir. Molekiil formiilii
lizerinde yapilan c¢aligsmalarda m/z 259 iyonunu karboksilik asit tizerindeki bir
stilfat iyonu ile ulasmak miimkiin olmustur. Bu hali ile molekiil siilfatlanmis
rozmarinik asit tiirevi olarak adlandirilmistir zira siilfatlanmis rozmarinik asit
oldugu bu molekiile kaynaklarda rastlanmis ve tanimlanamadigi goriilmiistiir
(Ferreres ve ark., 2012). 2013 yilinda yaymnlanan iki makalede molekiil
silfatlanmis rozmarinik asit olarak tanimlanmistir ve fakat bu yaymnlarda da
molekdiliin tutunma zaman1 rozmarinik asitten dnce olarak gosterilmistir (Barros
ve ark., 2013; Miron ve ark., 2013) Molekiiliin siilfatlandigina dair bir bagka kanit



ise siilfat 34 izotopudur. Ayrintili kiitle spektrumunda m/z 441 iyonunun S34 den
ileri geldigi diistiniilmustiir.

Bu bilgiler 1s181inda madde rozmarinik asit siilfat tuzu olarak adlandirilmistir.
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Sekil 68. Rozmarinik asit siilfat tuzunun kiitle spektrumu ve parcalanmasi

60 numarah madde: Tutunma zamani 35 olan ve m/z 387 molekiiler iyon pikli ve
m/z 179 temel pikli molekiil iizerinde yapilan incelemele sonucu (Sekil 69):
molekiil spektrumu incelendiginde m/z 179 ve m/z 135 pikleri bagil yogunlugu en
cok olarak goriilmektedir. Bu hali ile molekiiliin bir kafeik asit tiirevi oldugu ¢ok
acik goriilmektedir. Molekiiler iyon piki, m/z 179 arasindaki 208 amu’luk fark
glukoz+formik asit (162+46) veya kafeoil +46 olmalidir. m/z 179 bagil
yogunlugunun bu kadar ¢cok olmasinin bir sebebi de bu iyonu verecek birden ¢ok
kaynagin (parcalanmanin) olusuyor olmasi olmalidir. Molekiil spektrumunda -90,
-60 -120 vb glukoz parcalanmalarina isaret edecek herhangi bir bulguya
rastlanmamig olmasi ve aglikon olarak agiklanabilecek bir iyonun spektrumda
goriilmemis olmasi baglananan grubun bir kafeoil grubu oldugunu isaret
etmektedir. Bu durumda molekiil en az 2 kafeik asit iinitesi icermelidir yani kafeik
asit dimeri olmalidir. Ekstremizde en ¢ok rastlanan kafeik asit dimeri rozmarinik
asittir ve molekiil agirligi m/z 359 [M-H] toplarak bulunmustur. Bu spektrumda
goriilen m/z 387 [M-H] ile rozmarinik asit arasinda goriilen 28 amu’luk fark 2
metil grubundan ileri gelmektedir. m/z 207 iyonunun goziikiiyor olmasi da
metillenmenin karboksilik asitin bagli oldugu zincir iizerindeki aromatik halkada
gerceklestigini gostermektedir molekiil formiilii bu bilgiler 1s181nda ¢izilmistir. Bu
durumda molekiiliimiiz rozmarinik asit dimetil eteri (Dimetil rozmarinat)
olmalidir. Ayni molekiiliin bir metilli hali olan ve benzer parcalanmalar gosteren,
metil rozmarinata 28. dakikada da rastllanmistir ve orada ayrintili parcalanmalari
verilmistir.
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Sekil 69. Dimetil rozmarinat kiitle spektrumu

Flavonoit aglikonlar

61 numarah madde: 35’inci dakikada goriilen m/z 301 [M-H] ve m/z 286 [M-H-
CH3] molekiil agirlikli parcalanma {iriiniine sahip molekiil iizerinde yapilan
literattlir ¢aligmalar1 neticesinde maddenin hesperetin oldugu anlasilmistir bu
maddenin dogrulugu hesperidin parclanmasi ile olusan standart hesperetin ile de
teyit edilmistir (Sekil 70).
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Sekil 70. Hesperetin kiitle spektrumu ve parcalanmasi




62 numaral madde: m/z 305 [M-H] molekiiler iyon pikli ve m/z 225 temel pikli
molekiil spektrumunda yapilan incelemeler sonucu 280 nm ve 320 nm de diisiik
absorbans verdigi buna karsin iyon kromtograminda yiiksek oranda iyonlastig
goriilmiistiir. Bu durum molekiiliin yapisinda aromatik halka veya konjuge ¢ifte
baglar bulunmadigin1 diisiindiirmiistiir. Yapilan kaynak taramalarinda Jasmonik
asitin 12. karbondan hidroksillenmesi ile 12-hidroksi jasmonat olustugu bu
molekiiliinde siilfatlanmast ile molekiil agirligimin 306 amu olan 12 hidroksi
jasmonat stilfat olustugu tespit edilmistir. Kiitle spektrumunda, molekiile ait kiitle
fragmentleri dikkatle incelendiginde (Sekil 71) molekiiler iyon pikinin yaninda
eser miktarda m/z 307 goriilmektedir. Bu kiikiirt ‘iin dogada %4,2 oraninda
bulunan **S izotopundan ileri gelmektedir ve molekiiliin bir siilfat tuzu oldugunu
dogrular niteliktedir. Kaynak bilgileri de spektrumda goriilen parcalanmalarin 12-
hihdroksijasmonat siilfat oldugunu teyit etmektedir (Kapp ve ark. 2013; Erb ve
ark., 2010) bu bilgiler 1s1ginda molekiil 12-hidroksijasmonat siilfat (tuberonik
asitin siilfat tuzu) olarak tanimlanmistir. Bu molekiile son yillarda yapilan bir
Mentha yayminda da rastlanmistir, fakat M. spicata alt iirlerinde ilk kez
tanimlanmaktadir.
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Sekil 71. 12-hidroksi jasmonat siilfat kiitle spektrumu ve parcalanmasi

63 numaral madde: Tutunma zamani 24.7 olan m/z 287 molekiil agirlikli ve m/z
135 temel pikli molekiil iizerinde yapilan incelemede (Sekil 72) molekiiliin m/z
151 ve m/z 107 pargalanmalar1 da gosterdigi de goriilmiistiir. Standart kullanilarak
yapilan dogrulama islemlerinde molekiiliin eriodiktiyol oldugu anlagilmigtir m/z
151 ve m/z 107 parg¢alanmalari sirast ile L3A ve 9B parcalanmalaridir.
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Sekil 72. Eriodiktiyolun Kkiitle spektrumu ve parcalanmasi

64 numaralh madde: 32.8 tutunma zamai ile kolonu terk eden m/z 271[M-H]
molekiiler iyon pikli ve m/z 151 temel pikli molekiil iizerinde (Sekil 73) yapilan
incelemeler sonucu molekiiliin naringenin oldugu anlasilmistir ve kaynak bilgileri
(Qiao ve ark., 2011; Gates ve ark., 2012) ve standart kullanilarak da dogrulama
saglanmistir
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Sekil 73. Naringenin kiitle spektrumu ve parcalanmasi



67 numarah madde: m/z 285[M-H] molekiil agirlikli iyona bitkide 2 farkli yerde
rastlanmigtir. Tutunma zamani 35.4 olan m/z 285 molekiiler iyon pikli ve m/z 133
temel pikli molekiil izerinde yapilan incelemeler sonucu (Sekil 49) 199, 175, 151,
107 pargalanmalar1 gézlenmistir ki bu pargalanmalar luteolinin pargalanmalaridir
ve standart luteolin kullanilarak da dogruluk saglanmistir. Bu veriler kaynak
verileri ile de uygundur (Gates ve ark., 2012)

76 numarah madde: Ayni molekill agirlikli diger molekiile 40. dakika da
rastlanmig (Sekil 50) ve m/z 285[M-H] m/z 270, 243, 226 ve 164 iyonlari
gozlenmistir. Bu parcalanmalar dikkatli incelendiginde m/z 270 iyonu goze
carpmaktadir. Bu durum molekiilde bir metil grubu oldugu gostermektedir sartlar
boyle iken yapisinda O-Metil tasiyan ve molekiil agirligt 285 olan flavonoitler
arasinda Sakuranetin (7-Metilnaringenin) ve izosakuranetin (4'-metilnaringenin)
bulunmaktadir (Fabre ve ark., 2001; Silberberg ve ark., 2006) bu iki molekiil de
naringenin kokenlidir. Naringenin’in ekstrelerde rastlanmis olmasi sakuranetin ve
izosakuranetin olasiliklarin1 daha da giliglendirmektedir.

68 numarah ve 77 numarah madde: Tutunma zamani 36 ve 41.5 olan 2 farklh
yerde m/z 283 [M-H] molekiiler iyon pikli m/z 268 temel pikli ayni
parcalanmalara sahip 2 farkli molekiile rastlanmistir: molekiil {izerinde yapilan
incelemeler sonucu (Sekil 74): Molekiiler iyon pikinden sonra bagil yogunlugu en
¢ok olan pikinin m/z 268[M-H] oldugu goriilmektedir. Molekiiler iyon piki m/z
283[M-H] ile temel pik m/z 268 arasindaki farkin 15 amu oldugu goriilmektedir.
Bu durum da molekiil, prunetin, biokanin A, asetatin veya genkvanin gibi molekiil
agirligr 269 olan ve metoksi grubu tasiyan bir flavanoit olmalidir. Burada bir
metillenme s6z konusuysa bu molekiiliin metillenmemis halinin de ekstre i¢inde
bulunmasi biiyiik bir olasiliktir nitekim m/z 268[M-H] molekiiliine ekstrede
rastlanmig ve standart apigenin kullanarak molekiiliin apigenin oldugu
dogrulanmistir. Bu durumda molekiiliin metilapigenin oldugu sonucunu ortaya
cikmaktadir. Metillenmis apigenin'in metillenme pozisyonuna gore iki tiirii
bulunmaktadir bunlardan biri B halkasinda 4 numarali karbon iizerinden
metillenmesi ile olusan 4-metil apigenin (asesatin) digeri A halkasinda 7 numarali
C lizerinden metillenmesi ile olusan 7- metil apigenin (genkvanin) dir. Bu iki
molekiil kolondan c¢ikis zamanlarina gore birbirlerinden ayrilirlar genkvanin
kolonu asetatinden daha geg terk eder (Hossain ve ark., 2010) bu bilgiler 1s18inda
36. dakikada gelen 68 numarali madde asesatin 41.5 inci dakikada gelen 77
numarali madde ise genkvanin olarak adlandirilmistir (sekil 74).
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Sekil 74. genkvanin i¢in kiitle spektrumu ve parcalanmasi

69 ve 71 numarah maddeler: 36. dakikada kolonu terk eden m/z 409 [M-H]
molekiil agirlikli madde ve karakteristik pargalanma iiriinleri olan m/z 329, 314,
299 kiitle spektrumunda gézlenmistir. m/z 329 ile m/z 409 arasindaki 80 amu lik
farkin siilfat molekiiliinden ileri geldigi disiiniilmiistiir (Barros ve ark., 2012)
ayrintili rezolusyon analizinde molekiiler iyon pikinin yaninda +2 fazlasi olan g
den ileri geldigi diisiiniilen 411 izotopu bulgular1 dogrular niteliktedir (Sekil 75).

Yapisinda 3 hidroksil ve 2 metoksi grubu bulunan flavonon molekiilii veya bir
hidroksil ve 3 metoksil grubu bulunan flavanon molekiili m/z 329[M-H]
molekiiler iyon pikli olup parcalanmalari elde ettigimiz spektruma benzer sekilde
olacaktir. Bu molekiillerden onlarca bulunmaktadir (Eriodiktiyol 7,3',4'-trimetil
eter, 5-Hidroksi-6,7,4'-trimetoksi flavanon, trisin, timusin vb) (Yen-Chen Ko ve
ark., 2013). Bu hali ile molekiiliin tanimlamasini yapmak miimkiin olmamustir.
Fakat hidroksi-trimetoksi flavon siilfat oldugu disiiniilmektedir. Bu molekiiliin
stilfat baglanmamis hali 37.2. dakika da goriillmekte ve m/z 329 ve takip eden
parcalanmalar1  gdstermektedir. Bu molekiilde ayn1 sekilde hidroksi
dimetoksiflavon olarak adlandirilmistir.
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Sekil 75. dihidroksi dimetoksiflavon siilfat tuzu kiitle spektrumu ve par¢alanmasi

72 ve 75 numarah maddeler: 37. Dakikada kolonu terk eden ve m/z 359 [M-H],
m/z 344 [M-H-CH3] m/z 329 [M-2CH3] ve m/z 314 [M-3CH3] molekiil agirlikli
par¢alanma Tiriiniine sahip molekiil lizerinde yapilan arastirmalarda (Sekil 76)
molekiil agirligi 360amu olan trihidroksi-trimetoksi flavonlarin her birisinin
benzer pargalanmalar1 verebilecegi goriilmiistiir. Kaynak arastirmalart Mentha
spicata’ dan aym molekiil agirlikli ve trimetoksi yapilt 2 farkli flavon izole
edildigini ve yapisinin aydinlatildigini  gostermistir. Bu molekiiller 5,6,4'-
trihidroksi-7,8,3'-trimetoksiflavon ~ (timonin)  ve 5,3 4'-trihidroksi-6,7,8-
trimetoksiflavon (sideritiflavon) dur (Yamamura ve ark., 1998; Zaidi ve ark.,
1998; Voirin ve ark., 1999). Voirin ve arkadaslar1 ters faz kolon kullanilan
sistemlerde timonin‘in sideritiflavondan 6nce kolonu terk ettigini belirtmislerdir.

Bu degerlendirmeler neticesinde molekiiliin  trihidroksi-trimetoksi  flavon
yapisinda oldugu ve 37. dakikada kolonu terk eden (72 numarali madde)
molekiil timonin, 39. dakikada (75 numaralh madde) kolonu terk eden molekiil
ise sideritiflavon olarak adlandirilmistir (sekil 76).

70 numarah madde: Tutunma zamani1 37.8 olan ve m/z 269 [M-H] molekiiler
iyon pikli ve 117 temel pikli molekiil iizerinde yapilan incelemelerde (Sekil 79)
molekiiliin apigenin oldugu standart apigenin kullanilarak anlagilmistir.
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Sekil 76. Sideritiflavon kiitle spektrumu ve parcalanmasi
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Sekil 77. Apigenin Kkiitle spektrumu ve parcalanmasi

73 numarah madde: Molekiil agirligi m/z 345 [M-H] ve parg¢alanma iiriinleri m/z
330 315 215 ve 187 olan molekiil lizerinde yapilan incelemelerde (Sekil 78)
molekiiliin bir tetrahidroksi dimetoksi flavon tiirevi olabilecegi veya Mentha larda
daha Once rastlanan ve yapisinda iki metil grubu bulunan m/z 346 molekiil
agirhkli ve Mentha spicata dan izole edilen bir monoterpenoit glikozit olan
spikatosit B olabilecegi diisiiniilmiistiir pes pese iki metil kopmasi bu teoriyi




desteklesede spikatosit B icin beklenen pargalanmalarin hepsinin goriillmemis
olmasi tanimlamada eksik kalan taraf olmustur.
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Sekil 78. Spikatosit B veya tetrahidroksi dimetoksi flavon tiirevi kiitle spektrumu

74 numaralh madde: Tutunma zamani 38.3 olan ve m/z 299 [M-H] molekiiler
iyon pikli ve 284 temel pikli molekiil iizerinde yapilan incelemeler sonucu (Sekil
79): Molekiiler iyon piki ve temel pik arasindaki 15amu’luk fark molekiilde bir
metoksi grubunun bulundugunu gosterir molekiile ait diger fragmentler m/z 256,
227,151 ve 211 dir. Bu durumda aradigimiz molekiil molekiil agirligi 300 olan ve
bir metoksi grubu tasiyan bir flavonoit olmalidir: 5,7,4'-trihidroksi-3'-metoksi-
flavon (krisoseriol) ve luteolin 4’ metil eter (diosmetin) bu tanimlamalara
uymaktadir ve benzer par¢alanmalar gostermektedir (Justesen, 2000; Wang ve
ark., 2008; Hossain ve ark., 2010) fakat bu ozellikte bir ¢ok flavonoit
bulunmaktadir ve bu molekiillerden de benzer pargalanmalar beklenmektedir.
Bunlardan bazilarina 6rnek verilecek olursa: 3',5,7-trihidroksi-4'-metoksizoflavon
(pratensein), 4',5,7-trihidroksi-6,8-dimetilflavanon (farresol), geraldol, kamferol
4'-metil eter (kamferit), sorbifolin vb.

Fakat biyosentetik olarak diisiiniildiiglinde bu molekiiliin luteolin tiirevi olmasi
kuvvetli bir ihtimal olarak goriilmektedir zira ekstrede luteolin’in diger tlirevlerine
de rastlanmistir. Bu bilgiler 151¢inda molekiil diosmetin (luteolin 4’ metil eter)
olarak adlandirilmistir.

Molekiiliin bir flavonoit oldugu diisiiniildiigiinde ekstrede bir de glikozit halinin
bulunmasi ihtimali de disliniilmistiir. Eser miktarda olsa m/z 607 [M-H]
molekiiler iyon pikli ve 299 ve 284 parcalanmalar1 gdsteren bir baska molekiile
22.9 tutunma zamaninda rastlanmistir (sekil 56) ve molekiil diosmetin rutinozit
yani diosmin olarak adlandirilmigtir (Hvattum ve ark., 2003).
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Sekil 79. Diosmetin kiitle spektrumu ve parcalanmasi

Megastigman glikozitler

78 numaralhh madde: Tutunma zamani 11. dakika olan ve m/z 387 [M-H]
molekiiler iyon pikli ve m/z 207 temel pikli molekiil izerinde yapilan incelemeler
sonucu (Sekil 80) molekiilin par¢alanmalarinin  fenolik bir lignan olan
mediarezinol (Hossain ve ark., 2010) ile uyumlu oldugu ve daha 6ncede nane
tirlerinde rastlandigr (Kapp ve ark. 2013) goriilmiistiir. Fakat ayni molekiil
agirlikli bir bagka molekiil olan ikarisit Bs inde daha 6nceden M. spicata da
goriilmiis olmas1 ve 2010 yilinda tekrar revizyonunun yapilmasi (Yamamura ve
ark., 1998; Matsunami ve ark., 2010) bu molekiil iizerinde de diisiiniilmesi
gerekliligini ortaya ¢ikartmistir. Ne yazik ki kaynaklarda bu molekiiliin
parcalanmalarina ait bize yol gosterici olabilecek bir spektruma rastlanamamustir.
Molekiiliin 280 ve 320 nm lerde ¢ok diisiik absorbans gdstermesi yapisinda ¢ok az
cifte bag bulundugunu isaret etmektedir. Bu hali ile molekiiliin yapisinda 2
aromatik halka bulunan mediorezinol olmasi disiiniilemeyeceginden, ikarisit Bs
olma ihtimali kuvvet kazanmistir. Molekiiliin chem draw iizerinde yapilan
¢izimlerinde ve olasi pargalanma durumlarinda m/z 207 ve 163 iyonlar1 gézlenmis
ve caligilan tiirlerin de ayni olmasi dolayisiyla bilesik ikarisit Bs olarak
adlandirilmistir.
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Sekil 80. ikarisit Bs in kiitle spektrumu ve parcalanmasi

79 numarah madde: Tutunma zamani 22.5 olan m/z 549 [M-H] molekiiler iyon
pikli ve 161 temel pikli molekiil {izerinde yapilan incelemeler sonucu (Sekil 81):

Molekiil m/z 387 ve m/z 207 ve m/z 161 iyonlart ile daha Oncede iizerinde
tartisilan, ikarisit Bs veya medioresinol molekiiliine benzerlik gostermektedir.
Molekiiler iyon piki m/z 549 ve m/z 387 arasindaki 162 amu’luk fark bir glukoz
kondensasyonunu gostermektedir. Kaynaklarda, (1-6) glikozitik bagl ikarisit Bs
glukopiranosit (Shitamoto ve ark., 2011) molekdlii kayithidir. Fakat daha 6nce
ayrintili kiitle spektrumu alindigina dair hi¢ bir kayit bulunamamistir. Molekiil
formiilii incelendiginde m/z 499 iyonunun glukopiranozit’in 0,2 kopmasi sonucu,
m/z 387 ve m/z 161 nin ise glikozitik bag kopmasi sonucu ortaya ¢ikmig olabilir.
m/z 179 ve 161 iyonlarmin (1-4) ve (1-3) glikozitik baglarinin pargalanmalari
sirasinda agiga ¢iktigina dair kaynak bilgileri mevcuttur (Guan ve ark., 2008). m/z
207 ve m/z 179, ikarisit Bs in dallanma yapan 8 ve 9 numarali karbonlari
arasindaki bagin kopmasi sonucu olustugu goriilmiistiir.

Bu tanimlama yapilirken eksik kalan bir nokta varsa oda molekiiliin kolonu terk
etme zamanidir yapisinda bir glikozit igeren ikarisit Bs’in 11. dk da kolonu terk
ederken yapisinda 2 molekiil glukoz bulunan ikarisit Bs glukopiranosid’in kolonu
22. dakikada terk etmesi ilging bulunmustur. Bu duruma molekiiliin stereo
kimyasinin yol agmis olabilecegi diisliniilmektedir.

Tutunma zamanindan kaynaklanan bu durum tiizerine, benzer pargalanmalari
verebilecek, ve aglikon olarak ekstrelerde rastladigimiz aglikonlar1 tasiyan
(luteolin, diosmetin apigenin) molekiil agirligt m/z 550 olan flavonoitler iizerinde
bir arastirma yapilmistir. 6,8-di-C-Arabionopiranosilluteolin (Schoeneborn ve
ark., 1993) in molekiil formiili incelediginde benzer pargalanmalar1 verebilecegi
gozlenmistir. Molekiil agirligit m/z 549 [M-H] olan bu molekiil 04p kopmasi ile
m/z 387 iyonu elde edilirken “*B kopmasi ile de m/z 161 iyonu elde edilmektedir.
m/z 489 ise zayif olan seker molekiillerinin par¢alanmasi sirasinda agiga ¢ikan 60
amu fark C-glikozitlerinde rastlanan karakteristik kopmalardandir ve bu durum
molekiiliin bir C-glikoziti olma ihtimalini de giiclendirmistir. Fakat bu molekiiliin



pargalanmasi esnasinda hicbir sekilde m/z 387 pargalanmasi iizerinden m/z 207
iyonuna rastlamak miimkiin olmamustir.

Tim bu degerlendirmeler sonucu molekiilin (1-3) veya (1-4) glikozitik bagl,
ikarisit Bs glukopiranosit (Shitamoto ve ark., 2011) olduguna karar verilmistir.

Megastiman tiirevleri i¢in yapilan bu degerlendirmelerde eser miktarda goriilen
UV absorbanslari, Mentha spicata ile yapilan ¢alismalarda bu molekiillerden
ikarisit Bs in izole edilmis olmas1 ve Chem Draw ile yapilan olas1 pargalanmalarin
goriilmesi belirleyici rol oynamistir.
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Sekil 81. ikarisit Bs glukopiranosit kiitle spektrumu ve parcalanmasi

Karbonhidratlar

80 numarah madde: UV absorbans vermeyen ve 2.4 {incii dakikada kolonu terk
eden m/z 665 [M-H] ile birlikte klor baglanmis formu (M-H +CI) m/z 703 ve
formik asit baglanmasi ile olusan (M-H+HCOOH) m/z 711 iyon piklerine
rastlanmistir (Sekil 82).

Bilesigin ters faz kolonda ilk dakikalarda gelmesi polaritesinin ¢ok yiiksek
oldugunu ve UV absorbansinin olmamasi da molekiilde c¢iftte baglar
bulunmadigini diisiindiirmiistiir. Temel pik olarak goriilen m/z 503 ise molekiiler
iyon pikinden 162 eksik olarak goriilmiistiir ki bu durum bir glikoz veya galaktoz
kopmasini gostermektedir.

Karbonhidratlar pargalanirken gosterdikleri 60 amu 90 amu ve 120 amu’luk
farklar ile karakteristiktirler.

m/z 665 ile m/z 545 arasinda ve m/z 503 ile m/z 413 arasinda goriilen 90 amu’luk
fark ve m/z 413 ile m/z 293 arasinda ve m/z 503 ile 383 arasinda goriilen 120
amu’luk farklar da seker molekiiliiniin par¢alanmalari1 sonucu olusmaktadir.

Benzer olarak m/z 503 ile 443 arasinda goriilen 60 amu’luk fark da molekiiliin bir
seker molekiilii oldugunu dogrulamistir. Temel pik olan m/z 503 ile m/z 341



arasinda ki 162 amu’luk fark bir baska glikoz veya galaktoz birimini isaret
etmektedir.

Bu haliyle 80 numaralt molekiil en az disakkarit olmalidir.

Ik gordiigiimiiz pik m/z 341 ve takip eden parcalanma iiriinleri sakaroz
parcalanmalarina benzemektedir ve bu durum standart sakaroz kullanilarak ta teyit
edilmistir, sakarozun (glukoz + fruktoz) bir disakkarit oldugu diisiiniilecek olursa
molekiiliimiize ait 2 adet disakkarit bulmus oluruz. Bu durumda molekiil 4 adet
hekzozit den olusan bir sakkarit olmalidir ki molekiil agirlig1 zaten ancak boyle bir
durumda m/z 665 molekiiler iyon piki saglanabilmektedir. (4 adet hekzoz 180
amu’luk birlesme ile toplamda 720 amu yapacaktir. Fakat olusan 3 adet glikozitik
bagin ler molekiilden toplamda 3 molekiil su c¢ikarttig1 diisiiniilecek olursa
molekiiliin m/z 720 den 72 eksik ¢ikmasi yani m/z 665 [M-H] olarak goriilmesi
beklenecektir.)

Yapilan kaynak taramalar1 sonucunda stakiose‘un molekiil agirligit m/z 665 olan
bir tetrasakkarit oldugu ve 2 molekiil galaktoz bir molekiil glukoz ve 1 molekiil
fruktozdan olustugu goriilmistir ( gal(al—6)gal(al—6)glc(al«2p)fru). Kiitle
spektrumu ile yapilan onceki ¢alismalar incelendiginde (Guan ve ark., 2008) 80
numarali molekiil spektrumu ile (Sekil 82) bire bir ortiistiigli goriilmiistiir ve 80
numarali molekiil stakioz olarak adlandirilmistir.

W EWS Exp 1, 2,440 min from Sample 1 (FGAGA) af FGOGA wilf (Turbo Spray), Centraided Wax 5.1e6 cps
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Sekil 82. Stakioz kiitle spektrumu
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Hekzan Ekstrelerinin Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi ile Kimyasal
Bilesiminin Belirlenmesi

RT Bilesik M.spicata ssp. spicata  M.spicata ssp. tomentosa

[%0] [%0]

1203 limonen 9.4 -
1213 1,8-sineol 5.2 5.9
1474 trans-sabinen hidrat 2.2 -
1535 B-bourbonen 2.1 -
1612 B-karyofillen 4.1 -
1624 trans-dihydrokarvon 0.3 -
1751 karvon 61.0 -
1724 cis-piperitone oksit - 3.8
1750 trans-piperiton oksit - 40.5
1757 dihidrokarveol 2.2 -
1933 tetradekanal 11 -
1983 piperiton oksit - 21.8
2030 5-etil 4-oktanon* 2.8
2900 nonakosan 4.3 2.8
2931 hekzadekanoik asit 4.4
3100 hentriakontan 6.9 155

Toplam 98.8 97.5

* Wiley kiitiiphanesindeki spektrum benzerliginden bulunmustur.

Antioksidan Aktivite Bulgular:
Troloks’a Esdeger Antioksidan Kapasitesi (TEAK)

ABTS™ radikali hem su hem de organik coziiciilerde rahatlikla ¢oziinen ve
dolayisiyla lipofilik ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan kapasitelerini 6lgmek
icin kullanilabilir. Burada renk kaybi bir standart egrisi kullanilarak ¢izilen
kalibrasyon denklemine gore belirlenir. Bu amacla vitamin E’nin suda ¢oziinen
analogu olan troloks kullanilir ve hesaplamalar troloksa esdeger antioksidan
kapasitesi olarak verilir.

Buna gore 30 dakika sonunda % 1 ve % 0,1 konsantrasyonlarda hazirlanan
numuneler ile yapilan dl¢iimlerde % 0,1 konsantrasyonda aktivite gdzlendigi fakat
hicbir ekstredeki etkinin pozitif kontrol olarak kullanilan Gallik asit ve BHT kadar
yiiksek ¢ikmadigr goriilmiistiir her iki tiirde de genel olarak asit hidroliz ekstreleri
% 0,1 lik konsantrasyonda en c¢ok (1,30 mM) TEAK gosteren ekstreler olarak
bulunmustur. % 1 lik konsatrasyonlarda ise her iki tiirde % 5’lik infiizyonun
diklorometan fraksiyonu ve fraksiyonlama sonrasi sulu kisim yaklasik 2mM
Troloksa esdeger antioksidan aktivite gostererek pozitif kontroller olan BHT ve
Gallik asitle benzer sonucglar vermislerdir. Tiim konsantrasyonlarda en az etki
hekzan ve etil asetat ekstrelerinde goriilmistiir. Genel olarak bakildiginda Mentha
spicata ssp. tomentosa da M. spicata ssp. spicata ya gore daha yiiksek aktivite
gorilmiistiir.
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Ornekler

(E1) hekzan; (E2) etilasetat; (E3) % 70 metanol; (E4) sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E7) %70
metanol diklorometan fraksiyonu; (E8) %70 metanol fraksiyonu sonrasi sulu kisim; (E10) sulu
ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu faza ait ekstreler.

Sekil 83. Mentha spicata ssp. spicata ekstrelerinin ve standartlarin TEAK giicii (mM Troloks)
grafigi
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Ornekler

(E1) hekzan; (E2) etilasetat; (E3) % 70 metanol; (E4) sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E7) %70
metanol diklorometan fraksiyonu; (E8) %70 metanol fraksiyonu sonrasi sulu kisim; (E10) sulu
ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu faza ait ekstreler.

Sekil 84. Mentha spicata ssp. tomentosa ekstrelerinin ve standartlarm TEAK giicii (mM
Troloks) grafigi
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Sekil 85. Troloks kalibrasyon egrisi
YBSK sonras tiirevlendirme ile ABTS"® Radikali Siipiiriicii etki sonuglar

ABTS" Radikali'nin sulu ve organik ¢éziiciilerde rahatlikla ¢oziilmesi ve genis pH
araligina dayanikli olmasi, YBSK sistemlerinde kolon sonrasi tiirevlendirmelere
dayal1 antioksidan etkinin 6l¢giilmesinde tercih edilme sebebi olmustur. Bu amagla
TEAK deneyinde hazirlanan ABTS™ radikal ¢ozeltisi kullanilmistir. Reaktif
0,7ml/dk akis hiz1 ile reaksiyon bdliimine YBSK pompas: araciligi ile
gonderilmistir. 13 m uzunlugunda ve 0,25 mm capl yliksek basinca dayanikli bir
reaksiyon kolonu bu amagcla kullanilmistir. Bu reaksiyon kolonu YBSK kolon
¢ikisi ve ABTS™ reaktif pompasi arasina bir T baglantisi ile yerlestirilmistir. Tiip
igerisindeki reaksiyon stiresi 0,6 dakika olacak sekilde pompa akis hiz1 ayarlanmis
ve tilirevlendirme sonrasi Ol¢limler 734 nm’de PDA dedektor kullanilarak

almmustir ve etkili pikler negatif pikler olarak dedekte edilmistir (Kosar ve ark.,
2003).
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1: rozmarinik asit, 2: diosmetin, 3: hidroksi -trimetoksi flavon benzeri, 4: hidroksi trimetoksi
flavon benzeri, 5:trihidroksi -trimetoksi flavon tiirevi, 6: 330 amu trimetoksi flavanon tiirevi

Sekil 86. Mentha spicata ssp. spicata Etil asetat ekstresine ait Kolon sonrast ABTS™ radikali
ile tiirevlendirme
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1: rozmarinik asit, 2: diosmetin, 3: luteolin, 4: hidroksi -trimetoksi flavon benzeri, 5: trihidroksi -
trimetoksi flavon benzeri, 6: bilinmeyen 330 amu (Hidroksi—trimetoksi flavanon tiirevi), 7:

genkvanin

Sekil 87. Mentha spicata ssp. tomentosa Etil asetat ekstresine ait kolon sonrasi ABTS™
radikali ile tiirevlendirme
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1:dansensu dimer, 2: Kafeik asit, 3: Eriositrin, 4: 12-hidroksijasmonat siilfat ve narirutin, 5:
luteolin rutinozit, 6: luteolin-7-glukozit, 7: izosalvianolik asit A ve hesperidin, 8: rozmarinik asit,
9: salvianolik asit B, 10: salvianolik asit C, 11: bilinmeyen m/z 713[M-H]

Sekil 88. Mentha spicata ssp. spicata %70 metanol ekstresine ait Kolon sonrast ABTS™
radikali ile tiirevlendirme
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1:dansensu dimer, 2: kafeik asit, 3: sagerinik asit (rozmarinik asit dimeri), 4: 12-hidroksijasmonat
stilfat 5: luteolin rutinozit, 6: izosalvianolik asit a, luteolin glukuronik ve hesperidin, 7: rozmarinik
asit, 8: salvianolik asit b ve ikarisit B5 glukopiranozit, 9: ponsirin, 10: salvianolik asit a,

11:salvianolik asit ¢ tiirevi

Sekil 89. Mentha spicata ssp. tomentosa %70 metanol ekstresine ait Kolon sonrasit ABTS™

radikali ile tiirevlendirme
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1: dansensu dimer, 2: kafeik asit, 3: eriositrin, 4:narirutin, 5: hesperidin, 6:izosalvianolik asit A ve
bilinmeyen m/z 553(373, 355, 329), 7: rozmarinik asit, 8: salvianolik asit B, 9: salvianolik asit B
tirevi, 10: luteolin

Sekil 90. Mentha spicata ssp. spicata sulu ekstresine ait Kolon sonras1 ABTS™ radikali ile
tiirevlendirme
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1: dangensu dimer, 2: rozmarinik asit, 3: salvianolik asit B, 4: luteolin

Sekil 91. Mentha spicata ssp. tomentosa sulu ekstresine ait Kolon sonras1 ABTS™ radikali ile
tiirevlendirme
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1: dangensu dimer, 2: kafeik asit, 3: salvianolik asit E, 4:narirutin, 5: hesperidin, 6:izosalvianolik
asit A ve luteolin glukronit, 7: rozmarinik asit, 8: salvianolik asit B, 9: luteolin 10: bilinmeyen
salvianolik asit tiirevi m/z 713 (533, 515, 471, 335)

Sekil 92. Mentha spicata ssp. spicata %70 metanol ekstresine ait fraksiyonlama sonrasi sulu
kisima ait Kolon sonrast ABTS™ radikali ile tiirevlendirme
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1: dansensu dimer, 2: kafeik asit, 3: narirutin, 4: kafeik asit siilfat tuzu, 5: rozmarinik asit, 6:
salvianolik asit B, 7: ponsirin, 8: salvianolik asit A, 9: Salvianolik asit C tiirevi, rozmarinik asit
siilfat tuzu ve luteolin, 10: asesatin

Sekil 93. Mentha spicata ssp. tomentosa %70 metanol ekstresine ait fraksiyonlama sonrasi
sulu kisima ait Kolon sonrasit ABTS™ radikali ile tiirevlendirme
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1: dangensu dimer, 2: rozmarinik asit

Sekil 94. Mentha spicata ssp. spicata sulu ekstresinin fraksiyonlama sonrasi sulu kismina ait
Kolon sonrast ABTS™ radikali ile tiirevlendirme
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1: dansensu dimer, 2: kafeik asit, 3: 12-hidroksi jasmonat siilfat, 4: luteolin glukronit, 5:
rozmarinik asit, 6:salvianolik asit B, 7: apigenin rutinozit

Sekil 95. Mentha spicata ssp. tomentosa sulu ekstresinin fraksiyonlama sonrasi sulu kismina

ait Kolon sonrast ABTS™ radikali ile tiirevlendirme
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1: dansensu dimer, 2: metil DSS ve bilinmeyen, 3: kafeik asit, 4: dimetil dansensu, 5: hesperetin
glukozit, 6: rozmarinik asit, 7: metil rozmarinat, 8: dimetil rozmarinat,

Sekil 96. Mentha spicata ssp. spicata asit hidrolizi ekstresine ait kolon sonras1 ABTS™
radikali ile tiirevlendirme
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1: dansensu dimer, 2: metil dansensu ve bilinmeyen, 3: kafeik asit, 4: dimetil dansensu, 5:
hesperetin glukozit, 6: rozmarinik asit, 7: metil rozmarinat, 8: dimetil rozmarinat, 9: asesatin,
luteolin asetilglukozit, hidroksi -trimetoksi flavon tiirevi.

Sekil 97. Mentha spicata ssp. tomentosa asit hidrolizi ekstresine ait kolon sonras1 ABTS™

radikali ile tiirevlendirme
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Sekil 98. Mentha spicata ssp. spicata YBSK sonrast ABTS™ radikali ile tiirevlendirme sonrasi
negatif pik alanlari toplami ve ABTS™ radikali siipiiriicii etki deneyi arasindaki korelasyon
grafigi
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Sekil 99. Mentha spicata ssp. tomentosa YBSK sonrasi ABTSe+ radikali ile tiirevlendirme
sonrasi negatif pik alanlar1 toplamn ve ABTS™ radikali siipiiriicii etki deneyi arasindaki
korelasyon grafigi



Indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Maddelerin indirgeme giicleri ile antioksidan aktivite arasinda genellikle dogrusal
bir baglant1 vardir. Bu nedenle indirgeme kapasitesinin belirlenmesi o maddenin
antioksidan aktivitesi hakkinda bilgi verebilir. Bu amagla Mentha spicata
alttiirlerinden elde edilen ekstrelerin ve standartlarin demiri indirgeme kapasiteleri
incelenmis ve sonuglar Sekil 100 ve 101 de verilmistir. Burada verilen sonuglar
askorbik asite esdeger olarak hesaplanmistir.

Mentha ekstreleri ile yapilan deneyler sonucunda higbir ekstre pozitif kontrol
olarak kullanilan askorbik asit, BHT ve gallik asit kadar aktif bulunmamastir.

% 70 metanol ektresinin demir (III)’Gi demir (II)’ye indirgeme giicii en yiiksek
olarak bulunmustur.

6

M.spicata ssp. spicata 5.20

AscAE (mmol/g)
w S

N

El E2 E3 E4 E5 E7 E8 E10 E1l AscAs GA BHT
Ornekler

(E1) hekzan; (E2) etilasetat; (E3) % 70 metanol; (E4) sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E7) % 70
metanol diklorometan fraksiyonu; (E8) % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E10) % 5°1lik
inflizyon diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu kisma ait ekstreler.

Sekil 100. Mentha spicata ssp. spicata ekstrelerinin ve standartlarin demir(IIl)’ii demir(IT)’ye
indirgeme giicii



M.spicata ssp. tomentosa 5.20

AscAE (mmol/g)
w >

N

E1l E2 E3 E4 E5 E7 E8 E10 E1l AscAs GA BHT
Ornekler

(E1) hekzan; (E2) etilasetat; (E3) % 70 metanol; (E4) sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E7) % 70
metanol diklorometan fraksiyonu; (E8) % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E10) % 5°lik
infiizyon diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu kisma ait ekstreler.

Sekil 101. Mentha spicata ssp. tomentosa ekstrelerinin ve standartlarin demir(III)’ii
demir(II)’ye indirgeme giicii

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH**) radikalini siipiiriicii etki tayini

ICso degerleri, radikalin % 50’sini siipiirebilecek gerekli konsantrasyon olarak
tanimlanir. Ekstrelerin  1Csq degerleri hazirlanan dogrusal olmayan egriler
kullanilarak hesaplanmig ve sonuglar Sekil 102 ve 103’te verilmistir.
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Ornekler

(E1) hekzan; (E2) etilasetat; (E3) %70 metanol; (E4) sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E7) % 70
metanol diklorometan fraksiyonu; (E8) % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E10) sulu
ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu faza ait ekstreler

Sekil 102. Mentha spicata ssp. spicata ekstrelerinin ve standartlarnn DPPH® radikalini
siipiirme kapasiteleri
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Ornekler

(E1) hekzan; (E2) etilasetat; (E3) %70 metanol; (E4) sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E7) % 70
metanol diklorometan fraksiyonu; (E8) % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E10) sulu
ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu faza ait ekstreler

Sekil 103. Mentha spicata ssp. tomentosa ekstrelerinin ve standartlarin DPPH® radikalini
siipiirme kapasiteleri



Mentha ekstreleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda hekzan ekstresi digindaki tiim
ektrelerin radikal siipiiriicii etki gosterdikleri belirlenmistir. Sekil 102 ve 103°e
gore Asit hidrolizi ekstreleri digerlerine gore daha aktif olarak bulunmustur. Her
iki bitkiden elde edilen asit hidrolizi ekstreleri pozitif kontrol olarak kullanilan,
BHT ve gallik asit kadar etkili bulunmuslardir %70 Metanol ekstresi ve sulu
fraksiyonu her iki tiirde de etkili olarak tespit edilmistir. Infiizyon ile elde edilen
sulu ekstresi M. spicata ssp tomentosa tiirii M. spicata ssp spicata ya gore
yaklasik 3 kat daha etkili bulunmustur. Buna karsilik etil asetat ekstresi M. spicata
ssp tomentosa da yaklasik 3.5 kat daha az etkili bulunmustur.

Linoleik asit peroksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Hem gidalarin korunmasinda hem de hiicrelerin  korunmasinda lipitlerin
oksidasyonunun engellenmesinin 6nemi biiyiiktiir. Bu amagla hem gidalarda hem
de hiicre duvarlarinda en fazla bulunan doymamis yag asidi olan linoleik asidin
oksidasyonunun engellenmesine dayali olarak gelistirilen bu metotta, %0.25 ve
%1 konsantrasyonda hazirlanan ekstreler kullanilmistir. Linoleik  asit
peroksidasyonu {iizerine ekstrelerin etkileri hizlandirilmis oksidasyon testi ile
yapilmistir. Deney sonucunda alinan bozunma egrileri zamana bagl olarak M.
spicata ssp. spicata i¢in Sekil 104 ve M. spicata ssp tomentosa igin Sekil 105°de
verilmistir. Ayrica ekstrelerin 10 saat sonundaki linoleik asit peroksidasyonunu
hangi oranda inhibe ettikleri ise yiizde olarak Cizelge 12’de verilmistir. Her iki
bitkinin hekzan ve etilasetat ekstreleri lipidik sistemde her iki konsantrasyonda da
aktif bulunurken, diger sistemlerde etkili olarak bulunan asit hidrolizi ekstreleri bu
sistemde de etkili bulunmustur. Yiiksek fenolik madde iceren %70 metanol
ekstreleri ise etkisiz bulunmustur. M. spicata ssp tomentosa ya ait asit hidrolizi
ekstresi biitiin ekstreler iginde en etkili ektre olarak tespit edilmistir. Hi¢cbir ekstre
pozitif kontrol BHT kadar etkili ¢citkmamustir.
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ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu kisima ait ekstreler

Sekil 104. Mentha spicata ssp. spicata Linoleik asit oksidasyonunda, ekstrelerinin ve
standartlarin etkileri.
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(E1) hekzan; (E2) etilasetat; (E3) % 70 metanol; (E4) sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E7) % 70 metanol
diklorometan fraksiyonu; (E8) % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E10) sulu ekstre diklorometan
fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu kisima ait ekstreler

Sekil 105. Mentha spicata ssp. tomentosa Linoleik asit oksidasyonunda ekstrelerinin ve
standartlarin etkileri.

Malondialdehit (MDA) degerinin ol¢iimii (TBA metot)

Linoleik asitin oksidasyonu sonucu olusan MDA’in miktarinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bu testte, MDA, linoleik asit oksidasyonu sonucunda
olusturulmus ve TBA ile reaksiyona sokularak olusan oksidasyon derecesi
belirlenmistir. Ol¢iimlerde yukarida 10 saat siire ile okside edilen linoleik asit
cozeltisi kullanilmistir. Bu 10 saatlik oksidasyon sonucunda ekstrelerin etkileri %
inhibisyon degerleri olarak hesaplanmis ve Sekil 4.12°de verilmistir.

Burada asit hidroliz, hekzan ve etilasetat ekstreleri en etkili bilesikler olarak tespit
edilmistir. Su bazli ekstrelerde ve sulu fraksiyonlarda sonug¢ diisiik bulunmustur.
Biitiin ekstreler i¢in de en diisiik sonu¢ Sulu ekstrenin fraksiyonlanmasi sonucu
arta kalan sulu kissmda bulunmustur.



Cizelge 12. Ekstrelerinin 10 saatlik hizlandirilmis oksidasyon sonundaki MDA olusumunu
inhibe etme yiizdeleri

i % 0.25’1ik konsantrasyon % 1’lik konsantrasyon
Ornekler
ssp spicata ssp tomentosa ssp spicata ssp tomentosa

El 55.72+0.17 57.19+0.10 54.50+0.70 62.17+0.54
E2 66.19+0.22 49.41+0.12 69.04+0.15 67.79+0.20
E3 53.72+0.34 27.45+0.46 58.30+0.25 55.54+0.38
E4 36.83£0.16 22.38+0.20 46.59+0.27 30.10+0.18
E5 63.02+0.63 61.69+0.19 72.41+0.40 65.00+0.20
E7 59.87+0.85 33.78+0.21 66.55+0.15 59.33+£0.25
ES8 46.97+0.23 5.30+0.10 56.71+£0.58 29.25+0.26
E10 28.56+0.27 30.76+0.26 62.18+0.23 62.00+0.15
Ell 25.96+0.20 7.99+0.60 30.77+0.98 28.18+0.19
BHT 79.26+0.16 88.68+0.40 92.58+0.96 89.04+0.13

(E1) hekzan; (E2) etilasetat; (E3) % 70 metanol; (E4) sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E7) % 70
metanol diklorometan fraksiyonu; (E8) % 70 metanol fraksiyon sonrasi sulu kisim; (E10) sulu
ekstre diklorometan fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu faza ait ekstreler.

p-Karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

B-Karoten-linoleik asit beraber oksidasyon deneyinde amag¢ yine lipit
peroksidasyonunun derecesinin Olgiilmesidir. Bu deney daha ¢ok gidalarin
oksidasyonlarinin 6lgiilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Mentha ekstrelerinin f3-
karoten-linoleik asit oksidasyonunu engelleme dereceleri Sekil 106 ve sekil
107°de verilmistir. Bu sekillerden de gortilebilecegi gibi goriilebilecegi gibi, her
iki bitkiden de elde edilen tiim ekstreler belli oranlarda inhibitdr aktivite
gosterselerde hicbir ekstre pozitif kontroller kadar etkili olamamistir
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Sekil 106. Mentha spicata ssp. spicata ekstrelerinin ve standartlarin $ -karoten/linoleik asit
oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

100
Mentha spicata ssp. tomentosa | 1%
90 - 4 %0,25
80 - [

AA (%)

E5 E7 E8 E10 E11l BHT GA
Ornekler

El E2 E3 E4

Sekil 107. Mentha spicata ssp. tomentosa ekstrelerinin ve standartlarin B -karoten/linoleik asit
oksidasyonunu inhibe edici etki tayini



SONUC ve TARTISMA

Mentha spicata alttiirlerinin fenolik bilesikleri ile ilgili yapilmis ilk arastirma
yaklasik 40 yil 6ncesine dayanmaktadir. Bu ¢alismada belirlenen fenolik maddeler
luteolin, apigenin ve diosmetin olmustur (Subramanian ve ark., 1972). Ulkemizde
yapilan fakat alt tiir belirtilmeyen bagka bir ¢alismada ise protokatesik asit, kafeik
asit, siringik asit, rozmarinik asit, ferulik asit ve o-kumarik asite rastlanmistir
(Tuncel ve ark., 2010). M. spicata var. crispa ile yapilan bir ¢alismada kafeik asit,
eriositrin, rozmarinik asit, luteolin, apigenin, eriodiktiyol, apigenin rutinozit,
luteolin glukozit belirlenmistir (Kosar ve ark., 2004).

Mentha spicata ssp. spicata ve M. spicata ssp. tomentosa ile ilgili fenolik
bilesiklerine ait ayrintili galismalar bulunmamaktadir. Bu tiirlerden M. spicata ssp.
spicata ile ilgili yapilmis tek bir ¢alismada kafeik asit, rozmarinik asit ve luteolin
belirlenmis ve miktar tayinleri yapilmistir (Gokbulut ve ark., 2010). M. spicata
ssp. tomentosa ile ilgili daha Once yapilan bir fenolik igerik analizine
rastlanmamustir.

Mentha tiirlerinin fenolik bilesikleri ile ilgili en kapsamli ¢alisma Yamamura ve
arkadaslarinin yaptigi arastirmadir. Bu ¢alismada M. spicata var. crispa’ya ait 13
madde tamimlanmstir (Yamamura ve ark., 1998). Bu maddelerden ikarisit Bs,
5,6,4'-trihidroksi-7,8,3'-trimetoksiflavon  (timonin) ve 5,3 4'-trihidroksi-6,7,8-
trimetoksiflavon (sideritiflavon)’a yaptigimiz analizler sonucu bu c¢alismada
kullanilan Mentha spicata alt tiirlerinde de rastlanmigtir. Shen ve arkadaslar
tarafindan Mentha tiirlerinde rozmarinik asit, ursolik asit ve oleanolik asit miktar
tayini yapilmistir (Shen ve ark., 2011). Zaidi ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada
Mentha spicata‘ya ait 2 aglikon (diosmetin ve 5,6,4’-trihidroksi-7,3’dimetoksi
flavon) rapor etmislerdir. Bu maddelerden diosmetine bu c¢aligmada da
rastlanmigtir (Zaidi ve ark., 1998). Voirin ve arkadaglar1 apigenin asesatin,
timonin, sideritiflavon ve luteolini tanimlamislardir ki bu tez kapsaminda yapilan
analizlerde de bu alt1 bilesik tanimlanabilen maddeler olmustur (Bernard Voirin ve
ark., 1999).

Zheng ve arkadaslari Mentha spicata ile yaptiklar1 ¢alismalarda 2 lignan ve 2
monoterpenoit glikozit tespit etmislerdir. Bu maddelerden monoterpenoit glikozit
olarak tanimlanan spikatosit B bu calismada da tespit edilmistir (Zheng ve ark.,
2003; Zheng ve ark., 2007).

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligma, Mentha spicata alt tiirleri ile ilgili simdiye
kadar yapilmis en ayrintili fenolik madde analizi arastirmasi olmustur. Toplam 80
bilesigik tanimlanmis ve kiitle spektroskopisi sonuglar1 kullanilarak yapilari
aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Bu bilesiklerden 77 adedi fenolik yapida biri
oligosakkarit ikisi ise megastigman glikozittir. Fenolik bilesiklerden 25 tanesi
Mentha spicata alttiirlerinde, 18 tanesi ise Mentha cinsinde ilk defa tespit
edilmistir.

Mentha cinsi igin yeni olan maddeler: sagerinik asit, ikarisit Bs glukopiranozit,
apigenin asetilglukozit, luteolin asetilglukozit, salvianolik asit F, salvianolik asit
C, salvianolik asit A feruloilkinik asit, ponsirin metil litospermat, dimetil
litospermat, metil dansensu, 4-kafeoilkinik asit (kriptoklorojenik asit), 3-



kafeoilkinik asit (neoklorojenik asit), 3-kumaroil kinik asit, 4-kumaroilkinik asit,
kafeoil glukoz, dimetil rozmarinat.

Diger Mentha tiirlerinde rastlanmasina karsin daha o6nce M. spicata da
rastlanilmayan maddeler: salvianolik asit E, protokatesik asit hekzozit, 12 hidroksi
jasmonat siilfat, dansensu dimer. Dansensu dimer’e daha 6nce M. piperita’da
rastlanmistir (Kapp ve ark. 2013).

Metil rozmarinat daha once M. canadensis’te (Li ve ark., 2013), genkvanin M.
pulegium ve M. suaveolens’te bulunmustur (Zaidi ve ark., 1998). Apigenin 6,8-di-
C glukozit (visenin-2)’e daha 6nce M. longifolia’da rastlanmistir (Sharaf ve ark.,
1999).

Hidroksisinnamik asit tiirevleri

Her iki alttiirde hidroksisinnamik asit tiirevlerinden toplam 10 tane bilesik tespit
edilmistir. Bu bilesikler: 3-kafeoilkinik asit, 4-kafeoilkinik asit, 5-kafeoilkinik
asit, feruloilkinik asit, 3-p-kumaroilkinik asit, 4-p-kumaroilkinik asit, kafeik asit,
etil kafeat, kafeoil glukoz ve kafeik asit siilfat tuzu olarak siralanabilir. 3-p
kumaroilkinik asit’e sadece M. spicata ssp. tomentosa’da rastlanilmisken,
feruloilkinik asite ise sadece M. spicata ssp. spicata da rastlanmistir. Bu maddeler
daha ¢ok % 70 metanol ekstrelerinde ve bu ekstrenin fraksiyonlanmasi sonrasi
arta kalan sulu kisimda gozlenmistir ve bu durum maddelerin bitki i¢inde bulunan
diger maddelerden daha polar oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Bu durum ters
faz kolonda bu maddelerin tutunma zamanlarinin ekstre de bulunan diger
maddelerin tutunma zamanlarindan 6nce olmasti ile de dogruluk kazanmistir.

Yapilan kaynak taramalari bu maddelerden 4-kafeoilkinik asit (kriptoklorojenik
asit) (He ve ark., 2010), 3-kafeoilkinik asit (neoklorojenik asit), 3-kumaroil kinik
asit, 4-kumaroilkinik asit ve feruloilkinik asit Mentha cinsi igin ilk kez teshis
edilmistir. 5-kafeoilkinik asit (klorojenik asit) ise Mentha cinsinde daha 6nce
rastlanmistir (Dorman ve ark., 2003). Kafeik asite ise her iki alttiirin biitiin
ekstrelerinde rastlanmistir.

Flavonoit glikozitleri

Her iki alt tiirde 13 farkli flavon glikoziti belirlenebilmistir. Bunlardan sadece biri
karbon glikoziti, digerleri oksijen glikozitidir. Eriodiktiyol-7-O glukozit,
eriodiktiyol-7-O rutinozit (eriositrin), naringenin-7-rutinozit (narirutin), luteolin-
7- glukozit, luteolin rutinozit, hesperetin 7- rutinozit (hesperidin), hesperetin
glukozit, apigenin rutinozit, apigenin glukozit, izosakuranetin-7 neohesperosit,
diosmetin rutinozit (Diosmin) bu grupta rastlanilan oksijen glikozitleridir.

8-C-dihekzozil apigenin (visenin-2) bitkide rastlanan tek karbon glukozit olmustur
ve sadece Mentha spicata ssp. tomentosa da rastlanmistir. Flavonoit glikozitlerine
hekzan ekstreleri hari¢ biitiin ekstrelerde rastlanmistir. Diosmin’e daha 6nceden
Mentha spicata’da rastlanmistir (Justesen, 2000).

Flavonoit asetilglukozitleri

Bu grupta luteolin asetilglukozit ve apigenin asetilglukozit olmak {izere 2
maddeye rastlanmistir. Bu maddelerden luteolin asetilglukozit sadece M. spicata
Ssp. spicata’da rastlanilmisken apigenin asetilglukozite her iki alt tiir de de
rastlanmistir. Bu maddelere bitkilerin asit hidroliz ekstrelerinde rastlanmis olmasi



bitkide dogal olarak bulunmadiklarini bir bagka maddenin hidrolizi sirasinda aciga
ciktiklar diisiiniilmektedir.

Flavonoit glukronitleri

Bu grupta luteolin glukronit ve apigenin glukronit olmak {iizere 2 bilesige
rastlanmistir. Luteolin glukronit’e her iki alttiirde rastlanirken apigenin glukronit’e
sadece M. spicata ssp. tomentosa’nin % 5°‘lik infiizyonununda rastlanmustir.

Flavonoit aglikonlar:

Flavanoit aglikonlarindan su 11 bilesige rastlanmistir: Apigenin, luteolin,
hesperetin, izosakuranetin, genkvanin, asetatin, timonin, sideritiflavon,
naringenin, diosmetin ve eriodiktiyol. Bu maddelerden hesperetin hari¢ digerlerine
her iki alttiirde de rastlanirken, hesperetin’e sadece M. spicata ssp. spicata’da
rastlanmastir.

Salvianolik asit tiirevleri

Dansensu dimer, metil dansensu, dimetil dansensu, salvianolik asit E, metil
litospermat, dimetil litospermat, dimetil litospermat B, izosalvianolik asit A,
salvianolik asit A, salvianolik asit C, salvianolik asit B, salvianolik asit F olmak
tizere toplam 12 adet salvianolik asit tiirevine rastlanmistir. Bu maddelerden
dimetil litospermat’a sadece M. spicata ssp. tomentosa’da rastlanmistir. Diger
salvianolik asit tiirevlerine her iki alttiirde de rastlanmistir.

Rozmarinik asit tiirevleri

Rozmarinik asit, rozmarinik asit dimer (sagerinik asit), rozmarinik asit siilfat tuzu,
metil rozmarinat ve dimetil rozmarinat olmak tizere 5 farkli rozmarinik asit tiirevi
tanimlanmustir.

Metoksiflavonlar

Her iki alttiirde de 5,6,4'-trihidroksi-7,8,3'-trimetoksiflavon (timonin) ve 5,3',4'-
trihidroksi-6,7,8- trimetoksiflavon (sideritiflavon) tanimlanmistir. Bu maddelere
M. spicata’da daha dnce de rastlanmigtir (Voirin ve ark., 1999).

Fenolik olmayan digerleri

Ikarisit Bs, ikarisit Bs glikopiranozid analizlerde rastlanan megastigman
glikozitler ve stakioz ise analizlerde belirlenen oligasakkarit olmustur..

Antioksidan aktiviteleri iizerine degerlendirmeler

Ekstrelerin demir (III)’ti demir (II)’ye indirgeme kapasitesi hidrojen verme
kapasiteleri olarak degerlendirilir (Yildirim ve ark., 2000). indirgeme kapasitesi
radikal zincir reaksiyonlariin baglangic sathasinda olduk¢a onemlidir (Yildirim
ve ark., 2000). Kaynaklarda, sulu ekstrelerin demir (III)’ii demir (II)’ye indirgeme
kapasiteleri ile antioksidan aktiviteleri arasinda yiiksek korelasyon bulunmasina
(Dorman ve ark., 2003, 2004, Kosar ve ark 2005) ragmen, bunun her zaman dogru
olmadig1 kayithdir (Yildirim ve ark., 2000). Ekstrelerin demir (II1)’ti demir (I1)’ye
indirgeme giicii test edilmistir. Sonuglar askorbik asite esdeger olarak hesaplanmis
(AscAE) ve bu degerler kullanilmistir. AscAE degeri biiylidiikce aktivite de
artmaktadir.



Mentha ekstreleri ile yapilan deneyler sonucunda higbir ekstre pozitif kontrol
olarak kullanilan askorbik asit, BHT ve gallik asit kadar aktif bulunmamustir.
Mentha spicata ssp. spicata ekstrelerinde % 70 metanol ektresinin demir (III)i
demir (II)’ye indirgeme giicii 1,25 mmol/g AscAE degerle en yliksek etkiye sahip
olarak bulunmustur. Diger etkili ekstre asit hidrolizi ekstresi 1 mmol/g AscAE
degerle en yiiksek etkiye sahip 2. ekstre olarak bulunmustur. M. spicata ssp.
tomentosa da ise en yiiksek etkiye sahip ekstre 1,28 mmol/g AscAE degerle asit
hidrolizi ekstresi olurken 1,14 mmol/g AscAE degerle %70 MeOH ekstresi en
etkili olarak buluunana 2. ekstre olmustur. Bu etki ile toplam fenol miktarlar
arasinda dogrudan bir iliski goriilmistiir 2 deney sisteminin korelasyon katsayisi
M. spicata ssp. spicata ekstreleri igin r*=0,64, M. spicata ssp. tomentosa icin ise
r’=0,74 olarak bulunmustur. Fenolik asitler ve flavonoitler dogal antioksidanlar
olarak bilinirler. Fenolik asitler, 0zellikle hidroksisinnamatlar, antioksidan
aktivitelerini hidrojen vererek gosterirler (Rice-Evans ve ark 1996, Gu ve Weng
2001). Hidroksisinnamatlar sinifinda yer alan rozmarinik asit ve tiirevleri, ¢ok
giiclii. DPPH® radikal siipiiriicii bilesikler olarak bilinirler (Lu ve Foo 2002).
Fenolik asitler ve flavonoitler dogal antioksidanlar olarak bilinirler.
Hidroksisinnamatlar sinifinda yer alan rozmarinik asit ve tiirevleri, ¢ok giiclii
DPPH°® radikal siipiiriicii bilesikler olarak bilinirler (Lu ve Foo., 2002). Bu tez
kapsaminda incelenen ekstrelerin bir kisminda rozmarinik asit bir kisminda ise
flavonoitler ana bilesenler olarak goriilmektedir. Fenolik asitler ve flavonoitler
polar coziiciilerde ¢oziiniirler ve polar sistemlerde giiclii aktivite gosterirler. Demir
(IIN)’4 indirgeme reaksiyonu ve DPPH® radikal siipiiriicii etki testleri polar
ortamlarda yapilmaktadir. Bu nedenle de bu bilesiklerce zengin fraksiyonlar bu
deney sistemlerinde etkili olarak bulunmuslardir. Her 2 bitkide rozmarinik asit en
yiiksek olarak % 70 metanol ekstresinde bulunmustur ve bu ekstrede bu deney
sisteminde en etkili 2 ekstreden birisi olmustur. Rozmarinik asit miktarinin artisi
ile indirgeme giiclinii arttirdig1 goriilmiistiir. Bu durum asit hidroliz ekstrelerinde
gecerliligini yitirmis ve rozmarinik asit miktar1 asit hidrolizi ekstrelerinden daha
fazla olana ekstreler olmasina ragmen etki 2. en yiiksek olarak asit hidrolizi
ekstresinde goriilmiistiir. Bu ekstrelerin YBSK/KS analizlerinde ¢okca salvianolik
asit tlirevlerine rastlanmigtir bu durum salvianolik asit tiirevlerinin de bu deney
sisteminde oldukca etkili oldugunu ve en az rozmarinik asit kadar énemli bir rol
oynadigini diisiindiirmiistiir. Asit hidroliz ekstrelerinin bu kadar etkili ¢ikmasinin
bir sebebi de aglikonlarin antioksidan olarak daha etkili olusu olmalidir, glikozit
formlar1 ve biiyiik molekiillii kompleks yapilarda antioksidan etkinin azaldigi
diistiniilmektedir.

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikali, 517 nm’de maksimum absorbans
veren stabil bir radikaldir. Antioksidan 6zellikli maddeler tarafindan elektron ve
hidrojen atom transferi ile DPPH® radikalinin hidrazin tiirevlerine indirgendiginde
absorbans diiser (Bachmayer, 2004).

Ekstrelerin azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikalini siipiirme
kapasiteleri incelenmis ve sonuglar ICsqg degerleri olarak (mg/mL) verilmistir. ICsg
degeri kiiciildiikge aktivite artmaktadir. Her iki bitkiden de elde edilen hekzan
ekstreleri ¢oziinlirliik problemi nedeniyle bu polar deney sisteminde test
edilememistir. Her iki alttiirde de indirgeme giiclinde oldugu gibi asit hidrolizi ve
% 70 metanol ekstreleri ve % 70 metanol ekstraksiyonunun fraksiyonlanmasi



sonrasi arta kalan sulu kisimlarda yiiksek etki goriilmiistiir. Asit hidroliz ekstreleri
her iki alt tiirde de standartlarla esit miktarda etkili olarak bulunmustur. Bu deney
sisteminde iki alttiiriin sulu ekstreleri arasinda farklilik gézlenmis, M. spicata ssp.
tomentosa infiizyonun M. spicata ssp. spicata infiizyonundan yaklasik 4 kat daha
fazla etkili oldugu goriilmistir. Bu sonuglar gore bu ekstrelerin YBSK
kromatogramlar1 ve kiitle spektrumlar1 arasindaki farkliliklar incelenmis ve M.
spicata ssp. tomentosa inflizyonu relatif olarak % 7 12-hidroksi jasmonat siilfat
icerirken bu oranin M. spicata ssp spicata relatif olarak % 1,6 oldugu
goriilmistiir. 12-Hidroksi jasmonat siilfat orant da 2 bitkinin ekstreleri arasinda
yaklagik 4 olarak bulunmustur. Bu durum 12-hidroksi jasmonat siilfatin da giiglii
bir antioksidan molekiil oldugu sonucunu ortaya ¢ikartmaktadir ve YBSK sonrasi
ABTS"™ tiirevlendirme calismalarinda bu maddenin antioksidan aktivitesi oldugu
goriilmiistiir. Genel olarak DPPH® radikal siipiiriicii etki, toplam fenol miktar1 ve
rozmarinik asit miktar1 arasinda gii¢lii bir iliski bulunmustur. Bu durum yukarida
bahsedilen infiizyon ekstresinde sekteye ugramustir. Zira M. spicata ssp.
spicata’da rozmarinik asit miktar1 yaklagik 1,3 kat daha yiiksek bulunurken
DPPH* radikal siipiiriicii etki bakimindan 4 kat zayif bulunmustur. Ekstrelerin
kolon sonrasi tiirevlendirme antioksidan aktivite calismalarinda rozmarinik asit
her zaman en etkili olarak bulunmustur. Salvianolik asit tiirevleri ve diger
hidrokssisinnamik asit tlirevleri de kolon sonrasi tiirevlendirme deneyinde etkili
olarak bulunmustur. Hal bdyle iken M. spicata ssp. tomentosa infiizyonunda
ekstrenin biitiinii iizerinden bir DPPH® siipiirme giicii ele alindiginda kismen
sinerjik etkilesimler olabilecegi goriilmiistiir.

Yaglarin oksidasyonu gidalardaki oksidatif bozulmanin ve insan viicudundaki
hiicresel organellerin fizyolojik fonksiyonlarinin kaybmin en 6nemli nedenidir
(YYamamoto ve Niki 1991). Potansiyel antioksidanlar olarak besin maddelerinin ve
membran fosfolipitlerinin in vitro olarak degerlendirilmesi i¢in en kullanigh
model sistemleri fosfolipitlerdir. Bu amagcla sentetik antioksidanlar serbest
radikalleri uzaklastirmak amaciyla kullanilmaktadir. Hidroksil radikali basta
olmak tizere, fizyolojik olarak benzer reaktif oksijen tiirleri in vivo zincir
reaksiyonlarinda bozulmay1 baslatir ve pek ¢ok hastaligin olusumunda rol oynar
(Chatterjee ve Agarwal 1988).

Ekstrelerin linoleik asit peroksidasyonunu engelleme kapasiteleri hizlandirilmis
oksidasyon uygulanarak denenmis ve olusan peroksitler FeCl, ve amonyum
tiyosiyanat reaktifleri ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Ayrica linoleik
asitin oksidasyonu sirasinda olusan malondialdehit (MDA) miktar1 da
tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile Ol¢iilmiistiir. Genel olarak sonuglar
incelendiginde Toplam fenolik madde ve linoleik asit peroksidasyonunu inhibe
edici etki arasinda bir iliski goriilmemistir Fenolik madde orani en diisiik olan
hekzan ekstresi gii¢lii inhibisyon gosterirken toplam fenol miktar1 hekzana gore
cok daha yiiksek bulunan % 70 metanol ekstresi diisiik etkili bulunmustur. Genel
olarak bakildiginda linoleik asitin oksidasyonu sirasinda olusan peroksitlerin ve
MDA in miktarlarinin birbirine paralel oldugu gozlenmistir.

Benzer sonuglar beta karoten linoleik asit deneyi i¢in de elde edilmistir Her iki
bitkiden de elde edilen ekstrelerin tiimii belli oranda [B-karoten-linoleik asit
oksidasyonunu engellemislerdir. Fakat higbir ekstre pozitif kontrol olarak
kullanilan BHT ve gallik asit kadar etkili bulunmamustir.



Antioksidan aktivite sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde: Her iki alt tiiriin
de radikal spiiriicii giicliniin standartlara yakin diizeyde oldugu goriilmiistiir.
Linoleik asit peroksidasyonunu engellemede ise her iki alt tiiriin standart kadar
etkili olmadig1 belirlenmistir. Cizelge 13°de her bir alttiir icin en yiiksek
antioksidan etkiyi gosteren ekstrelerin standart ile karsilastirilmasi verilmistir. Her
iki alttiirde genellikle asit hidroliz sonras1 elde edilen ekstrelerde indirgeme giicii,
DPPH®siipiirme giicii ve Trolaksa Esdeger Antioksidan Kapasitesi (TEAK)
standartlara yakin bulunmustur.

Cizelge 13.En yiiksek antioksidan etki gosteren ekstrelerin standart ile karsilastirilmasi.

Deney En-etkili ekstre Deger Standart
Alt tiir S T S T BHT
indirgeme giicii (AscAE)  E3 E5 1,25 mmol/g 1 mmol/g 1,28
DPPH°stipiirme glicii ES ES 0,01 0,01 0,01
TEAK ES ES 1,30mM 1,30 mM 1,75 mM
MDA E2 ve E5 ESveEl %66 ve %63 %62 ve %57 | %89
B-Karoten E2 E5E11 E2,E4E5 @ Yaklasik %60 | Yaklasik %55 @ %90

S: Mentha spicata ssp. spicata , T: Mentha spicata ssp. tomentosa (E1) hekzan; (E2) etilasetat;
(E3) % 70 metanol; (E4) sulu ekstre; (E5) asit hidrolizi; (E7) %70 metanol diklorometan
fraksiyonu; (E8) %70 metanol fraksiyonu sonrasi sulu kisim; (E10) sulu ekstre diklorometan
fraksiyonu; (E11) sulu ekstre fraksiyon sonrasi sulu faza ait ekstreler

Bilesim analiz sonuglar1 degerlendirildiginde YBSK-KS/KS sonuglarina gore
belirgin bir ayrim goriilmemistir. Tanimlanan bilesiklerden hesperetin,
feruloilkinik asit ve luteolin asetilglukozit sadece M. spicata ssp. spicata da
rastlanmigken 3-p-kumaroilkinik asit, visenin-2, dimetil litospermat ve apigenin
glukuronit’e ise M. spicata ssp. tomentosa da rastlanmistir. Fakat bu molekiillerin
ekstre i¢indeki miktarlar1 iki tiir arasinda kimyasal olarak bir ayrim yapmaya
yeterli diizeyde olmamustir. Bu iki alt tiir arasinda kimyasal bilesikleri agisindan
ayrim ancak hekzan ekstreleri lizerinden yapilan GK-KS analizi sonuglarina gore
yapilabilir. Bu analiz sonuglarinda M. spicata ssp. spicata hekzan ekstresinin ana
bilesigi karvon (% 61) iken, M. spicata ssp. tomentosa hekzan ekstresinin ana
bilesikleri trans-piperiton oksit (% 40.5) ve piperiton oksit (% 21.8) olarak
bulunmustur. Bu durum bu iki alt tiir ile yapilan ugucu yag calismalarinda da
benzerlik gostermistir. Morfolojik olarak Tiirkiye florasinda iki alt tiir olarak
tanimlanmis olan bu orneklerin hekzan ekstrelerinde bulunan ugucu bilesikleri
bakimindan da distilasyonla elde edilen ugucu yaglarinda oldugu gib farkli oldugu
goriilmistir (Baser ve ark., 2012, Chauhan ve ark., 2011, Karousou ve ark.,
1998).

Caligilan tiirler icin antioksidan aktivite bakimindan en etkili fraksiyon asit
hidrolizi ile elde edilmis ekstreler olarak tespit edilmistir. Bu ekstreler aglikon
fenolik bilesikler bakimindan zengindir. Bu hidroliz ekstrelerinde YBSK-KS/KS
incelemeleri sonucunda salvianolik asit tlirevleri ana bilesenler olarak tespit
edilmistir. Bu nedenle bu ekstrelerin antioksidan aktivitelerinden bu bilesiklerin
sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir. Salvianolik asit tiirevlerinin yapilarinda bulunan
hidroksillerden dolay:r elektron verici 6zellikleri oldukga yliksektir. Bu nedenle
antioksian 6zellik kazanmaktadirlar. Etkiyi de bu bilesiklerin yapilarinda bulunan



fenolik hidroksillerin olusturdugu diisiiniilmektedir. Yukarida belirtildigi tizere
pekeek salvianolik asit tiirevleri gerek Mentha cinsi igin gerekse calisilan her iki
tiir icin ilk olarak tespit edilmistir.



KAYNAKLAR

Adam, K., Sivropoulou, A., Kokkini, S., Lanaras, T. ve Arsenakis, M., Antifungal
activities of Origanum vulgare subsp. hirtum, Mentha spicata, Lavandula
angustifolia, and Salvia fruticosa essential oils against human pathogenic
fungi. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 46 (5), 1739-1745,
1998.

Aflatuni, A., Ek, J. U. S. ve Hohtola, A., Optimum harvesting time of four Mentha
species in northern Finland. Journal of Essential Oil Research, 18( 2),
134-138, 2006.

Aggarwal, K. K., Khanuja, S. P. S., Ahmad, A., Kumar, T. R. S., Gupta, V. K. ve
Kumar, S., Antimicrobial activity profiles of the two enantiomers of
limonene and carvone isolated from the oils of Mentha spicata and
Anethum sowa. Flavour and Fragrance Journal, 17 (1), 59-63, 2002.

Akdogan, M., Kiling, L., Oncii, M., Karadz, E. ve Delibas, N., Investigation of
biochemical and histopathological effects of Mentha piperita L. and
Mentha spicata L. on Kidney tissue in rats. Human & Experimental
Toxicology, 22 (4), 213-219, 2003.

Akdogan, M., Ozgﬁner, M., Aydm, G. ve Gokalp, O., Investigation of
biochemical and histopathological effects of Mentha piperita Labiatae and
Mentha spicata Labiatae on liver tissue in rats. Human & Experimental
Toxicology, 23 (1), 21-28, 2004a.

Akdogan, M., Gultekin, F., ve Yontem, M., Effect of Mentha piperita (Labiatae)
and Mentha spicata (Labiatae) on iron absorption in rats. Toxicology and
Industrial Health, 20 (6-10), 119-122, 2004b.

Akdogan, M., Tamer, M. N., Ciire, E., Ciire, M. C., Koroglu, B. K. ve Delibas, N.,
Effect of spearmint (Mentha spicata Labiatae) teas on androgen levels in
women with hirsutism. Phytotherapy Research, 21 (5), 444-447, 2007.

Albayrak, S., Aksoy, A., Albayrak, S. ve Sagdi¢, O., In vitro antioxidant and
antimicrobial activity of some Lamiaceae species. Iranian Journal of
Science & Technology, 1, 1-9, 2013.

Ansari, K. ve Goodarznia, ., Optimization of supercritical carbon dioksit
extraction of essential oil from spearmint (Mentha spicata L.) leaves by
using Taguchi methodology. The Journal of Supercritical Fluids, 67(0),
123-130, 2012.

Arslan, D., Ozcan, M. M. ve Menges, H. O., Evaluation of drying methods with
respect to drying parameters, some nutritional and colour characteristics of
peppermint (Mentha x piperita L.). Energy Conversion and Management,
51(12), 2769-2775, 2010.



Arumugam, P., Ramamurthy, P., Santhiya, S. T. ve Ramesh, A., Antioxidant
activity measured in different solvent fractions obtained from Mentha
spicata Linn.: An analysis by ABTS(®") decolorization assay. Asia Pacific
Journal of Clinical Nutrition, 15 (1), 119-124, 2006.

Arumugam, P. ve Ramesh, A., Antigenotoxic and antioxidant potential of aqueous
fraction of ethanol extract of Mentha spicata (L.) against 4-nitroquinoline-
1-oxide-induced chromosome damage in mice. Drug and Chemical
Toxicology, 32 (4), 411-416, 2009a.

Arumugam, P. ve Ramesh, A., Protective effects of solvent fractions of Mentha
spicata (L.) leaves evaluated on 4-nitroquinoline-1-oxide induced
chromosome damage and apoptosis in mouse bone marrow cells. Genetics
and Molecular Biology, 32 (4), 847-852, 2009b.

Arzani, A., Zeinali, H., ve Razmjo, K., lIron and magnesium concentrations of
mint accessions (Mentha spp.). Plant Physiology and Biochemistry, 45 (5),
323-329, 2007.

Avcl, G., Kipeli, E., Eryavuz, A., Yesilada, E. ve Kiicikkurt, I,
Antihypercholesterolaemic and antioxidant activity assessment of some
plants used as remedy in Turkish folk medicine. Journal of
Ethnopharmacology, 107(3), 418-423, 2006.

Ayar-Kayali, H., Urek, R. O., Nakiboglu, M. ve Tarhan, L., Antioxidant Activities
of Endemic Sideritis leptoclada and Mentha dumetorum Aqueous Extracts
Used in Turkey Folk Medicine. Journal of Food Processing and
Preservation, 33(3), 285-295, 2009.

Babag, M. T., Possibility of an information system on plants of South-West Asia
with particular reference to the Turkish Plants Data Service (TUBIVES).
Turkish Journal of Botany (28), 119-127, 2004.

Bachmayer, O. (2004). Antioxidant Properties of Aqueous Extracts from Selected
Culinary Herbs. Yiiksek Lisans Tezi, University of Helsinki, Helsinki,
Finland

Banthorpe, D. V. ve Brown, G. D., Growth and secondary metabolism in cell

cultures of Tanacetum, Mentha and Anethum species in buffered media.
Plant Science, 67(1), 107-113, 1990.

Barros, L., Duenas, M., Dias, M. 1., Sousa, M. J., Santos-Buelga, C. ve Ferreira, .,
Phenolic profiles of cultivated, in vitro cultured and commercial samples
of Melissa officinalis L. infusions. Food Chemistry, 136(1), 1-8, 2013.

Barton, P., Hughes Jr, R. E. ve Hussein, M. M., Supercritical carbon dioxide
extraction of peppermint and spearmint. The Journal of Supercritical
Fluids, 5(3), 157-162, 1992.



Baser, K.H.C., Honda, G. ve Miki, W., (1986) Herb Drugs and Herbalists in
Turkey, Institute for the Study of Languages and Cultures of Asia and
Africa, Studia Culturae Islamicae 27,Tokyo.

Baser, K.H.C., Nuriddinov, Kh.R., Nigmatullaev A.M. ve Aripov, Kh.N., The
Essential Oil of Mentha asiatica Boriss. from Uzbekistan, Journal of
essential oil research, (9), 453-454 1997.

Bager, K. H. C., Kiirk¢tioglu, M., Tarimcilar, G. ve Kaynak, G,. Essential oils of
Mentha species from Northern Turkey. Journal of Essential Oil Research,
11(5), 579-588, 1999.

Baser, K. H. C., Kiirk¢iioglu, M., Demirci, B., Ozek, T. ve Tarimcilar, G.,
Chemotypic variations of the essential oils of Mentha taxa collected in the
Marmara region of Turkey. Planta Medica, 74(9), 921-921, 2008.

Bager, K. H. C., Kiirk¢iioglu, M., Demirci, B., Ozek, T. ve Tarmmcilar, G.,
Essential oils of Mentha species from Marmara region of Turkey. Journal
of Essential Oil Research, 24(3), 265-272, 2012.

Bastos, D. H., Saldanha, L. A., Catharino, R. R., Sawaya, A., Cunha, I. B.,
Carvalho, P. O. ve Eberlin, M. N., Phenolic antioxidants identified by ESI-
MS from yerba mate (llex paraguariensis) and green tea (Camelia
sinensis) extracts. Molecules, 12(3), 423-432, 2007.

Baytop, T. (1984). Tiirkiyede Bitkiler ile Tedavi (Ge¢miste ve Bugiin): Istanbul
Universitesi.

Bekiaroglou, P. ve Karataglis, S., The effect of lead and zinc on Mentha spicata.
Journal of Agronomy and Crop Science, 188(3), 201-205, 2002.

Bertea, C., Schalk, M., Mau, C. J. D., Karp, F., Wildung, M. R. ve Croteau, R.,
Molecular evaluation of a spearmint mutant altered in the expression of
limonene hydroxylases that direct essential oil monoterpene biosynthesis.
Phytochemistry, 64(7), 1203-1211, 2003.

Bimakr, M., Rahman, R. A., Taip, F. S., Ganjloo, A., Salleh, L. M., Selamat, J.,
Hamid, A. ve Zaidul, I. S. M., Comparison of different extraction methods
for the extraction of major bioactive flavonoid compounds from spearmint
(Mentha spicata L.) leaves. Food and Bioproducts Processing, 89(1), 67-
72, 2011.

Bonamonte, D., Mundo, L., Daddabbo, M. ve Foti, C., Allergic contact dermatitis
from Mentha spicata (spearmint). Contact Dermatitis, 45(5), 298-298,
2001.

BP. (2009). British pharmacopoeia: Medicines and Healthcare products agency

Cadenas, E. ve Davies, K. J. A., Mitochondrial free radical generation, oxidative
stress, and aging. Free Radical Biology and Medicine, 29(3-4), 222-230,
2000.



Cadiz-Gurrea, M. d. 1. L., Fernandez-Arroyo, S., Joven, J. ve Segura-Carretero,
A., Comprehensive characterization by UHPLC-ESI-Q-TOF-MS from an
Eryngium bourgatii extract and their antioxidant and anti-inflammatory
activities. Food Research International, 50(1), 197-204, 2013.

Candan, N. ve Tarhan, L., The correlation between antioxidant enzyme activities
and lipid peroxidation levels in Mentha pulegium organs grown in Ca2+,
Mg2+, Cu2+, Zn2+ and Mn2+ stress conditions. Plant Science, 165(4),
769-776, 2003.

Candan, N. ve Tarhan, L., Influence of Manganese Deficiency on Metal lon
Uptake, Antioxidant Defense Mechanism and Lipid Peroxidation Levels in
Mentha piperita Leaves. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica,
53(1), 20-25, 2011.

Candan, N. ve Tarhan, L., Tolerance or sensitivity responses of Mentha pulegium
to osmotic and waterlogging stress in terms of antioxidant defense systems
and membrane lipid peroxidation. Environmental and Experimental
Botany, 75(0), 83-88, 2012.

Celli, N., Dragani, L. K., Murzilli, S., Pagliani, T. ve Poggi, A., In vitro and in
vivo stability of caffeic acid phenethyl ester, a bioactive compound of
propolis. [Comparative Study]. Journal of Agriculture and Food
Chemistry, 55(9), 3398-3407, 2007.

Chauhan, S. S., Prakash, O., Padalia, R. C., Vivekanand, Pant, A. K., ve Mathela,
C. S., Chemical Diversity in Mentha spicata: Antioxidant and Potato
Sprout Inhibition Activity of its Essential Oils. Natural Product
Communications, 6(9), 1373-1378, 2011.

Chen, G. T., Gao, H. Y., Zheng, J., Wu, B., Yang, X. K. ve Wu, L. J., [Study of
chemical constituents in active parts of Mentha spicata Il11]. Zhongguo
Zhong Yao Za zhi, 31(7), 560-562, 2006.

Chen, H., Zhang, Q., Wang, X., Yang, J. ve Wang, Q., Qualitative Analysis and
Simultaneous Quantification of Phenolic Compounds in the Aerial Parts of
Salvia miltiorrhiza by HPLC-DAD and ESI/MSn. Phytochemical Analysis,
22(3), 247-257, 2011.

Clifford, M. N., Johnston, K. L., Knight, S. ve Kuhnert, N., Hierarchical scheme
for LC-MS n identification of chlorogenic acids. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 51(10), 2900-2911, 2003.

Clifford, M. N., Knight, S. ve Kuhnert, N., Discriminating between the six
isomers of dicaffeoylquinic acid by LC-MS n. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 53(10), 3821-3832, 2005.

Cook, C. M., Kokkini, S. ve Lanaras, T., Mentha spicata essential oils rich in 1,8-
cineole and 1,2-epoxy-P-menthane derivatives from Zakynthos (lonian

Island, W Greece). Journal of Essential Oil Research, 19(3), 225-230,
2007.



Croteau, R., Alonso, W. R., Koepp, A. E., Shim, J. H., ve Cane, D. E., Irreversible
Inactivation of Monoterpene Cyclases by a Mechanism-Based Inhibitor.
Archives of Biochemistry and Biophysics, 307(2), 397-404, 1993.

Cuyckens, F. ve Claeys, M., Mass spectrometry in the structural analysis of
flavonoits. Journal of Mass Spectrometry, 39(1), 1-15, 2004.

DAB, Deutsches Arzneiburch, Deutscher Apotheker Verlag, Stuttgard, Germany,
1999

Davies, M. J., The oxidative environment and protein damage. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Proteins & Proteomics, 1703(2), 93-109, 2005.

Davis, P. H. (1982). Lamiaceae. in Flora of Turkey and the East Aegean Islands
(Vol. 7): Edinburgh University Press.

de Rijke, E., Out, P., Niessen, W. M. A., Ariese, F., Gooijer, C. ve Brinkman, U.
A. T., Analytical separation and detection methods for flavonoits. Journal
of Chromatography A, 1112(1-2), 31-63, 2006.

Deans, S. G. (2007). Antimicrobial Activity of Essential Oils and Constituents of
Mentha Species. In B. M. Lawrence (Ed.), Mint: the genus Mentha (pp.
74). New York: CRC Press.

Delfine, S., Loreto, F., Pinelli, P., Tognetti, R., ve Alvino, A., Isoprenoids content
and photosynthetic limitations in rosemary and spearmint plants under

water stress. Agriculture, Ecosystems & Environment, 106(2-3), 243-252,
2005.

Diaz-Maroto, M. C., Perez-Coello, M. S., Gonzalez Vinas, M. A., ve Cabezudo,
M. D., Influence of drying on the flavor quality of spearmint (Mentha
spicata L.). [Comparative Study Research Support, Non-U.S. Gov't].
Journal of Agricultural and Food Chemistry,51(5), 1265-1269, 2003.

Diemer, F., Caissard, J. C., Moja, S. ve Jullien, F., Agrobacterium tumefaciens-
mediated transformation of Mentha spicata and Mentha arvensis. Plant
Cell Tissue and Organ Culture, 57(1), 75-78, 1999.

Duband, F., Carnat, A., Carnat, A., Petitjean-Freytet, C., Clair, G. ve Lamaison, J.,
(1992). Aromatic and polyphenolic composition of infused peppermint,
Mentha x piperita L].

Denisov, E. T., Denisov, E., Afanas' ev, I. B. ve Afanas’ev, 1. B., (2005).
Oxidation and antioxidants in organic chemistry and biology: CRC.

Deveci, M., An investigation on plant species diversity in Colchic Province
(Turkey). African Journal of Agricultural Research, 7(5), 820-843, 2012.

Dorman, H. J. D., Kosar, M., Kahlos, K., Holm, Y. ve Hiltunen, R., Antioxidant
Properties and Composition of Aqueous Extracts from Mentha Species,
Hybrids, Varieties, and Cultivars. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 51(16), 4563-4569, 2003.



Duali, G., (2010). Bazi Tiirk Nane (Mentha L.) U¢ucu Yaglarinin Biyolojik
Aktiviteleri. Yiksek Lisans Tezi Anadolu Universitesi, Eskisehir.

Duband, F., Carnat, A. P., Carnat, A., Petitjean-Freytet, C., Clair, G. ve Lamaison,
J. L., The aromatic and polyphenolic composition of peppermint (Mentha
X piperita L.) tea. Annales Pharmaceutiques Francaises, 50(3), 146-155,
1992,

Duke, J. A. (2002). Handbook of medicinal herbs: CRC press. pp 689-690

Egawa, T., Kachi, Y., Takeshima, T., Takeuchi, H. ve Konaka, S., Structural
determination of carvone, a component of spearmint, by means of gas
electron diffraction augmented by theoretical calculations. Journal of
Molecular Structure, 658(3), 241-251, 2003.

El Hassani, F. Z., Zinedine, A., Amraoui, M. B., Errachidi, F., Alaoui, S. M.,
Aissam, H., Merzouki, M. ve Benlemlih, M., Characterization of the
harmful effect of olive mill wastewater on spearmint. Journal of
Hazardous Materials, 170(2-3), 779-785, 2009.

El-Keltawi, N. E. ve Croteau, R., Salinity depression of growth and essential oil
formation in spearmint and marjoram and its reversal by foliar applied
cytokinin. Phytochemistry, 26(5), 1333-1334, 1987.

Elmastas, M., Gucin, 1., Oztiirk, L. ve Gokge, 1., Investigation of antioxidant
properties of spearmint (Mentha spicata L.). Asian Journal of Chemistry,
17(1), 137-148, 2005

Elmastas, M., Dermirtas, 1., Isildak, O. ve Aboul-Enein, H. Y., Antioxidant
Activity of S-Carvone Isolated from Spearmint (Mentha spicata L. Fam
Lamiaceae). Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies,
29(10), 1465-1475, 2006.

Erb, M. ve Glauser, G., Family business: multiple members of major
phytohormone classes orchestrate plant stress responses. Chemistry-a
European Journal, 16(34), 10280-10289, 2010.

Erdik, E. (1993). Organik kimyada spektroskopik yontemler: Gazi Kitabevi.

Ersoy, H. (2009). EDTU Herbaryumu'nda Bulunan Lamiaceae (Ballibabagiller)
Familyasi 'min Revizyonu. Doktora, Trakya Universitesi

EP7.0 (2012). European Pharmacopeia: Council of Europe.

Fabre, N., Rustan, I., de Hoffmann, E. ve Quetin-Leclercq, J., Determination of
flavone, flavonol, and flavanone aglycones by negative ion liquid
chromatography electrospray ion trap mass spectrometry. Journal of the
American Society for Mass Spectrometry, 12(6), 707-715, 2001.



Fang, N., Yu, S. ve Prior, R. L., LC/MS/MS characterization of phenolic
constituents in dried plums. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
50(12), 3579-3585, 2002.

Fang, Y. Z., Yang, S. ve Wu, G., Free radicals, antioxidants, and nutrition.
Nutrition, 18(10), 872-879, 2002.

Ferreres, F., Llorach, R. ve Gil-lzquierdo, A., Characterization of the
interglycosidic linkage in di-, tri-, tetra- and pentaglycosylated flavonoits
and differentiation of positional isomers by liquid
chromatography/electrospray ionization tandem mass spectrometry.
Journal of Mass Spectrometry, 39(3), 312-321, 2004.

Ferreres, F., Vinholes, J., Gil-Izquierdo, A., Valentdo, P., Gongalves, R. F. ve
Andrade, P. B., In vitro studies of a-glucosidase inhibitors and antiradical
constituents of Glandora diffusa (Lag.) D.C. Thomas infusion. Food
Chemistry, 136(3-4), 1390-1398, 2013.

Fiamegos, Y. C., Nanos, C. G., Vervoort, J., ve Stalikas, C. D., Analytical
procedure for the in-vial derivatization—extraction of phenolic acids and
flavonoids in methanolic and aqueous plant extracts followed by gas
chromatography  with ~ mass-selective  detection.  Journal  of
Chromatography A, 1041(1-2), 11-18, 2004.

Fletcher, R. S., Slimmon, T., McAuley, C. Y., ve Kott, L. S., Heat stress reduces
the accumulation of rosmarinic acid and the total antioxidant capacity in
spearmint (Mentha spicata L). Journal of the Science of Food and
Agriculture, 85(14), 2429-2436, 2005.

Fu, S., Arraez-Roman, D., Segura-Carretero, A., Menendez, J. A., Menendez-
Gutierrez, M. P., Micol, V. ve Fernandez-Gutierrez, A., Qualitative
screening of phenolic compounds in olive leaf extracts by hyphenated
liquid chromatography and preliminary evaluation of cytotoxic activity
against human breast cancer cells. Analytical and Bioanalytical Chemistry,
397(2), 643-654, 2010.

Fuchs, S., Beck, T. ve Mosandl, A., Different stereoselectivity in the reduction of
pulegone by Mentha species. Planta Medica, 67(3), 260-262, 2001.

Fujita, T., Sezik, E., Tabata, M., Yesilada, E., Honda, G., Takeda, Y., Tanaka, T.,
ve Takaishi, Y., Traditional medicine in Turkey VII. Folk medicine in
middle and west Black Sea regions. Economic Botany, 49(4), 406-422,
1995.

Gates, P. ve Lopes, N. P., Characterisation of Flavonoit Aglycones by Negative
lon Chip-Based Nanospray Tandem Mass Spectrometry. International
Journal of Analytical Chemistry, 2012, 2012.

Gattuso, G., Caristi, C., Gargiulli, C., Bellocco, E., Toscano, G. ve Leuzzi, U.,
Flavonoid glycosides in bergamot juice (Citrus bergamia Risso). Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 54(11), 3929-3935, 2006.



Guedon, D. J. ve Pasquier, B. P., Analysis and Distribution of Flavonoid
Glycosides and Rosmarinic Acid in 40 Mentha x piperita Clones. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 42(3), 679-684, 1994.

Gilbert, D. L. ve Colton, C. A., (1999). Reactive Oxygen Species in Biological
Systems: An Interdisciplinary Approach: Kluwer Academic/Plenum
Publishers.

Govindarajan, M., Sivakumar, R., Rajeswari, M. ve Yogalakshmi, K., Chemical
composition and larvicidal activity of essential oil from Mentha spicata
(Linn.) against three mosquito species. Parasitology Research, 110(5),
2023-2032, 2012.

Gomez-Prieto, M. S., del Castillo, M. L. R., Flores, G., Santa-Maria, G., ve
Blanch, G. P. Application of Chrastil's model to the extraction in SC-CO2
of B-carotene and lutein in Mentha spicata L. The Journal of Supercritical
Fluids, 43(1), 32-36, 2007.

Goger, F. (2006). Salvia virgata Jacq. ve Salvia halophila Hedge 'nin Antioksidan
Etkilerinin ve Bilesimlerinin Belirlenmesi. Yiiksek lisans tezi, Anadolu
Universitesi, Anadolu Universitesi.

Gokbulut, A. ve Sarer, E., Simultaneous Determination of Phenolic Compounds in
Mentha spicata L. subsp. spicata by Rp-Hplc. Turkish Journal of
.Pharmaceutical Sciences. 7 (3), 249-254, 2010.

Grevsen, K., Frette, X. ve Christensen, L. P., Content and composition of volatile
terpenes, flavonoits and phenolic acids in Greek oregano (Origanum
vulgare L. ssp. hirtum) at different development stages during cultivation
in cool temperate climate. European Journal of Horticultural Science,
74(5), 193, 2009.

Guan, B. ve Cole, R. B., MALDI Linear-Field Reflectron TOF Post-Source Decay
Analysis of Underivatized Oligosaccharides: Determination of Glycosidic
Linkages and Anomeric Configurations Using Anion Attachment. Journal
of the American Society for Mass Spectrometry, 19(8), 1119-1131, 2008.

Guedon, D. J. ve Pasquier, B. P., Analysis and Distribution of Flavonoit
Glycosides and Rosmarinic Acid in 40 Mentha x piperita Clones. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 42(3), 679-684, 1994.

Guimaraes, R., Barros, L., Carvalho, A. M., ve Ferreira, I. C., Infusions and
decoctions of mixed herbs used in folk medicine: synergism in antioxidant
potential. Phytotherapy Research, 25(8), 1209-1214, 2011.

Giillice, M., Sahin, F., Sokmen, M., Ozer, H., Daferera, D., Sokmen, A.,
Polissiou, M., Adigiizel, A. ve Ozkan, H., Antimicrobial and antioxidant
properties of the essential oils and methanol extract from Mentha
longifolia L. ssp. longifolia. Food Chemistry, 103(4), 1449-1456, 2007.



Gliney, M., Oral, B., Karahanli, N., Mungan, T. ve Akdogan, M., The effect of
Mentha spicata Labiatae on uterine tissue in rats. Toxicology and
Industrial Health, 22(8), 343-348, 2006.

Hajighasemi, F., Hashemi, V., ve Khoshzaban, F., Cytotoxic effect of Mentha
spicata aqueous extract on cancerous cell lines in vitro. Journal of
Medicinal Plants Research, 5(20), 5142-5147, 2011.

Halliwell, B., Reactive species and antioxidants. Redox biology is a fundamental
theme of aerobic life. Plant Physiology, 141(2), 312-322, 2006.

Haudenschild, C., Schalk, M., Karp, F. ve Croteau, R., Functional expression of
regiospecific cytochrome P450 limonene hydroxylases from mint (Mentha
spp.) in Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae. Archives of
Biochemistry and Biophysics, 379(1), 127-136, 2000.

He, W., Liu, X., Xu, H., Gong, Y., Yuan, F. ve Gao, Y., On-line HPLC- ABTS
screening and HPLC-DAD-MS/MS identification of free radical
scavengers in Gardenia (Gardenia jasminoides Ellis) fruit extracts. Food
Chemistry, 123(2), 521-528, 2010.

Hirata, T., Murakami, S., Ogihara, K. ve Suga, T., Volatile monoterpenoid
constituents of the plantlets of Mentha spicata produced by shoot tip
culture. Phytochemistry, 29(2), 493-495, 1990.

Honda, G., Yesilada, E., Tabata, M., Sezik, E., Fujita, T., Takeda, Y., Takaishi, Y.
ve Tanaka, T., Traditional medicine in Turkey. VI. Folk medicine in west
Anatolia: Afyon, Kutahya, Denizli, Mugla, Aydin provinces. Journal of
Ethnopharmacology, 53(2), 75-87, 1996.

Hossain, M. B., Rai, D. K., Brunton, N. P., Martin-Diana, A. B. ve Barry-Ryan,
C., Characterization of phenolic composition in Lamiaceae spices by LC-
ESI-MS/MS. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58(19), 10576-
10581, 2010.

Hosseinimehr, S. J., Pourmorad, F., Shahabimajd, N., Shahrbandy, K., ve
Hosseinzadeh, R., In vitro antioxidant activity of Polygonium hyrcanicum,
Centaurea depressa, Sambucus ebulus, Mentha spicata and Phytolacca
americana. Pakistan Journal of Biological Science, 10(4), 637-640, 2007.

Hughes, R. J., Croley, T. R., Metcalfe, C. D. ve March, R. E., A tandem mass
spectrometric study of selected characteristic flavonoits. International
Journal of Mass Spectrometry, 210, 371-385, 2001.

Hussain, J., Bukhar, N., Bano, N., Hussain, H., Naeem, A. ve Green, |. R.,
Flavonoids and Terpenoids from Phlomis cashmeriana and their
Chemotaxonomic significance. Records of Natural Products, 4(4), 242-
249, 2010.

Hussain, A. ., Anwar, F., Nigam, P. S., Ashraf, M. ve Gilani, A. H., Seasonal
variation in content, chemical composition and antimicrobial and cytotoxic



activities of essential oils from four Mentha species. Journal of the Science
of Food and Agriculture, 90(11), 1827-1836, 2010.

Hvattum, E. ve Ekeberg, D., Study of the collision-induced radical cleavage of
flavonoit glycosides using negative electrospray ionization tandem
quadrupole mass spectrometry. Journal of Mass Spectrometry, 38(1), 43-
49, 2003.

Iscan, G., Kirimer, N., Kiirk¢iioglu, M., Baser, K. H. C. ve Demirci, F.,
Antimicrobial screening of Mentha piperita essential oils. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 50(14), 3943-3946, 2002.

Justesen, U., Negative atmospheric pressure chemical ionisation low-energy
collision activation mass spectrometry for the characterisation of
flavonoits in extracts of fresh herbs. Journal of Chromatography A,
902(2), 369-379, 2000.

Kanatt, S. R., Chander, R. ve Sharma, A., Antioxidant potential of mint (Mentha

spicata L.) in radiation-processed lamb meat. Food Chemistry, 100(2),
451-458, 2007.

Kapp, K., Hakala, E., Orav, A., Pohjala, L., Vuorela, P., Piissa, T., Vuorela, H. ve
Raal, A., Commercial peppermint teas: Antichlamydial effect and
polyphenolic composition. Food Research International (2013)

Karousou, R., Grammatikopoulos, G., Lanaras, T., Manetas, Y. ve Kokkini, S.,
Effects of enhanced UV-B radiation on Mentha spicata essential oils.
Phytochemistry, 49(8), 2273-2277, 1998.

Karp, F., Mihaliak, C. A., Harris, J. L., ve Croteau, R., Monoterpene biosynthesis:
Specificity of the hydroxylations of (—)-limonene by enzyme preparations
from peppermint (Mentha piperita), spearmint (Mentha spicata), and
perilla (Perilla frutescens) leaves. Archives of Biochemistry and
Biophysics, 276(1), 219-226, 1990.

Kartal, M., Ucan, U. S., Kan, Y., Aslan, S. ve Atalay, T., Antimicrobial activity
and composition of essential oils of Mentha spicata cultivated under
organic farming conditions in Turkey. Planta Medica, 74(9), 1202-1202,
2008.

Karousou, R., Grammatikopoulos, G., Lanaras, T., Manetas, Y. ve Kokkini, S.,
Effects of enhanced UV-B radiation on Mentha spicata essential oils.
Phytochemistry, 49(8), 2273-2277, 1998.

Kavrayan, D. ve Aydemir, T., Partial purification and characterization of
polyphenoloxidase from peppermint (Mentha piperita). Food Chemistry,
74(2), 147-154, 2001.

Kendir, G. ve Giiveng, A., Etnobotanik ve Tiirkiye’de Yapilmis Etnobotanik
Calismalara Genel Bir Bakis. Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Dergisi, 30(1), 49-80, 2010.



Khan, N. I., Tisserat, B., Berhow, M. ve Vaughn, S. F., Influence of autoclaved
fungal materials on spearmint (Mentha spicata L.) growth, morphogenesis,
and secondary metabolism. Journal of Chemical Ecology, 31(7), 1579-
1593, 2005.

Kivang, M. ve Kunduhoglu, B., Antimicrobial activity of fresh plant juice on the
growth of bacteria and yeasts. Journal of Qafgaz University, 1, 27-31,
1997.

Kim, K. H. ve Hong, J., Equilibrium solubilities of spearmint oil components in
supercritical carbon dioxide. Fluid Phase Equilibria, 164(1), 107-115,
1999.

Kiran, U., ve Patra, D. D., Influence of natural essential oils and their by-products
as nitrification retarders in regulating nitrogen utilization for Japanese mint
in sandy loam soils of subtropical central India. Agriculture, Ecosystems &
Environment, 94(2), 237-245, 2003.

Ko, Y. C., Feng, H. T., Lee, R. J. ve Lee, M. R., The determination of flavonoids
in Wikstroemia indica C. A. Mey. by liquid chromatography with photo-
diode array detection and negative electrospray ionization tandem mass
spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry, 27(1), 59-67,
2013.

Kofidis, G., Bosabalidis, A. ve Kokkini, S. Seasonal variation of essential oils in a

Linalool-rich chemotype of Mentha spicata grown wild in Greece. Journal
of Essential Oil Research, 16(5), 469-472, 2004.

Kofidis, G., Kokkini, S. ve Bosabalidis, A. M., Seasonal variations in leaf
structure, morphometry and essential oils of two Mentha spicata
populations grown at altitudinal extremes. Journal of Biological Research-
Thessaloniki, 16, 255-265, 2011.

Kokkini, S., Karousou, R, ve Lanaras, T., Essential oils of spearmint (Carvone-
rich) plants from the island of Crete (Greece). Biochemical Systematics
and Ecology, 23(4), 425-430, 1995.

Kokkini, S., Karousou, R. ve Lanaras, T., Essential oils with 1,2-epoxy-p-
menthane derivatives from Mentha spicata plants growing across the
island of Crete. Botanica Acta, 110(2), 184-189, 1997.

Kosar, M., Dorman, H. J. D., Bachmayer, O., Baser, K. H. C. ve Hiltunen, R., An
improved on-line HPLC-DPPH" method for the screening of free radical
scavenging compounds in water extracts of Lamiaceae plants. Chemistry
of Natural Compounds, 39(2), 161-166, 2003.

Kosar, M., Dorman, H. J. D., Baser, K. H. C. ve Hiltunen, R., Screening of free
radical scavenging compounds in water extracts of Mentha samples using



a postcolumn derivatization method. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 52(16), 5004-5010, 2004.

Kosar, M., Bozan, B., Temelli, F. ve Baser, K. H. C., Antioxidant activity and
phenolic composition of sumac (Rhus coriaria L.) extracts. Food
Chemistry, 103(3), 952-959, 2007.

Kosar, M., Goger, F. ve Baser, K. H. C., In vitro antioxidant properties and
phenolic composition of Salvia virgata Jacg. from Turkey. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 56(7), 2369-2374, 2008.

Kozan, E., Kiipeli, E. ve Yesilada, E., Evaluation of some plants used in Turkish
folk medicine against parasitic infections for their in vivo anthelmintic
activity. Journal of Ethnopharmacology, 108(2), 211-216, 2006.

Kiiltiir, S., Medicinal plants used in Kirklareli Province (Turkey). Journal of
Ethnopharmacology, 111(2), 341-364, 2007.

Kumar, V., Kural, M. R., Pereira, B. M. J. ve Roy, P., Spearmint induced
hypothalamic oxidative stress and testicular anti-androgenicity in male rats
altered levels of gene expression, enzymes and hormones. Food and
Chemical Toxicology, 46(12), 3563-3570, 2008.

Kumarasamy, Y., Byres, M., Cox, P. J., Jaspars, M., Nahar, L. ve Sarker, S. D.,
Screening seeds of some Scottish plants for free radical scavenging
activity. Phytotherapy Research, 21(7), 615-621, 2007.

Lawrence, B.M. (2007). Oil composition of other Mentha species and hybrids. In
B. M. Lawrence (Ed.), Mint: the genus Mentha, pp. 325-346, New York
CRC Press,

Lebert, A., Tharrault, P., Rocha, T. ve Marty-Audouin, C., The drying kinetics of
mint (Mentha spicata Huds.). Journal of Food Engineering, 17(1), 15-28,
1992,

Li, M., Xu, L., Li, Z., Qian, S. ve Qin, M., Chemical constituents from Mentha
canadensis. Biochemical Systematics and Ecology, 49(0), 144-147, 2013.

Lin, L.-Z. ve Harnly, J. M., Identification of the phenolic components of
chrysanthemum flower (Chrysanthemum morifolium). Food Chemistry,
120(1), 319-326, 2010.

Liu, A.-H., Lin, Y.-H., Yang, M., Guo, H., Guan, S.-H., Sun, J.-H. ve Guo, D.-A.,
Development of the fingerprints for the quality of the roots of Salvia
miltiorrhiza and its related preparations by HPLC-DAD and LC-MS .
Journal of Chromatography B, 846(1-2), 32-41, 2007a.

Liu, A. H., Guo, H., Ye, M., Lin, Y. H., Sun, J. H., Xu, M. ve Guo, D. A,
Detection, characterization and identification of phenolic acids in Danshen
using high-performance liquid chromatography with diode array detection
and electrospray ionization mass  spectrometry. Journal  of
Chromatography A, 1161(1-2), 170-182, 2007b.



Llorach, R., Espin, J. C., Tomas-Barberan, F. A. ve Ferreres, F., Artichoke
(Cynara scolymus L.) by products as a potential source of health-
promoting antioxidant phenolics. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 50(12), 3458-3464, 2002.

Lu, Y. ve Yeap Foo, L., Polyphenolics of Salvia—a review. Phytochemistry,
59(2), 117-140, 2002.

Lupien, S., Karp, F., Wildung, M. ve Croteau, R., Regiospecific cytochrome P450
limonene hydroxylases from mint (Mentha) species: cDNA isolation,
characterization, and functional expression of (-)-4S-limonene-3-
hydroxylase and (-)-4S-limonene-6-hydroxylase. Archives of Biochemistry
and Biophysics, 368(1), 181-192, 1999.

Maffei, M., Camusso, W. ve Caramellino, D., Fructose is the most uptaken sugar
for (-)-carvone biosynthesis in Mentha spicata L. Journal of Plant
Physiology, 158(6), 811-813, 2001.

Malik, B., Sharma, N. R. ve Soni, G., Influence of agro-climatic conditions on
antioxidant potential of Mentha species. Journal of Pharmacy Research,
7(5), 427-432, 2013.

March, R. E. ve Miao, X.-S., A fragmentation study of kaempferol using
electrospray quadrupole time-of-flight mass spectrometry at high mass
resolution. International Journal of Mass Spectrometry, 231(2-3), 157-
167, 2004.

Marongiu, B., Porcedda, S., Della Porta, G., ve Reverchon, E., Extraction and
isolation of Salvia desoleana and Mentha spicata subsp. insularis essential
oils by supercritical CO,. Flavour and Fragrance Journal, 16(5), 384-388,
2001.

Maruyama, K., Goto, C., Numata, M., Suzuki, T., Nakagawa, Y., Hoshino, T. ve
Uchiyama, T., O-acetylated xyloglucan in extracellular polysaccharides
from cell-suspension cultures of Mentha. Phytochemistry, 41(5), 1309-
1314, 1996.

Matraka, M., Ninou, E., Giannakoula, A., Lazari, D., Panou-Filotheou, H. ve
Bosabalidis, A. M., Effects of soil water content on Mentha spicata L. and
Origanum dictamnus L. Israel Journal of Plant Sciences, 58(3-4), 229-
239, 2010.

Matsuda, F., Yonekura-Sakakibara, K., Niida, R., Kuromori, T., Shinozaki, K. ve
Saito, K., MS/MS spectral tag-based annotation of non-targeted profile of
plant secondary metabolites. The Plant Journal, 57(3), 555-577, 2009.

Matsunami, K., Otsuka, H., Takeda, Y. ve Miyase, T., Reinvestigation of the
absolute stereochemistry of megastigmane glucoside, icariside B(5).
Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 58(10), 1399-1402, 2010.



Mauri, P. ve Pietta, P,. Electrospray characterization of selected medicinal plant
extracts. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 23(1), 61-
68, 2000.

Miliauskas, G., Venskutonis, P. ve Van Beek, T., Screening of radical scavenging
activity of some medicinal and aromatic plant extracts. Food Chemistry,
85(2), 231-237, 2004.

Miron, T. L., Herrero, M. ve Ibanez, E., Enrichment of antioxidant compounds
from lemon balm (Melissa officinalis) by pressurized liquid extraction and
enzyme-assisted extraction. Journal of Chromatography A, 1288(0), 1-9,
2013.

Mirzaie-Nodoushan, H., Rezaie, M. B., ve Jaimand, K.,, Path analysis of the
essential oil-related characters in Mentha spp. Flavour and Fragrance
Journal, 16(5), 340-343, 2001.

Moran, J. F., Klucas, R. V., Grayer, R. J., Abian, J., Harborne, J. B. ve Becana,
M., Characterization of phenolic glucosides from soybean root nodules by
ion-exchange high performance liquid chromatography, ultraviolet
spectroscopy and electrospray mass spectrometry. Phytochemical Analysis,
9(4), 171-176, 1998.

Muiioz-Bertomeu, J., Ros, R., Arrillaga, I. ve Segura, J., Expression of spearmint
limonene synthase in transgenic spike lavender results in an altered

monoterpene composition in developing leaves. Metabolic Engineering,
10(3-4), 166-177, 2008.

Mustafa, A. F., McKinnon, J. J. ve Christensen, D. A., Effects of feeding ensiled
spearmint (Mentha spicata) byproduct on nutrient utilization and ruminal
fermentation of steers. Animal Feed Science and Technology, 92(1-2), 33-
43, 2001.

Nakazawa, T. ve Ohsawa, K., Metabolism of Rosmarinic Acid in Rats. Journal of
Natural Products, 61(8), 993-996, 1998.

Niessen, W. ve Tinke, A., Liquid chromatography-mass spectrometry general
principles and instrumentation. Journal of Chromatography A, 703(1), 37-
57, 1995.

Olennikov, D. N. ve Tankhaeva, L. M., Lamiaceae carbohydrates. 1. Pectinic
substances and hemicelluloses from Mentha x piperita. Chemistry of
Natural Compounds, 43(5), 501-507, 2007a.

Olennikov, D. N. ve Tankhaeva, L. M., Lamiaceae carbohydrates. Il. Water-
soluble polysaccharides from Mentha x piperita. Chemistry of Natural
Compounds, 43(6), 648-651, 2007b.

Olennikov, D. N. ve Tankhaeva, L. M., Quantitative Determination of Phenolic
Compounds in Mentha piperita Leaves. Chemistry of Natural Compounds,
46(1), 22-27, 2010.



Oomah, B. D. ve Mazza, G., Flavonoits and antioxidative activities in buckwheat.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 44(7), 1746-1750, 1996.

Orhan, F., Baris, O., Yanmus, D., Bal, T., Giivenalp, Z. ve Giilliice, M., Isolation
of some luteolin derivatives from Mentha longifolia (L.) Hudson subsp.
longifolia and determination of their genotoxic potencies. Food Chemistry,
135(2), 764-769, 2012.

Oueslati, S., Karray-Bouraoui, N., Attia, H., Rabhi, M., Ksouri, R. ve Lachaal, M.,
Physiological and antioxidant responses of Mentha pulegium (Pennyroyal)
to salt stress. Acta Physiologiae Plantarum, 32(2), 289-296, 2010.

Oyaizu, M., Studies on products of the browning reaction. Antioxidative activities
of browning reaction products prepared from glucosamine. Japanese
Journal of Nutrition [Eiyogaku Zasshi], 44(6), 307-315, 1986.

Pandey, K. P., Shahi, S. K., Singh, R., Dutta, S. ve Dikshit, A., Antifungal
efficacy of Taxodium and Mentha oils against some human pathogenic
fungi. Flavour and Fragrance Journal, 17(6), 443-444, 2002.

Papandreou, M. A., Kanakis, C. D., Polissiou, M. G., Efthimiopoulos, S.,
Cordopatis, P., Margarity, M. ve Lamari, F. N., Inhibitory activity on
amyloid-p aggregation and antioxidant properties of Crocus sativus
stigmas extract and its crocin constituents. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 54(23), 8762-8768, 2006.

Parejo, I., Caprai, E., Bastida, J., Viladomat, F., Jauregui, O. ve Codina, C.,
Investigation of Lepechinia graveolens for its antioxidant activity and
phenolic composition. Journal of Ethnopharmacology, 94(1), 175-184,
2004a.

Parejo, I., Jauregui, O., Sanchez-Rabaneda, F., Viladomat, F., Bastida, J. ve
Codina, C., Separation and characterization of phenolic compounds in
fennel (Foeniculum vulgare) using liquid chromatography-negative
electrospray ionization tandem mass spectrometry. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 52(12), 3679-3687, 2004b.

Pellati, F., Orlandini, G., Pinetti, D. ve Benvenuti, S., HPLC-DAD and HPLC-
ESI-MS/MS methods for metabolite profiling of propolis extracts. Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 55(5), 934-948, 2011.

Pearson, W., Fletcher, R. S., ve Kott, L. S., Oral rosmarinic acid-enhanced
Mentha spicata modulates synovial fluid biomarkers of inflammation in
horses challenged with intra-articular LPS, Jounal of veterinary
Pharmacology and therapeutics, 35(5), 495-502, 2012.

Pino, J., Borges, P., Martinez, M., Vargas, M., Flores, H., Estarron, M. ve
Fuentes, V., Essential oil of Mentha spicata L. from Jalisco. Journal of
Essential Oil Research, 13(6), 409-410, 2001.

Ponnamperuma, K. ve Croteau, R., Purification and Characterization of an
NADPH-Cytochrome P450 (Cytochrome c) Reductase from Spearmint



(Mentha spicata) Glandular Trichomes. Archives of Biochemistry and
Biophysics, 329(1), 9-16, 1996.

Prasain, J. K. (2012). Tandem Mass Spectrometry - Applications and Principles:
In Tech.

Qiao, S., Shi, R., Liu, M., Zhang, C., Yang, W., Shi, X., Jiang, X., Wang, C. ve
Wang, Q., Simultaneous quantification of flavonoits and phenolic acids in
Herba Scutellariae barbatae and its confused plants by high performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Food Chemistry,
129(3), 1297-1304, 2011.

Raja, N., Albert, S., Ignacimuthu, S. ve Dorn, S., Effect of plant volatile oils in
protecting stored cowpea Vigna unguiculata (L.) Walpers against
Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera: Bruchidae) infestation.
Journal of Stored Products Research, 37(2), 127-132, 2001.

Rasoolia, I., Gachkar, L., Yadegarinia, D., Rezaei, M. B. ve Astaneh, S. D. A,
Antibacterial and antioxidative characterisation of essential oils from
Mentha piperita and Mentha spicata grown in Iran. Acta Alimentaria,
37(1), 41-52, 2008.

Rasooli, 1., Dental Biofilm Prevention by Mentha spicata and Eucalyptus
camaldulensis Essential Oils. International Journal of Infectious Diseases,
12, Supplement 1(0), e167, 2008.

Robbins, R. J., Phenolic Acids in Foods: An Overview of Analytical
Methodology. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51(10), 2866-
2887, 2003.

Ruiz, A., Mardones, C., Vergara, C., Hermosin-Gutiérrez, 1., von Baer, D.,
Hinrichsen, P., Rodriguez, R., Arribillaga, D. ve Dominguez, E., Analysis
of hydroxycinnamic acids derivatives in calafate (Berberis microphylla G.
Forst) berries by liquid chromatography with photodiode array and mass
spectrometry detection. Journal of Chromatography A, 1281(0), 38-45,
2013.

Saleem, M., Alam, A. ve Sultana, S., Attenuation of benzoyl peroxide-mediated
cutaneous oxidative stress and hyperproliferative response by the
prophylactic treatment of mice with spearmint (Mentha spicata). Food and
Chemical Toxicology, 38(10), 939-948, 2000.

Sanchez-Rabaneda, F., Jauregui, O., Lamuela-Raventés, R. M., Bastida, J.,
Viladomat, F. ve Codina, C., Identification of phenolic compounds in
artichoke waste by high-performance liquid chromatography—tandem mass
spectrometry. Journal of Chromatography A, 1008(1), 57-72, 2003a.

Sanchez-Rabaneda, F., Jauregui, O., Casals, 1., Andrés-Lacueva, C., Izquierdo-
Pulido, M. ve Lamuela-Raventos, R. M., Liquid
chromatographic/electrospray ionization tandem mass spectrometric study



of the phenolic composition of cocoa (Theobroma cacao). Journal of Mass
Spectrometry, 38(1), 35-42, 2003b.

Sarikiirkgii, C., Eryigit, F., Cengiz, M., Tepe, B., Cakir, A. ve Mete, E., Screening
of the antioxidant activity of the essential oil and methanol extract of
Mentha pulegium L. from Turkey. Spectroscopy Letters, 45(5), 352-358,
2012.

Scandalios, J. G., (1997). Oxidative stress and the molecular biology of
antioxidant defenses: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Scherer, R., Lemos, M. F., Lemos, M. F., Martinelli, G. C., Martins, J. D. L. ve da
Silva, A. G., Antioxidant and antibacterial activities and composition of
Brazilian spearmint (Mentha spicata L.). Industrial Crops and Products,
50(0), 408-413, 2013.

Schoeneborn, R. ve Mues, R., Flavone di-C-glycosides from Plagiochila
jamesonii and Plagiochasma rupestre. Phytochemistry, 34(4), 1143-1145,
1993.

Serteser, A., Kargioglu, M., Gok, V., Bagc1, Y., Ozcan, M. M. ve Arslan, D.,
Antioxidant properties of some plants growing wild in Turkey. Grasas Y
Aceites, 60(2), 147-154, 20009.

Sertkaya, E., Kaya, K. ve Soylu, S., Acaricidal activities of the essential oils from
several medicinal plants against the carmine spider mite (Tetranychus
cinnabarinus Boisd.) (Acarina: Tetranychidae). Industrial Crops and
Products, 31(1), 107-112, 2010.

Sezik, E., Yesilada, E., Honda, G., Takaishi, Y., Takeda, Y. ve Tanaka, T.,
Traditional medicine in Turkey X. Folk medicine in Central Anatolia. J
Ethnopharmacol, 75(2-3), 95-115, 2001.

Sezik, E., Yesilada, E., Shadidoyatov, H., Kulivey, Z., Nigmatullaev, A. M.,
Aripov, H. N., Takaishi, Y., Takeda, Y. ve Honda, G., Folk medicine in
Uzbekistan. 1. Toshkent, Djizzax, and Samargand provinces. J
Ethnopharmacol, 92(2-3), 197-207, 2004.

Sharaf, M., El-Ansari, M. A. ve Saleh, N. A. M., Flavone glycosides from Mentha
longifolia. Fitoterapia, 70(5), 478-483, 1999.

She, G. M., Xu, C., Liu, B. ve Shi, R. B., Polyphenolic Acids from Mint (the
Aerial of Mentha haplocalyx Briq.) with DPPHe Radical Scavenging
Activity. Journal of Food Science, 75(4), C359-C362, 2010.

Shen, D., Pan, M. H., Wu, Q. L., Park, C. H., Juliani, H. R., Ho, C. T. ve Simon, J.
E., A Rapid LC/MS/MS Method for the Analysis of Nonvolatile
Antiinflammatory Agents from Mentha spp. Journal of Food Science,
76(6), C900-C908, 2011.

Shitamoto, J., Sugimoto, S., Matsunami, K., Otsuka, H., Shinzato, T. ve Takeda,
Y., Tricalysionoside A, a Megastigmane Gentiobioside, Sulfatricalysines
A—F, and Tricalysiosides X—Z, ent-Kaurane Glucosides, from the



Leaves of Tricalysia dubia. Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 59(1),
72-77,2011.

Silberberg, M., Gil-lzquierdo, A., Combaret, L., Remesy, C., Scalbert, A. ve
Morand, C., Flavanone metabolism in healthy and tumor-bearing rats.
Biomedicine & pharmacotherapy, 60(9), 529-535, 2006.

Silva, C. L., ve Camara, J. S., Profiling of volatiles in the leaves of Lamiaceae
species based on headspace solid phase microextraction and mass
spectrometry. Food Research International, 51(1), 378-387, 2013.

Singleton, V. L., Orthofer, R. ve Lamuela-Raventds, R. M., [14] Analysis of total
phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of folin-
ciocalteu reagent. Methods in Enzymology, 299, 152-178, 1999.

Sitthithaworn, W., Yeepoosri, T., Yeepoosri, W., Mundee, K. ve Vannavanich, D.,
The effect of bio-extract from cabbage waste on growth, yield and quality
of volatile oil extracted from Mentha spicata and Mentha arvensis var.
piperascens. Journal of Medicinal Plants Research, 5(9), 1673-1676,
2011.

Srivastava, N. K. ve Luthra, R., Interspecific Variation in Mints for
Photosynthetic Efficiency, and 14-C Primary Metabolic Pool in Relation to
Essential Oil Accumulation. Journal of Plant Physiology, 138(6), 650-654,
1991.

Stalikas, C. D., Extraction, separation, and detection methods for phenolic acids
and flavonoids. Journal of Separation Science, 30(18), 3268-3295, 2007.

Stalmach, A., Mullen, W., Barron, D., Uchida, K., Yokota, T., Cavin, C., Steiling,
H., Williamson, G. ve Crozier, A., Metabolite profiling of
hydroxycinnamate derivatives in plasma and urine after the ingestion of
coffee by humans: identification of biomarkers of coffee consumption.
Drug Metabolism and Disposition, 37(8), 1749-1758, 2009.

Subramanian, S. S. ve Nair, A. G. R., Flavonoids of the leaves of Mentha spicata
and Anisochilus carnosus. Phytochemistry, 11(1), 452-453, 1972.

Sarer, E., Toprak, S. Y., Otlu, B. ve Durmaz, R., Composition and Antimicrobial
Activity of the Essential Oil from Mentha spicata L. subsp. spicata.
Journal of Essential Oil Research, 23(1), 105-108, 2011.

Tabata, M., Sezik, E., Honda, G., Yesilada, E., Fukui, H., Goto, K. ve Ikeshiro,
Y., Traditional medicine in Turkey Ill. Folk medicine in east Anatolia,
Van and Bitlis provinces. Pharmaceutical Biology, 32(1), 3-12, 1994.

Tanakol, R., Antioksidan Vitaminler Hastalikta ve Saglikta Onemleri. Klinik
Gelisim, 347-357, 1998.

Telci, 1., Farkli Nane (Mentha spp.) klonlarinin bazi morfolojik tarimsal ve
teknolojik Ozelliklerinin belirlenmesi {izerinde bir arastirma. [Doktora
tezi]. Fen Bilimleri Enstitiisii, 2001.



Telci, I., Sahbaz, N., Yilmaz, G. ve Tugay, M. E., Agronomical and chemical
characterization of spearmint (Mentha spicata L.) originating in Turkey.
Economic Botany, 58(4), 721-728, 2004.

Telci, 1., Demirtas, 1., Bayram, E., Arabaci, O. ve Kacar, O., Environmental
variation on aroma components of pulegone/piperitone rich spearmint
(Mentha spicata L.). Industrial Crops and Products, 32(3), 588-592, 2010.

Tuncel, N. B. ve Yilmaz, N., Kaz Daglari’ndan Toplanan Bazi Bitkilerin Fenolik
Asit Kompozisyonlarinin Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ile
Belirlenmesi, Akademik Gida 8 (3) (2010) 18-23.

USP. The United States Pharmacopeia: The National Formulary. 2008.

Velioglu, Y., Mazza, G., Gao, L. ve Oomah, B., Antioxidant activity and total
phenolics in selected fruits, vegetables, and grain products. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 46(10), 4113-4117, 1998.

Vian, M. A., Fernandez, X., Visinoni, F. ve Chemat, F., Microwave

hydrodiffusion and gravity, a new technique for extraction of essential oils.
Journal of Chromatography A, 1190(1-2), 14-17, 2008.

Vimolmangkang, S., Sitthithaworn, W., Vannavanich, D., Keattikunpairoj, S. ve
Chittasupho, C., Productivity and quality of volatile oil extracted from
Mentha spicata and M. arvensis var. piperascens grown by a hydroponic
system using the deep flow technique. Journal of Natural Medicines,
64(1), 31-35, 2010.

Voirin, B., Bayet, C., Faure, O. ve Jullien, F., Free flavonoit aglycones as markers
of parentage in Mentha aquatica, M. citrata, M. spicata and M. x piperita.
Phytochemistry, 50(7), 1189-1193, 1999.

Vokou, D., Vareltzidou, S. ve Katinakis, P., Effects of aromatic plants on potato
storage: sprout suppression and antimicrobial activity. Agriculture,
Ecosystems & Environment, 47(3), 223-235, 1993.

Wang, Y., Yang, L., He, Y.-Q., Wang, C.-H., Welbeck, E. W., Bligh, S. W. A. ve
Wang, Z.-T., Characterization of fifty-one flavonoits in a Chinese herbal
prescription Longdan Xiegan Decoction by high-performance liquid
chromatography coupled to electrospray ionization tandem mass
spectrometry and photodiode array detection. Rapid Communications in
Mass Spectrometry, 22(12), 1767-1778, 2008.

WHO. (2002). WHO monographs on selected medicinal plants: World Health
Organization.

Wust, M., Little, D. B., Schalk, M., ve Croteau, R., Hydroxylation of limonene
enantiomers and analogs by recombinant (-)-limonene 3- and 6-
hydroxylases from mint (Mentha) species: Evidence for catalysis within



sterically constrained active sites. Archives of Biochemistry and
Biophysics, 387(1), 125-136, 2001.

Yal¢in, A. S. Antioksidanlar. Klinik Gelisim, 342-346, 1998.
Yannai, S. (2012). Dictionary of Food Compounds: New York. CRC Press.

Yamamura, S., Ozawa, K., Ohtani, K., Kasai, R. ve Yamasaki, K., Antihistaminic
flavones and aliphatic glycosides from Mentha spicata. Phytochemistry,
48(1), 131-136, 1998.

Yesilada, E., Honda, G., Sezik, E., Tabata, M., Fujita, T., Tanaka, T., Takeda, Y.
ve Takaishi, Y., Traditional medicine in Turkey. V. Folk medicine in the
inner Taurus Mountains. Journal of Ethnopharmacology, 46(3), 133-152,
1995.

Yesilada, E., Honda, G., Sezik, E., Tabata, M., Goto, K. ve lkeshiro, Y.,
Traditional medicine in Turkey. IV. Folk medicine in the Mediterranean
subdivision. Journal of Ethnopharmacology, 39(1), 31-38, 1993.

Yesilada, E., Sezik, E., Honda, G., Takaishi, Y., Takeda, Y. ve Tanaka, T.,
Traditional medicine in Turkey IX: folk medicine in north-west Anatolia.
Journal of Ethnopharmacology, 64(3), 195-210, 1999.

Yildirim, A., Mavi, A., Oktay, M., Kara, A.A., Algur, O.F., Bilaloglu, V.
Comparison of Antioxidant and Antimicrobial Activities of Tilia (Tilia
argentea Desf ex DC), Sage (Salvia triloba L.), and Black Tea (Camellia
sinensis) Extracts, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48, 5030-
5034 2000.

Younis, Y. M. H. ve Beshir, S. M., Carvone-rich essential oils from Mentha
longifolia (L.) Huds. ssp. schimperi Brig. and Mentha spicata L. grown in
Sudan. Journal of Essential Oil Research, 16(6), 539-541, 2004.

Zaidi, F., Voirin, B., Jay, M. ve Viricel, M. R., Free flavonoid aglycones from
leaves of Mentha pulegium and Mentha suaveolens (Labiatae).
Phytochemistry, 48(6), 991-994, 1998.

Zeinali, H., Arzani, A., Razmjoo, K. ve Rezaee, M. B., Evaluation of oil
compositions of Iranian mints (Mentha ssp.). Journal of Essential Oil
Research, 17(2), 156-159, 2005

Zeng, G., Xiao, H., Liu, J. ve Liang, X., Identification of phenolic constituents in
Radix Salvia miltiorrhizae by liquid chromatography/electrospray
ionization mass spectrometry. Rapid Communications in Mass
Spectrometry, 20(3), 499-506, 2006.

Zheng, J., Zhao, D. S., Wu, B. ve Wu, L. J., [A study on chemical constituents in
the herb of Mentha spicata]. Zhongguo Zhong Yao Za Zhi, 27(10), 749-
751, 2002.



Zheng, J., Chen, G.-T., Gao, H.-Y., Wu, B. ve Wu, L.-J., Two new lignans from
Mentha spicata L. Journal of Asian Natural Products Research, 9(5), 431-
435, 2007.

Zheng, J., Wu, L. J., Zheng, L., Wu, B. ve Song, A. H., Two new monoterpenoid
glycosides from Mentha spicata L. Journal of Asian Natural Products
Research, 5(1), 69-73, 2003.

Zhou, M.-J., Zhu, Y.-X., Corredor, P., Xie, F.-M., Kissinger, P. ve Liu, C.-X,,
Determination of the phase | and Il metabolites of caffeic and chlorogenic
acids in rats by LC/MS/MS. Asian Journal of Pharmacodynamics and
Pharmacokinetics 2006.

Znini, M., Bouklah, M., Majidi, L., Kharchouf, S., Aouniti, A., Bouyanzer, A.,
Hammouti, B., Costa, J. ve Al-Dyab, S. S., Chemical Composition and
Inhibitory Effect of Mentha Spicata Essential Oil on the Corrosion of Steel
in Molar Hydrochloric Acid. International Journal of Electrochemical
Science, 6(3), 691-704, 2011.



